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A hepcidin egy nemrégiben felfedezett, defenzin tipust peptid, amely kozponti szerepet jatszik a vashdztartds szabalyozdsiban.
A hepcidin csokkenti a vastranszportban szerepet jatszé molekuldk expresszidjit, igy gitolja a vas gastrointestinalis rendszerbdl valo
felszivodasat, makrotigokbdl valé felszabaduldsit, csokkentve ezzel a szérum vasszintjét. A hepcidin vashdztartasban betoltott sze-
repének tisztazasa segithet a gyulladdsos és kronikus betegségekben bekévetkezs anémia pontosabb megértésében. Munkdnk kez-
detén a hepcidin kimutatdsira alkalmas, kereskedelmi forgalomban elérhet6 moédszer nem dllt rendelkezésre. Célunk volt egy,
a vizelethepcidin kimutatasara alkalmas modszer kidolgozasa, valamint hogy ezen médszer segitségével vizsgiljuk a hepcidin jelen-
téségét a perinatalis vashdztartisban. Munkdnk sordn a nativ, emberi hepcidin aminosav-szekvencidjanak megfelelGen allitottunk elé
peptidszarmazékokat, amelyek koziil az 1-7 peptidszarmazékrol igazoltuk, hogy alkalmas lehet a nativ hepcidin standard helyet-
tesitésére immunreakcion alapulé moédszerek fejlesztésekor. Kidolgoztunk egy, az emberi vizelethepcidin mennyiségi meghatiro-
zaséra alkalmas, 1ézerdeszorpcids tomegspektrometrids, szemikvantitativ médszert, amelyben az dltalunk szintetizalt acetil-1-25
peptidszarmazékot mint hepcidinszer( belsé standardot elséként alkalmaztuk. Kidolgoztunk a vizelet tisztitdsira és a vizelethepcidin
koncentraldsara alkalmas, szilard fazist extrakcion alapulé médszert. Az dltalunk kidolgozott médszerrel els6ként mértiik egészsé-
ges Gjsziilottek vizelethepcidin-szintjét, valamint egy kereskedelmi forgalomban elérhetd médszerrel a szérumprohepcidin-szintjét.
Kimutattuk, hogy az érett Gjsziilottek korai adaptacidja sordn a szérumprohepcidin-szint nem valtozik, a vizelethepcidin viszont
szignifikinsan né. A szérumprohepcidin- és a vizelethepcidin-szintek egymassal nem mutattak osszefiiggést. Kimutattuk, hogy az
érett Gjsziilottek vashdztartdsinak korai adapticidja sordn a szérumprohepcidin-szintek kizarélag a vorosvérsejtek dtlagos hemoglo-
binkoncentricidjaval, mig a vizelethepcidin-szintek a szérumvasszinttel és teljes vaskots kapacitdssal mutattak osszefiiggést. Kimu-
tattuk, hogy az érett WGjsziilottek vashdztartasanak korai adapticiéja soran a koldokzsinorvér-mintidkban az alacsonyabb
szérumprohepcidin-szintek esetén szabad vas jelenléte igazolhat6. Osszefoglalva: Eredményeink alapjin elmondhatjuk, hogy a
hepcidinnek valészintileg szerepe van az Gjsziilottek korai, a vashdztartdst érinté adaptacidjaban, azonban tovabbi vizsgalatok sziik-
ségesek ahhoz, hogy ezt az 6sszefliggést biztosan megallapithassuk.
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Role of iron metabolism-regulator hepcidin in perinatal iron homeostasis

Hepcidin is a recently recognized defensin-like peptide, which is considered to be the central regulator of iron metabolism. Hepcidin
decreases the expression of iron transporting molecules. Hepcidin reduces gastrointestinal iron absorption, iron release from the
macrophages, and hence it decreases serum iron levels. Clarification of hepcidin role in iron homeostasis could provide an explanation
to anemia of inflammation and chronic diseases. At start of our work there was no commercially available method for measuring
urine hepcidin levels. The aim of our study was to develop an easily achievable, reliable quantification method for the determination
of urine hepcidin levels in human, in addition to examine a possible association of hepcidin with neonatal iron homeostasis.
According to the sequence of native, human hepcidin we have synthesized peptide derivatives from which 1-7 peptide derivatives
might be suitable representatives of the 25-amino-acid form of hepcidin in immune adsorption method. We presented a novel laser-
desorption mass spectrometry based semi-quantitative, reproducible method for measuring hepcidin concentration in human urine
first using the synthesized peptide derivative acetyl-1-25 peptide as hepcidin related internal standard. We described an easy and
quickly achievable solid-phase extraction method which is suitable for purification of urine and concentration of hepcidin. In our
study we have first measured serum prohepcidin and urine hepcidin in healthy human newborns. Serum prohepcidin levels showed
no significant changes, however, urine hepcidin levels increased significantly during the first postnatal days. Serum prohepcidin and
urine hepcidin levels showed no significant association in healthy human newborns. Associations have been demonstrated between
cord blood prohepcidin values and mean corpuscular hemoglobin concentration as well as between urine hepcidin levels and serum
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iron and total iron binding capacity values. We have demonstrated that neonates with detectable non-protein-bound iron levels in
cord blood were presented with lower prohepcidin concentrations. In summary, our results suggest a possible link between hepcidin
and early iron adaptation of newborn’s, however, further investigations should be done to elucidate this issue.

Keywords: hepcidin, hepcidin level, iron, perinatal iron-regulatory system
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Roviditések

a-7 és a-13 = nydl-antihumdnhepcidin-IgG, affinitastisztitott; Acp =
aminokapronsav; CRP = C-reaktiv protein; ELISA = (enzyme linked
immunosorbent assay) enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat;
ESI-MS = (electrospray ionization mass spectrometry) elektrospray-
ionizaci6s tomegspektrometria; Fmoc = 9-fluorenil-metiloxi-karbonil;
(Gly), = pentaglicin ,,spacer”; HPLC = (high performance liquid
chromatography) nagy teljesitményt folyadékkromatografia; MALDI-
MS = (matrix-assisted laser desorption ionization — mass spectrometry)
matrixasszisztalt 1ézerdeszorpcié-ionizaci6 — tomegspektrométer;
MCH = (mean corpuscular hemoglobin) vorosvérsejtek atlagos
hemoglobintartalma; MCHC = (mean corpuscular hemoglobin
concentration) vorosvérsejtek  atlagos  hemoglobinkoncentricidja;
MCV = (mean corpuscular volume) vorosvérsejtek atlagos térfogata;
NPBI = (non-protein bound iron) fehérjéhez nem kotédé vas; RP-
HPLC = (reversed phase high performance liquid chromatography)
forditott fizist, nagy teljesitményti folyadékkromatografia; SELDI-
TOF-MS = (surface-enhanced laser desorption ionization — mass
spectrometry) feliiletsegitett 1ézerdeszorpcié — tomegspektrometria;
SPE = szildrd fizist extrakcié; tBu = tere-butil; TFA = trifluorecetsav;
TOF = (time of flight analysis) repiilésiid6-analizis

A vas nélkiilozhetetlen minden €16 szervezet szamara,
azonban potencidlis veszélyforras is, mivel elGsegitheti a
szabad gyokok képzédését. Annak érdekében, hogy ezt a
veszElyt elkeriilje, a szervezet szimos molekula segit-
ségével szigortan szabdlyozza a vas forgalmat. Ezen mo-
lekulak egy részének (ferritin, transzferrin, transzferrin-
receptor-1) vashaztartisban betoltétt szerepe pontosan
ismert, a szabdlyozis azonban tobb ponton tisztizatlan.
Az elmalt évtized felfedezései sordn szimos olyan Gj mo-
lekulat azonositottak, amelynek jelentGs szerepe van a
vashdztartasban. Ezek kozé tartozik a hepcidin is.

A hepcidin egy 2000-ben felfedezett, defenzin tipust
peptid, amelyrdl szinte véletleniil derilt ki, hogy koz-
ponti szerepet jatszik a gerinces él6lények vashaztarta-
sanak szabalyozasiban, Gj dimenziét nyitva ezzel a ki-
16nboz6, vashaztartdssal Osszetiiggd betegségek patofi-
ziologidjanak megértése felé [1, 2]. Az azéta eltelt id6
alatt kideriilt, hogy a hepcidin csokkenti a vastransz-
portban szerepet jatsz6 molekuldk, elsésorban az eddig
ismert egyetlen vasexporter fehérje, a ferroportin ex-
pressziojat [3]. A hepcidin igy gitolja a vas gastro-
intestinalis rendszerbdl valo felszivodasat, makrofigokbol
val6 felszabadulasat, csokkentve a szérum vasszintjét.

A hepcidin elsésorban a majban termel6dik prohepcidin
formajaban [4]. Klinikai vizsgalatokkal igazoltik, hogy a
gyulladas és a vasttlterhelés noveli, mig a hypoxia és az
anémia csokkenti a hepcidintermelést [5, 6]. A hepcidin
szérumbdl és vizeletbdl is kimutathatd, de az eddigi
eredményekben a vizelethepcidin-szint szorosabb 6ssze-
fiiggést mutatott a klinikai képpel, mint a szérumhepci-
dinszint [7]. Ennck hatterében a hepcidin viszonylag
rovid plazma-féléletideje all, ami miatt a plazmahepci-
dinszint rovid tavon jelentésen ingadozhat. Németh és
munkatdrsainak eredményei azt mutatjak, hogy a vize-
let hepcidinszintje haemocromatosisos és gyulladdsos
anémiaban szenved6 betegekben nagysigrendekkel
emelkedik az egészségesekéhez képest. A kezelt haemo-
cromatosisban szenveds betegek vizelethepcidin-szintje
minimdlisan emelkedett az egészségesekéhez képest.
A legmagasabb értékeket vasttlterhelt betegeknél mér-
ték. Akut gyulladas soran a vizelet hepcidinszintje szin-
tén szignifikdnsan ndé. A vashdztartas paraméterei koziil
ezekben a vizsgilatokban csak a szérumferritinszint mu-
tatott Osszefiiggést a vizelet hepcidinszintjével [8].

A hepcidin vashdztartisban betoltott szerepének tisz-
tazasa segithet a gyulladasos és kronikus betegségek-
ben bekovetkez$ anémia jobb megértésében, emellett
Uj diagnosztikus és terapids célpontokat teremthet a
vasanyagcsere-zavarokban, igy haemocromatosisban és
gyulladasos anémidban.

A vashaztartas gyors valtozasai
a sziiletés utan

Feln6tteknél, illetve idGsebb gyermekeknél a vasanyag-
csere mar elég jol ismert, és ilyenkor drasztikus valtoza-
sok csak ritkdn, koros esetekben fordulnak els. A kisded-
kortol az adolescens korig a vashaztartast elsGsorban a
novekedés és a fejlédés miatt jelentésen megnoveke-
dett vasigény és -felszivodds jellemzi. Ezzel ellentétben a
korai perinatalis idGszakban hirtelen nagy vasszintesés
kovetkezik be, aminek az oka egyelGre ismeretlen. Ezért
kiilonosen érdekes lehet ebben az idészakban a vasszint-
csokkentd hepcidin vizsgalata.
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A sziiletés utdn gyors dinamikaja, szélsGséges, a vas-
haztartas-valtozis mellett az antioxiddns rendszert érin-
t6 valtozdsok is zajlanak [9]. Errdl azonban jelenleg igen
kevés adat all rendelkezésre. Vablquist és munkatirsai
mér 1941-ben leirtdk, hogy a sziiletés pillanatiban, a
koldokzsinorvérben mérhets szérumvasszint magasabb
a felnGttkori értékekhez képest, és késébb hirtelen, szél-
sGségesen mély szintre csokken kozvetleniil a sziiletés
utan (olyan alacsony szintre, amely szintén nem tapasz-
talhaté a késébbi élet sordn) [10]. Ezzel egyidejiileg a
szérumtranszferrinszint nem valtozik, ami a transzferrin
szabadvas-kotd kapacitasanak jelent6s emelkedését ered-
ményezi. Ezt néhany évvel kés6bb Sturgeon és munka-
csoportja is megerdsitette [11].

Kutatocsoportunk egyik korabbi munkdjaban a 48.
életoraban vett vérmintdkban extrém alacsony szérum-
vasszinteket észlelt a koldokzsindrvérhez képest [12].
A jelenség magyardzata egyel6re pontosan nem ismert.
Ugyanebben a vizsgalatban az Gjsziilottek negyedénél
megsziiletéskor toxikus szabad vas jelent meg a szérum-
ban, illetve az antioxiddnskapacitas hirtelen megnétt. Ez
a megfigyelés hasonld Lindemann és munkatdarsai ered-
ményeihez, amely szerint a megsziiletéskor gyakran de-
tektalhato szabad vas a 3. életnapra elt(inik a keringésbdl
[13, 14]. Ezzel egyidejileg a szérumtranszferrinszint
nem valtozott, ami a transzferrin szabadvas-koté kapaci-
tasdnak jelentés emelkedését eredményezte. A jelenség
dtmeneti: par nap elteltével a szérumvasszint normali-
zalodik és 1ényegében nem valtozik az élet elsé 3 honap-
ja sordn.

Arra vonatkozdan, hogy a korai perinatalis id6szakban
a gyors vasszintcsokkenés és az antioxidanskapacitas
gyors novekedésének hatterében pontosan mi dll, illetve
hogy a nemrégiben felfedezett, a vashdztartasban szere-
pet jatsz6 molekuliknak, példdul a hepcidinnek lehet-e
szerepe ezekben a véltozdsokban, illetve a vasraktarakbol
késG vasfelszabadulasnak, egyel6re nem all adat rendel-
kezésre.

Célkittizések

Munkank kezdetén a hepcidin kimutatdsira alkalmas, ke-
reskedelmi forgalomban elérheté médszer nem allt ren-
delkezésre. Els6dleges célunk az volt, hogy a hepcidin
kimutatdsdra alkalmas, konnyen kivitelezhet§ modszert
dolgozzunk ki, valamint hogy ezen médszer segitségével
vizsgaljuk a hepcidin jelent&ségét a perinatalis vashaz-
tartdsban. Munkank sorin egy, a vizelethepcidin-szint
rutinszerd mérésére alkalmas, reprodukilhaté moédszert
kivantunk kifejleszteni. Ezzel kivintunk adatokat gyj-
teni egészséges Gjsziilottek korai postnatalis adapticidja
soran a vizelethepcidin és el6anyagianak, a prohepcidin
szérumszintjének a valtozasairdl.

Elsédleges célunk volt molekularisan jol jellemzett,
egyszersitett szerkezetd hepcidinszdrmazékok elSalli-
tasa, amelyekre standardként van sziikség a vizelethep-
cidin-szint mérésére alkalmas modszerek kidolgozi-
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sdhoz. Ennek sordn az alabbi kérdéscket kellett meg-

oldani:

— 25 aminosavas linedris, redukalt hepcidinszarmazék
szintézise;

— biotinnal médositott hepcidinszarmazékok szintézise
immunabszorpcidés modszerek fejlesztéséhez;

— a tomegspektrometrids mérésekhez bels¢ standard
szintézise: acetilcsoporttal modositott, linearis, redu-
kalt 25 aminosavas hepcidinszarmazék szintézise.

Ezt kovetSen terveztiik a vizelethepcidin kimutatasara
és szintjének mérésére alkalmas moédszer kidolgozasat:

— immunalapn modszerekkel: ennek sordn a kereskedel-
mi forgalomban elérhet§ hepcidinellenes antitestek,
valamint a szintetizalni kivant standard hepcidin-
szarmazékok haszndlatival, ELISA, dot blot, illetve
Western-blot technikdk alkalmazasaval a vizelethep-
cidin-szint mérésére alkalmas eljirds kidolgozasa;

— tomegspektrométeves modszerrel: a szintetizalt standard
hepcidinszarmazék hasznalataval, MALDI-TOF tech-
nika alkalmazisaval a vizelethepcidin-szint mérésére
alkalmas eljaras kidolgozasa.

Egészséges, érett ujszilottek vizelethepcidin- és a
szérumprohepcidin-szint  vizsgilata megsziiletéskor,
majd a sziiletést kovetS elsé 48 oraban. Ennek sordn a
kovetkez6 kérdésekre kerestiink valaszt:

— Viltozik-e a vizelethepcidin-, illetve a szérumprohep-
cidin-szint érett, egészséges Ujsziilottekben a sziiletés
utdni 48 6rdban a koldokzsinorvérhez képest?

— Osszefiigg-e a vizelethepcidin-, illetve a szérumpro-
hepcidin-szint érett, egészséges Gjsziilotteknél a sziile-
tés utdni 48 6raban bekovetkezd vasszintvaltozassal?

— Osszefiigg-e a vizelethepcidin, illetve a szérumpro-
hepcidin-szint érett, egészséges Gjsziilotteknél a sziile-
tés utdni 48 éraban bekovetkezd antioxiddnskapacitds-
véltozassal?

— Mutat-e Osszefliggést a vizelethepcidin-, illetve a szé-
rumprohepcidin-szint érett, egészséges Gjsziilotteknél
a vorosvérsejtképzésre jellemz6 paraméterekkel?

Modszerek és vizsgalati csoportok

Hepcidin és hepcidinszarmazékok szintézise
és kémini jellemzése

Munkank sordn a nativ hepcidin szekvenciajanak [1, 2]
megfelelGen kilonboz6 aminosav-tagszama, nyilt lanca
peptidszarmazékokat dllitottunk el6: hepcidin-25 (1-
25), C-termindlis szegmens (13-25), N-terminalis szeg-
mens (1-7), valamint az N-termindlis szegmens 5 gli-
cinnel hosszabbitott viltozata [(Gly),-1-7]. ElGdllitottuk
tovabba a fent emlitett nyilt lanct szarmazékok N-termi-
nalison modositott valtozatait: az 1-25 peptid acetilezett
szdrmazékdt (Acl-25), a (Gly),-1-7 peptid biotinnal
modositott szirmazékit [ biotin-(Gly).-1-7], valamint az
1-25,1-7 és 13-25 peptidek biotinil-Acp-vel médositott
szarmazékait: biotin-Acp-25, biotin-Acp-13-25, biotin-
Acp-1-7.
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A peptidek szintézise az Fmoc/tBu szilard fazist mod-
szerrel tortént [15, 16]. A szilaird hordozoérdl hasitott
peptidek és modositott szirmazékok tisztitasit, valamint
a homogenitisuk ellenérzését félpreparativ, forditott fa-
zisi nagy nyomdast folyadékkromatografiaval (RP-
HPLC) végeztikk. A peptidek és szarmazékok kémiai
jellemzése ¢és  els6dleges szerkezetének Dbizonyitdsa
tomegspektrometridaval (ESI-MS, MALDI-TOF), vala-
mint aminosav-analizissel tortént. Az el$allitott peptidek
szekvencidjit és jeloléseit az 1. tablizar mutatja.

A hepcidin és szarmazékainak funkcionailis
gellemzése immunmodszerekkel

A dot blot és a direkt, valamint a kompetitiv ELISA vizs-
gilatokat a kereskedelmi forgalomban kaphat6 antites-
tekkel és oxidalt standard hepcidinmolekulaval, tovabba
az dltalunk szintetizélt peptidszarmazékokkal végeztiik.
A kereskedelmi forgalomban két nytl-antihumanhep-
cidin-IgG-antitest volt elérheté munkank kezdetén (-7,
a-13). Az «-7 jeldi antitest a 25 aminosavas hepcidin
N-terminalison 1évé 7, mig az «-13 jeld a C-termindlison
1év6 13 aminosavat ismeri fel (Alpha Diagnostic Inc.).

Hepcidin kvantitativ kimutatisa vizeletbol

A vizelet szilard fazist extrakcidja

A vizeletmintdk szilird fazisd extrakcidjit egyrészt a
nemzetkozi irodalomban mér leirt médszerekkel (Mac-
roprep gyanta [2, 17], NP20 Proteinchip [18, 19]), va-
lamint tobbféle, gyors elvilasztisra alkalmas SUPELCO
tipust toltet segitségével végeztiik. Teszteltiik a Mac-
roprep CM gyanta, valamint a tomegspektrometrids
modszerek (elsGsorban SELDI-TOF) soran alkalmazott

1. tiblazat Az clillitott peptidek szekvencidja. [A betlik az aminosavak
egybetlis kodjai (IUPAC-némenklattra, www.iupac.org), a sza-
mok az egyes aminosavak poziciéjit jelzik a nativ 25 aminosavat

tartalmazé hepcidin aminosavsorrendje alapjan |

A peptid jelolése és/ A peptid szekvencidja

vagy neve

Hepcidin-25 'DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT?
(1-25)

N-termindlis- 'DTHFPIC?

szegmens (1-7)

C-terminalis- BCCHRSKCGMCCKT?

szegmens (13-25)

(Gly),-1-7 (Gly),-'DTHFPIC’

Biotin-(Gly),-1-7  Biotin-(Gly),-'DTHFPIC’

Ac-1-25 Ac-'DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT?*
Biotin-Acp-25 Biotin-Acp-

'DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT?
Biotin-Acp-CCHRSKCGMCCKT?
Biotin-Acp-'DTHFPIC”

Biotin-Acp-13-25
Biotin-Acp-1-7
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NP20 proteinchip alkalmassigat a vizelet tisztitdsira és a
vizelethepcidin koncentraldsira. Ezek mellett teszteltiink
7, gyors elvilasztasra alkalmas SUPELCO tipusu toltetet
is (DSC-8, DSC-Ph, DSC-CN, DSC-18Lt, DSC-SAX,
DSC-WCX és NH2).

A vizelethepcidin-szint mérése

MALDI-TOF témegspektrometrids modszerrel

A MALDI-TOF tomegspektrometrias méréseket Bruker
BIFLEX III tipust tomegspektrometris késziilékkel vé-
geztik.

Eygészséges nysziilottek

A vizsgalatba olyan egészséges, idGre sziiletett Gjsziilot-
teket vontunk be, akiknél a sziiletést kovet$ 72 6raban
betegség gyantja miatt vérvételre volt sziikség, azonban
a laboratériumi vizsgilatok eredményei nem igazoltak
patologids allapot fennalldsat. A vizsgilatba végil 20
egészséges, érett jsziilottet vontunk be. Az Gjsziilottek-
t6l koldokzsinorvér-mintit, majd betegségre vald gyana
esetén az elsé 72 6éra sordn peritérids vérmintat vettiink.
Ezekkel egy id6ben vizeletmintik gydjtésére is sor ke-
rilt.

A Mann-Whitney-féle U -teszttel hasonlitottuk ossze a
megsziiletéskor és a postnatalisan vett mintdkban mért
értékeket. Linedris regresszioval, illetve logisztikus reg-
resszioval hatiroztuk meg az erythropoesis,/vashaztar-
tds és a szérumprohepcidin-, valamint vizelethepcidin-
szintek kozotti Osszetliggéseket.

Eredmények és megbeszélésiik

Hepcidin és bepcidinszarmazékok szintézise
és kémini jellemzése

A Dbiotinnal moédositott peptidszarmazékokat antitest-
antigén alapt, mig az acetilcsoporttal médositott pep-
tidszarmazékot tomegspektrometrids alapa, vizelet-
hepcidin mennyiségi meghatirozasara alkalmas médszer
kidolgozasara allitottuk el6. A szintetizalt peptidszar-
mazékok homogenitisit RP-HPLC-vel ellendriztik,
a peptidek tisztasiga a kromatogramok alapjain 95%
volt. Aminosav-analizissel bizonyitottuk a peptidek ami-
nosav-osszetételét. A szamitott és tomegspektrométer-
rel mért tomegadatok hibahatiron beliili egyezésével
bizonyitottuk, hogy a kivint peptideket dllitottuk el6.
A peptidek vizben jol old6édnak, oldhatésiguk a biologi-
ai vizsgalatokhoz megfelelS koncentriciéji torzsoldatok
(1-5 mg/ml) elballitasat lehet6vé tette. Peptidszdrma-
zékaink szabad ciszteint tartalmaznak, ezért ellendriztiik
és igazoltuk a peptidek stabilitasat szilard, liofilizalt alla-
potban, illetve 0,1% TFA-t tartalmazé vizes oldatban
4 °C-on torténd tarolast kovetSen. A liofilizatumok ese-
tében ~5-6%, az oldatok esetében ~15% dimerizacié volt
megfigyelhetS 1 év alatt.
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A hepcidin és szarmazékainak funkcionalis
gellemzése immunmodszerekkel

Dot blot kisérleteinket egy késébbi vizelethepcidin-szint
mennyiségi meghatarozasara alkalmas médszer kidolgo-
zdsinak a reményében végeztiik. Ezek sordn az dltalunk
szintetizalt 1-25, 13-25 és 1-7 peptidszarmazékokat, az
antitesteket gyartd cég standardjit, valamint egészséges
feln6ttek vizeletmintdit vizsgaltuk. Az eredmények alap-
jan megallapitottuk, hogy az altalunk szintetizalt 1-25,
13-25 és 1-7 peptidszarmazékok reagilnak a keres-
kedelmi forgalomban elérheté antitestekkel, az 1-25
peptidszarmazék mindkét antitesttel. Az altalunk szin-
tetizdlt 1-25 peptidszarmazék megegyez$ intenzitasa
foltokat adott az ugyanakkora koncentraciéjua, kereske-
delmi forgalomban elérhet6 standard peptiddel. Ered-
ményeink alapjan feltételeztiik, hogy az altalunk alkal-
mazott dot blot kortilmények kozott, valamint az
dltalunk hasznalt antitestekkel és standardokkal nem
tudunk megfeleléen alacsony koncentricidétartomanyt
elérni, amely sziikséges lenne egy, a vizelethepcidin
mennyiségi meghatarozasara alkalmas médszer kidolgo-
zasihoz, ezért kisérleteink soran a foltok intenzitasat
nem objektivizaltuk.

ELISA-kisérleteinket is egy kés6bbi vizelethepcidin-
szint mennyiségi meghatarozasira alkalmas modszer
kidolgozasanak a reményében végeztiik. A direkt ELISA-
kisérleteket az N-termindlison biotincsoporttal moédo-
sitott peptidszdrmazékokkal végeztiik [biotin-Acp-1-25,
biotin-Acp-13-25, biotin-Acp-1-7 és biotin-(Gly)_-1-7].
A mérések alapjan megallapitottuk, hogy az N-termi-
nilison modositott peptidszarmazékokat felismerik a
kereskedelmi forgalomban elérheté antitestek, a bio-
tin-Acp-1-25 peptidet mindkét antitest felismeri. A kom-
petitiv. ELISA-eredmények alapjan az 1-7 és biotin-
Acp-1-7, valamint a (Gly).,-1-7 és biotin-(Gly).-1-7
peptidpdr esetében az «-7 antitesttel mind az antitest-
peptid reakcié, mind a kompeticié megfeleléen miko-
dik (1. dbra), amely 12,5 ng/pl-es biotinnal jelolt
peptidkoncentricié esetében a legjobb. A 13-25 és
biotin-Acp-13-25 peptidpar esetében az «-13, valamint
az 1-25 ¢és biotin-Acp-1-25 peptidpér esetében az a-7 és
az «-13 antitestte]l nem sikeriilt megfelelé kompeticiot
elérni, annak ellenére, hogy az antigén-antitest kapcsolat
kialakult. Ezt az ELISA-korilmények kozott kialakuld
dimerek, esetleg oligomerek magyarizhatjak.

Az altalunk szintetizdlt peptidszarmazékok egy vagy
tobb ciszteint tartalmaznak. A ciszteinek kozott intra-
molekularis és intermolekuldris diszulfidhidak alakulhat-
nak ki. Az antitestalapi modszerek eredményeit befolya-
solhatjak a diszulfidhid-képz6dések, ezért vizsgaltuk az
dltalunk szintetizalt peptidszarmazékokndl az altalunk
haszndlt ELISA-koriilmény kozott a diszulfidhidak kép-
z6dését. Két modszerrel igazoltuk, hogy az altalunk
szintetizalt rovid peptidszarmazékok [1-7, biotin-
Acp-1-7, (Gly),-1-7 és biotin-(Gly),-1-7] nem képeznek

dimereket. A hosszabb peptidsziarmazékok (1-25, biotin-
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Acp-1-25, 13-25 és biotin-Acp-13-25) esetében intra-
molekuldris diszulfidhid és dimerek képz&dését is detek-
taltuk.

A hepcidinszirmazékok szintézisének

és jellemzésének Osszegzése

A nativ hepcidin szintézise vagy izolalasa Osszetett és
technikailag nagy kihivést jelent6 folyamat. Egy dltalano-
san hasznalhato, akar a klinikai gyakorlatban, széles kor-
ben is elérhet6 vizelethepcidin-szint mennyiségi megha-
tdrozasara alkalmas modszer kidolgozasat neheziti, hogy
nincsen altalanosan elérhets standard molekula. Az dlta-
lunk szintetizalt peptidszarmazékok koziil az egyszer(isi-
tett valtozatok [1-7 peptid, (Gly),-1-7-szirmazék] rea-
galnak a kereskedelmi forgalomban kaphat6 antitestekkel,
illetve a peptidparokkal megtfelelé kompeticiés reakcid
létrehozhat6. Ezek az egyszer(Gsitett szarmazékok akar
helyettesithetik a standardként haszndlt 25 aminosavas
vagy esetleg a nativ formdkat immunabszorpciés mod-
szerek kidolgozasa, fejlesztése soran, hiszen ezeknek az
eldallitasa lényegesen egyszerlibb és olcsébb.

Hepcidin kvantitativ kimutatdasa vizeletbol
MALDI-TOF modszerrel

A vizelet szilard fazist extrakcidja
Az irodalmi adatok alapjin a vizelet hepcidinkoncent-
ricidja tobbnyire alacsony, az alkalmazott modszerek
kimutathatésagi hatarahoz kozelit, illetve a vizeletben
tobb, a hepcidinnél nagyobb koncentraciéban el6for-
duld egyéb anyag és ion zavarhatja a kvantitativ méré-
scket. A vizelet direkt, tisztitas nélkili mérése MALDI-
TOF modszerrel nem alkalmas a vizelethepcidin kvan-
titativ meghatarozdsara. A vizeletmintdk direkt mérése
eredményeink alapjian nem volt megfelelGen reprodukal-
haté.

Teszteltiik az irodalomban kordbban kozolt, a vizelet
tisztitasira és koncentralasira alkalmas modszereket
(Macroprep [2, 17], NP20 Proteinchip [18, 19]).
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2. dbra Az 1-25 és Ac-1-25 peptidek MALDI-spektrumdn mért inten-
zitds ardnya a koncentriciéaranyok fiiggvényében
Macroprep gyantit a vizelethepcidin kimutatdsara és mé-
résére kidolgozott HPLC, illetve dot blot modszerek
soran haszndltak. A kationcserél$ gyanta alkalmas a vize-
let tisztitasara és a hepcidin koncentraldsara, azonban az
el6készitési folyamat rendkiviil idGigényes és nehezen
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reprodukilhat6. Az NP20 proteinchipet SELDI-TOEF-
alapt, szemikvantitativ modszerek soran hasznaltik ko-
rabban vizelet tisztitdsira [18, 19]. ElSkisérleteink alap-
jan a MALDI-TOF-mérések sorian hepcidin meghata-
rozasahoz az NP20 proteinchip nem alkalmas a vizelet
tisztitdsdra. A fenti megallapitdsok miatt mas, szilardfazis-
extrakciora alkalmas modszert teszteltiink.

A konnyen kivitelezhetd, jol reprodukalhaté, vizelet
tisztitasara és a hepcidin koncentralasara alkalmas eszkoz
megtalalasa érdekében tobb szilird fazist extrakcidra
(SPE) alkalmas toltetet probaltunk ki. A hepcidin kémiai
tulajdonsidgainak megfeleléen 7 SPE toltetet valasztot-
tunk és probaltunk ki MALDI-TOEF-korilmények ko-
zott. Az eredményeink azt mutattak, hogy ezek alkalma-
sak a vizelet tisztitdsara és a hepcidin koncentrilasara,
valamint jol reprodukilhatok. A DSC-C8 tipusu toltetet
az abszolut és a relativ intenzitasok alapjan valasztottuk a
tovabbi mérések elvégzéséhez.

A vizelethepcidin-szint mérése
MALDI-TOF tomegspektrometridas modszervel

A MALDI-TOF modszer soran az dltalunk szintetizalt
Ac-1-25 hepcidinszarmazékot hepcidinszer( belsé stan-
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dardként hasznaltuk. Az 1-25 (25 aminosavas, redukalt
hepcidinszarmazék) és Ac-1-25 peptidszarmazékok mat-
rixszal jol kristalyosodtak és jol ionizalédtak a MALDI-
TOF-mérések soran. A mért molekulatomeg 2797,0
és 2839,9 Da volt az 1-25, illetve az Ac-1-25 peptid-
szarmazékok esetében, emiatt a két szirmazék a MALDI-
spektrumokban teljesen elkiiloniilé cstcsokat adott.
A két szarmazék azonban nem teljesen azonos mérték-
ben ionizalodott, ezért Gsszehasonlitottuk azok ioniza-
ci6s kapacitdsukat. Az emlitett peptidszirmazékokat kii-
16nb6z6 koncentricibaranyokban elegyitettiik, majd ezt
kovetSen egyenként vettitk fel a MALDI-spektrumot.
A peptidek koncentricidjanak (¢, /¢, ) ¢és csucsaik
intenzitdsanak ardnydt (I, /T, ) a 2. dbra mutatja.
Az egyenes jOl illeszkedik a mért pontokra (R*= 0,9954).
Az IHEP/I AcHep hinyados egyenesen arinyos a cHep/ Cackep
hanyadossal. (A peptidek tisztasiga és peptidtartalma
nem kiilonbozott hibahatiron belil egymastdl.) Az
egyenes meredeksége 1,31-nak adodott. Ezen eredmé-
nyek alapjin az 1-25 peptid némileg jobban ionizilé-
dik MALDI-TOF-koriilmények kozott, mint az Ac-1-25
peptid, illetve a peptidek k6zotti ionizacids hatékonysag-
beli kiilénbség 0,2-2,5 koncentricidardnyt (¢, /¢, 4.,
tartomanyon belil nem valtozott szignifikinsan.

Vizsgaltuk azt is, hogy az ugyanolyan aranyban elegyi-
tett peptidek intenzitisarinya valtozik-e a kiillonb6z6 ab-
szolat koncentraciok fiiggvényében. A két peptidet 1:1
aranyban, de kiilonb6z6 koncentricidban elegyitettiik,
majd az elegyekr6l MALDI-TOF-spektrumot készitet-
tink. A peptidek mért intenzitdsaranya (I, /T, ;) nem
kiilonbozott szignifikinsan a kalibracids egyenes fiigg-
vényébdl szamolt (y = 1,3132) intenzitdsaranytdl (atlag:
1,412; SD: 0,123; p = 0,147). Vizsgaltuk tovibbd a
bels6 standard peptid koncentracidjanak a szamitott
vizelethepcidin-koncentriciéra gyakorolt hatésit.

Egészséges onkéntes vizeletmintdjat hat kilonbozé
koncentriciéja belsé standard oldattal elegyitettiik, majd
a tisztitast kovetSen készitettitk a MALDI-TOF-spektru-
mokat (ezek kozil négy spektrumot a 3. dbra mutat).
A vizelethepcidin-koncentriciét a kordbban megallapi-
tott kalibriciés figgvény segitségével szamoltuk ki.
Ezekbdl megallapitottuk, hogy a vizeletmintidhoz adott
bels6 standard peptid koncentraciéjanak minimdlis hatd-
sa van a szamitott vizelethepcidin-koncentraciora, ezért
az tjszilottek vizeletmintajanak hepcidinkoncentraciéjat
két ponton hatiroztuk meg.

A vizelethepcidin-szint szemikvantitativ

mérésének Osszegzése

Kidolgoztunk a vizelet tisztitdsira és a vizelethepcidin
koncentraldsara alkalmas, a korabban ismert modszerek-
hez képest konnyen és gyorsan kivitelezhetd, szilard fa-
zisti extrakcion alapulé médszert, valamint els6ként dol-
goztunk ki és irtunk le egy vizelethepcidin-koncentracié
meghatarozasira alkalmas MALDI-TOF-alaptt szemi-
kvantitativ médszert, hepcidinszerd bels§ standard pep-
tidszarmazék segitségével. Ez az j mddszer alternativaja
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id6szakban. Postnatalis mintavétel ideje (6ra; medin; tarto-
many): 39; 18-114

lehet a korabban mar leirt SELDI-TOF-alaptt médsze-
reknek.

Eyészséges nysziilottek

Vizsgilatunkban az egészséges Gjsziilottek vérképzést és
vashdztartdst jellemz6 szérum laboratoriumi paraméterei
megfelelnek az irodalomban leirt korspecifikus értékek-
nek. Postnatalisan a vorosvérsejtképzést és a vashdz-
tartast jellemz6 laboratériumi paraméterek is az iroda-
lomban eddig kozoltekhez hasonléd valtozasokat mutat-
tdk [10, 12, 20]. A vorosvértestszam, a hemoglobin,
a hematokrit, a vorosvértestek atlagos hemoglobinkon-
centracidja (mean corpuscular hemoglobin concentration
— MCHQ) és a ferritinszintek szignifikinsan magasab-
bak, mig a vas- és a transzferrinszintek szignifikinsan ala-
csonyabbak voltak a postnatalis szérummintakban, mint
a koldokzsinérmintikban.

Prohepcidin

Méréseink soran minden jsziilott szérummintdjiban,
mind a koldokzsinér, mind a postnatalis periférids min-
tdkban kimutattunk prohepcidint. Tobb wjsziilott ese-
tében megfigyeltiink szérumprohepcidinszint-emelke-
dést a vizsgilt id6szak alatt, ami jelzi, hogy az Gjsziilottek
is termelnek prohepcidint (allatkisérletes adatok szerint
a magzat is képes hepcidin termelésére). Szignifikdns
kiilonbséget azonban nem talaltunk a két csoport kozott
[medidn, tartomany; koldokzsinérvér: 93,92 (51,81-
150,93); postnatalis minta 107,15 (0,32-245,44 ng/
ml)], annak ellenére, hogy az Gjsziilottek nagyobbik ré-
szében (13/20) a szérumprohepcidin-szintek postna-
talisan novekedtek (4. dbra). A koldokzsinérvérben ki-
mutatott szérumprohepcidin eredete azonban egyelGre
kérdéses, nem tudhatjuk biztosan, hogy magzati vagy
anyai eredetd, amely atjutott a placentin. A szérumpro-
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5. 4bra A szérumprohepcidin-szint és az MCHC kozotti dsszefiiggés

koldokzsinérvérben

hepcidin-szintek nem mutattak Osszefiiggést a vérkép-
zést és a vashdztartast jellemz$ paraméterekkel, kivéve
az MCHC-t (5. dbra), amely a koldokzsinérvér-min-
takban mutatott Osszefiiggést a szérumprohepcidinnel
(r=0,56, p=0,013).

A korabbi tanulmanyok szerint a prohepcidin felnGt-
tekben sem mutat Osszefliggést a vashdztartassal, bdr
herediter haemocromatosisos betegekben szignifikinsan
alacsonyabb a szérumprohepcidin-szint az egészséges
feln6ttekhez képest [21, 22]. Az dltalunk kimutatott dsz-
szefliggés a szérumprohepcidin és az MCHC kozott ki-
zardlag a koldokzsinérvér-mintakra all fenn. Ez az ered-
mény azért lehet fontos, mert az altaldban hasznalt
paraméterek nem tikrozik megfelel6en a magzati vas-
raktarakat. Néhany paraméter a geszticids kortol [mint a
vorosvértestek atlagos térfogata (MCV) és a vorosvér-
testek atlagos hemoglobintartalma (MCH)] fiigg, mig
mds paramétereket (szérumvas, -ferritin, -hemoglobin,
-hematokrit) a fiziol6gids stressz és a koldokzsinér leszo-
ritasinak az ideje is befolyasol. Az oxidativ stressz okozta
hemolizisnek szintén hatdsa van az MCV-re az elsé élet-
napon. Az MCHC fiiggetlen ezektdl a faktoroktdl és
akar megfelel6en mutathatja a magzat utolsé trimeszte-
rének vasellatottsagat, mint ahogy ezt korabban Nicolas
és munkatirsai is telvetették [23]. A prohepcidin és az
MCHC kozotti 6sszefiiggés felveti, hogy a prohepcidin
a magzat vaselldtottsigit jelezheti és talan szerepe is le-
het abban.

A fehérjéhez nem kotott vas (non-protein bound iron
— NPBI) a koldokzsinérvér és a postnatalis mintak mint-
egy harmadaban volt kimutathaté. A koldokzsinorvér-
mintakban szignifikinsan alacsonyabb volt azon wjszii-
lottek (7 = 6) szérumprohepcidin-szintje, akiknél kimu-
tathaté NPBI volt a szérumban, mint akiknél nem
(64,51; 81-121,81 vs. 101,14; 54,43-150,93 ng/ml,
p=0,047). Az NPBI nem mutat Osszefiiggést a vasszin-

EREDETI KOZLEMENYEK

tekkel, elképzelhets azonban, hogy a prohepcidin dssze-
fiigg az antioxidans védekezSképességgel.

Hepcidin

Az altalunk kidolgozott vizelethepcidin-szint mennyi-
ségi meghatirozisara alkalmas szemikvantitativ mod-
szerrel hatiroztuk meg a kivalasztott Gjsziilottek vize-
lethepcidin-szintjét. Szérumprohepcidin-szinteket vizs-
galatainkkal egy id6ben mértek ajsziilottekben [24],
arr6l azonban, hogy vizelethepcidin-szinteket mértek
volna, még nem jelent meg kozlemény.

Tizenhét Gjsziilott esetében hatiroztuk meg a meg-
szliletéskor és a postnatalisan vett vizeletben a hepci-
dinszintet. Méréseink sordn néhany mintiban a vize-
lethepcidin a kimutathatésagi hatdr alatt maradt, ez
vonatkozik mind a sziiletés utani elsé, mind a masodik
vizeletminta-csoportra. Az Gjsziilottek vizelethepcidin-
szintjei szamos esetben az egészséges felnSttekben ko-
z0lt értékek egészséges referenciatartomanyanak tobb-
szorosét érték el [25, 26].

A vizelethepcidin-szintek postnatalisan novekedtek
11/17 gyermeknél [medidn, tartomdiny; megsziiletés-
kor: 0 (0-5016), postnatalisan: 3647 (0-14359) ng/mg
kreatinin; p = 0,013; lasd az alabbi abrat]. A kilonbség a
két csoport kozott szignifikins volt, a vizelet hepcidin-
szintje novekedett postnatalisan. Az Osszefiiggés a min-
tavétel id6pontjara vonatkozé korrekcié utdn is fennall
(6. dbra).

A vizelethepcidin-szint Osszefiiggott a szérumvasszint-
tel és a teljes vaskotd kapacitas értékeivel, viszont fiigget-
len volt a vérképzést jellemzb paraméterektdl, valamint a
CRP-, az NPBI-, illetve a szérumprohepcidin-szintektdl.
(Az irodalomban felnéttvizsgalatok is mutattak ki Ossze-
fiiggést a vizelethepcidin és a vérképzést, valamint a vas-
haztartdst jellemzé paraméterek kozott mind egészséges,
mind betegcsoportokban [7, 27, 28, 29].) A szérum-
prohepcidin- és a vizelethepcidin-szintek mintacsopor-
tunkban egymadssal nem mutatnak Osszefiiggést. A ko-
rabbi felndttvizsgalatok sem mutattak ki Osszefiiggést
a vizelethepcidin, valamint a szérumprohepcidin ko-
zott. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a prohepcidin
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valéban egy prekurzor molekula, amely nem mutat hep-
cidinszerd hatdsokat.

A vizelethepcidin-szint emelkedésével Gjsziilottekben
csokken a szérumvas, valamint a teljes vaskotd kapacitds
szintje is. A hepcidin emelkedésével bekovetkezd
szérumvasszint-csokkenés megfelel a hepcidin fiziol6giai
hatdsaival kapcsolatos eddigi eredményeknek, azonban a
teljes vaskotd kapacitds csokkenését nem magyardzza. Az
altalunk vizsgélt csoportban, valamint a korabbi vizsgi-
lati csoportban [12] a szérum teljes vaskotd kapacitisa
nem mutatott szignifikins valtozist a sziiletést kovetd
néhdny napban. Nem volt 6sszefliggés a vizelethepcidin-
szintek és az NPBI megjelenése kozott sem. Ennek elle-
nére elképzelhetd, hogy a hepcidin és a teljes vaskotd
kapacitas kozott fennall6 szoros Osszefiiggés az Gjsziilot-
tek sziiletés utdn hirtelen emelkedd szabadgyok-terhe-
1ésével, valamint az ezzel pirhuzamosan emelkedd anti-
oxidans védekezéssel hozhat6 kapesolatba.

Az egészséges Gjsziilottek eredményeinek

Osszegzése

Eredményeink alapjin osszefoglalasként elmondhatjuk,
hogy a hepcidinnek szerepe lehet az Gjsziilottek korai,
a vashdztartast érint6 adaptacidjaban, mivel a szérumvas
szintjének hirtelen csokkenésével egyidejiileg a vizelet-
hepcidin-szint szignifikins névekedést mutatott a sziile-
tést kovetd néhdny napban az dltalunk vizsgilt csoport-
ban.
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