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Sammendrag

Sammendrag
Bakgrunn: Jern er et essensielt spormetall som vi har ca 3-4 g av i kroppen. Jern inngar i

flere proteiner, der hemoglobin er det viktigste. Jern er ogsa delaktig i flere redoksreaksjoner i
kroppen var. Vi trenger daglig et tilskudd pa 1-2 mg jern for & kompensere for tapet vi har
gjennom tap av hud- og tarmceller og for kvinners menstruasjon. Kroppen var har ingen
utskillesemekanismer for jern, derfor er opptaket ngye regulert og avpasset etter behov.
Behovet reduseres normalt gradvis ved gket jernlager. Jernabsorpsjonen er derfor relatert til
jernstatus som i denne sammenheng er bedgmt ut fra s-ferritin, et mal for stgrrelsen pa
jernlageret. Transferrinmetning er brukt som et mal for hvor mye jern som transporteres i blod
til vev og organer. Transferrinmetningen gker ved gkende absorpsjon av jern.

Sykdommen hemokromatose er ikke uvanlig i Norge og skyldes som regel genfeil pa HFE-
genet. Sykdommen gjenkjennes ved at det over tid genereres et overskudd av jern,
hovedsakelig 1 lever. Overskuddet vil til slutt komme opp i1 verdier som kan fgre til
irreversible organskader, dersom pasienten ikke blir behandlet. Et viktig kjennetegn ved
hemokromatose er gket transferrinmetning, som viser at det taes opp for mye jern fra tarmen.
Ettersom jernlageret gker, gker ogsa s-ferritin.

Mal: Undersgke sammenheng mellom jernstatus og absorpsjon av jern bedgmt ut fra en
klinisk standardmetode for jernbelastning.

Se om det er forskjell pa jernabsorpsjon hos friske og pasienter med hemokromatose.

Metode: Vi har utfgrt en liten apen pilot-/casekontrollstudie med en kontrollgruppe
bestaende av 20 friske frivillige menn og 15 friske frivillige kvinner. Disse ble sammenlignet
med en gruppe pa 10 hemokromatosepasienter med ulik genstatus. Kontrollgruppen gikk fgrst
gjennom en screeningundersgkelse, der vi testet ulike parametere for a se om det var noen
som ikke oppfylte inklusjonskriteriene vare. Deretter ble det utfgrt en standard
jernbelastningstest. Hemokromatosepasienter ble rekruttert fra poliklinikken pa Haukeland
Universitessykehus, disse gjennomgikk ogsa en standard jernbelastningstest. Jernstatus ble
bedgmt ut fra transferrinmetning og s-ferritin. Ogsa hemoglobin og andre hematologiske
parametre ble registrert for a oppdage eventuelt jernmangelanemi i kontrollgruppen.
Resultater: Det var store variasjoner i opptak av jern ved bruk av jernbelastningstest bade i
kontrollgruppen og personer med hemokromatose. Der man i begge gruppene hadde personer
som ikke tok opp noe jern, til de som tok opp mye jern. Kontrollgruppen tok i snitt opp mer
jern enn hemokromatosegruppen, og kvinnene hadde et hgyere gjennomsnittsopptak enn

mennene. Men det var ingen noen signifikant forskjell mellom disse gruppene (p=0,43). Noen



Sammendrag

hemokromatosepasienter hadde tross hgy s-ferritin, uventet lav transferrinmetning. Den ene
pasienten som var homozygot for C282Y og pasienten som var “combound heterzygot”
C282Y/H63D hadde hgyest transferrinmetning av alle, sa her kan det vere en sammenheng.
Av hemokromatosepasientene var 4 personer genetisk normale, mens resten hadde en eller to
genfeil pa HFE-genet.

Konklusjon: Vi finner ikke noen signifikant forskjell pa opptaket av jern mellom friske
personer og pasienter med pavist hemokromatose ved bruk av jernbelastingstest (p=0,25).
Siden vi har en sa liten kontrollgruppe og pasientgruppe er det apenbart at det er stor
usikkerhet i tallene vare og vanskelig a trekke konkrete slutninger.

Studien viser at det antagelig ikke vil vare behov for a gjennomfgre prgv 1 i
jernbelastingstesten, siden denne ikke vil gi sa mye mer tilleggsinformasjon. Dette fordi det
stgrste opptaket i de fleste personer skjer mellom prgve 1 til 2. Dette vil i sa fall frigjgre

resurser og kostnadene ved denne testen.



Innledning

1.0 Innledning

Jern er et viktig metall i kroppen og er involvert i mange funksjoner i cellene vare. Jernets
evne til & akseptere og donere elektroner er en viktig egenskap i redoksreaksjonen Fe*—Fe™.
Denne reaksjonen er helt avgjgrende for at enkelte proteiner og enzymer 1 kroppen skal
fungere, slik som i Os-transport og for a danne energi via ATP i mitokondrienes
respirasjonskjede. Kroppen var innholder i gjennomsnitt 3-5 gram jern, som er bundet til ulike
proteiner. I normal tilstand finner man mest jern bundet til hemforbindelser, til hemoglobin og
litt til myoglobin, totalt ca. 70 % (ca. 2 g). En del jern er bundet til ulike enzymer og proteiner
i kroppen 0,3 % (ca. 8 mg). Mens 0,1 % (ca. 3 mg) er bundet til transferrin (Tf), som er det
protein som har ansvaret for a frakte jern rundt i kroppen. Resten ca. 15-30 % (0,3-1,5 g) er
lagret i ferritin 1 kroppens retikuloendoteliale system og i leverens parenkymceller [1, 2]. En
voksen mann mister ca. 1 mg jern pr dag hovedsak via avstgtning av tarmceller og utskiftning
av hudceller, mens kvinner mister litt mer pa grunn av menstruasjon. Det finnes ikke noen
aktiv mate a utskillelse ut jern pa, sa derfor ma opptaket ngye regulers. Av det jernet vi spiser
klarer bare kroppen og ta opp ca. 10-15 % gjennom i tarmen, derfor er det daglige behov for
menn ca. 10 mg, mens det er opp mot 18 mg jern for fertile kvinner [3]. Siden tarmen er en sa
viktig del i reguleringsmekanismen for jern, har jeg i oppgaven gatt inn pa hvordan den er

bygget opp og hvordan denne reguleringsmekanismen fungerer.

Sykdommen herediter (arvelig) hemokromatose (HH) fgrer til at det tas opp ca. 1-3 mg jern
pr dag mer en det man har behov for. I Igpet av 40-60 ar kan det akkumuleres et overskudd pa
opptil 20-30 g jern i kroppen, hovedsakelig i leverparenkymet, men jern avleires ogsa i andre
organer og vev. Sykdommen kommer derfor snikende og blir ofte ikke oppdaget fgr i 30-40
ars alderen eller kanskje enda senere hos menn og ca. 50-60 ars alderen for kvinner. Grunnen
til at kvinner ofte blir oppdaget senere er fordi de kvitter seg naturlig med jern mens de er i
fertil alder pa grunn av menstruasjon og svangerskap, dette kan vere nok til a unnga
jernoverskudd og sykdom [3, 4].

Ubehandlet HH kan gi leddsmerter, tretthet, gonadesvikt (impotens), buksmerter, okt
hudpigmentering og store organskader spesielt i lever, som senere kan utvikles til
levercirrhose (skrumplever) og levercellekreft. Hjertekomplikasjoner og diabetes kan man se

som sjeldne komplikasjoner. [5-7]



Innledning

Malet med oppgaven er a finne ut om det er noen signifikant forskjell pa opptaket mellom
friske og personer som har HH. Vi vil ogsa se om ferritin status pavirker opptaket. Opptaket
av jern ble malt ved standard jernbelastingstest ved Lab for klinisk biokjemi (LKB) ved

Haukeland Universitetssykehus.
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2.0 Jernmetabolismen

2.1 Tilforsel av jern i kosten
Kroppen var far tilfgrt jern pa to mater, enten gjennom uorganisk jern (non-hemjern) som

jernion Fe”* eller Fe**, der Fe’* er den vanligste formen i matvarer. Vi kan i tillegg ta opp jern
som hemjern fra hemforbindelser i kjgtt/blodmat. Fe®* og Fe®* far vi gjennom kosten 1 form
av salter eller jernkomplekser, som fgrst ma lgses opp og frigis i ventrikkelen, slik at kroppen
kan nyttegjgr seg av det. Biotilgjengeligheten for Fe’* varier da i forhold til hvor vanskelig
det er a fa frigjort jernet fra kompleksene det sitter i. Magesyren og askorbinsyre spiller en
Figur 1: Oversikt over gastrointestinal trakt [8].

. viktig rolle for a fa frigjort jernet fra komplekset

Munmiien — =M [9].

Magetarmsystem i mennesker er bygget opp av

flere deler, som vist pa figur 1. Alle delene har

- Spiseraret
ulike oppgaver 1 forhold til fordgyelsen av maten.
Kjeven brukes til a tygge og kverne maten, der blir

det ogsa tilsatt spytt, som blgtgjor og som

Galleblzren
Duodenum

inneholder enzymer slik at nedbrytingen kan starte.

I magesekken blandes mat med syre. Dette gjgres

— Jejunum

for at maten lettere skal bli spaltet til mindre

Colen
Colon descendens

ascendens

molekyler, slik at vi kan nyttegjgr oss av den.

Cokum — [ {7
fopmt ) S / Etter at maten har vart i magesekken gar den ned i

vermiformis L
- Colon sigmoideum

i tarmen der vi far utskilt enda flere enzymer og galle
fra lever og pankreas. Dette er viktige bestanddeler
for at vi skal kunne klare a ta opp alle neringsstoffene vi trenger [8]. Vi skal ga litt mer i

detalj pa hvordan en tarmcelle er oppbygget og hvordan opptaket av jern skjer i denne.

Opptaket av jern skjer hovedsakelig i doudenal epitel i tynntarmen, men ogsa litt i proksimale
jejunum. Det er flere faktorer som spiller inn pa hvor tilgjengelig det jernet vi far i oss er. Tas
jern for eksempel samtidig med kalsuimfosfat eller enkelte andre ioner/molekyler kan det bli
dannet tungt Igselige komplekser som fgrer til at jernet ikke blir absorbert gjennom tarmen.
Tanniner i for eksempel te og litt i kaffe, i tillegg en del andre matvarer kan ogsa binde jernet
og pavirker jernopptaket negativt i mer eller mindre grad [10, 11]. Det finnes noen medisiner

slik som protonpumpehemmere og H>-blokkere som har vist seg a reduserer tilgangen pa jern

11



Jernmetabolismen

i tarmen [12]. Man har sett i eksperimenter at andre metaller ogsa kan pavirker opptaket
negativt, her er sink, kopper, kobolt, cadminum, og mangan beskrevet [13]. De eneste av disse
metallene som antagelig kan bety noe for oss i1 praksis er sink og kopper. Den tilfgrte
mengden av de andre metallene er gjennom kosten sa liten. Studier har vist at disse hindrer
opptaket ved a bruke samme inngangsvei inn i cellene som jern. Det ma ogsa tas hensyn til
jernets kjemiske form. Det ma ogsa ta hensyn til kjemisk form pa jernet, magesyre og andre
organiske syrer.

Det finnes noen stoffer som virker positivt pa opptaket av jern slik som askorbinsyre (vitamin
O). I tillegg har man det man har kalt en kjgttfaktor, det har vist seg gjennom forskning at

spiser man kjgtt eller fisk samtidig som man spiser jern, gker opptaket [3, 9, 14-16].

2.2 Tarmvevets oppbygning.

Som vist pa figur 2 ser vi at tarmvevet er bygget opp av flere lag der mukosa som betyr
slimhinne, ligger som den ytterste delen og den delen vi skal konsentrere oss om. Innenfor
dette laget finner man submukosa, muskulatur og serosa, som har ulike funksjoner som a
overfgre nervesignaler, opprettholde struktur og utfgre muskelkontraksjonene til tarmen.

Pa figuren kan man se at mukosa ytterst bestar av et enkelt lag med epitelceller (enterocytter)
med bindevevslag innenfor, dette danner tarmtotter som stikker ut i tarmen. Enterocyttene pa
tarmtotten har ca. 3000-6000 haraktige utvekster som kalles mirco villi. Siden denne
overflaten ser ut som en bgrste i mikroskop, blir den ofte kalt ”brush border” eller tarmtotter.
Disse utvekstene stikker ut i tarmen slik at det blir dannet en veldig stor overflate for
absorpsjon, dette for a gke muligheten for a fa tatt opp det som kommer ned i tarmen. I
bindevevslaget finner man tilfgrende og frafgrende blodarer, i tillegg til at det gar en
lymfeare. Disse arene har ansvaret for a frakte neringsstoffene som blir tatt opp av tarmen
videre ut i sirkulasjonen. Det finnes ogsa nerveceller helt ut til tottene for a pavirke
absorpsjonen.

Det ytterste laget danner epitellaget, et enkelt cellelag som bestar av enterocytter, som sitter
tett i tett bundet sammen av tette cellebindinger (tight junctions), der bare sma ioner slik som
blant annet Cl klarer a diffundere gjennom. I enterocyttene finnes det mange ulike proteiner
som danner et utall av kanaler, pumper, transportgrer, som er med i1 opptaket av ulike
naringsstoffene. Vi skal se nermere pa noen av dem i neste avsnitt.

Absorpsjonen i tarmen ma vere ngye regulert. Det er ikke alle stoffer som gnskes tatt opp i
kroppen, slik som giftstoffer og bakterier. Siden det er sa stor slitasje pa enterocyttene blir de

byttet ut ca. hver 2-3 dag, det vil si at det hele tiden blir dannet nye tarmceller. Tarmcellene

12
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blir produsert nede i krypten, og erstatter de tapte cellene pa tottene etter hvert som det blir
avstgtt.

Det siste laget i mukosa er muskelaget, dette laget er med pa a lage sma kontraksjoner som
fgrer til formforandring som kan vaere med a pavirke opptaket fra tarmen [8].

Figur 2: Oppbyggingen av tarmvev [8].
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2.3 Opptak fra tarm til enterocytten
Opptaket av hemjern og non-hemjern er i fgrste trinnet forskjellige. Fgr hemet kan bli tatt opp

i enterocytten ma hemet bli frigjort fra proteiner som hemoglobin (Hb) og myoglobin, dette
skjer ved proteolytisk aktivitet i magesekken [17]. Opptaket av hemjern er enna ikke helt
forstatt, men studier pa cellekulturer, sa kalte Caco-2 celler (simulering av menneskelig
tarmepitel), kan tyde pa at det er en metningsbarende mediert prosess [18]. Andre studier har
beskrevet en hemreseptor pa tarmtottene i duodenum og pa erythroleukemi celler [19]. Det
ble for ikke lenge siden oppdaget en enterocytt hemimporter, som har fatt navnet “heme
carrier protein 17 (HCP1). Det er denne som na er den mest gjeldende oppfatning av rett
transportvei for hemet [20, 21]. Nar hemet er tatt opp i epitelcellene antagelig da av HCP1,
blir det sannsynligvis spaltet av “intracelluleer heme oxydase 1”7 (HMOXI1) for a fa frigjort
jernet, slik at det kan ga videre inn i det vanlige jern kretslgpet [21]. Det har vist seg at det
prosentvise opptaket av hemejern er stgrre enn opptaket av non-hemjern [22].

Jern i uorganisk form er ofte bundet til salter eller andre proteiner oftest som Fe** og ma da
forst lgses fra disse, deretter bli redusert til Fe**, for 4 bli klar til opptak. Det jernet som
allerede ikke er blitt redusert av askorbinsyre pa vei ned til tarmen blir ved hjelp av enzymet
“Duodenal cytochrome B” (DcytB) redusert for s etterpa a bli tatt opp av “brush border iron
transporter divalent metal transporter 17 (DMT1) [9]. Nyere forskning pa DcytB knockout
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mus har vist at det ma vaere enda en mekanisme for redusering av jern og man har da funnet at
six-transmembran epithelial antigen of protease protein (STEAP) familien er en mulig
metallreduktase kandidat [23].

Fe®* blir transport gjennom DMT]1 ved hjelp av H* ioner, som blir pumpet lokalt ut i tarmen
ved hjelp av en Na'/H" pumpeveksler [9]. H" virker som en positiv gradient for 4 lage det
elektrokjemiske potensialet som trengs for a drive jernopptaket fremover. Ulike studier har
prevd & finne ut om H' ogsé har en annen rolle i opptaket, og om pH har noe 4 si p& opptaket.
Gunshin, H., et al [24] viste i en studie det seg at DMT]1 blir stimulert av lav pH mens i en
annen ble den stimulert rundt pH 6 [13]. I samme studie er det ogsa vist at H" bandt seg til
DMT1 og dermed gkte affiniteten til Fe**. Ved hjelp av Caco-2 celler er det vist at DMT1
ogsa transporterer Mn, Co, Zn og Cd, men hvor viktig denne transporten er, er fortsatt usikker
[13, 25]. Man har funnet transportere i mus som kan transportere hele jernkomplekser over
den apikale membranen, sa det er en mulighet for at mennesker ogsa har slike transportere,
men ingen er enna funnet [9]. Studier de siste arene pa Caco-2 celler viser at opptil halvparten
av jernet kan bli tatt opp ved hjelp av endocytose eller n&@rmer bestemt transcytose, istedenfor
den tradisjonelle veien gjennom DMTI. Der man kan se at endosomer fra den apikale
membranen som innholder DMT1 og endosomer fra den basolaterale membranen som
innholder ferroportin (FPN 1) og apotransferrin mgtes i den apikalen delen av cellen.
Innholdet som i dette tilfellet er jern blir overfgrt og de ulike proteinene returnerer til sine

respektive membraner [26].

Figur 3: Endocytose [27]
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Figuren viser hvordan en endocytose blir utfgrt. Det vi ser er at substratet binder til reseptoren blir dratt inn i
cellen, tgmmer sitt innhold og gar ut til membranen igjen, for & hente ny ladning. Nar det gjelder endocytose av
transferrin (Tf), sa blir den med reseptoren ut igjen, ikke som vist pa figur at det blir verende i “early
endosome”, det er bare jernet som blir vaerende igjen.

Ved transcytose vil denne vesikkelen mgte en vesikkel fra den basolaterale membranen slik at innholdet blir
utvekslet og fraktet gjennom hele cellen og ut pa andre siden.
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2.4 Fra enterocytten til sirkulasjonen
Inne i enterocytten blir det jernet som ikke blir fraktet gjennom cellen av transcytose, men

som kommer fra DMT1 og HCP1, samlet i en ”pool” der noe kan bli lagret i ferritin molekyl.
Ferritin er et vannlgselig molekyl som bestar av 24 subenheter, og har mulighet til & lagre opp
til 4500 jernatomer [28]. Resten av jernet blir enten varende 1 “poolen” eller blir det
transportert gjennom enterocytten til den basolaterale membranen. Hvordan denne transporten
blir utfgrt er ikke helt sikker, men noen har foreslatt chaperon molekyl, men disse er enna
ikke funnet. En annen teori er transcytose, der sma vesikler blir fraktet gjennom cellen og
innholdet blir overfgrt til Ferroportin 1 (FPN 1) [26], ogsa kalt i litteraturen for Iregl [29],
SLC40A1 [25] eller MTP-1 og derifra fort ut av enterocytten [30, 31] (figur 4). FPN 1 er den
eneste jerneksportgren som er oppdaget i mennesker og den viser seg a vere et viktig
hastighetsregulerende steg i jernmetabolismen [31, 32]. Proteinet FPN 1 er begrenset til
basolaterale membraner og da hovedsakelig til enterocytter i duodenum. I tillegg til at den
finnes bade i placenta, hepatocytter, makrofager, hjerte og milt [32, 33]. Felles for alle disse
cellene er at de kan lagre og frigi jern. En over ekspresjon av FNT 1 i dyrkede vevsceller fgrte
til uttgmming av cytocolisk jern fra cellen [32]. Ved en eventuell jernmangel vil kroppen
regulere opp dette proteinet, dette for a ta opp mer jern fra tarmen og ellers nyttegjgr seg av

det jern man har til radighet i kroppen [30].

Pa utsiden av enterocytten blir jernet oksidert ved hjelp av ferroxidase hephaestin (HEPH)
som er en membranbunnet homolog av serum multikobber oksidase proteinet Ceruloplasmin
(Cp) [32, 34-36]. Dette proteinet oksiderer Fe** tilbake til Fe’* igjen, slik at apotransferritin
(apo-Tf) kan komme og plukke opp jernet. Apo-Tf er en tom transferrin (Tf). Det er ogsa vist
at det finnes mer HEPH inne i cellen enn pa cellemembranen, grunnen til dette er litt uklar,
men det kan ha noe med intracelluler ferrioksidase aktivitet eller en annen funksjon for a fa
overfert Fe®* til serum Tf. Det gjenstar a finne ut [9, 34]. I sla (sex-linked anemic) mus, der
man har innfgrt en genetisk mutasjon som fgrer til mangel pa HEPH, ser man at det blir en
blokking i jerntransporten slik at overfgringen av jern ut av enterocytten blokkeres, som da
igjen vil fgre til en jernmangel hos individet [32, 37]. Derfor ma HEPH ha en viktig rolle i
overfgringen av jern ut fra enterocytter over den basolaterale membranen og videre ut til Tf.
Siden HEPH har denne egenskapen vil den ogsa vare med i reguleringen av opptaket av jern,
men det er enna uklart om ferrioksidase aktiviteten til HEPH er kritisk for jern utskillelsen. I
studier pa rotter og Caco-2 celler fant man at kobbermangel fgrte til gkt jern opptak i et studie

[9, 35], men minsket i ett annet [38], sa her ma det mer forskning til for a fastsla helt hva som
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er riktig. Med disse motstridene data kan man konkludere med at HEPH har en viktig rolle i
overfgringen av jern som kanskje ikke krever den kobberavhengige ferrioxidasen [39]. Det er
ogsa studier som viser at mangel pa kobber fgrer til at HEPH ikke blir skikkelig utviklet og at

man dermed kan se jernstatus i sammenheng med tilfgrslen av nok kobber [32].

2.5 Sirkulasjon

Nar jernet har kommet seg gjennom den basolaterale membranen blir det tatt opp av Tf, som
frakter jernet rundt i blodbanen. Tf er et 80 kDa glykoprotein bestidende av en singel
polypeptidkjede og to N-linkede glycankjedekomplekser, som hovedsakelig syntetiseres i
leveren, 1 tillegg til en liten produksjon i hjernen, testiklene og 1 brystkjertelen [28]. Dette
komplekset har to bindingsseter for jern, og nesten alt jern som transporters 1 blodet er bunnet
til dette komplekset. Ved normal jernstatus er bare omtrent 1/3 av alle bindingssetene
okkupert. Tf er ansvarlig for a levere ca. 24 mg jern/dag rundt i kroppen, der mellom 70-90 %
gar til beinmargen og til syntesen av nye rgde blodceller (RBC), mens resten gar til andre vev
der det blir tatt opp, brukt eller lagret [40]. Tf kan binde to jernatomer, og forefinnes 1 blodet i
tre former, apo Tf, monoferric Tf og diferric Tf, alt etter hvor mange jernatomer den bzarer.
Ved 30 % metning er forholdet mellom differric Tf og monoferric Tf 1:2, mens bare 1:5 ved
15 % metning, det vil si at konsentrasjonen av differric Tf er veldig avhenging av
totalkonsentrasjonen [41]. Dette vil ha stor innvirking pa regulering av inntak som vi kommer
til senere. Det viser seg at bindingen mellom jern og Tf er avhengig av pH, og man har hgyest
bindingsgrad ved pH 7,4 som man finner i plasma [42].

Man vil ogsa finne jern i sma mengder i blodet som ferritin eller som “non-tf bound iron”
(NTBI), som vanligvis er mindre enn 1 puM, beskrevet i mer detalj under opptak i leveren.
Ved en eventuell HH kan NTBI vare forhgyet opp til 10 uM, men hgyere verdier er ogsa
registrert. Ca. 50 — 70 % av alle NTBI komplekser som transporteres i plasma opptrer som
jerncitratkomplekser. Ved f@rste passasje 1 leveren blir ca. 75 % av disse fjernet fra plasma og
tatt opp 1 leveren, mot bare ca. 2 % for Tf bundet jern (TBI). Halveringstiden for TBI i plasma
er ca. 50 min, mens den for NTBI er bare 30 sek. En vesentlig grunn for at NTBI har mye
kortere halveringstid er fordi ukontrollert jern kan veare farlig for kroppen og kan gjgre stor

skade 1 form av ukontrollerte redoksreaksjoner [28].
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Figur 4: Jernmetabolismen [43, 44]
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A Enterocytt (tarmcelle), hem blir transportert inn i enterocytten, ved hjelp av en “hemeimporter” (HCP1), der
det blir nedbrutt av ”heme oxidase 1” (HO) og gar inn sammen med resten av det vanlige uorganiske jernet. Det
uorganiske jernet blir fgrst redusert ved hjelp av enzymet "Duodenal cytochrome B” (DcytB), og blir sa fraktet
over cellemembranen ved hjelp av ”Divalent metal transporter 1” (DMT1) og gar inn i sammen med jernet fra
hem. Deretter blir jernet enten lagret i ferritin inne i enterocytten, eller sa blir det fraktet ut av cellen ved hjelp av
Ferroportin (FPN1). Utenfor cellen blir jernet oksidert enten ved hjelp av det membranbunnede proteinet
Hephaestin (HEPH) eller plasma proteinet Ceruloplasmin (Cp), og blir tatt opp av transferrin (Tf).

B Umoden erytrocytt (rgde blodcelle), her blir Tf proteinene tatt opp ved endocytose av TfR 1/2 og jernet blir
frigjort fra Tf. Jernet blir sa fraktet inn i mitokondriene der det gar inn i syntesen av nytt hem eller andre
proteiner/enzymer som trenger jern.

C Makrofag, de tar opp gamle erytrocytter og bryter disse ned slik at jernet kan bli frigjort igjen. Litt av den
samme mekanismen som i enterocytter. Kan ogsa ta opp jern som haptoglobin (Hp) ved hjelp av
hemoglobinreseptoren (CD163), TF ved Transferrinreseptor 1 (TfR 1) og fagocytose av bakterier (ikke vist pa
figur).

D Hepatocytt (levercelle) Her blir overskuddet av jern tatt opp, det er litt usikkert hvordan opptaket skjer, men
Tf og NTBI blir na tatt opp. I hepatocytter blir jernet lagret enten som ferritin eller for lengre tidslagring som
hemosiderin. I tillegg har hepatocytter en viktig rolle i reguleringen av opptaket av jern ved utskillelse av
peptidet hepcidin.
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2.6 Erytroide celler

Jern som har blitt tatt opp 1 en umoden erytrocytt (RBC) 1 beinmargen, blir fraktet inn i
mitokondriene ved hjelp av mitokondrielle jernimporter slik som Mitoferrin, det er ogsa mulig
at det finnes andre importere av jern, men disse er enda ikke funnet [45]. Etter at jernet er
kommet inn 1 mitokondrien regulerer proteinet Frataxin hvilke synteser jernet skal vaere med
1. Den vil da fordele jernet mellom syntese av jernsulfidkomplekser, lagring eller produksjon
av hem. Jernsulfidkomplekser blir muligens transportert ut av mitokondrien ved hjelp av
membrantransporter (ABCB7). Mesteparten av jernet blir sendt til produksjonen av hem, som
skjer ved at Fe®* blir inkorporert 1 erytrocytt protopotphyrin IX (EPP-IX) ved hjelp av
ferrochelastase og man far dannet hem, som er en viktig bestanddel i hemoglobin. Det er litt
ukart hvordan hem transporteres ut av mitokondriene, men det er beskrevet 3 ulike

hemeksportere (FLVCR, ABC-me og ABCG2) [2, 45, 46].

2.7 Makrofager
Etter at en RBC har vandret rundt 1 blodbanen i ca. 120 dager er den utslitt og blir helt eller

delvis tatt opp av makrofager ved fagocytose. Inne i makrofagen blir RBC brutt ned og
hemoglobinet (Hb) blir frigjort. Hb blir sa nedbrutt til hem ved hjelp av "hemoxygenase”.
Hemet blir sa nedbrutt til biliverdin, CO og Fe**. Biliverdin blir sa videre redusert til bilirubin
og sammen med CO blir fraktet ut av cellen, mens Fe** enten lagres i ferritin eller skilles ut
ved hjelp av FPN 1. Utenfor makrofagen blir Fe®* oksidert til Fe** ved hjelp av Ceruloplasmin
(CP) og blir sa tatt opp av Tf, som sirkulerer rundt i blodbanen og kretslgpet er sluttet [2, 44,
46]. Ca. 12 timer etter at en RBC er fagocyttert, gjennomgatt det retikuloendoteliale system
(RES) og jernet er transportert tilbake til sirkulasjonen, er ca. 60 % av jernet blitt brukt til a
danne nye RBC. Resten har gatt inn i kroppens jernlager eller blitt brukt i produksjon av andre
proteiner. Ved behov kan erytropoesen (produksjon av RBC) gkes opptil 6 ganger og har da et
daglig behov for jern pa 100-125 mg/dag. Dette jernet ma tas fra gkt opptak av jern fra tarmen

eller fra jern lagret i ferritin eller hemosiderin inne i blant annet levercellene [2].

RES er en kombinasjon av monocytter og vevsmakrofager som spiller en viktig rolle i
nedbrytning av jernbindende molekyler og resirkulering av jern. Monocytter blir produsert i
beinmargen, og vandrer videre ut i blodbanen til de ulike vevene i kroppen og modnes der til
makrofager. Man finner hgyest tetthet av disse cellene i leveren, tarm, beinmarg, milt og
lunger, der milten er det viktigste organet for resirkuleringen av jern, men fjernes milten sa tar

de andre organene over funksjonen [2].
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Makrofagene har 4 ulike mater den tar til seg jern pa, den fgrste er som tidligere nevnt over
fagocytose av utslitte RBC ved hjelp av erytrofagocytose. Den andre metoden er a ta opp Hb
eller Hb-komplekser som er bundet til haptoglobin (Hp). Hb kommer fra de 10 til 20 % RBC
som sprekker 1 blodbanen fgr de blir fagocytert. Hb og Hp blir begge tatt opp ved hjelp av
Hemoglobinreseptoren (CD163). Den tredje metoden er ved hjelp av Transferrinreseptor 1
(TfR 1), som vi kommer til senere under opptak til lever. Mens den siste og kanskje den minst
viktige for jernet sin del er fagocytose av bakterier. Mange av disse transportveiene forskes

det mye pa og mange av de nye proteinene er oppdaget bare de siste fa arene [43]

2.8 Hepatocytter

Leveren spiller en viktig rolle i jernmetabolismen, og star for ca. 8 % av plasma jern
omsetning i kroppen. Jernet blir tatt opp gjennom flere mekanismer, men det er TfR1 som er
den viktigste etterfulgt av TfR2 [47].

Opptaket skjer ved at en eller to diferric Tf, som har 4 ganger hgyere affinitet pa reseptoren
enn monoferric Tf og 24 ganger hgyere enn apo Tf, binder seg til TfR1, man far da en
endocytose og reseptoren sammen med Tf blir fraktet inn i cellen. Inne i endosomet blir jernet
frigjort fra Tf ved at pH kan blir redusert sa mye som til pH 4,5. Ved denne pH vil affiniteten
til reseptoren gar ned og alt jernet vil slippe Tf. Jernet blir sa redusert til Fe** av STEAP 3 og
fraktet inn 1 cellen ved hjelp av DMTI1, mens reseptorene blir transportert ut til
cellemembranen igjen [28, 43, 44, 46, 47]. Dette tar ca. 3,8-15 min [41]. Det som er
hovedforskjellen pa TfR1 og TfR2, er at TfR1 har 30 ganger sterkere binding av Tf og at
TfR1 finner du pa nesten alle typer celler mens TfR2 hovedsak bare finnes pa hepatocytter,
kryptceller i duodenum og erytrocytter [48]. TfR1 har ogsa muligheten til a binde HFE i
stedet for Tf, slik at reseptoren blir blokkert og den ikke klarer & ta opp Tf. Det er og vist i
nyere studie av Goswami et al [49]og av Schmidt et al [50] at HFE ogsa kan bindes til TfR2 i
en musehepatocytt. Dette har antagelig med reguleringen av hepcidin a gjgre, men det er enna
usikkert.

HFE er et 343 aminosyre membranprotein som finnes i stgrst antall i kryptceller, hepatocytter,
Kupfferceller, men finnes ogsa pa alle TfRlinneholdende celler. Det bestar av et stort
ekstracellulert domene som igjen bestar av 3 looper (a1-a3) (figur 5). For at HFE skal ha den
korrekte konformasjonen pa cellemembranen slik at det klare & binde seg til TfR1, sa ma det

binde til seg f2-microglobulin [51]. Det at TfR1 har mulighet til a binde til seg bade
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Figur 5: Tegning av HFE-proteinet med dens hovedgenfeil.
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HFE og Tf tyder pa at man her ogsa har en reguleringsmekanisme, for ved normal tilstand
dannes det en likevekt mellom antall bundet HFE og Tf til TfR1. Derfor vil man forskyve
likevekten nar det er mye “diferric-Tf” i blodet og man vil da presse vekk HFE proteinet fra
reseptoren som da bare vil flyte Igst rundt pa cellemembranen. Har man dermed lite jern i
kroppen og med det ferre fulle Tf, sa vil flere HFE binde seg til TfR1 reseptorer og
levercellen merker at det er lite lgst HFE og modulerer signalene slik at man kan oppregulere
jernopptaket. Reguleringen av dette kommer vi til litt senere. TfR1 har ogsa en link til
intracelluler jern regulerende protein (IRP), som ved mangel pa jern, starter transkribering og
man far gket antallet TfR1 reseptorer pa celleoverflaten [28, 47, 50]. I HFE-knockout mus er
det vist at antallet TfR1 blir nedregulert, mens opptaket er allikevel stgrre enn i normale mus,
noe som igjen speiler pa at HFE har med bremsingen av inntaket av jern a gjgre [52].

Siden TfR2 har en 30 ganger svakere binding til transferrin enn TfR1, vil den derfor bare
vere mest aktiv nar det er mye “diferric-Tf” tilstede [28, 47].

I tillegg til opptaket av jern gjennom Tf via TfR1\2 i leveren, har man ogsa opptak av RBC og
hemprodukter, via den samme mekanisme som hos makrofagene, dette skjer hovedsaklig i
Kupfferceller (leverens egne makrofager).

Det er ogsa mekanismer for a ta opp ferritin, lactoferrin samt Hb og Hp. Disse er mye de
samme opptaksmekanismene som man har i makrofagene, der de binder seg til de spesifikke
reseptorer, slik at det kan bli tatt opp via endocytose og videre fraktet til lysosomene for
nedbrytning og videre lagring (figur 6).

Til slutt har vi opptaket av NTBI, som er en metningsbarende og temperatur avhengig
prosess, som ikke er avhenging av energi eller er sensitiv til jernstatus i kroppen. NTBI blir
redusert av en ferricreduktase, en slektning av Dcyb som finnes i endotelcellene, muligens

ogsa STEAP3, og tatt opp gjennom en cellemembranbarende prosess sannsynligvis ved hjelp
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av DMT1 og “Zink regulated transporter and Iron regulated transporter like protein 14”
(ZIP14). Man ser ogsa at opptaket her kan blir senket ved konkurranse med andre metaller
som sink, mangan, kobolt og nikkel [47, 53]. Det snakkes ogsa om at kalsium kan ha en rolle i
opptaket av NTBI, men det gjenstar a finne mer ut av [47]. Det er i senere tid kommet fram at
dette er kanskje et av de viktigste opptakene av overskuddsjern i blodet, og at man ved
hemokromatose vil ha mer av NTBI i blodet, siden kapasiteten til Tf er sa a si brukt opp. Og
at det er dette som akkumulerer et overskudd [28].

Inne 1 hepatocytten blir jernet lagret som ferritin eller hemosiderin, mens noe blir fraktet ut
igjen ved hjelp av FPN 1 eller brukt til produksjon av enzymer som trenger jern for a fungere.
Hemosiderin er et ikke-vannlgselig molekyl og et biprodukt av en ufullstendig nedbrytning av
ferritin i lysosomene. Fordelen med hemosiderin er at det kan lagre mer jern per volumenhet
og mindre fare for at det dannes frie radikaler [28, 43].

Figur 6: Jerntransporten ut og inn av en hepatocytt [47]
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Hepatocyte Jerntransport. (1) (2) TfR1-mediert og TfR2-mediert opptak av diferric transferrin er veldig like. Diferric Tf
binder til spesifikke reseptorene TfR1 og TfR2, som igjen fgrer til endocytose. I endosome blir pH senket, Fe** frigjort og
redusert av STEAP3 til Fe**. Jernet blir transportert ut av endosomet via DMT]1 og apo-Tf blir exocytert.

(3) Opptaket av NTBI. Jernet blir redusert og transportert inn i cellen via en carrier-medi@r prosess.

(4) Opptaket av ferritin. Ferritin binder seg til en spesifikk reseptor og blir endocytert. Endosomet blir styrt til et lysosom og
jernet blir skilt ut i jernpoolen eller som endogent ferritin. (5) (6) Opptaket av hemprodukter. Heme produkter binder seg til
den spesifikke reseptorer som CD91 og endocyteres. Hem blir fjernet og degradet av HO. Restene blir dirigert ut av cellen og
til gallen eller nedbrutt av lysosomer. (7) Opptaket av lactoferrin. Lactoferrin binder seg til LRP eller RHL-1 og blir
endocytert og fraktet til lysosomer for nedbrytning. (8) Jernfrigivning. Jern blir Igslatt fra cellen og eksportert ut ved hjelp av
FPN 1, og deretter oksidert ved hjelp av Cp slik at det kan bindes til apo-Tf.

TfR1: transferrin reseptor 1, TfR2: transferrin reseptor 2, STEAP3: six-transmembrane epithelial antigen of the prostate 3,
Tf: transferrin, DMT1: divalent metal transporter 1, NTBI: non-transferrin bound iron, ZIP14: zink-regulerende transporter
og jern-regulerende transporter like protein 14, LRP: low-density lipoprotein reseptorrelatert protein, FPN: ferroportin.
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2.9 Frisetting av jern fra hepatocytter og makrofager
Hepatocyttene fungerer som et av hovedjernlagene i kroppen, mens makrofagene fungerer

mer som et mellomlager. Det viser seg at bare ca. 20 % av jernet normalt blir Igslatt fra
lageret ved normal tilstand, det vil si at det hele tiden vil bygge seg opp et lager, men hos
normale personer er bidraget til lageret sa lite at dette ikke vil fgre til noen sykdom. Dette er
et mye stgrre problem hos HH, som tar opp altfor mye jern og det da blir overfgrt mer til
lageret, og disse vil da bli mer og mer fulle. Man har funnet ut mye om hvordan opptaket av
jern i hepatocyttene skjer, men frisettingen er et stgrre mysterium. Det man har funnet ut er at
frisettingen av jern er avhenging av temperatur og gker ved tilstedeverelse av apo Tf, citrat
og deferrioksamin (Desferal®) [28]. Deferroksamin er et legemiddel som kan gis til personer
ved en jernforgiftning eller som har et jernoverskudd som ikke kan fjernes med arelating, for
eksempel thalassemi, se ytterligere beskrivelse under behandling (4.2). Deferroksamin er et
chelaterende pulver med hgy binding til Fe™* og aluminium. Det binder til seg fritt jern fra
celler og plasma, i tillegg til jern fra ferritin og hemosiderin. Det dannes sa komplekser som
lett blir skilt ut hovedsakelig gjennom urinen. Fordelen ved denne behandlingen er at det ikke
binder seg til jern som er bundet til andre proteiner som Hb [54].

Det vil si at bruker man Deferroksamin sa vil man fa en gkning av utskillelse av jern fra
hepatocytter og makrofager slik at jernlagret gar ned.

Man har ogsa sett at graden av frisetting varier ved mengden oksygen til stede. Det er derfor
mulig at oksygen er innblandet i en redoksreaksjon. Men til syvende og sist ser det ut til at
det er FPN 1 som er hovedeksportgr av jernet ut av disse cellene slik som i enterocyttene, bare
at i dette tilfelle blir jernet oksidert av plasma CP istedenfor HEPH, for sa og bli tatt opp av
apo-Tf etterpa [28, 47].

Den siste og kanskje viktigste oppdagelsen de siste arene innen dette feltet har vert hvordan
peptidet hepcidin som produseres i leveren pavirker jernopptaket. Hepcidin er et lite B-sheet-
rikt peptid med en hairpin struktur pa 25 aminosyrer (aa), som kan males i blod og urin. Det
er ogsa funnet hepcidin med bare 22 og 20 aa i urinen, som er kuttet pa N-terminalen [55].
Hepcidin har ogsa en antibakteriell effekt pa bade gram positive og negative bakterier samt

sopp [41, 56]. Kommer tilbake senere hvordan dette peptidet fungerer og reguleres.
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Figur 7: Jern i kroppen
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Figuren viser hvor vi finner mesteparten av jernet i kroppen. Jernet blir tatt opp av enterocyttene, fraktet inn i
blodbanen til transferrin, videre til beinmargen som produserer erytrocytter og til slutt makrofagene som bryter
disse ned og sender jernet tilbake til sirkulasjonene igjen. Vi ser ogsa at leveren blir som en buffer og kontrollgr
av systemet. Vi legger ogsa merke til hvor hepcidinet har sine angrepspunkt [44].
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3.0 Molekylaer regulering av jernopptaket

3.1 Hvordan blir jernopptaket regulert?
Siden det ikke finnes noen mekanismer for a kvitte seg med jern, er det viktig at reguleringen

av opptaket, transporten og lagringen av jern blir ngye regulert [28].

Mengden av jern som blir absorbert er avhenging av ulike faktorer som jernlager, forandring 1
erytropoese, hypoksi, inflammasjon, infeksjon og graviditet [41]. Disse faktorene er med pa a
styre uttrykket av de ulike enterocytiske proteinene som har med jerntransport a gjgre, spesielt
DMT1, DcytB og FPN 1, bade pa mRNA og protein niva.

Oppdagelsen av hepcidin fgrte til utfordringer i forhold til gjeldende oppfatning av hvordan
kroppen styrte opptaket av jern. Denne oppfatingen bestod av at enterocyttene ble
programmert i krypten (kryptteorien) ved at det ble tatt opp Tf fra blodbanen, og ut fra dette
ble DTM 1, DcytB og FPN 1 regulert opp eller ned alt etter hvor mye jern som ble tatt opp. Tf
mettingen (Tf-sat) i blodet gjenspeiler godt den generelle jerntilstanden i kroppen, sa derfor
var det logisk a tenke at det var Tf som styrte reguleringen. I tillegg sa finnes ogsa HFE pa
kryptceller, som styrket teorien enda mer, siden genfeil pa dette genet kan fgre til overskudd
av jern.

Ut fra nyere studier viser det seg at dette antagelig ikke er helt riktig og at det er hepcidin som
er hovedmekanismen for regulering av jernopptaket. Det er i studier vist at den tiden det tar
fra for eksempel erytropoesen gker til jern absorpsjonen gker er ca. 4 dager. Man har da
funnet ut at dette er den tiden det tar fgr kroppen oppdager at jernnivaet er lavt for deretter
klare a nedregulere hepcidin. Studiene viser ogsa at hepcidin har mer a si for reguleringen av
reseptorene 1 forhold til det konkrete opptak, enn oppregulering av FPN1, DTM 1 og DcytB 1
krypten [32, 56, 57]. I studier gjort pa Caco2 celler og mus, som har blir stimulert av hepcidin
i 24 timer, ser man tydelig at antallet DMT 1 reseptorer gar ned og opptaket synker [58, 59].
Mens en annen studie bade pa cellekulturer og mus, der det er injisert hepcidin, har vist at det
er forskjell pa reguleringen av FPN 1 i makrofagene og enterocyttene. I makrofagene var det
en kraftig nedregulering av FPN 1 etter bare 4 timer, mens det var ingen umiddelbar endring i
reguleringen i enterocyttene. Fgrst etter 24-72 timer kunne man se endringer. Dette kan
muligens forklares med at FPN 1 har en annen isoform pa enterocytten som trenger sterkere
og eventuell lengre pavirking av hepcidin enn i makrofagene for a bli pavirket. Dette er ogsa
logisk siden makrofagene resirkulerer 20-24 mg jern/dggn, mot 1-2 mg jern/dggn for

enterocytten, og vil da vare en mye bedre og stgrre buffer enn enterocyttene [59-61].
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Det er ikke alle som er helt enig i hepcidinteorien heller og mener at det er en blanding av
hepcidin og kryptteorien [62], men jeg har tatt utgangspunktet i hepcidin teorien slik de fleste
forskningsgrupper skriver om den na.

Det er ogsa kommet en teori om at det i hovedsak er to mekanismer som pavirker opptaket av
jern. Den ene styrer opptaket inn i enterocytten mens det andre styrer opptaket fra
enterocytten til sirkulasjonen. Slik det kan se ut blir ogsa DMT1 regulert lokalt i cellen, men
antagelig da 1 forhold til hvor mye jern den har tatt opp fra tarmen, og ikke 1 forhold til hvor
mye jern som er i kroppen. Det vil si kommer det mye jern ned i1 tarmen vil enterocytten
nedregulere DMT1 og omvendt. Mens den basolaterale transporten blir mer styrt av det
systemiske apparatet med hepcidin i forhold til det behovet kroppen har. Det er enna litt uklar
hvordan begge disse blir regulert. [32, 40, 57, 63, 64]. Fra studier som er gjort pa mus og
Caco-2 celler viser det seg at man ved stor tilgang pa jern far endocytose av bade DMT 1 og
FNT 1 reseptorer, noe som tyder pa at dette er en rask og effektiv reguleringsmekanisme [26].
Ser vi mer pa oppregulering av antall reseptorer i detalj, sa kan det ser ut til at DMT 1 blir
regulert ved at overskuddsjern binder seg til ”iron regulatory proteins” (IRPs), som da igjen
binder seg til et “iron responsive elements” (IREs) pa DMT1ls mRNA og pavirker dens
utrykk. En stimulering av IRE pa DMT1 mRNAet vil da fgre til en nedregulering av
reseptoren. DcytB har ingen IRP aktivitet, sa den ma bli regulert pa en annen mate, som enna
ikke er kjent [57]. Hvordan disse signalene blir brukt i kroppen forskes det en god del pa na
[40, 45].
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Figur 8: Den gamle krypt programmeringsmodellen mot den ny hepcidin modellen
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Her ser vi forskjellen pa hvordan de tenker seg at reseptorer pa enterocytten blir regulert. Vi ser pa den gverste
tegning den klassiske krypt teorien, der den umodne enterocytten regulere antallet reseptorer i forhold til
konsentrasjonen av transferrin i blodet nar den enna er i krypten. Nar den da etter noen dager kommer opp til
villi sa har den opp eller nedregulert etter om kroppen trenger jern eller ikke. Mens den nye hepcidin teorien gar
ut pa at det er peptidet hepcidin som produseres i leveren som er som en bremse pa disse reseptorene, bade
direkte og indirekte, ved a opp- og nedregulere antallet reseptorer. [64]

Hepcidin er en negativ regulator. Det vil si at jo mer hepcidin der er 1 blodbanen, jo mer vil
den bremse opptaket av jern ved a binde seg til FNT 1 og stoppe utstrgmningen av jern fra
FNT 1 utrykkende celler. Siden hepcidin regulerer utstrgmningen av jern, hvordan blir sa
hepcidin regulert? Det viser seg at hepcidin blir produsert nar det tas opp mye jern og ved
inflammasjoner og infeksjoner, mens det blir nedregulert ved graviditet, jernmangel, hypoksi

(okygenmangel) og ved gkt erytropoese. Dette skjer via transkribering av HAMP genet, som
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koder for hepcidin [41, 55]. Dette tyder pa at hepcidin har mye med reguleringen av opptaket
av jern a gjgre. Dette peptidet lager da en direkte link mellom leveren, beinmargen og tarmene
for a justere det daglige behovet for jern. Hepcidin regulerer bare transporten ut av
enterocytten og vil derfor ikke hemme opptaket av jern fra tarmen. Men fordi enterocytten
bare er aktiv 2-3 dager fgr den blir avstgtt ut i tarmen, kommer da mye av det jernet som er
tatt opp ikke til nytte og forsvinner ut med avfgringen [47].

En annen mulig regulering av hepcidin gar ut pa at HFE og Tf kan binde seg til et
overlappede bindingssete pa TfR1, her vil de konkurrere om hvem som bindes til reseptoren.
Det vil si at hvis konsentrasjonen av Tf gar opp, vil den fortrenge bundet HFE, som vil fgre til
gkt antall frie HFE pa cellemembranen. Det motsatte vil skje ved lite Tf. Det foreslas at
ubundet HFE pa overflaten av cellen vil vaere med a stimulere en signalvei, som igjen fgrer til
gkt utskillelse av hepcidin og nedregulering av TfR 1. Dette kan forklare hvorfor man vil fa
minsket utskillelse av hepcidin ved feil pa HFE genet [28, 50, 57, 65]. I en helt ny studie av
Schmidt et al [50] fant de ut at HFE blir skjgvet vekk fra TfR1 og vil binde seg til TfR2, som
slik at man far et signal inn i cellen, som vil regulere hepcidin produksjonen. Denne
signalveien er enna ikke helt forstatt. Om man ma ha bade diferric-Tf” og HFE bundet til
TfR2 for at dette signalet skal aktiveres er enna usikkert. Det man kan se er om tilgangen pa
diferric Tf gar ned vil ogsa utskillelsen av hepcidin ga ned og man vil fa gkt opptak av jern
[28, 66]. I TfR2 knockout mus fgrer mangel pa TfR2 til en HH lignende tilstand [67].
Muligens kan det hepatiske jernlagret ogsa ha noe a si for opptaket, der lav cellulart
jerninnhold vil gke utrykket av TfR1 pa cellemembranen. Dette fgrer til at flere HFE bindes
til TfR1 1 tillegg til at TfR1 utkonkurrere TfR2, siden den bindingen har 30 ganger sterkere
affinitet for diferric Tf. Begge disse mekanismene vil minske utskillelsen av hepcidin og
opptaket av jern vil gke. Har man for mye jern vil det motsatte skje og man far minsket
opptak [37, 57].

Den siste kjente maten kroppen regulerer hepcidin pa er gjennom hemojuvelin (HJV), som er
i en familie kalt repulsive ”guidance molecules” (RGM). Det hersker imidlertid enna noe
usikkerhet pa hovedfunksjonen til HI'V. Dette er et protein som finnes i mange vev som lever,
skjelettmuskler og hjerte. I tillegg finnes det i en lgselig form i plasma. Hgyt innhold i
muskler og hjerte, kan tyde pa at de signaliserer sitt jernbehov gjennom Igselig HIV, men
mekanismen her er enna uklar. Det kan vise seg at det er lavere innhold av dette proteinet i
leverceller hos enkelte pasienter som har fatt pavist HH, noe som tyder pa at det er her dette

proteinet ogsa regulerer hepcidin.
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HJV er koblet til inflammasjon, men ikke til erytropoesen og jern niva. Det kan vere at dette
proteinet binder seg til noen av overstaende proteinene eller at det pa cellemembranen i
hepatocytter binder seg til “bone morphogenitic” (BMP), slik at dette sender et signal inn 1
cellen via et “familieprotein” som kalles SMAD og man far regulert hepcidin transkripsjonen

(figur 10) [28, 37, 45, 57, 65, 68].

Det er ogsa vist en ner sammenheng mellom mengde kobber og opptaket av jern. Ved mangel
pa kobber i en studie gjort pa mus, viste det seg at de ikke klarte a oppregulere FPN 1 ved
minsket tilgang til jern. Kobber er ogsa viktig som en kofaktor i Cp og hephaestin som
kroppen bruker til a oksider Fe®* til Fe® slik at jernet kan binde seg til Tf 1 blodbanen [37,
57].

Ved en eventuell inflammasjon eller infeksjon, ser man en gkt hepcidinproduksjon, for at
makrofagene antagelig skal holde igjen jernet inne i cellene. Dette gjgres sannsynligvis for a
assistere immunforsvaret ved a minske tilgangen pa jern. Hvis inflammasjonen eller
infeksjonen blir kronisk, kan dette fgre til at erytropoesen ikke far tilfgrt nok jern og man vil

da fa en mild form for anemi [32, 69].

3.2 Hvordan blir DMT1, TfR, ferritin og FPN regulert?

For a ga litt mer i detalj pa hvordan de ulike proteinene i jernmetabolismen reguleres ma vi se
litt mer pa hvilke alternative reguleringsmekanismer vi har. Den fgrste er post-transkripsjon
(etter at mRNA er skrevet av DNA). Denne reguleringen gar ut pa at jernet i cellen binder seg
til et ”iron regulatory protein” (IRP), som da bindes til en spesiell mRNA loop konstruksjon
kjent som “iron regulatory element” (IRE). Proteiner som har med transport og lagring av jern
har IRE enten i 5 -(ferritin, FPN) eller 3°-(TfR1, DMT1) pa den utransformerte delen (UTR)
av sitt mRNA. Det vil si om det er lite jern til stede, vil IRP binds til IRE pa 3*-UTR, slik at vi
vil fa en gkning av transkripsjonen av TfR1 og DMT1. IPP vil binde IRE pa 5°-UTR og man
vil da stabilisere mRNA, slik at man ikke far dannet mer ferritin. Ved mye jern vil IRP ikke
klare a binde seg til IRE og man opplever det motsatte. Ser man da pa de proteinene som blir
regulert via denne veien, sa kan det stemme veldig bra. Dersom man har lite jern, sa vil
produksjonen av TfR 1 og DMT1 ga opp. Mens dersom vi har mye jern sa vil vi fa mer
ferritin til a lagre jernet eller kvitte oss med det gjennom flere FPN 1. Det finnes i hovedsak to

typer IRP 1 og 2, og begge har litt forskjellig plass og mater de virker pa.
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Nitrogenmonoksid og hydrogen peroksid som blir dannet av oksidativt stress vil ogsa vare
med a regulere TfR1 via IRP 1 og 2, slik at vi far en stgrre produksjon av denne reseptoren
[28].

Den andre maten a regulere proteiner pa er ved transkripsjonsregulering, for det viser seg at
DcytB ikke har noen IRE, men allikevel blir regulert av jernstatus direkte pa transkripsjonen.
Man har funnet ut at cytokiner som IFN-y, IL-1 og IL-6 pavirker utrykket av ferritin, TFR 1,
hepcidin og FPN 1 mRNA. Det er ogsa tegn som tyder pa at ved hypoksi vil man fa
transkribert hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), som igjen er med pa og pavirker uttrykket pa
alle de tidligere nevnte proteinene i tillegg til Tf og CP.

Den siste hovedreguleringsmekanismen er post-translasjon (etter at proteinet er ferdig
produsert). Her ser vi at hepcidin binder seg til FPN 1 og nedregulerer denne reseptoren, slik
at mindre jern blir sluppet ut av cellen. Diferric Tf binder seg til TfR 2 og stabiliserer den
samt forlenger halveringstiden pa reseptoren. Dette medfgrer til at man bremser produksjonen
av hepcidin. Til slutt kan aktivisering av proteinkinase C regulere endocytosen av TfR1 [28,

55, 65].

3.3 HFE

Vi har noen proteiner som ikke er direkte med i opptaket, men som viser seg a vere viktige i
reguleringen av det allikevel. Som tidligere beskrevet kommer HFE inn her. Man har funnet
ut at HFE binder seg til TfR1 i et HFE-TfR1-diferric-Tf kompleks 1:2:1 pa celleoverflaten
[28, 70]. I HFE knockout mus har man sett at antallet DMT 1 reseptorer blir oppregulert slik
at mer jern blir tatt opp bade i enterocytter og i hepatocytter. Som fglge av at DMT1 blir
oppregulert vil ogsa opptaket av NTBI i hepatocyttene ga opp [28]. Et annet forsgk pa HFE
knockout mus har vist en nedgang pa ca 70 % i antall TfR1 reseptorer pa cellemembranen til
hepatocyttene. Grunnen til nedgangen i TfR1 er nok gkningen av jern i cellen og regulering
via IRE- IRP systemet, men det man ogsa sa var at opptaket av jern ikke ble redusert, slik som
man sa ved tilsvarende forsgk pa friske [28, 52]. Det er ogsa vist at ved overproduksjon av
HFE, vil affiniteten til TfR1 synke i forhold til Tf med 5-10 ganger. Dermed minsker opptaket
av Tf bundet jern (TBI), som igjen fgrer til gkt IRP-aktivite. Resultatet blir gkt produksjon av
TfR1, men redusert ferritin produksjon. Derfor ma HFE ha en viktig reguleringsmekanisme
for & bremse opptaket av jern inn i cellen. [28]. I to nye studier er det vist at HFE ikke
pavirker jernhomeostasen likt. Studier pa genmodifiserte mus viser seg at HFE i kryptceller
og makrofager ikke spiller sa stor rolle i reguleringen av jern som tidligere antatt [71], men at

HFE i hepatocytter har veldig mye a si for reguleringen jern og da igjennom reguleringen av
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hepcidin. Dette har man ogsa sett ved organdonasjon, der friske pasienter har fatt lever fra HH
pasient og person har utviklet HH, og det motsatte er observert ved at HH pasient har fatt frisk
lever og jernoverskuddet har forsvunnet [72]. Dette kan igjen stgtte hepcidinteorien enda mer.
Men det er enna litt usikkerhet rundt HFE, om den styrer en regulering av hepcidin direkte
eller om det gar inn i en av de andre reguleringsveiene som vist pa figur 10 [72]. Schmidt et al
[50] har foreslatt i et studiet at lgst HFE pa cellemembranen binder seg til TFR2 og pavirker

hepcidin gjennom den signalveien.

3.4 Hepcidin

Det viser seg at hepcidin blir produsert nar det tas opp mye jern, ved infeksjoner og ved
inflammasjoner, mens det blir nedregulert ved graviditet, jernmangel, hypoksi og ved gkt
erytropoese. Dette skjer via transkribering av HAMP genet, som koder for hepcidin [41, 55].
Dette tyder pa at hepcidin har mye med reguleringen av opptaket av jern a gjgre. Dette
peptidet lager da en direkte link mellom leveren, beinmargen og tarmene for a justere det
daglige behovet for jern. Gjennom gjentatte eksperimenter har man vist at hepcidin binder seg
bare til FPN 1 og hemmer utskillelsen av jern og man har da en systemisk mekanisme for a
regulere jernopptaket direkte etter behovet for jern [47, 73]. Der vi har erytropoeseaktivering,
jernlager og inflammasjonsregulering, som stimulerer cellen utenfra. Det er 1 tillegg en intra

celluler regulering [55, 65] (figur 10).

Figur 9: Enkel skjematisk oversikt over hva som pavirker hepcidin og hva som skjer

etterpa.

Infeksjon Bakteriostase
Inflammasjon —» HepcidinT T
Jernoverskudd Jernopptak l
Graviditet

Hypoksi —— . Hepcidin l E— JernopptakT

Jernmangel //"

Okt erytropoese

Dette er en forenkling av figur 10.
Figuren viser at det er mange ulike faktorer som spiller inn pa produksjonen av hepcidin. Alle disse veiene gar
inn under ulike mekanismer for regulering av hepcidin som vist pa figur 10.
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Figur 10: Transkripsjon av hepcidin [55]
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Vi har fire hepcidin regulerende veier, erytropoeseaktivisering, jernlager, og inflammasjonsregulering utenfra
cellen og intracelluler regulering.

Erytropoeseaktivisering er regulert ved hypoksi indusert erytropoetin (EPO), som blir produsert i nyrene, og
sendt videre til beinmargen. Beinmargen kommuniserer med jernlagrende celler ved noen ukjente faktorer.
Jernlager styres av at Tf som transporteres i blodet, der disse blir tatt opp via TfR 1/2 i kamp med HFE. Opptaket
her er avhenging av antall TfRer og konsentrasjon av Tf i blodet. En direkte link fra jernlagret i cellen til
reguleringen av hepcidin er enna ikke funnet.

Inflammasjonsregulering gar via IL-6, har vist seg a reagere mer aktivt enn de andre signalveiene.

Den intracelluler regulering virker gjennom HJV signaloverfgring til BMP/SMAD som videre pavirker hepcidin
uttrykket. Til slutt har vi metabolske syndrom kandidat genene USF 1 og 2 som styrer direkte HAMP-genet. Her
foreslas en direkte link mellom glukose, lipider og jernmetabolismen.

pO,: partisial oksygentrykk, HIF: hypoxia inducible factor, CBP: CREB bindende protein, EPO: erythropoietin;
HNF: hepatic nuclear factor; TfR: transferrin reseptor, sTfR: soluble Tf, HFE: hemokromatose jern protein,
b2M: b-2 microglobuline, HJV: hemojuvelin, sHJV: soluble HIV, BMP: bone morphogenetic protein, BMPR:
BMP reseptor; P: fosfat, SMAD: mothers against decapentaplegic homologue (Drosophila), IL: interleukin, IL-
6R: interleukin-6 reseptor, gp: glykoprotein, JAK: Janus kinase; STAT: signal transducer and activator of
transcription, TGF: transforming growth factor, USF: upstream stimulation factor, E: Ebox, Tf: Transferrin
HAMP: hepcidin anti-microbial peptide gene, CE-9: conserved element 9.
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4.0 Hva er hemokromatose?
Hemokromatose blir i dag hovedsakelig delt inn i to hovedgrupper, primar- og

sekunderhemokromatose. Primer- eller herediter (arvelig) hemokromatose (HH) er en
autosomal, recessivt arvelig tilstand som forklarer 80 - 90 % av pasienter med pavist Denne
kan igjen deles inn i flere undergrupper alt etter hvilken/hvilke genmutasjon(er) de har. Den
vanligste her er C282Y mutasjonen i HFE-genet pa kromosom 6. Ca. 80-85 % av de som
utvikler sykdom har denne 1 homozygot form (C282Y/C282Y) og dette utgjgr ca. 0,5 % eller
I av 200 av den kaukasiske befolkning. En studie gjort i Nord-Trgndelag (HUNT-
undersgkelsen) fant at det var ca. 0,7 % som var homozygote, det vil det si ca. 20-30000
personer pa landsbasis [7, 74]. Det finnes ca. 12-14 % av den voksne befolkningen som er
heterozygote (C282Y/wt) for dette genet, siden de har et friskt og et sykt gen. Flesteparten av
disse vil ikke utvikle noen sykdom [4, 5, 74, 75]. Genmutasjonen C282Y fgrer til at
aminosyren cystein er byttet ut med tyrosin pa plass 282 pa HFE-proteinet. Dette fgrer til at
proteinet ikke helt far den konformasjonen det skal ha. En slik mutasjon kan fgre til at
proteinet mister deler eller hele dets funksjon, i dette tilfelle at B2-microglobulin ikke klarer a
binde seg skikkelig til HFE [53]. Den andre mutasjonen er H63D, der histidin er byttet ut
med asparginsyre, i posisjon 63 i det samme HFE-proteinet. Denne feilen er ca. 22 % feilen er
representert i ca 22 % av Europas befolkning. Pa verdensbasis er denne mutasjonen ogsa i
stgrre grad utbredt enn C282Y som hovedsakelig er en kaukasisk genfeil [76]. Det kan se ut
som at man 1 mindre grad utvikler HH ut fra bare H63D, sannsynligvis fordi denne feilen ikke
pavirker opptaket i sa stor grad. Det finnes personer som er heterozygote for begge disse
genfeilene og blir da kalt “compound heterozygote” (C282Y/H63D), disse har igjen stgrre
potensial til & utvikle sykdommen. I tillegg er det avdekket genfeil for HIV, HAMP, TfR2 og
FPN 1 som ogsa kan fgre til hemokromatose. Disse har Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM), delt inn 1 4 grupper (tabell 1). Imidlertid hevder mange som arbeider innen feltet
jernmetabolisme, at dette er en utilfredstillende inndelingsmate siden den ikke tar hensyn til
verken genotype eller fenotype. Den gir heller ingen rom for a identifisere atypiske eksempler
og det er satt opp kunstige genfamilier som ikke finnes. I tillegg finnes det HH tilfeller som
ikke er nevnt i OMIM [31, 44].

Sekundere hemokromatose ogsa kalt hemosiderose, en samlebetegnelse pa
jernavleiringsykdommer og som ikke er direkte knyttet til en genmutasjon. Det kan vare
sykdommer som talassemi (arvelige blodsykdommer som behandles med blodtransfusjoner),

og andre tilstander der man far tilfgrt mye blod ved blodtransfusjon, i tillegg til
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leversykdommer og stort alkoholforbruk. Det er ogsa mulig a bygge opp et overskudd ved
stort inntak av jerntabletter [4, 77, 78].

Det er imidertid personer som har HH type 1 altsa genfeil pA HFE genet som vi har jobbet
med i denne oppgaven.

Tabell 1. Genetisk oversikt over primger hemokromatose [79-81]

Sykdom | Arv | Gen Protein Locus | Diagnose Klinisk

Type 1 AR | HFE HFE 6p21 1SJ 1SF 1Tf-sat | Sen begynnelse
40-50 arene

Type 2 1SJ 1SF 1Tf-sat | Tidlig begynnelse
20 arene

Type 2A | AR | HJV Hemojuvelin | 1p21

Type 2B | AR | HAMP Hepcidin 19p13

Type 3 AR | TfR2 Transferrin Tp22 1SJ 1SF 1Tf-sat | Sen begynnelse

reseptor 2 40-50 arene
Type 4 AD | SLC40A1 | Ferroportin 1 | 2p32 =SJ 1SF =Tf-sat

Figuren viser de vanligste typene arvelig hemokromatose vi har, der det er vist hvilke arvegenskaper, hvilket gen
og locus de pavirker. I tillegg til hvilke parametere som blir forgyet og nar man kan forvente at sykdommene
muligens inntreffer.

AR, autosomal recissiv; AD, autosomal dominant; SJ, Serum jern; SF, Serum ferritin; Tf-sat,

Transferrinmetning

4.1 Oppdagelsen og utviklingen av hemokromatose type 1
Jern har blitt brukt 1 lange tider til behandling av ulike sykdommer som 1 gamle Egypt der

man brukte rust (jernoksid) som behandling for skallethet, mens i Hellas brukte man en
blanding av vin og jern i et forsgk pa a gjenopprette potensen hos menn. Pa 1800-tallet ble
jern brukt til & behandle klorose (kombinert jernmangelanemi og albuminmangel). Fgrst i
1932 ble det skikkelig bevist at det er jernoverskudd som forarsaker hemokromatose [2].

Det fgrste kjente tilfelle av denne sykdommen ble beskrevet i 1865 av den franske legen
Trousseau, men han brukte aldri ordet hemokromatose. Den fgrste personen som brukte ordet
hemokromatose var von Recklinghausen i 1889, fordi han trodde at det jernholdige pigmentet
(hemosiderin) i vevene matte komme fra blod. Den f@rste boka om emnet
"Haemochromatosis" ble gitt ut i 1935 av den britiske legen Sheldon, der han analyserte 311
tilfeller som hadde vert beskrevet de siste 70 arene. Han greide a skape et bilde av den

patologisk tilstanden, som han mente matte vere forarsaket av en medfgdt stoffskiftefeil [80].
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11975 greide Simon og medarbeiderne hans [82] a vise at HH er assosiert med HLA-type A3,
B7 og B14, og det ble dermed klart at hvis det var et hemokromatosegen, sa matte det ligge pa
kromosom 6. HFE-genet ble til slutt funnet av Feder og teamet [83] hans i 1996 etter flere ars
leting fra flere forskerteam. [79, 80] Etter oppdagelsen av dette genet har flere gener i
forbindelse med HH dukket opp som vist i tabell 1.

Man er enna usikker pa hvor gammel C282Y mutasjonen er, men den er sannsynligvis en
nylig oppstatt mutasjon. Noen mener at den oppstod i Nord-Europa for 60-70 generasjoner og
ca. 2000 ar siden [84], men nyere studier har konkludert med at den kan ha oppstatt ca. 4000
ar f. Kr [85]. Det har ogsa vert diskusjoner hvor denne genefeilen oppstod og hvem som har
dratt den med og hvor. Andre teorier gar ut pa at den oppstod i Sentral-Europa og ble spredd
med den keltiske-, romerske-, anglikanske-, vikingske- og den siste tidens normanske
befolkningsspredningen. Ser vi pa kartet (figur 11), kan vi se at det er Irland som har stgrst
forekomst med deler av Norge og Skandinavia ikke langt bak. Vi kan ogsa se at noen
befolkningsgrupper har reist rundt i verden og tatt med seg genfeilen pa sine reiser slik som
vikingene, som antagelig tok genfeilen med seg innover Baltikum og Russland [85].
Allelefrekvensen i Europa er i dag i folge enkelt studier pa ca. 3,8 %, mens i studier gjort i
Norge kan den vere sa hgy som 6,9 % [86] i en undersgkelse og 8,2 % i den norske HUNT-
undersgkelsen [74]. Det er stor variasjoner fra land til land som vist pa figur 11 [86]. Grunnen
til at mutasjonen antagelig har overlevd sapass godt, kan vere den gunstige fordelen med at
den kan ha beskyttet unge kvinner mot jernmangel, da spesielt nar man gikk fra jakt og fiske
og over til jordbruk der tilgangen pa jern ble mindre [80, 85].

H63D genfeilen viser seg a vare betydelig eldre og har stgrre allelefrekvens pa opptil 25 % i

Europa og er mer spredd ut over hele verden [85].
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Figur 11:Utbredelsen av C282Y og H63D [85]
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Her ser vi allelefrekvensen pa de to mutasjonene i Europa, det mangler data fra noen land. a) C282Y og b)
H63D. Som vi ser er H63D mye stgrre og jevnere utbrett enn C282Y.

4.1.1 Type 1 HFE-hemokromatose
Som vist i tabell 1 har OMIM beskrevet 4 forskjellige typer av primar hemokromatose.

Type 1 er genfeil pa HFE genet der det i hovedsak er to hovedgenfeil, den mest vanlige
C282Y, der aminosyren cystein har byttet plass med tyrosin. Denne feilen gjgr at disulfur
broen pa a3 loopen, slik at proteinet fa en annen konformasjon som igjen fgrer til at HFE ikke
klarer & binde til seg P2-mikroblobulin (figur 5). Dette fgrer igjen til at HFE ikke blir
transportert til cellemembranen, men blir veerende 1 ER og det midtre golgieappartet, hvor det
raskt blir nedbrutt [28, 51]. I den andre vanlige og en god del eldre mutasjonen H63D, har
aminosyren histidin byttet plass med asparaginsyre. Denne feilen sitter oppe pa al loopen og
har da ikke sa mye a si for bindingen til f2-mikroglubulin, men mer til bindingen til TfR1,
som blir svakere [28, 79]. Den siste genfeilen pavirker ikke jernopptaket sa mye som den
forste, sa derfor vil den bare i sjeldne tilfeller danne HH alene. I noen tilfeller finnes
mennesker med begge genfeilene “compound heterozygote” og man har da en stgrre mulighet
til a utvikle sykdom enn hvis man bare har den ene feilen i heterozygot utgave.

De to genfeilene vi har sett pa i min oppgave, bade hetero-, homozygote, i tillegg til

”compound heterozygote”.

36



Hva er hemokromatose?

Det ble i 1999 ogsa funnet en annen genfeil S65C, i tillegg til en god del andre, men ingen av
disse har til na hatt sa veldig mye klinisk verdi i forhold til utvikling av HH, men har man en
av disse feilene sammen med at man er heterozygot for C282Y eller H63D, kan sjansene for a

utvikle HH gke [79].

Det er ikke mange arene siden man matte bruke leverbiopsi og kliniske symptomer som
hudpigmentering eller diabetes for a diagnostisere sykdommen, men med de nye biokjemiske
prgvene som ferritin, Tf-sat og ikke minst genidentifikasjon, er diagnostiseringen blitt mye
lettere og man kan klarer a identifisere sykdommen pa et mye tidligere tidspunkt, allerede i
den prekliniske fasen fgr organskader har oppstatt.

Man har ved studier av nerfamilie til HH pasienter funnet tidlige symptomer som kan gke
mistanken for sykdom pa et tidligere stadium. Disse kliniske symptomene er kronisk
tretthet/utmattelse, ledd og muskelsmerter, nedsatt libido og hepatomegali (forstgrret lever).
Alle disse sykdommene utenom artropati (leddsykdommer), der man far avleiring av jern i
leddkapselen, er knyttet til graden av overskudd [79]. Man vil ved a male ferritin og Tf-sat
nivaet i blodet kunne fa bekrefte om en person har et jernoverskudd, fordi begge disse

verdiene da er forhgyet i forhold til det normale.

4.1.2 Type 2 Juvenile (ungdoms) hemokromatose
HH type 2 deles i en type A og B, der A typen er en sjelden autosomal recessive mutasjon pa

HJV genet, mens B typen er en sjelden mutasjon pa HAMP genet. Som skrevet under
jernmetabolismen sa deltar antagelig begge disse to proteinene i regulering av hepcidin.
Pasienter med denne tilstanden har som regel veldig lave verdier av hepcidin i urinen.

Det som er spesielt med denne typen er at den har sa a si alle de samme symptomene pa
sykdom som type 1, men den dukker opp mye tidligere. Ofte har den allerede utviklet seg til
sykdom ofte fgr pasienten er 30 ar. Det er hovedsakelig bare homozygote pasienter som
utvikler sykdommen. Ubehandlet sykdom kan ogsa fgre til hjertefeil og alvorlige arrytmier.
Sykdommen fgrer til gkt transferrinmetting, i tillegg til gkte verdier av serum jern og ferritin

[79].

4.1.3 Type 3 Transferrinreseptor 2 (TfR2)
Dette er en autosomal recessive genfeil pa TFR2. Rollen til dette proteinet er enna litt uklar i

jernmetabolismen, men som beskrevet tidligere, er det indikasjoner pa at det betyr noe for
signalene til produksjonen av hepcidinproduksjonen, spesielt siden den sa og si bare finnes pa

hepatocyttene. Den inngar der som en viktig del av opptaket av jern til hepatocyttene gjennom
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reseptormediert endocytose. Ved denne typen HH finner man ogsa mange av de samme
symptomene som ved type 1, og her er det ogsa hovedsakelig bare homozygote som blir
rammet av sykdommen [79].

Det er vist i mutant TfR2 mus at opptaket av jern gker og man far gket jernlager, i tillegg til at
hepcidin produksjonen gar ned, noe som er med pa a understreker at denne reseptoren er med

og styrer jernmetabolismen [66].

4.1.4 Type 4 Ferroportin 1 (FPN 1)
I forhold til de tidligere nevnte typene er denne typen autosomal dominant og er forarsaket av

en genfeil p4 SLC40A1 genet som koder for FPN 1. Denne feilen fgrer til at transporten av
jern ut fra spesielt makrofager blir kraftig redusert eller stopper helt opp. Dette vil da fgre til
en opphopning av jern inne i disse cellene, og tilgjengeligheten til jern for binding til Tf i
sirkulasjonen vil minske, og dermed vil jernopptaket gke. I tidlige stadier av sykdommen vil
man vanligvis ha Tf-sat normal eller kanskje litt lav, men et hgyt serum ferritin. Det kan 1
noen tilfeller oppsta en mild anemi pa grunn av lite tilgang til jern for a opptrettholde

erytropoesen [31, 79].

4.1.5 Andre former for jernoverskudd
Det er de senere arene ogsa pavist andre mulige proteiner som er kan resultere i

jernoverskudd, deriblant genfeil som fgrer til mangel eller feil pa HEPH, Cp, apo-Tf og DMT
1 [87] i tillegg til en kombinasjon av stor hepatisk jernlagring og perinatal leversvikt. Disse er

mindre vanlige og er lite forsket pa [64].

4.2 Behandling

Referanseverdien for s-ferritin er 18-240 ug/L for kvinner og 34-300 ug/L for menn, mens
pasienter kan ha s-ferritin pa flere tusen pug/L. Hvis det blir pavist hgy ferritin, blir det ofte i
tillegg tatt en Tf-sat maling. Hvis denne viser >50 %, sa er sannsynligheten stor for at man har
hemokromatose. Har man Tf-sat pa over 61 % har en undersgkelse vist at sensitiviteten og
spesifisiteten vil vere ca. 95 % for hemokromatose [4]. Det blir da ofte sendt en blodprgve til
gentesting, for a finne ut hvilke genfeil pasienten eventuelt har. Er denne negativ kan det i
noen fa tilfeller vere aktuelt a ta en leverbiopsi, MR eller CT.

Pasienten vil etter pavist sykdom ga ukentlig eller ca. hver 14 dag til arelating, der man tapper
opptil 0,5 L hver gang og far da fjernet ca. 250 mg jern, som teoretisk tilsvarer en nedgang i s-
ferritin pa ca. 30-50 pg/L per gang. Dette vil si at noen ma kanskje ga til tapping i over ett ar

fgr nar et ferritin niva pa ca. 50 pg/L og som er behandlingsmalet. Nar dette niva er oppnadd,
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gar pasienten til tapping 4-8 ganger i aret for a forebygge et nytt overskudd av jern. Det man
ofte ser nar man arelater personer med hgy ferritin, er at Hb vil ga ned til en viss verdi,
varierende fra person til person, for der a bli liggende ganske stabilt helt til man har tappet sa
mye blod at det blir problemer med a opprettholde erytropoesen [6, 7, 88].

Enkelte pasienter klarer ikke a fglge et slikt tappingsregime som for eksempel ved type 4
pasienter der man ma ta det roligere for a klare a opprettholde erytropoesen og ikke pafgre
pasienten en anemi. I noen tilfeller som ved thalassemi, som far blodtransfusjon som
behandling, kan man ikke tappe noe blod 1 det hele tatt. I disse tilfeller blir ofte det tidligere
nevnte legemiddelet deferoxamin (Desferal™) brukt. Det som er problemet med dette
legemiddelet er at det ma gis daglig intramuskulzrt eller som en kontinuerlig vengs eller som
subcutant injeksjon. Siden effekten er darlig kan man maksimalt klare a fa tatt ut ca. 20 mg
jern pr dag eller 5-7 gram i aret. Der man ved vanlig tapping kan oppna ca 15-20 g. Man kan i
tillegg fa allergiske, kardiovakulare, neurologiske, gastrointestinale og oftalmologisk

bivirkninger.

Pasienters egenbehandling vil bli & unnga jerntilskudd i form av jerntabletter [54, 78].

De bgr ha et matehold i forhold til alkohol, dette fordi bade jern og alkohol er levertoksisk.
Ved pavist leverskade er totalt avhold anbefalt.

Inntakt av Vitamin C bgr begrense til under 500 mg/dag.

Det anbefales at man bare bruker mineraltilskudd uten jern, dersom det er pavist
mireralmangel.

Man bgr vere forsiktig med a spise ra skalldyr (gsters eller skjell) fra varme farvann pa grunn
av fare for overfgring av en bakterieart som kan pafgre disse pasientene en livsfarlig infeksjon
[88]. Men i praksis kan man sa a si spise og gjgre hva man vil.

Det er ogsa vist at personer som drikker mye te, behandles med protonpumpehemmere eller

H,-blokkerer, trenger faerre tappinger enn personer som ikke gjgre det [12].

Siden denne sykdommen er sa godt korrelert med genfeil, sa er det noen som mener at det
ikke skulle vaere noe problem a undersgke alle barn for denne genfeilen ved fgdsel og at man
da fglger disse i oppveksten og i voksen alder. Som tidligere nevnt er antagelig ca. 0,5 % av
den hvite nordeuropeiske befolkningen homozygote for HFE genet, mens ca. 14 % er
heterozygote [5]. For at det skal vare fare for leverskader og eventuell utvikling av andre
sykdommer, ma ferritin verdien >1000 pg/L, vist i tre studier [89]. I en undersgkelse om HH

og hgy ferritin som ble gjort pa 330 000 blodprgver fra vel 100 000 personer i England, som
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var inne pa kontroll pa sykehus eller hos allmennleger [90], ble funn av ALAT >50 U/L sendt
videre til ferritin og Tf-sat testing. Prgvene for personer som hadde fastende Tf-sat >55 % ble
sendt videre til gentesting, og der det viste seg at bare 32 stk totalt var homozygote. Ut ifra
estimatet om 0,5 %, sa skulle man egentlig ha funnet ca. 500 personer. Vi vet derfor lite om
grunnen til at det bare slar ut pa noen, og ikke alle. Det ble ogsa konkludert med at
kostnytteverdien av en total screening av befolkningen var for lav, pa grunn av at de bare fant
32 av 100 000 personer som var homozygote 1 denne studien. De samme tallene fant man
ogsa i tre tilsvarende undersgkelse [5, 91, 92]. Dette viser at prevalensen for hemokromatose
er lav, 0,36 % for kvinner og 0,72 % for menn som vist i den norske HUNT-undersgkelsen
[74]. Dette medfgrer til at det er vanskelig a forutsi hvem som utvikler sykdommen, og det
kan forklare at det ogsa kan vere andre tilstander som kan forarsake hgyt ferritin, og at det er
bedre a behandle tilstanden nar den dukker opp senere i livet, og ikke bare konkludere med at
hgyt ferritin automatisk er hemokromatose [5].

Resultater fra en studie viste stor korrelasjon mellom ferritinverdi ved det tidspunktet
diagnosen ble satt, og antall vengse tappinger de matte ha fgr de kom ned til en verdi <50
ug/L. Dette viser at s-ferritin er et bra mal for jernstatus i resten av kroppen og ikke minst i
leveren [90]. Etter erfaringer fra flere studier deriblant HUNT-undersgkelsen [74] og flere
utenlandske data om overdgdelighet hos hemokromatose pasienter med levercirrhose, er det
beregnet at fenotypisk screening av 1000 menn ved 30-arsalder kan spare 8 kvalitetsjusterte
levear, til en screeningkostnad pa ca. 1750 kroner per kvalitetsjusterte levear [93]. HUNT-
undersgkelsen viste at man kan male Tf-sat med en relativt lav kostnad pa US$ 1,6 pr
screening, hvis man utfgrer den sammen med andre undersgkelser. Det vil sa bli en kostnad
pa US$ 390 for hver oppdaget tilfelle (kurs 7,6) [74]. Problemet med a innfgre en screening
ved f@gdsel er at man da ma fglge opp alle som har disse genfeilene. Som tidligere nevnt er det
ikke alle som utvikler jernoverskudd, mens andre som ikke har genfeil, ogsa kan generere
stort overskudd. Det beste alternativet vil derfor vere a ta en enkel ferritin og Tf-sat test ved
vanlig rutineundersgkelse nar man kommer opp i 20-30 ara.

Pa figur 12 fra [74] ser vi at ferritinverdiene for nyoppdagede HH tilfeller varierer veldig i
forhold til alder. Dette kan vi ogsa se blant de friske i vare data (figur 15), selv om vare
personer har langt fra sa stor spredning. Vi ser ogsa at mennene ligger hgyere enn kvinnene pa
ferritin niva, noe som kan forklares ved menstruasjonstap. Dette ser vi ogsa tydelig i vare data

(figur 15).
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Figur 12: Serum ferritin plottet mot alder. [74]
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Her ser vi at man har plottet serum ferritin mot alder i 228 nyoppdagede tilfeller av HH. Svart er menn og hvit er kvinner. Vi
ser forekomsten er hgyere hos menn. Vi ser ogsa at det stor variasjon i hvor mye ferritin hvert individ har. Y-aksen er

logaritmisk.
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Metode

5. 0 Metode:

Protokoll ble skrevet (/1.1 prosjektprotokoll). Protokollen sammen med sgknad om a fa
utfgre dette kliniske studiet pa mennesker ble sendt til den regional etisk komité (REK vest).
Det ble ogsa sendt en sgknad til Datatilsynet grunnet behandling av personopplysninger til
personene som skulle veere med i studiet vart.

Alt ble godkjent, med noen sma endringer.

Del 1: Prosess for a finne friske frivillige.

5. 1 Screening av frivillige pd BKK Kokstad og Frank Mohn as Sandsli
(FRAMO).
Det ble opprettet kontakt med sykepleierne pa de respektive bedriftene. Vi fikk rekruttert 20-

25 personer pa hver plass til en frivillig screening. Prgvene ble tatt ikke fastende mellom 9 og

13 de respektive dagene vi var pa bedriftene.

Det ble fylt 4 glass blod, 2 EDTA glass der det ene ble raskt pakket inn i aluminiumsfolie og
2 gelglass. Gelglassene ble staende ca. 50 minutter fgr de ble sentrifugert ved 3000
omdreninger/min i 10 minutter.

Prgvene ble analysert av personell pa LKB, der fglgene parametere ble testet Hb, B-EVF, B-
Leukocytter, B-Tromocytter, MCV, CRP, Ferritin, Tf-sat, EPP-IX, Transferrinreseptor,
Jernbindingskapasitet, s-jern, ALAT, ALP, GT, Albumin

Noen av disse prgvene ble bare brukt som stgtteanalyser.

5.1.1 Inklusjonskriterier
Inklusjonskriterier var de samme for kontrollgruppen og for hemokromatose pasienter. De

matte veere over 18 ar, mens gravide og personer med annen alvorlig sykdom ble utelatt. Hb
11,5 - 17,5 g/dL og CRP < 5 mg/L. Etter a ha sett over resultatene, var det kun en person i
kontrollgruppen som ikke oppfulgte kravene til & delta videre i studien, dette pa grunn av
Hepatitt b. Det var noen personer som 1a i ytterpunktene av referanseomradet da spesielt med
tanke pa ferritin. To menn var litt over referanseomradet og en var litt under, disse ble

allikevel tatt med i kontrollgruppen. Alle kvinnene var innenfor s-ferritin referanseintervallet.
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5.2 Jernbelastningstest
Personene mgtte fastende, til avtalt tid mellom 0800-0900. Det ble fgrst tatt en O-prgve, det

ble sa gitt en Niferex™ 100 mg jernkapsel sammen med et glass vann. Deretter ble det tatt en
ny prgve etter 1 og 2 timer.
Jernbelastningstest ble utfgrt i henhold til standard jernbelastnings prosedyre ved LKB. (11.4

jernbelastningstest)

Ved O-prgven ble det fylt opp 1 EDTA glass og 3 gelglass med blod. For at man ville
undersgke Hb, MCV, CRP, GT og ALAT, i tillegg til ferritin og Tf-sat. Ved prgve 1 og 2 ble
det bare fylt 1 gelglass, og det ble bare testet for Tf-sat.

De som var med i studien skulle i utgangspunktet bare lov til a drikke vann mens de ventet,
men ble de veldig sultne sa kunne de spise et eller to rundstykker med ost etter prgve 1, som
beskrevet i utlevert skriv (11.2 informasjonsskriv). Alle gelglassene ble staende i ca. 45-55

min, for sd a bli sentrifugert med pa 3000 omdreninger/min i 10 min.

Det ble gjennomfgrt screening av 26 menn.

1 person ble ekskludert fra studien pa grunn av Hepatitt b.

5 personer trakk seg fra studien av ulike grunner, ikke skrevet under samtykkeskjema (1), sykt
barn (1) eller pa reise (3).

Det ble gjennomfgrt 20 jernbelastningsprgver pa menn.

Det ble gjennomfgrt screening av 19 kvinner, ingen ble ekskludert.

4 personer trakk seg fra studien av fglgende grunner, syk barn(1), reise (2) og ukjent/mgtte
ikke opp (1).

Det ble gjennomfgrt 15 jernbelastningsprgver pa kvinner.

Ei av kvinnene ble darlig etter prove 1 og drog hjem og vi fikk dermed ikke tatt prgve 2 av

henne.

5.3 Prgvetakning av hemokromatosepasienter
Hemokromatosepasienter ble rekruttert av prof. dr med. Rune J. Ulvik via poliklinikken ved

Haukeland universitetssykehus. Pasientene som ble rekruttert til prosjektet var hovedsakelig
pasienter som nettopp var blitt utredet og skulle starte med arelating. Disse gjennomfgrte
samme prosedyre som beskrevet under del 2 jernbelastningstest.

Vi fikk tatt prover av 10 pasienter med hemokromatose.
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6.0 Analysemetoder.

6.1 Transferrin (Total jernbindingskapasitet (TIBC))

For & analysere Transferrin konsentrasjonen i serum ble det brukt analysemaskin Modular p
800 fra Roche. Dette er en helautomatisk fotometrisk testing maskin, som ved a tilsette

reagens 1 (R1) og reagens 2 (R2) an analyserer antallet Transferrinmolekyler 1 blodet.

R1 bestar av Phosphate buffer 55 mmol/L, pH 7,2; NaCl: 25 mmol/L; polyethylene glycol
(PEG): 5 %; konserveringsmiddel.
R2 er Anti-human transferrin antibodies (fra kanin): avhengig av titreringsvaske; NaCl: 100

mmol/L; konserveringsmiddel.

Fremgangsmate:

Prgven blir tilsatt R1 som buffer.

R2 blir sa tilsatt og reaksjonen starter, Anti-Tf antistoffer reagerer med antigenet i prgven og
danner et antigen/antistoff kompleks. Man far sa en sammenklebning av disse kompleksene,
som man maler ved hjelp av turbidimetri. Tilsetting av PEG gjgr at reaksjonen gar raskere til
endepunktet og blir mer sensitiv.

Dataen blir oversendt til en datamaskin der man kan lese av verdiene.

Denne analysemetoden har et male-omradet mellom 1.26-126 umol/L (0,1-10,0 g/L).
Omregningsfaktor pa 25,1 pmol/g for omregning fra g/L til umol/L [94, 95]

TIBC (umol/L) = 25,1 (umol/g) x Transferrin (umol/L)

6.2 Serum Jern (s-jern)

For a finne jernkonsentrasjonen bundet til TF i serum ble det brukt analysemaskin Modular p
800 fra Roche. Dette er en helautomatisk fotometrisk testing maskin, som ved a bare tilsette

reagens 1 (R1) og reagens 2 (R2) far ut konsentrasjonen av jern bundet til Tf i serum.

R1 bestar av citric acid 200 mmol/L; thiourea: 115 mmol/L; detergent (rensemiddel).

R2 bestar av Natrium ascorbat 150 mmol/L; FerroZine: 6 mmol/L; konserveringsmiddel.
Fremgangsmate

Prgven blir tilsatt R1 som buffer og rensemiddel.

Deretter blir R2 tilsatt, reaksjonen starter og vi far reaksjonen
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A2,
Tf-Fe** komplekset = apo-Tf + Fe’*

Det sure miljget i lgsningen fgrer til at jern bundet til Tf, blir frigjort.

ezcorbat
2
Fe*t ———— Fe**

Ascorbat reduserer jernet slik at vi far alle jernatomene over pa Fe* form slik at de lettere kan

detekteres, ved hjelp av FerroZine.

FerroZine + Fe** — farget kompleks
Det fargede komplekset blir detektert ved hjelp av fotometri, der fargeintensiteten er
proporsjonal med konsentrasjonen av jern 1 lgsingen. Dataen fra analysen blir sendt til en

datamaskin der verdiene kan avleses [96].

6.3 Ferritin
For a finne ferritin konsentrasjonen i serum ble det brukt analysemaskin Modular E 170 fra

Roche. Dette er en helautomatisk fotomultimetrisk maskin, som ved a tilsette reagens 1 (R1),

reagens 2 (R2) og reagens 3 (R3) bestemmer konsentrasjonen av ferritin 1 serum.

R1 bestar av Anti-ferritin-Ab~biotin 18 mL: Biotinylated monoclonat anti-ferritin antistoff

(mus) 3,0 mg/L; fosfat buffer 100 mmol/L, pH 7,2; konserveringsmiddel.

R2 bestir av Anti-ferritin-Ab~Ru BP¥)3™ 18 ml: Monoclonalt anti-ferritin antistoff (mus)
merket med ruthenium kompleks 6,0 m/L; fosfat buffer 100 mmol/L, pH 7,2;
konserveringsmiddel.

R3 bestar av Streptavidin-coated mikropartikler 12 mL: streptavidin-coated mikropartikler
0,72 mg/L; konserveringsmiddel.

Fremgangsmate:

10 pL av prgven blir tilsatt R1 og R2, det vil bli dannet et sandwichkompleks mellom de to
ulike antistoffene og med ferritin i midten.

Sa blir R3 tilsatt og sandwichkomplekset blir bundet til Streptavidindekterte antipartikler via
en binding mellom biotin og streptavidin. Ikke bundet substrat blir fjernet med ProCell.

Det bundne komplekset blir sa dratt ut og overfgrt til en malingscelle, der mikropartiklene blir
magnetisk farget pa overflaten pa elektroden. Strgm blir pasatt elektroden, som igangsetter en
kjemoluminesens emisjon, som kan males med et fotomultimeter. Resultatet blir

sammenlignet med en kalibrert standardkurve og sendt til en datamaskin for avlesning.
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Prgveanalysen tar 18 minutter [97].

6.4 Transferrinmetningen (Tf-sat).
For a finne Tf-sat ma man ha s-jern og transferrin, disse finner man ved de beskrevne analyser

over, og settes opp i denne ligningen.

. umol
s —jern—;
Tf —sat = pn 1o0%
tmnsfmin# 7

6.5 Hemoglobin (Hb)

For a finne konsentrasjonen av hemoglobin i blodprgven, bruker man analysemaskinen
CELL-DYN 4000, som utfgrer absorpsjonsspektrometri.
Denne maskinen er bygget pa prinsippet med at det er en line@r sammenheng mellom
mengden lys som blir absorbert ved en bestemt bglgelengde i en godt mikset og stillestaende
pregve, vil vere lik konsentrasjonen i prgven i sin helhet.
Instrumentet virker med at den fortynner prgven og bruker hemoglobinkomplekset som

lysabsorberende kilde.

Fgr Hb konsentrasjonen blir funnet, blir alle RBCer fullstendig g¢delagt (lysert), ved hjelp at
CELL-DYN 4000 Hemoglobin Reagent. Blandingen blir sa overfgrt til en singel chromagen
som har en absorpsjonstopp pa 544 nm. Sa blir fglgende malt.

1. Mengden lys som kommer igjennom “Hemoglobin Flow Cell”, nar den er fylt med
lysert prove.
2. Mengden lys som kommer igjennom “Hemoglobin Flow Cell”, nar den er fylt med
bare ren Hemoglobin Reagent.
Man finner da forskjellen pa den mengden lys som kommer igjennom “Hemoglobin Flow
Cell” 1 de to tilfellene. Forskjellen er den mengden lys Hb har absorbert, og man kan da
sammenligne den mengden lys med en forhandskalibrert linezer kurve, for a fa ut ngyaktig
konsentrasjon av Hb i blodprgven. Det ble ogsa utfgrt en del andre standard analyser, som ble
brukt til stgtteanalyser. Disse er nevnt under metodedelen, men disse gar jeg ikke inn i detalj

pa hvordan disse ble utfgrt [98].
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7.0 Resultater

7.1 Kontrollgruppen
Gjennomsnittsalder (range) for kontrollgruppen var 40.0 ar (26-60) for menn og 39.7 ar (22-

56) for kvinner. Gjennomsnitt s-ferritin (range) var for menn 167.5 pg/L (15-322) og 63.3
pg/L (15-132) for kvinner (figur 13A og 13B). Vi ser at ferritinverdiene er mer samlet hos
kvinnene, i forhold til hos mennene der spredningen gar fra under til over det normale
referanseomradet. Referanseomradet for de ulike prgvene vi har brukt pa kontrollgruppen
finnes i tabell 2.

Av stgtteanalyser som er gjort, 1a de fleste analysene innenfor det normale referanseomradet.
Det var 2 menn som hadde litt for lave trombocyttverdier og 17 av mennene hadde litt
forhgyet albumin (tabell 3 B). Grunnen til at sa mange hadde forhgyt verdi er usikkert, men
det skal ikke ha noe a si for de studien vi har gjennomfgrt. Alle kvinnene 1a innenfor de
respektive referanseomradene.

Andre elementer som kan ha pavirket resultatene vare, var at en mann hadde spiste frokost og
en hadde drukket en kopp kaffe. Hos kvinnene hadde ei spist en God morgen yoghurt og
drukket en kopp kaffe, mens ei hadde tatt en slurk te (tabell 3B og 4B). Det var i tillegg en
mann som hadde gjennomgatt en mikrobakteriell infeksjon 3 maneder fgr prgvetakning. Om
disse avvikene har pavirket studien er usikkert, men vi har behandlet de som at det ikke har

gjort det og tatt de med i kontrollgruppen.

Sammenligner vi Hb og s-ferritin (figur 14A og 14B), ser vi at det er en liten korrelasjon
mellom Hb og serum ferritin hos menn 1r°=0,23 og ingen hos kvinnene r°=0,01. Grunnen til at
mennene har bedre korrelasjon enn kvinnene kan ha med at ferritinverdiene hos mennene har
en stgrre spredning. Setter vi hele gruppen sammen si gker korrelasjonen til r’=0,41, selv om
at dette heller ikke er noe god korrelasjon. At det er en slik korrelasjon strider jo egentlig mot
det som er normal lere, der man mener at Hb stiger opp til et visst punkt og sa flater ut,
punktet varier litt fra person til person. Grunnen til denne gkningen i Hb kan vare at det
muligens er en liten sammenheng mellom god tilgang pa jern og gkt erytropoese. Det er
vanskelig a trekke noen klare slutninger, siden det er sa stor spredning og at prgvematerialet

er sa lite.
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Tabell 2: Referanse omradet for en del av de parametrene vi har testet for.

Resultater

Hb MCV Ferritin | Tf-sat | EPP IX TfR s-jern 0-p. | TIBC
(g/dL) (fL) (ng/L) | (%) (umol/Leryt) | (mg/L) | (umol/L) | (umol/L)
Kvinner | 11,7-15,3 | 82-98 | 18-240 20-50 | 0-1,9 1,9-4,4 | 9,0-34 49-83
Menn 13,4-17,0 | 82-98 | 34-300 20-50 | 0-1,9 2,2-5,0 | 9,0-34 49-83
Tabell 3A: Jernbelastingstest pa de mannlige kontrollpersonene, n=20
= > £ |2 % |F | |2%] 25|52
g | = g g |8 |BE|BE|IBRE
= | = ¢ =W S| S 8w
T E R PR PR |Ez gl
o —_ o
1 33 14.5 138 33 34 32 1 -2 -1
2 39 17.4 144 27 32 33 5 1 6
3| 46.5 16.5 265 25 24 25 -1 1 0
4 40 14.9 285 31 35 43 4 8 12
5| 47.5 14.2 35 27 36 60 9 24 33
6| 27.5 15.2 138 31 33 33 2 0 2
7 49 14.3 139 40 49 63 9 14 23
8| 32.5 16.6 174 43 43 49 0 6 6
9| 47.5 15.6 51 23 27 41 4 14 18
10 34 14.9 35 40 41 59 1 18 19
11| 46.5 16.3 322 23 26 27 3 1 4
12| 45.5 16.2 241 27 30 34 3 4 7
13 39 15.3 242 36 42 50 6 8 14
14 28 14.8 67 23 23 27 0 4 4
15 41 14.7 15 23 36 59 13 23 36
16| 37.5 14.6 126 51 56 61 5 5 10
17| 32.5 15.8 122 37 48 64 11 16 27
18 60 16.2 218 41 55 73 14 18 32
19| 46.5 16.1 300 41 40 42 -1 2 1
20 26 15.5 293 51 53 63 2 10 12
Gjen.snitt 40.0 15.5| 167.5 33.8| 38.1| 469 4.5 8.8 13.3
95 % konfid. | 35.9- 15.1-] 121.6-| 29.4-| 33.4-| 399-| 24- 5.0-| 7.8-
int for mean 44.1 15.9| 2134 379 42.9| 539 6.6 12.5| 18.7
Range 26-60 | 14.2-17.4| 15-322| 23-51|23-56| 25-73| -1-14| -2-24|-1-36
Std. Avvik 8.75 0.88| 98.13 9.09| 10.15| 15.03| 20.6 63.3| 136
Varians 76.50 0.78] 9630.2| 82.66| 103.0| 225.8| 1.01 1.78| 2.61
Std. Error 1.96 0.20| 21.94 2.03| 2.27| 3.36| 4.54 7.95| 11.7
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Tabell 3B: Andre relevante prgver hos de mannlige kontrollpersonene, n=20.

= 5 g [z¢ 3z BB
< o = g B g -5 o N
B |8 |83 |BE¥ [ |E
~ o
1 96 21 21.5 20.4 63
2 93 19.5 22.5 23.3 71
3 94 17.7 16.6 17.2 70
4 90 18.1 20.3 24.8 58
5 99 22.3 29.6 494 83| *1
6 87 20.8 22.1 22.4 67
7 102 23.2 28.6 36.5 58
8 88 38.1 38.3 43.5 89
9 94 16.6 19.7 29.4 72
10 94 26.6 27.4 394 67| *2
11 91 15.3 17.1 17.9 66
12 102 16.7 18.1 20.7 61
13 91 22.1 25.8 30.7 62
14 95 16.5 16.3 19.2 71
15 89 21.8 34.2 55.3 94
16 96 35 38.1 41.6 68| *3
17 93 21.5 28 37.2 58
18 98 25.2 33.4 44.7 61
19 91 27.8 27.4 28.8 68| *4
20 99 27.8 28.6 34 54| *5
Gjen.snitt 94.1 22.7 25.7 31.8 68.1
95 % konfid.
int for mean | 92.1-96.1 19.9-25.5| 22.5-289| 26.5-37.1| 63.2-74.9
Range 87-102| 15.3-38.1| 16.3-38.3| 17.2-55.3 54-94
Std. Avvik 4.34 6.04 6.87 11.28 10.36
Varians 18.83 36.54 47.16 127.3 107.4
Std. Error 0.97 1.35 1.54 2.52 2.32

Resultater

*1 B-Trombocytt: 132 (10%*9/L), *2 spist frokost *3 B-Trombocytt 141 (10**9/L) *4 1 kopp
kaffe. *5 Hadde en mikrobiologiskinfeksjon 3 maneder i forkant av prgvetakningen.
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nbelastingstest hos de kvinnelige kontrollpersonene, n=15

Resultater

Tabell 4A: Jer

= = (2 (2 |2 R |2 RIRI[RZ
g @ = g |2 & [RBE|BE 1BE

® 2 = ol oy A Rl - B B

= e z v © E3e3e

= —_ S

30 22 13.3 53 37] 47| 63| 10| 16| 26

31 39.5 14 94 21 24 37 3 13 16

32 37.5 14.1 42 23 24 32 1 8 9

33 35.5 14 117 22 23 28 2 5 7

34 38.5 13.3 29 21 38 53 17 15 32

35| 435 13.8 132 34 37] 37 2 1] 3

36 36.5 13.8 18 19 36 54 17 18 35

37 34.5 12.9 15 12 14 20 2 6 8

38 39.5 14.2 96 29 36 54 7 18 25

39 53.5 14.1 118 22 23 28 2 4 6

40| 29,5 13.4 63| 16| 24| iw| 7] iuw| iu

41 46.5 13.9 33 25 36 51 11 16 27

42 41.5 14.7 19 25 29 43 4 14 18

43 56 12.5 44 11 14 24 2 10 12

44 41 12 77 25 26 31 2 4 6
Gjen.snitt 39.7 13.6 63.3| 22.7 28.6 39.6| 5.7| 10.7] 164
95 % konfid. | 35.0- 132-|  41.3-] 18.8-] 23.38-| 31.8-| 2.4-| 7.3-] 10.1-
int. for mean 44.4 14.0 85.4| 26.6| 33.74 4741 9.1| 14.1] 22.7
Range 22-56 | 12.0-14.7| 15-132|11-37| 14-47| 20-63| 1-17| 1-19| 3-35
Std.Avvik 8.45 0.72 39.79| 7.04 9.36| 16.54| 5.58| 5.88]10.86
Varians 71.37 052  1583]49.55| 87.57| 273.6] 31.1| 34.6]118.0
Std. Error 2.18 0.19 10.27] 1.82 2.42 427 1.44| 1.57| 2.90
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Tabell 4B: Andre relevante prgver hos de kvinnelige kontrollpersonene, n=15.

= < o e e A =
5 sf |85 |y |E

30 95 22.4 28.5 38.3 61

31 102 14.6 16.6 25.7 70

32 95 13.7 14.2 18.9 60 | *1

33 92 17.5 18.7 23 81

34 97 12.1 22.1 30.9 58

35 99 241 25.7 26.1 70

36 99 15.7 30 45.3 84

37 88 9.2 104 15.3 77| *2

38 101 22.1 27.1 41.3 76

39 104 16 17.1 20.4 74

40 101 12.8 18.6 iu. 78 | *3

41 99 15.1 21.7 314 61

42 102 18.6 21.8 32.1 75

43 92 7.8 9.2 16.2 68

44 100 14.4 15.3 17.7 58
Gjen.snitt 97.7 15.7 19.8 27.3 70.1
95 % konfid.
int. for mean | 95.2-100.2| 13.2-18.3| 16.3-23.3| 21.8-32.9| 65.3-74.9
Range 88-104| 7.8-24.1 9.2-30.0| 15.3-45.3 58-84
Std.Avvik 4.50 4.64 6.29 9.58 8.71
Varians 20.21 21.53 39.52 91.83 75.78
Std. Error 1.16 1.20 1.62 2.47 2.25

*1 1 god morgen yoghurt og en kopp kaffe *2 En slurk te *3 Ble kvalm og gikk hjem fgr vi
fikk tatt siste prgve
Andre verdier 1a innenfor referanseomradet og er derfor ikke tatt med.

Tabell 5: Forskjellene i transferiinmetningen mellom de ulike prgvene i persentiler

Menn Kvinner
Persentiler | Tf-sat 1-0 | Tf-sat 2-1 | Tf-sat 2-0 | Tf-sat 1-0 | Tf-sat2-1 | Tf-sat 2-0
2,5 % -1 -2 -1 1 1 3
50 % 3 7 11 3 12 14
97,5 % 13 23 34 17 19 34

Her er alle tallene oppgitt 1 % poeng endring. Tallmateriellet er hentet fra tabell 3A og 4A.
Vi ser at pa 2,5 % persentilen for menn er alle negative verdier, dette fordi en person hadde
negativ endring i Tf-sat. Her er muligens 0 % poeng endring bedre a bruke.
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Resultater

Figur 13A: Fordeling av serum ferritin hos de mannlige og kvinnelige
kontrollpersonene.
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n =20 for menn, n =15 for kvinner. Alderspreding var for menn 26-60 ar og kvinner 22-56 ar

Figur 13B: Spredingen pa serum ferritin hos de mannlige og kvinnelige
kontrollpersonene.

350

300

250
-
2200
3

150

100 —‘7

50

Ferritin (

1

0_

[ [
Menn Kvinner

Kjonn
Boksen representerer 50 % av verdiene, mens gvre og nedre strek representerer stgrst og
minste verdi.
n =20 for menn, n =15 for kvinner. Dette gjelder for alle grafer og tabeller, hvis ikke annet er
skrevet. Alderspreding var for menn 26-60 ar og kvinner 22-56 ar
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Figur 14A: Sammenheng mellom Hb og serum ferritin hos kontrollgruppen.

Resultater

Menn Kvinner
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Figur 14B: Sammenheng mellom Hb og serum ferritin hos kontrollgruppen, menn og

kvinner samlet.
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Resultater

Sammenlignes ferritin og alder (figur 15), transferrinmetning og ferritin (figur 16) og
transferrinmetning og Hb (figur 17), kan man se sma tendenser pa alle figurene, men det er
vanskelig og komme med noen klare konklusjoner. Vi finner en signifikant forskjell (p=0,00)
pa gjennomsnittet mellom kjgnnene bade for Hb og ferritin (figur 14A). Vare data viser ogsa
en signifikant forskjell (p=0,00) pa gjennomsnittet mellom kjgnnene pa Tf-sat ved O-prgven
(figur 17), men ingen forskjell pa endringen i Tf-sat fra O-prgven til prgve 2 (p=0,429) (figur
18). Dette viser at menn ligger hgyere enn kvinner bade pa Hb, ferritin, og Tf-sat, men at
opptaket ikke er forskjellig. Hb og ferritin er det velkjente forskjeller, noe som vi ser igjen pa
et lavere referanseomradet for kvinner (tabell 2). Men at Tf-sat er hgyere ma antagelig ha med
at menn har et hgyere gjennomsnitt av s-ferritin og s-jern, men her er referanseomradet likt
for begge kjonn.

Dataene vare viser ogsa at det er en liten negativ korrelasjon mellom endring i Tf-sat mellom
0-prgven og prgve 2 bade hos kvinner med henholdsvis 1’ = 0,23 for menn og > = 0,29 for
kvinner. Dette viser en liten sammenheng mellom gkende ferritin gir lavere opptak, men

tallene spriker en god del (figur 18).

Figur 15: Sammenheng mellom alder og serum ferritin hos kontrollgruppen.
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Figur 16: Sammenheng mellom transferrinmetning og serum ferritin hos
kontrollgruppen.
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Figur 17: Sammenheng mellom transferrinmettning og Hb hos kontrollgruppen.
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Figur 18: Sammenheng mellom endringen i transferrinmetnigen fra 0-prgven til prgve 2
mot serum ferritin hos kontrollgruppen.
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n =20 for menn, n= 14 for kvinner. En kvinne matte avbryte forsgket, fordi hun ble darlig.
Tf-sat = transferrinmetning

Det som kanskje er mest interessant a se pa er hvordan Tf-sat har forandret seg mellom O-
prgven, prove 1 og 2 (tabell 3A, 4A, figur 19A, 19B, 20A og 20B). Det er tydelig at mange av
de personene som hadde lav ferritin pa <50 ug/L tok opp mye jern og det ses ved at kurven
gar bratt oppover. Noen personer med ferritin >150 pg/L, hadde ogsa stort opptak. Grunnene
til dette kan vere mangt, en svak HH, malt ferritin viser ikke reelt jernlager, andre
sykdommer som gker ferritin og ikke minst den hgye dosen jern de fikk. Ved ferritinverdier
>130 pg/L flater kurvene mer ut og de personene hadde dermed et generelt lavere opptak.
Enkelte personer hadde tiln@rmet ingen opptak. Det var en person som hadde mindre Tf-sat
etter 2 timer. Dette kan skyldes feil i malingen eller instrumentene som er brukt, eller sa har
kroppen til denne personen klart & regulere ned Tf pa den tiden.

Det at opptaket syker ved stigende ferritin, stemmer bra med teorien om at jernopptaket styres
av det totale jernlagret [61], dette viser ogsa gamle teorier fra 70-tallet om denne
sammenhengen [99].

Vi ser at spredningen pa endringen av Tf-sat fra O-prgven til prgve 2 er ganske stor, fra
negative verdier hos en mann til 36 % poeng hos en av mann. Vi ser ogsa at det
gjennomsnittet bade for kvinner og menn ligger til venstre for midten av spredningen, noe

som tyder pa at det er enkeltpersoner som drar spredningen opp (figur 21).
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Figur 19A: Oversikt over endring i transferrinmetnigen fra 0-prgve til pragve 1 og 2 i

kontrollgruppen, for menn med serum ferritin <150 pg/L.
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Figur 19B: Oversikt over endring transferrinmetnigen fra 0-prgve til prgve 1 og 2 i
kontrollgruppen, for menn med serum ferritin >150 pg/L.
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* Personen hadde en mikrobiologiskinfeksjon 3 maneder for prgvetakningen, slik at personen

har antagelig forhgyet ferritinkonsentrasjon 1 forhold til det som er reelt.
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Figur 20A: Oversikt over endring i transferrinmetnigen fra 0 prgve til prgve 1 og 2 i
kontrollgruppen, for kvinner med serum ferritin <50 pg/L.
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Figur 20B: Oversikt over endring i transferrinmetnigen fra 0-prgve til prgve 1 og 2 i
kontrollgruppen, for kvinner med serum ferritin >50 pg/L.
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Figur 21: Boksblott over endringen i transferrinmetnigen ved de ulike prgvene hos
kontrollgruppen.
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I dette boksblottet representerer streken medianen i fordelingen, boksen representerer 50 % av
verdiene, mens gvre og nedre strek representerer stgrst og minste verdi.
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7.2 Homokromatosepasienter
Pa grunn av at det bare ble 2 kvinner og 8 menn i denne gruppen har vi ikke skilt disse pa

kjgnn. Gjennomsnittsalder (range) for pasientene var 40.0 ar (25-63). Gjennomsnitt s-ferritin
(range) er 592 ng/L (73-1117) (tabell 6A, 6B).

Vi har i denne gruppen en pasient som allerede har startet pa arelating, og vi ser at denne
pasienten ligger mye lavere i s-ferritin (73 pg/L) enn resten. Det var ogsa to pasienter som
viste hgye levermarkgrer med en pa GT 159 og ALAT 93, mens den andre hadde GT 322.
Disse er tatt med i forsgket pa lik linje det de andre pasientene. Alle andre prgver som er tatt
av disse pasientene ligger innenfor de normale referanseomradene. Det kan vise seg a veare
instrumentell eller malingsfeil pa jernbindingskapasitetsanalysen i O-prgven hos id 55, siden
denne gar opp fra 29 til 35 umol/L pa prgve 1 og prgve 2. Dette resulter i at pasienten far
noksa hgy Tf-sat pa O-prgven i forhold til prgve 1 og prgve 2. Vi ser ogsa at denne pasienten
far da en stor negativ endring i Tf-sat. Derfor bruker vi 35 pmol/L som mal ogsa pa O0-prgven
og far da en Tf-sat 49 %, som da samsvarer mye bedre med den nedgangen pasienten har hatt

1 s-jern under jernbelastingstesten.

Vi ser at det er stor variasjon i hvor hgy Tf-sat er hos disse pasientene, tross hgy ferritin. Noen
har knapt 20 %, mens en annen har helt oppe i 59 % pa O-prgven. Vi ser at det er pasienten
som er homozygote for C282Y som la hgyest i Tf-sat, si kommer pasienten som er
”combound heterozygote”, noe som kan tyde pa at det er en sammenheng (figur 22). Men
med bare 2 pasienter med disse genfeilene blir det bare spekulasjoner.

Hos hemokromatose pasientene ser vi egentlig mye av de samme tendensene som i
kontrollgruppen med ferritin >150 pg/L. Det er noen pasienter som ikke tar opp lite jern,
mens andre tar opp nok jern til a fa en Tf-sat stigning pa mellom 20-30 % poeng (figur 23).

Vi ser tydelig at det er 3 pasienter som har en endring pa rundt 25 % poeng, deriblant begge
kvinnene og en wt/wt. Om dette er en tilfeldighet eller en realitet at kvinner har sapass hgyt
opptak selv med hgy ferritin ma undersgkes narmere. Det er mulig den siste personen som
har hgy endring i Tf-sat, er normal pa C282Y og H63D, men at han har en av de andre
genfeilene. Resten av pasientene ligger jevnt fordelt under 10 % poengs endring, noe som sier
at de tok opp litt jern, men at opptaket er redusert.

Hvis vi ser pa endringen i Tf-sat fra O-prgven til prgve 2 samlet mellom

hemokromatosepasienter og kontrollgruppen, ser vi at det er stor spredningen i1 begge
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gruppene. Noe som gjenspeiles med at det ikke er noen signifikant forskjell mellom gruppen
(p= 0,25). Spredningen er stgrre i kontrollgruppen, enn hos hemokromatosepasientene, noe
som stemmer med teorien. Vi ser ogsa at begge kvinnene har hgyt opptak, om dette er
tilfeldigheter eller realitet, ma undersgkes n@rmere. Vi ser ogsa at det er en liten negativ
korrelasjon mellom opptak og jernlager r* = 0,07, men den er for liten til & konkludere at det

€r €n nocn sammenheng.

Tabell 6A: Jernbelastingstest hos hemokromatose pasienter

=128 = 13 (2 [ |7 [R2[=7[2
s | & g NE g g g |BE|B8 |2
= = g |3 ® n L S8
= “lE s e e © 3|2
e} o
50|m |H63D/H63D 38 15.8 402 26| 27| 34 1 8
51|m |H63D/wt 25 13.6 73| 21| 24| 23 3 2| *1
52|m | C282Y/wt 32 15.7 571 34| 36| 34 2 0
53|k |C282Y/H63D 32 15.6 453| 52| 65| 77| 13| 25|%*2
54|m |C282Y/C282Y 42 134 1117| 59| 58| 60| -1 1
55|m | wt/wt 37 15.9 646| 49| 47| 47| 2| 2|*3
56|k | C282Y/wt 56 14.8 511 34| 59| 62| 25| 28
57 |m | wt/wt 36 15.2 969| 38| 44| 64 6| 26
58 |m | wt/wt 63 14.2 585| 30| 32| 38 2 8
59|m | wt/wt 39 13.5 982| 20| 20| 22 0 2
Gjennomsnitt 40 14.8 631| 36| 41| 46 5/ 10
95 % konfidens int. 30.8- 14.0-| 406.0-| 28.8-| 29.9-| 32.6-| -1.0-| 1.3-
for mean 48.3 155| 855.8| 45.8| 52.6] 59.6| 10.8| 18.3
Range 25-63| 13.4-15.9| 73-1117]20-59 | 20-65 | 22-77 | -2-25| -2-28
Std.Avvik 11.5 1.0| 3144 13.3| 159| 18.8| 83| 11.9
Varians 132.0 1.0| 98830.1|175.8|251.7| 355.0| 68.1]140.6
Std. Error 3.6 0.3 994| 42| 50| 60| 26| 37

*1 Er i gang med arelating *2 GT 159 ALAT 93 *3 GT 322 Det kan vere feil pa 0 prgve her,
siden jernbindingskapasiteten gar opp fra 29 til 35 umol/L pé prgve 1 og 2, og personen far
noksa hgy Tf-sat pa O prgven i forhold til prgve 1 og 2. Bruker vi 35 umol/L som mal ogsa pa
den O prgven far vi en Tf-sat 49 %, som da samsvarer det mye bedre med den nedgangen
personen har hatt i s-jern. Tallet i parentesen er det malte tallet.
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Tabell 6B: Andre relevante prgver hos hemokromatose pasienter

= < &, . . =
®) <) <] ) =
f S =3 S a
GRS R
P P — o
c c c
50 98 18.1 19.1 24.5 70
51 95 134 14.8 15.3 64
52 89 18.7 19.8 19.2 55
53 97 29.7 36.2 43.9 52
54 95 26.5 26.3 27.1 45
55 87 17.0 16.3 16.3 29
56 94 19.7 25.8 37.3 58
57 88 19.6 24.1 37.4 51
58 94 17.8 18 22.1 59
59 97 13.3 13.9 14.8 65
Gjen.snitt 934 19.4 214 25.8 54.8
95 %
konfid. int.
for mean 90.4-96.3 | 15.7-23.1| 16.5-26.3 | 18.4-33.2| 46.6-63.2
Range 87.0-98| 13.3-29.7| 13.9-36.2 | 14.8-43.9| 29.0-70.0
Std.Avvik 4.0 5.2 6.8 104 11.7
Varians 15.8 26.7 46.1 108.5 136.8
Std. Error 1.3 1.6 2.1 3.3 3.7

Resultater

Figur 22: Sammenheng mellom transferrinmetning og serum ferritin ved 0-prgven.
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Figur 23: Sammenheng mellom endring i transferrinmetning fra 0-prgven til prgve 2 og

ferritin hos hemokromatosepasientene sammen med kontrollgruppen, begge kjgnn.
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Apen sirkel representerer n = 20 menn fra kontrollgruppen og fylte sirkler representerer n = 8
mannlige hemokromatosepasienter. Apen firkant representerer n = 14 kvinner fra
kontrollgruppen og fylte firkanter representerer n = 2 kvinnelig hemokromatosepasientene.
Hemokromatosepasientene er ogsa merket med genstatus.

Tf-sat = Transferrinmetning wt = normalt gen

7.3 Kasusstikk pd et forholdet mellom en infeksjon, ferritin, s-jern og Tf-sat
Ferritin har av Waalen et al [89] blitt foreslatt som et bedre parameter for & bruke for

screening av hemokromatose enn Tf-sat, noe Asberg et al [100] ikke her helt en enig. En av
grunnene et at ferritin er et akuttfaseprotein som vil gke ved inflammasjon og infeksjon, som
beskrevet under molekylar regulering av jernopptaket. Dette kan vi tydelig se 1 kasuset 1
tabell 7 og figur 24. Med hgy ferritin og lav s-jern og Tf-sat i den akutt kliniske fasen. Nar
infeksjonen har gitt seg synker ferritin verdien sakte nedover, mens s-jern og Tf-sat stiger rask

og stabiliserer seg.
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Beskrivelse av kasus:

Mann 25 ar, fikk begynnende symptomer pa halsbetennelse 05.10.07, og febertopper ca. hver
8 time. De ble brukt paracetamol 500mg 1-2 tabletter x 1-3 daglig og ibuprofen 400 mg 1
tabletter 1-3 x daglig for a lette feberen. 10.10.07 oppsgkte pasienten lege. Blodprgver og
mikrobiologiske prgver ble tatt. 11.10.07 fikk han utskrevet Ery-max 250 mg, 2 morgen og 2
kveld i en uke. Det ble ved fgrste prgve bare pavist antistoff mot parainfluensa virus, men
proven tatt 13.11.07 ble det pavist antistoff mot mycoplasma pneumoniae, som antagelig var
arsaken til infeksjonen.

Pasient bedret seg raskt etter start med antibiotikabehandling.

Siden ferritin var sa hgy ble det ogsa sendt prgve for a sjekke genstatus opp mot

hemokromatose. Genotypen var normal for C282Y og H63D.

Tabell 7: Et kasus om hvordan ulike parametere oppferes seg ved en mikrobaktriell
infeksjon

Tidspunkt 10.10.2007 | 22.10.2007 | 13.11.2007 | 19.12.2007 | 11.01.2008 | 05.05.2008
Ferritin (ug/L) 622 582 322 256 253 179
Crp (mg/L) 177 5 1 2 1 4
s-jern (umol/L) 3.8 35.3 25.6 33.5 24.2 27.6
Tf-sat (%) 9 68 43 58 47 48
Hb (g/dl) 14.6 14.9 16.3 15.8 14.6 15.4

Figur 24: Et kasus om hvordan ulike parametere oppferes seg ved en mikrobaktriell
infeksjon
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Grafisk fremstilling av tallene fra tabell 7.
Cpr = Serum-C reaktivt protein Tf-sat = transferrinmetningen s-jern = serum jern
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8.0 Diskusjon

Formalet med denne pilot-/casekontrollstudien var & se pa sammenhengen mellom jernstatus
og jernabsorpsjon og om det er noen forskjell mellom opptak av jern hos friske og pasienter
som lider av sykdommen hemokromatose (vedlegg prosjektprotokoll). Jernstaus ble primert
angitt som s-ferritin som et mal pa stgrrelsen pa jernlageret. Det var ogsa gnskelig a se om
ferritinnivaet har noe a si pa opptaket. Det viste seg a vaere vanskeligere enn vi hadde trodd a
fa rekruttert gnskelig antall pasienter pa den tiden som var tildelt oppgaven. Derfor fikk vi
bare 10 pasienter. Grunn til at det var vanskeligere a rekruttere pasienter enn antatt var at en
del av de spurte pasientene vegret seg for a ta en jerntablett nar de allerede hadde hgy s-
ferritin. Dette til tross for at det ble informert om at det ikke var knyttet noen spesielle fare
eller bivirkninger til dette forsgket, og at de snarlig skulle begynne arelating. En annen mulig
arsak var antagelig at noen ikke ville ta seg den tid som medgikk pa Haukeland
Universitetssykehus (gode 2 timer).

Vi har derfor mest sett pa kontrollgruppen og pasientgruppen hver for seg, for a se om det er
noen sammenhenger mellom absorpsjon og jernlager, og for a fa et inntrykk av hvordan en
standardisert jernbelastningstest virker hos pasienter med hemokromatose. Siden
datamaterialet er sa lite, er det vanskelig a si noe konkret for vare funn, men vi kan se
tendenser og spekulere i sammenhenger mellom ulike parametere.

Prosjektprotokollen viste seg a bli for ambisigs med hensyn til HH pasienter, i forhold til det

som ble mulig a gjgre i praksis.

8.1 Kontrollgruppen

Kontrollgruppen var bestar hovedsakelig av personer fra to bedrifter, der de fleste av mennene
var ingenigrer eller konsulenter, mens de fleste kvinnene var telefonoperatgrer, det vil si
personer med mye stillesittende arbeid. Om dette har noe innvirkning i forhold til en
representativ kontrollgruppe er uvisst.

Vi ser at det er flere forskjeller pa kvinner og menn i denne gruppen. Denne ene er at s-ferritin
er lavere hos kvinner. Grunnen til dette skyldes nok i stor grad menstruasjon og graviditet,
som da er antagelig nok til a holde jernlagrene nede. Menn spiser ogsa mer mat enn kvinner
og da fglgelig fa i seg mer jern igjennom kosten. Et annet aspekt hvorfor ferritin spriker sa
mye hos mennene kan vere ulikt opptak 1 tarmen, men ikke minst ulik diet. Muligens kan
noen av disse personene nylig ha gjennomgatt en infeksjon, slik som i kasus (tabell 7), og har

fglgelig en hgy s-ferritin av den grunn. Det er en person som har hatt pavist en mikrobaktriell
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infeksjon 3 maneder fgr prgvetakning (id 20, tabell 3A), han hadde unormalt hgy s-fettitin i
forhold til alder.

Kontrollgruppen ble ikke gentestet, s derfor kan det veare at en eller to av disse personene har
en eller flere av de genfeilene vi testet for 1 pasientgruppen, men at den/disse personen(e) ikke
har utviklet noen sykdom enna. I HUNT-undersgkelsen, fant man en prevalens pa genotypisk
hemokromatose pa 0,43 % [74], det vil si ca. 1 pr 200. Mens man i realiteten ofte ikke finner
mer enn kanskje 0,15 % 1 vanlig helsetjeneste, slik som de fant 1 en studie gjort to legesentre
pa Serlandet [4] og i andre utenlandske studier [91, 92]. Slik at muligheten for at en person

har en genfeil er til stede, men ganske liten.

Vi hadde ogsa noen personer som hadde spist og drukket kaffe/te fgr jernbelastningstesten.
Man vet at spesielt te og litt kaffe kan pavirke opptaket av jern [11]. Vi ser at de to mennene
dette gjaldt har bare tatt hatt en endring pa 1 og 6 % poeng og de to kvinnene har hatt en
endring pa 8 og 9 % poeng. Det vil si at alle disse ligger flere % poeng under gjennomsnittet i

sin gruppe. Sa det kan vare en mulighet at opptaket ble redusert hos disse.

Plottene vare viser at det er store individuelle forskjeller mellom personene i denne gruppen,
og det er vanskelig a trekke ut klare sammenhenger, hvis det er vere noen. Men vi ser
tendenser pa ulike sammenhenger. Vi fant den hgyeste korrelasjonen pa r°=0,23 for menn og
’=0,29 for kvinner, mellom endringen 1 Tf-sat og s-ferritin (figur 18). Selv om denne
korrelasjonen er lav stgtter dette opp under teorien om at en av jernreguleringsmekanismene
er jernlageret i kroppen, men vi har eksempler pa personer som avviker fra dette. Hva dette
skyldes er uvisst. P& de andre figurene var korrelasjonen tilnzermet r’=0 slik som for alder og

s-ferritin (figur 15) og for Tf-sat og Hb (figur 17).

Skal vi prgve og sett opp et referanseomrade for Tf-sat for gkningen mellom O-prgven og
prove 2 basert pa vare data, far vi ved median og persentiler pa 2,5 % og 97,5 % for menn 11
% poeng; -1 - 34 % poeng, og for kvinnene 14 % poeng; 4 - 34 % poeng (tabell 5). Siden
fordelingen avviker mye fra en normalfordeling ved at vi har flere hgye verdier og far da en
stor skjevhet i grafen (vist som boksblott figur 21), derfor bruker vi persentiler som mal for
referanseomradet.

Vi ser at hos mennene far vi et negativt tall, dette skyldes at en person faktisk hadde lavere

Tf-sat etter 2 timer. Om dette er en realitet eller en malingsfeil er usikkert. Det kan da vare
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mer naturlig a sette 0 % poeng som nedre referansegrense. Det blir et vidt referanseomrade, sa

det ma nok mer data til for a fastsette dette mer konkret.

Figur 19A, 19B, 20A, 20B og tabell 3A og 4A viser at det er stgrre % poeng gkning hos de
fleste personene mellom prgve 1 og prgve 2 enn mellom O-prgven og prgve 1. Derfor er det
viktig at man venter til man far tatt prgve to. Man kan da heller vurdere a droppe prgve 1,
siden den ikke gir sa veldig mye tilleggsinformasjon. For den nedgangen i Tf-sat som
muligens kan vare mellom disse prgvene vil nok antagelig ikke veare stor pa den korte tiden.

Vi hadde bare en person som hadde nedgang (figur 19A), men bare pa 1 % poeng.

8.2 Hemokromatose pasienter
Vi ser at over halvparten av pasientene i denne studien har en Tf-sat pa <50 % selv etter

jernbelastingstesten. Dette viser det samme som har blitt vist 1 andre studier der man har satt
“cut of” grensen for Tf-sat enten pa 50 eller 55 % ved en screeningtest, ser vi at vi ikke vil fa
med oss alle hemokromatose pasientene [4, 90, 92, 101]. Nesten alle pasientene vare har s-
ferritin over 200-500 pg/L, litt forskjellig hvor de ulike studiene setter denne “cut of”” grensen
for hva som defineres som sykdom. Vi har brukt det som er vanlig gvre referanseomradet pa
Haukeland universitetssykehus, 300 pg/L. for menn og 240 pg/L for kvinner. Alle vare
pasienter ligger godt over dette.

Forskjellen i Tf-sat hos vare pasienter er stor (figur 22). Skulle vi fulgt en ”cut of” grense pa
Tf-sat 50 % ville vi bare funnet 2 stk eller 20 % av de pasientene som hadde en forhgyet
ferritin. De 2 pasientene som hadde en Tf-sat pa over 50 % hadde derimot genfeilene
C282Y/C282Y og C282Y/H63D. Er man da ute etter a screene pasienter med hensyn pa disse
genfeilene passer antagelig grensen godt, men du klarer ikke & fange opp alle de som er
heterozygote for C282Y eller bare har H63D genfeil. Denne grensen for Tf-sat bgr man ikke
fglge slavisk, siden det ogsa er to i kontrollgruppen som har en Tf-sat pa 51 %.

Hvorfor pasienter med genfeil har hgyere Tf-sat er litt usikkert. Mekanismene som styrer
opptaket av jern styres som nevnt tidligere av flere faktorer, deriblant jernlageret. Vi kan da
spekulere 1 om det blir nedgang 1 jernopptaket hos personer som har hgyt jernlager. Dette vil
da fgre til et mindre opptak fra tarmen, og felgelig vil Tf-sat ga ned, siden det er mindre jern
tilgjengelig for transport. Problemet hos personer som har genfeil pa HFE-genet, er at de
antagelig ikke klarer a4 bremse utstrgmningen av jern fra enterocytter og fra makrofagene.

Derfor vil det bli mer tilgengelig jern for transport og Tf-sat vil stige. Siden disse allerede har
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masse jern i kroppen og de fleste cellene har det jernet de trenger, og har da nedregulert TfR1
og TfR2. Siden disse reseptorene er nedregulert fgrer det til at det blir tatt opp for lite jern via
denne veien, noe som resultere i at Tf-sat gar opp. Siden det er mye jern i serum vil antallet
tomme apo- Tf gar ned pa grunn av gkt antall deferric Tf. Minsket antall apo-Tf fgrer til at
jernet som blir tatt opp fra tarmen eller utskilt fra makrofagene ikke blir bundet til Tf, men
heller danner NTBI. NTBI blir som nevnt tidligere tatt raskt opp fra blodet til hepatocytter og
det er antagelig dette jernopptaket som bygger opp jernlagret i kroppen hos disse [28, 102].

Siden en del av pasientene vare har hgy s-ferritin og de har testet negative ovenfor de
genfeilene vi har testet for, ma det antagelig vaere en annen arsak til at de har hgy s-ferritin.
Disse pasientene kan enten ha en av de andre genfeilene som er definert i tabell 1 eller sa er
ferritin ogsa en akuttfasereaktant, sa hgy s-ferritin kan henge igjen i kroppen i lang tid etter en
infeksjon eller inflammasjon (kasus figur 24). Dette uten at de har hgye jernlager av den
grunn. Man har ogsa sett at ulike typer kreft kan fgre til overproduksjon av ferritin og ikke
minst den sjeldne sykdom hyperferritinaemia. Denne sykdommen fgrer til at man far en
overproduksjon av L-ferritin som avleires i gye slik at man utvikler grgnn steer. Ved denne
sykdommen er alle andre verdier som regel normale [103]. Disse siste sykdommene vil ikke
tale arelating og de vil da raskt ga inn i en jernmangelanemi. Gullstandarden for & sjekke om
en person har jernoverskudd eller ikke, er a sjekke om personen har mobiliserbart jern. Det vil
si at pasienten har et overskudd av jern i kroppen som pasienten kan brukes til a danne nye
blodceller. Klarer pasienten ikke a danne nok nye blodceller etter noen arelatinger, kan dette

tyde pa at det er en annen arsak til hgy ferritin enn jernoverskudd.

8.3 Sammenligning av de to gruppene
Siden dette skulle vare en casekontrollstudie der gruppene skulle vaere sa like som mulig, sa

ser vi at gjennomsnittsalder er veldig lik og rangen er noksa lik. Sa ut ifra alder er gruppene
sammenlignbare. Ser man ut ifra samfunnslag har sd og si alle i kontrollgruppen samme
bakgrunn. For hemokromatosepasientene er det mer usikkert og noe vi heller ikke har tatt
utgangspunkt i a skille pa. Ved a bare rekruttere pasienter som nylig har blitt oppdaget med
hemokromatose, er ikke en helt ideell mate a rekruttere pa, men siden dette bare var en liten
casekontrollstudie sa var dette tilstrekkelig. Sa oppfulgte pasienten inklusjonskriteriene fikk
de tilbudet om & vere med i studien.

Siden det var problemer med a rekruttere nok pasienter har vi bare satt opp en figur som viser
kontrollgruppen og hemokromatosepasienter i samme figur (figur 23). Her ser vi menn med

sirkler og kvinner med firkanter, de som hadde hemokromatose er har fylte symboler. Det er
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ikke en signifikant forskjell mellom kontrollgruppen og hemokromatosepasienter, nar man ser
pa gjennomsnittet av endringen i Tf-sat mellom O-prgven og prgve 2, for menn (p=0,11), for
kvinner (p=0,22)og samlet (p=0,25). Vi ser at opptaket hos hemokromatosepasientene ligger
midt mellom opptaket hos kontrollgruppen, noe som tyder pa at det er vanskelig a skille
hemokromatosepasienter ved hjelp av Tf-sat og jernbelastningstest ut ifra vare tall. Dette viser
at det er stor individuelle forskjell pa jernopptak uavhengig av ferritin status, bade for

kontrollgruppen og hemokromatosepasienter.

8.4 Screening for hemokromatose?

Det har vert diskutert om det skulle vart innfert en screeningtest for hemokromatose ved
fodsel eller senere 1 livet [5], slik som beskrevet under 4.2 behandling. Dette fordi dette er en
sykdom som kommer snikende og mange kan leve med problemer i mange ar fgr sykdommen
blir oppdaget og behandlet.

Det er ulik oppfatning hvordan og hvilken test man bgr bruke ved en slik screening. Noen
mener at s-ferritin er den beste screening metoden for a male om en person har
hemokromatose eller ikke [89], mens andre mener dette ikke er riktig og heller mer til Tf-sat
som er billigere a bruke [5, 100]. Det som diskuteres spesielt av Waalen et al [89] og andre
[101], er at det ikke er fgr man kommer opp 1 s-ferritin >1000 pg/L at cirrhose utvikles og at
jernoverskudd blir et problem. Men ;\sberg et al [74] viste at de hadde flere eksempler pa
cirrhose pa personer som hadde s-ferritin verdier mellom 311-626 pg/L i sin store
undersgkelse. Hos vare pasienter er det tre personer som har s-ferritin pa rundt 1000 pg/L, en
pa 1117 pg/L, en pa 982 pg/L og en pa 969 pg/L, mens resten ligger mellom 402-646 pg/L,
utenom en person pa 73 pg/L. som allerede er midt i tapperegime (tabell 6A). I studier viser
det seg at det ofte ikke er mer enn ca. 5 % av de som i prima&rhelsetjenesten oppdages med
HH som far pavist cirrhose [101] og i HUNT undersgkelsen hadde 3,7 % av menn det [74].
Problemet til mange av vare pasienter var antagelig ikke leverskader, siden nesten alle hadde
normale levermarkgrer, utenom to pasienter med forhgyet GT og ALAT. Leverbiopsi er ikke
blitt tatt pa noen av vare pasienter. Det som gikk igjen hos vare pasienter var mer symptomer
pa slapphet og trgtthet som hadde fatt disse pasientene til a oppsgke lege eller at det ved
vanlig rutinesjekk ble pavist hgy ferritin, og deretter blitt henvist til Haukeland sykehus. Det
er ogsa noen som er blitt oppdaget ved rutinesjekk av nar familie, etter at en hadde blitt

oppdaget med genfeil.
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Det er vanskelig a regne ut kostnytte verdien av en slik screening, siden prevalensen er sa lav
og at man ikke vet helt sikkert hvor mange som vil utvikle sykdom. Som vi ogsa har sett ut
ifra var lille studie, er at det er stor variasjon i Tf-sat bade hos kontrollgruppen og pasienter
med hemokromatose. I tillegg sa ser vi at det er personer som har relativt hgy s-ferritin, men
allikevel lav Tf-sat. Disse ville da ikke bli oppdaget ved en ren Tf-sat screening, men med en
ferritin screening. Vi ser ogsa i likhet med at s-ferritin stiger, sa synker Tf-sat ved en
akuttfasereaksjon som vist 1 kasus (figur 24) og hos Asberg [74]. Derfor kan det vere noen av
vare pasienter egentlig har hgyere Tf-sat enn det vi finner pa grunn av akuttfasereaksjoner,
men som Vi ser ut fra kasus sa stabilisere Tf-sat seg ganske fort etter sykdommen. Man ville
da antagelig ogsa hatt en forhgyet CRP hvis dette var tilfelle. Ingen av vare pasienter hadde
forhgyet CRP, sa derfor kan vi utgangspunktet utelukke dette. Men det er dette som ogsa er
svakheten med disse to screeningtestene. De gjenspeiler ikke alltid reelt jernlager. Derfor kan
en jernbelastningstest vere nytting, siden denne viser hvor stort opptak pasienten har, for a se

om dette kan vere arsaken til hgy s-ferritin.

8.5 Formdlet med en jernabsorpsjonstest.

Det viser seg at det er store individuelle forskjeller pa hvor raskt hemokromatose pasienter
opparbeider seg et jernoverskudd. Man kan bruke en jernbelastningstest til a finne ut hvor
mye jern en pasient tar opp fastende i Igpet av to timer. Dette for a finne ut mer om prognosen
til pasienten og for a kunne stille en bedre diagnose.

Det er i flere ar brukt en jernabsorpsjonstest, der man har sett pa s-jern som et mal pa
absorpsjonen av jern fra tarmen. Det er gjort flere sma og halv store studier litt tilsvarende
vart for a se om jernabsorpsjonstesten er brukbar. I en studie av Crosby et al [104], der de har
arelatt enkelt forsgkspasienter ned i anemi og noen bare til lave jernlagre, har de
sammenlignet opptaket hos disse gruppene med normale. I denne studien var det anemi som
var i fokus ikke hemokromatose som i vart forsgk. Derfor er det noen forskjeller i forhold til
var studie, som at de har testet pasientene over 8 timer. De har brukt 5-250 mg doser, mot var
100 mg kapsel og sa har de brukt s-jern pg/dL. som mal, mens vi har brukt s-jern umol/L. Man
ser tydelig at de av personer i kontrollgruppen var som ligger lavt i s-ferritin bade hos menn
og kvinner har en bratt kurve (figur 19A og B og 20A og B), som ogsa ses i deres data ved lav
s-ferritin. Dette kan tyde pa at noen av kontrollpersonene vare ligger i grenseland ned mot

lave jernlagre eller kanskje mild anemi, noe som kan ha pavirket vare resultater.
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En studie som det kanskje er litt mer interessant a sammenligne med er Jensens et al [105],
der de har utfgrt sa a si tilsvarende studie som oss, bare de har brukt lavdose jern (10 mg
doser) og 1 tillegg tatt en ekstra prgve etter 3 timer. De har brukt Cp.x for s-jern (umol/L) og

ikke bare verdien etter 2 timer som vi har i vare data.

Tabell 8: Forskjeller mellom vare data sammenlignet med Jensens et al studie [105].

Deres data Vare data
Median | 1st og 3de Range Median | Istog 3de Range
(umol/L) | kvartil (umol/L) | (umol/L) | (umol/L) | kvartil (umol/L) | (umol/L)
Menn 3 1og5 0-13 6 3o0gl3 0-34
Kvinner | 5 3o0g7 0-34 10 Sogl7 2-30

I deres data er verdiene for s-jern C,,,x, mens vare data viser s-jern ved prgve 2.

I begge studiene har kvinnene hgyere gjennomsnittsopptak enn mennene. Et spgrsmalet er
hvor langt vare kontrollpersoner er fra Cpax ved var dosering. For er de ikke langt fra denne
verdien vil det da antagelig ikke vare behov for a gi sa stor dose som 100 mg, siden opptaket
ikke er sa mye stgrre. At forskjellen ikke er stgrre kan henge sammen med at de har gitt jernet
som 48,8 mg jernsulfat pulver som tilsvarer 10 mg Fe®*, mens vi har gitt det som kapsel med
ferroglysinsulfatkomplekspentahydrat tilsvarende 100 mg Fe**. Det at de har gitt jernet som
pulver kan antagelig gke opptaket mer enn vi som har gitt det som granulater i en kapsel pa
grunn av pulverets gkte biotilgjengelighet, selv om biotilgjengeligheten for vare granulater
skal vere 95 % [54]. Granulatene vare vil heller ikke lgses opp fgr de kommer ned i
duodenum, altsa vil det ta litt tid fgr opptaket starter. Dette ma undersgkes narmere for a gi
konkrete svar. En annen faktor pa hvorfor opptaket ikke er stgrre, kan ha med at det ikke er
stor nok transportkapasitet til a ta opp alt jernet i enterocyttene. Dette er jo en av matene
kroppen regulerer jernopptaket pa. Vi ser at med var dose gker “range” spesielt hos menn,
men lite hos kvinner, der den faktisk er mindre. Grunnene til dette kan veare flere faktorer,
men antagelig er forklaringen at de hadde kvinner som var nede i anemi og som dermed tok
opp mer jern enn vare, selv med mindre dose.

Jensen et al [105] har valgt a bruke s-jern som direkte mal pa absorpsjon, mens vi har valgt
Tf-sat. Grunnen til at vi har valgt Tf-sat er at den gir et bedre % vis bilde over hvor stor
gkningen ved en slik absorpsjonstest er, siden du far gkningen i % poeng, som er et
forholdstall og ikke en mengde. Man vil i1 tillegg se ¢@kningen i forhold til
jernbindingskapasiteten (TIBC) man har i kroppen, som pa denne tiden forsgket pagar burde

vere noen lunne konstant. Men vi ser i vare data at den i noen tilfelle variere med opptil 5
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umol/L fra O-prgven til prgve 2, som igjen kan pavirke Tf-sat flere % poeng. Ligger denne
usikkerhet i analysemetoden eller klarer kroppen a gke jernbindingskapasiteten pa den tiden
pa grunn av gkt jerntilgang, er usikkert.

En jernbelastningstest er mer resurskrevende en bade s-ferritin og Tf-sat. Dette fordi man tar
begge disse prgvene i tillegg ma ta en ny prgve etter 1 og etter 2 timer. Sa denne testen fgrer
til at pasienten ma vente lengre og at man ma ta flere prgver. A bruke denne testen i screening
sammenheng ville blitt dyrt og vanskelig. Ut fra det som viser i vare data kan det vere
fornuftig og ta bade Tf-sat og s-ferritin for a fa et bra bilde av pasienten. For sa a utfgre en

jernbelastingstest der man fglte det var behov for bedre diagnostikk.

8.6 Svakheter i denne studien og dens utviklingspotensial.
Svakheter med denne studien er at friske kontrollpersoner bare er rekruttert fra to bedrifter der

de fleste er fra samme samfunnslag. Det var ogsa litt for fa kontrollpersoner og
hemokromatose pasienter med i studien, men det var det som var mulig & fa gjennomfgrt
innen tidsrammen vi hadde for masteroppgaven min.

Det som ma ses pa videre for dette prosjektet ville veert utvidet kontrollgruppen og fa flere
hemokromatose pasienter. Man burde vurdert om man skulle dra ut og fatt gentestet
kontrollgruppen vi allerede har. Det er ogsa en mulighet til a trekke inn analyse av hepcidin
fra blodet eller urin i studien. Dette ved bruk av en metode som allerede er utviklet eller finne
en ny. Kemna et al [55] har sett pa bruk av bade antistoffer og massespektrometri til dette
arbeidet. Der det er massespektrometri som er blitt mest bruk og har gitt best resultater [106].
Det hadde vert interessant og sett om det er en sammenheng mellom hepcidin, s- ferritin og
Tf-sat. Siden man har funnet ut at hepcidin har sa mye a si for reguleringen av jern. Dette kan
pa sikt kanskje fgre til at man kan bruke dette som et tilleggsparameter i undersgkelse av
hemokromatosepasienter. Dette vil bare bli aktuelt hvis man finner en brukbar analyse og at
prisen kan forsvares. Klarer man a utnytte hepcidin sa kan det kanskje vare aktuelt a se pa
muligheten for bruke det som legemiddel 1 kombinasjon med Desferal, for de pasientene med
jernoverskudd, som ikke tolerer arelating. Hepcidin vil jo minske opptaket av jern inn i
kroppen.

Til slutt hadde det veart interessant og sett pa resultater av a gjennomfgre jernbelastningstest
flere dager pa rad eller 1 gang i uka over 3-4 uker pa samme person. Dette for a se om
opptaket forandrer seg over tid, men slike forsgk kan vare vanskelig a fa gjennomfort i

praksis.
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9.0 Konklusjon

Det er ingen forskjell i absorpsjon av jern bestemt ved jernbelastningstest, hos individer med
mutasjon 1 HFE-genet og med ulike stadier av jernoverskudd (vedlegg protokoll). Dette var
utgangspunktet for var nullhypotese og utgangspunktet for var studie. Det er vanskelig a
konkludere med noe spesielt pa grunn av for fa pasienter, men ved a bruke det materialet vi
har, men vi kan klare a finne noen tendenser. Vi finner da ingen signifikant forskjell pa
transferrinmetnigen mellom O-prgven og prgve 2 mellom kontrollgruppen og
hemokromatosepasienter for mennene (p= 0,11) og for kvinnene(p=0,224). Ut fra dette sa kan
vi ikke forkaste nullhypotesen. Men som vi har sett, er det bade pasienter med
hemokromatose som har tatt opp en del jern og personer uten hemokromatose som nesten
ikke har tatt opp noen ting. Derfor er det gnskelig a fa flere pasienter og flere
kontrollpasienter slik at usikkerheten gar ned. Vi kan konkludere med at denne testen er en
god test i noen tilfeller, men at det er store individuelle forskjeller pa opptaket mellom ulike
personer. Ser vi pa hvordan jern blir regulert, sa er jo ”bremsene” antagelig gjennom hepcidin
som er helt eller delvis gdelagt gjennom genfeil pa HFE-proteinet. Pasientene med
hemokromatose vil da ha et opptak av jern selv om de allerede har for mye jern 1 kroppen, det
er antagelig derfor de har bygget opp et jernoverskudd.

En jernbelastningstest er mer resurskrevende test en bade s-ferritin og Tf-sat. Dette fordi man
ma ta begge disse prgvene og i tillegg ma ta en ny prgve etter 1 og etter 2 timer. Sa denne
testen fgrer til at pasienten ma vente lengre og at man ma ta flere prgver. A bruke denne testen
i screening sammenheng vil bli dyrt og vanskelig. Ut fra det som vises i vare data er det
fornuftig og ta bade Tf-sat og s-ferritin for a fa et bedre bilde av pasienten, og bruke
jernbelastning som en tilleggsanalyse for bedre diagnostisering av pasienten.

Vare data viser ogsa at prgve 1 ikke gir sa mye mer tilleggsinformasjon, og at den stgrste
stigningen hos de fleste personene var mellom prgve 1 og 2, derfor er det mulig a kutte ut
denne prgven. Ved a kutte ut prgve 1 vil man spare bade resurser og penger.

Det kan ogsa se ut til at man heller ikke trenger a gi sa hgy dose som 100 mg jern, men at det
antagelig holder med a gi en laver dose kanskje 20-50 mg, men dette ma undersgkes nermere.
Det a drive forsking pa mennesker kan vere vanskelig, bade pa grunn av etiske, tidsmessige

og stor individuelle forskjeller.
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11.1 Prosjektprotokoll

Jernabsorpsjon ved hemokromatose

Prosjektleder: Overlege, prof.dr.med. Rune J. Ulvik, Inst. for indremedisin og Lab. for
klinisk biokjemi, Haukeland Universitetssjukehus
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biokjemi, Haukeland Universitetssjukehus

Kort om jernstoffskiftet hos mennesket

Jern er et sentralt element 1 mange livsviktige biokjemiske funksjoner i organismen. Normalt
har en voksen person 3,5 — 4 g jern hvorav ca. 75 % er bundet til hemoglobin, 5-10 % finnes i
jernlageret i lever, benmarg og milt, og resten inngar i mange ulike funksjoner i cellene, fgrst
og fremst i enzymatiske reaksjoner som utnytter jernatomets evne til a skifte redox status
mellom Fe(Il) og Fe(Ill) (for eksempel elektrontransport i mitokondrienes respirasjonskjede
med dannelse av energi i form av ATP). Alle celler er i mindre eller stgrre grad avhengige av
en regelmessig tilfgrsel av jern til ulike biokjemiske reaksjoner.

Den menneskelige organismen har en meget stor evne til a holde pa jern etter at det er
absorbert fra tarmen. Tapet er utelukkende passivt og skjer ved naturlig tap av celler med sitt
jerninnhold, ferst og fremst den daglige avstgtning av celler fra hud og tarmslimhinne. Pa
denne mate tapes ca. 1 mg jern / dggn hos begge kjgnn. Rgde blodceller er rike pa jern og
blgdning er derfor den mest effektive form for jerntap. Kvinner 1 fertil alder med
menstruasjonsblgdninger taper derfor gjennomsnittlig 0,5 — 1 mg mer jern enn menn, totalt
1,5 — 2 mg/ dggn. Normal jernstatus avhenger av at det daglige jerntapet kompenseres av
absorpsjon av en tilsvarende mengde jern fra tarmen.

Transport av jern til celler og vev foregar i blodplasma hvor jern er bundet til proteinet
transferrin. Det meste av transportjernet leveres til rgd beinmarg som trenger 25-30 mg jern
/dag for a opprettholde normal produksjon av blod. Dette jernet stammer hovedsakelig fra
nedbrytning av hemoglobin i gamle blodceller mens absorbert jern (1-1,5 mg/dag) utgjer kun
3-4 % av den totale mengde transportjern.

I mangel av en aktiv fysiologisk mekanisme for utskillelse av jern, ma til gjengjeld absorpsjon

av jern fra tarmen reguleres meget ngye og avstemmes optimalt mot kroppens behov til
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enhver tid. Jern absorberes fra gvre del av tynntarmen (duodenum, jejunum). Tilstrekkelig
tilfgrsel av jern i kosten og de fysiologiske og biokjemiske faktorer som regulerer
jernabsorpsjonen i tarmcellene, er av avgjgrende betydning for a opprettholde en normal
jernstatus. Inntil for vel 10 ar siden var var kunnskap om regulering av jernabsorpsjon
begrenset til betydningen av de to ytterpunktene”: kostens sammensetning og kroppens
innhold av jern med henblikk pa hhv jernmangel og jernoverskudd. Hva som skjedde i
tarmcellene var nesten fullstendig ukjent. Moderne genteknologi og oppdagelse av
mutasjonen for den arvelige sykdommen hemokromatose i 1996, var starten pa et
vitenskapelig gjennombrudd som senere har fgrt til oppdagelse av nye proteiner i tarmens
mucosa-celler og en detaljert innsikt i molekylere mekanismer for opptak, intracelluler
transport og levering av jern til transferrin 1 plasma. Den gkte innsikten i tarmcellenes rolle 1
reguleringen av jernstoffskiftet, har videre fgrt til en stgrre forstaelse av sykdommer som
pavirker jernstoffskiftet med jernmangel, anemi og patologisk jernoverskudd som de klinisk
viktigste uttrykksformene.

I dette prosjektet vil vi undersgke absorpsjon av jern hos pasienter med genetisk disposisjon
for hemokromatose. Risiko for sykdom ved denne tilstand er koplet til dannelse av et
jernoverskudd som til slutt blir sa stort at det oppstar organskade, fgrst og fremst i lever, men
ogsa andre organer som hjerte, bukspyttkjertel, endokrine organer og ledd kan bl rammet
(detaljert beskrivelse nedenfor)

Klinisk betydning av forstyrrelser i jernstoffskiftet

Klinisk sett er jernmangel, jernmangelanemi, anemi ved kronisk inflammatorisk sykdom og
patologisk jernoverskudd forarsaket av den arvelige sykdommen hemokromatose, de viktigste
formene for ubalanse i jernstoffskiftet. Diagnostiske blodprgver er vist i Tabell 1.

Tabell 1

Vanligste blodprgver ved undersgkelse av jernstoffskiftet med henblikk pa om det foreligger

jernmangel, anemi eller jernoverskudd

Blodprgve Referanse Blodprgven viser
intervall

Transferrinmetning 20-45 % Hvor mye jern som transporteres i plasma i % av
maksimal transportkapasitet

S-Ferritin 20-300 pg/L | Stgrrelsen pa jernlageret

S-Transferrinreceptor | 1,9-5,0 mg/L | @ker ved nedsatt tilfgrsel av jern til cellene pga.
jernmangel

Hemoglobin ca.12-17 g/dL | Nedsatt ved jernmangelanemi

S-ALAT 10-70 U/L Oker ved celleskade i lever forarsaket av
jernoverskudd
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Hemokromatose og jernoverskudd

Arvelig hemokromatose er den viktigste arsak til patologisk overskudd av jern. Sykdommen
skyldes en punktmutasjon C282Y i hemokromatosegenet (HFE-genet). Mutasjonen fgrer til
en endring i HFE-proteinet pa den basolaterale siden av tarmcellene. Den molekylere
reguleringen av jernopptak fra tarmen svikter og det taes opp 0,5 — 1 mg mer jern pr dag enn
det er behov for. Dette medfgrer at det over ar langsomt bygges opp et jernoverskudd med
avleiring av jern fgrst og fremst i leverparenkymet, men etter hvert ogsa i leddkapsler,
endokrine organer, hud og hjerte. Over et visst niva vil jernoverskuddet gi organskade og
forskjellige sykdommer, avhengig av hvilket organ som rammes. Det vanligste er
leversykdom, leddsykdom, diabetes mellitus, ulike former for hormonsykdommer og hos
noen ogsa alvorlig hjertesykdom (myokardiopathi). Innledende symptomer er ofte gket
tretthet, slapphet (asteni), leddsymptomer og tegn pa begynnende hepatittlignende
leversykdom med lett til moderat gket ALAT-verdi. Den stgrste risiko er fare for utvikling av
leverfibrose, cirrhose og kreft i lever. Ubehandlet er risikoen for a fa leverkreft gket med ca.
200 ganger. Sykdom forarsaket av patologisk jernoverskudd har ingen spesifikke symptomer
eller kliniske tegn, og derfor kan den egentlige arsaken lett bli oversett hvilket fgrer til at
pasienten ikke blir adekvat behandlet. Behandlingen bestar i a fjerne jernoverskudd ved hjelp
av arelating. Hos enkelte kan det vere behov for regelmessig arelating over lang tid.
Hemokromatose kan pavises i preklinisk stadium lenge fgr det oppstar kliniske symptomer,
ved hjelp av fglgende blodprgver som er varig endret: S-Ferritin > 300 ug/L (hos unge
mennesker er grensen lavere og avhenger av alder) og Transferrinmetning > 50 — 55 %.
Pavisning av homozygote for C282Y- HFE-mutasjonen stgtter preklinisk diagnose.
Mutasjonen er imidlertid ikke noe absolutt krav for a fa hemokromatose, idet 12-15 % av de
med jernoverskudd har normal genstatus.

Kliniske symptomer er i begynnelsen diffuse og blir markerte f@rst nar S-Ferritin overstiger
500 - 600 pg/L.

I tillegg til C282Y-mutasjonen er ogsa H63D-mutasjonen av en viss betydning, serlig nar det
forekommer samtidig med C282Y, sakalt “combined heterozygot” C282Y/H63D.

Prevalens av homozygot C282Y-mutasjon i Norge er 0,5-0,6 %, mens heterozygote
forekommer hos 12-15 %. Tilstanden er derfor utbredt og er den hyppigst forekommende
genetiske stoffskifteforstyrrelse i Norge og andre land med befolkning som stammer fra Nord-
Europa.

Absorpsjon av jern ved hemokromatose er gket, men mye tyder pa at genetisk penetrans

varierer betydelig fra individ til individ. Jernabsorpsjonen er gket bade ved homozygot og
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heterozygot mutasjon i HFE-genet, men klinisk erfaring viser at det er darlig samsvar mellom
mutasjon og stgrrelsen pa jernoverskuddet selv hos individer over 60 ar hvor en ville forvente
at det etter sa mange levear ville ha dannet seg et stgrre jernoverskudd. Det mangler saledes
fortsatt mye kunnskap for a forsta de pathofysiologiske mekanismene bak jernoverskuddet
ved hemokromatose

Prosjekt

Hensikten er a studere absorpsjon av jern hos individer med hemokromatose og med ulik
stgrrelse pa jernoverskuddet, samt med ulik genstatus: normal, homozygot, heterozygot og
”combined heterozygot” for C282Y - og H63D-mutasjon i HFE-genet. Til dette formal
anvendes en rutinemessig jernbelastningstest (se nedenfor)

Vi vet at gket absorpsjon av jern er den fundamentale arsak til at individer med HFE-
mutasjonen risikerer a fa et jernoverskudd, men vi vet praktisk talt ingenting om hvorfor
denne risikoen synes a variere betydelig fra individ til individ.

En nzrliggende hypotese er at opptak av jern fra tarm varierer avhengig av genetisk status og
stgrrelsen pa jernoverskuddet i den forstand at absorpsjonen svekkes ved stort jernoverskudd.
Disse klinisk betydningsfulle forhold har vert lite undersgkt og vi kjenner ikke til at det har
vart gjort systematiske studier av jernabsorpsjon hos individer i ulike stadier av genetisk
hemokromatose mht. genetisk status og jernstatus.

Kunnskap om jernabsorpsjonen hos individer som utredes for hemokromatose, kan fgre til en
mer malrettet diagnostikk og behandling. Gjeldende praksis er en relativt liberal holdning til &
iverksette arelating for a fjerne overskuddsjern ut fra en betraktning av at behandlingen er fri
for bivirkninger og formalet med behandlingen virker fornuftig. Det foreligger imidlertid
ingen vitenskapelige holdbare data som viser om det er skadelig & unnlate og fjerne et lett til
moderat jernoverskudd, hvilket er den hyppigste uttrykksform i var befolkning. Bedre
kjennskap til ssmmenhengen mellom jernabsorpsjon, genstatus og jernstatus kan bidra til en
bedre faglig vurdering av pasientens tilstand, og eventuelt fgre til bedre, evidensbasert
indikasjon for a iverksette behandling med arelating. Ungdvendig arelating bgr unngées da det
er en tids- og kostnadsmessig belastning bade for individ og hospital.

Nullhypotese

Det er ingen forskjell i absorpsjon av jern bestemt ved jernbelastningstest, hos individer med
mutasjon i HFE-genet og med ulike stadier av jernoverskudd.

Jernbelastningstest

Gjeldende rutinetest vil bli anvendt med den forskjell at det taes to prgver etter inntak av

jerntablett, etter 1 og 2 timer, istedenfor kun etter 2 timer. Pasienten mgter fastende. Det taes
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fgrst en blodprgve ("nullprgven”) for a kartlegge individets jernstatus samt kontroll av
leverprgver. Deretter inntaes en jerntablett, Niferex som inneholder 100 mg jern. Ny
blodprgve taes etter 1 og 2 timer. @kning i transferrinmetning vil avhenge av grad av
jernabsorpsjon. Jo stgrre absorpsjon, jo hgyere blir transferrinmetnigen.

Tabell 2

Blodprgver og analyser som vil bli tatt i forbindelse med jernbelastningstest

Tidspunkt Analyse

Nullprgve Hb, MCV, Ferritin, Transferrinmetning, Transferrinreseptor,

ALAT, ASAT,GT,ALP,CRP, spormetaller

1-time prgve Transferrinmetning
2-timers prgve Transferrinmetning, Transferrinreseptor, spormetaller
Design

Prosjektet er en masteroppgave for stud.pharm. Eirik Svandal Bg, og ma gjennomfgres innen
en begrenset tidsperiode hgst 2007 — vinter 2008. Denne rammen begrenser omfanget av
studien som derfor har karakter av en pilot-tverrsnittsstudie med apen design nar det gjelder
kjennskap til pasientenes gen- og jernstatus samt ingen inndeling i test- og placebogruppe.
Resultatene vil imidlertid danne grunnlag for en stgrre og utvidet studie senere.

Det anvendes en case-control design, ved at resultatene fra enkeltpasienter sammenlignes med
resultatet fra en frisk person med samme kjgnn og alder og uten hemokromatose eller
jernoverskudd av annen arsak.

Deltagerne ma besvare et spgrreskjema for a kartlegge alkoholvaner, rgking, sykdomshistorie,

kosthold og bruk av andre mineraler og vitaminer. Deltagelse baseres pa informert samtykke.

Tabell 3

Undesgkelseskategorier

Genststatus
Jernoverskudd C282Y +/+ | C282Y +/- C282Y/H63D | H63D +/ + | H63D +/- | 282/ H63*
S-Ferritin (ug/L)
50 - 200 X X X X X X
300 - 500 X X X X?
> 700 X

* (282 / H63 = normal HFE-genstatus
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Det taes sikte pa a rekruttere 10-15 deltagere i gruppene med C282Y-mutasjon og med
normal genstatus. I gruppene med H63D-mutasjon er tilgang pa pasienter mye lavere, og en
tar sikte pa a rekruttere de som oppdages med denne mutasjonen.

Inklusjons- og eksklusjonskriterier

Pasientene rekrutteres delvis prospektivt fra Hemokromatosepoliklinikken, Hematologisk
seksjon, Med. avd., og delvis retrospektivt fra behandlingsgruppen for arelating ved
Blodbanken. Selv om denne maten a rekruttere pa ikke er ideell, ansees den som
tilfredsstillende for en pilotstudie. Ensidig prospektiv rekruttering vil dessuten ikke skaffe nok
deltagere innen den tid som er avsatt til studien.

Inklusjonskriterier: Kvinner og menn over 18 ar med hemokromatose med ulike stadier av

jernoverskudd slik at de kan plasseres 1 de kategorier som er vist i Tabell 3. Kvinner og menn
over 18 ar som er friske og med normal genstatus og normalt jernstoffskifte.

Hb: 11,5 -17,5 g/dL. og CRP< 5 mg/L hos alle som inkluderes.

Eksklusjonskriterier: Klinisk sykdom som utelukker deltagelse.

Anonymisering og oppbevaring av data

Alle data vil bli avidentifisert og anonymisert. Prosjektleder vil oppbevare en liste over
deltagerne med prgvesvar i opp til 5 ar etter avsluttet prosjekt. Deretter destrueres alle data fra
prosjektet.

Etikk

Studien innebarer ingen kjente etiske betenkeligheter. Jernbelastningstesten og inntak av en
lav dose jern (100 mg), har ingen kjente bivirkninger.

Bekjentgjgrelse

Prosjektet blir bekjentgjort i masteroppgaven for Eirik Svandal Bg, og vil deretter bli

bearbeidet for publikasjon i internasjonalt medisinsk tidsskrift.
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11.2 Informasjonsbreyv
Bedriftshelsetjenesten

Frank Mohn AS

v/ dr. Knut Walther og bedr.sykepleier Ingjerd Aam Leversen

PO Boks 98 Slatthaug

5851 Bergen 17.9.2007

Forskningsprosjekt

Jeg har fatt godkjent et forskningsprosjekt hvor jeg skal undersgke opptak av jern hos
pasienter med hemokromatose.

Jeg trenger en sammenligningsgruppe av friske kvinner og menn som vil gjennomfgre samme
forsgk som pasientene, nemlig innta en jerntablett og deretter fa malt jerninnhold i blod etter
1 og 2 timer.

Jeg har snakket med dr. Knut Walther om prosjektet og muligheten for a rekruttere friske
kontrollpersoner fra deres bedriftshelsetjeneste i Heldal og / eller Sandsli. Han ba meg sende
et brev om opplegget.

Opplegget er altsa:

Finne 20 friske kvinner og menn i alder 20 — 65 ar som pa forespgrsel kan vaere med i
prosjektet. Prosjektet er godkjent av Etisk Komité og de som blir forespurt vil fa detaljert
informasjon og ma gi informert samtykke (dvs. undertegne forespgrsel).

For a finne 20 individer av hvert kjgnn som kan bli forespurt, ma vi f@grst screene et visst
antall, kanskje 30 — 35 personer fordelt pa ulike aldersgrupper, idet noen antagelig ikke vil
kunne ga videre i prosjektet.

Screeningen bestar i at det blir tatt en enkelt blodprgve som blir analysert her pa Lab. for
klinisk biokjemi, Haukeland Sykehus. Av de som blir screenet og som kan inkluderes, velger
jeg ut 20 kvinner og menn som vil bli spurt om a ga videre og delta i selve forsgket. Det vil
innebzre at de mgter opp fastende om morgenen pa avtalt sted, det taes en blodprgve (null-
préve), sa svelges en jerntablett (100 mg) og deretter ma det taes en ny blodprgve etter 1 og 2
timer. I denne tiden kan de drikke vann, men ikke spise. Etter at blodprgve nr. 2 er tatt, er
forsgket slutt.

Jeg kan stille opp med alt utstyr og bioingenigr til a ta prgvene — dersom dette er gnskelig fra
deres side. Prgvetaking og gjennomfgring av forsgket kan skje pa deres legekontor pa

passende dager. Dermed skulle belastningen pa deres kontor og bruke av deres ressurser bli
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narmest null, bortsett fra arbeidet med a innkalle de personer som skal screenes. En slik
innkalling kan skje ved tilfeldig utvelgelse av ansatte som man vet er friske, innen ulike
aldersgrupper. Dette kommer jeg tilbake til.

Prosjektet inngar som del av en masteroppgave for student i farmasi Eirik Svandal Bg, som

sammen med en bioingenigr vil veere med og kan bista i det praktiske opplegget.
Prosjektet er viktig for a fa gket kunnskap om sykdomsmekanismen bak hemokromatose og
oppbygging av jernoverskudd. Jeg viser til Etisk Komite (vedlagt) som uttaler at de anser

... 7 dette som en svert solid studie”.

Jeg haper at Bedriftshelsetjenesten kan bidra til prosjektet, da vi er helt avhengige av a ha en

kontrollgruppe av friske personer.

Dersom det er gnskelig, kan jeg mer enn gjerne mgte opp pa deres kontor og redegjgre

naermere for studien og det praktiske opplegget.

Fint om dere kan gi tilbakemelding sa snart som mulig.

Vennlig hilsen
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11.3 Forespgrsmdl om d delta i forskningstudie:

Undersgkelse av jernabsorpsjon ved arvelig disposisjon for sykdommen

hemokromatose

Denne forespgrselen gar til et utvalg friske kontrollpersoner.

V1 vil undersgke absorpsjon av jern hos personer med arvelig disposisjon (genmutasjon) for
sykdommen hemokromatose og sammenligne disse med friske kontrollpersoner. Til dette
formalet brukes en enkelt jernabsorpsjonstest hvor vi maler innhold av jern i blod etter inntak
av en jerntablett (detaljer nedenfor). Undersgkelsen har ingen negativ helserisiko verken for
pasienter med pavist jernoverskudd eller friske. Grunnen er det lave innhold av jern, 100 mg, i
jerntabletten.

Hemokromatose er den mest utbredte arvelige stoffskiftesykdom i vart samfunn. Arsaken er
en arvelig disposisjon for gket absorpsjon av jern fra kosten. Dette fgrer langsomt til dannelse
av jernoverskudd og etter hvert organskade og sykdom. Prosessen varierer betydelig fra
person til person og vi kjenner lite til hvor stor jernabsorpsjonen er i de ulike stadier. Dette er
viktig a kartlegge for a kunne bedgmme den enkeltes risiko for a fa et jernoverskudd, hvor

raskt det gar og dermed kunne gi bedre behandling.

Deltakelse i studien betyr at De ma mgte fastende pa arbeidsplassen eller annet avtalt sted og
fa utfgrt en jernbelastningstest. Dette vil ta totalt ca. 2,5 timer. Det taes 3 blodprgver, ved
ankomst og 1 og 2 timer etter inntak av en jerntablett. Ventetiden kan brukes fritt etter eget
gnske bortsett fra at De kun drikke vann og spise 2 brgdskiver hvitost. De vil bli bedt om a
utfylle et enkelt spgrreskjema om kosthold, kosttilskudd, rgke- og alkoholvaner.
Blodprgvene vil bli analysert for med henblikk pa jernstatus, lever-, nyre- og
skjoldbruskkjertelens funksjon. Ved uventet resultat kan ogsa andre analyser bli utfgrt.

Alle opplysninger vil bli avidentifisert slik at de bare spores tilbake til den enkelte deltaker
ved hjelp av kodenummer. Bare prosjektleder har tilgang til deltakernes identitet, og har
taushetsplikt. Prosjektleder star ansvarlig for behandling av persondata. Datamaterialet
anonymiseres ved prosjektslutt, senest innen utgangen av 2008. For gvrig har deltakelse ingen
praktisk fglger for Dem. Prosjektet antas a vare i 1 ar. Innsamlet materiale og opplysninger
kan bli lagret i 5-10 ar.

Det er frivillig a delta. De trenger ikke bestemme deg na. Dersom De velger a ikke delta,

trenger De ikke oppi noen grunn for dette. De kan ogsa til enhver tid trekke samtykket tilbake,
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kreve det biologiske materialet destruert og kreve at innsamlede helse- og personopplysninger
blir sletter eller utlevert, med mindre opplysningene allerede er inngatt i vitenskaplige
arbeider.

Del vil ikke pavirke eventuell senere behandling ved sykehuset om De deltar eller ikke.

Prosjektet er finansiert av Universitetet i Bergen og Haukeland Universitetssykehus. Det vil
bli sgkt om stgtte fra Norske Hemokromatoseforbund og Helse & Rehabilitering. Det er meldt

til Personvernombudet for forskning, Norsk samfunnsvitenskaplige datatjeneste AS.

Dersom noe er uklart, kan De kontakte prosjektleder.

Vennlig hilsen

Overlege, professor dr.med. Rune J. Ulvik (prosjektleder)

Laboratorium for klinisk biokjemi og Institutt for indremedisin, Haukeland
Universitetssykehus

TIf. 55973149 / 55973100

SAMTYKKEERKLARING
Jeg har mottatt muntlig og skriftlig informasjon om forskningsstudien:
”Undersgkelse av jernabsorpsjon ved arvelig disposisjon for sykdommen hemokromatose” og

er villig til a delta.

Dato: Underskrift:

Blokkbokstaver:
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Helse Bergen Lab for klinisk biokjemi

Dok.id.: D.11/4.2-5

Jernbelastning Prosedyrebeskrivelse,
generell
Utgave: Skrevet av: Gjelder fra: Godkjent av: Sidenr:
2.00 Rune J. Ulvik 14.03.2008 Bjgrn Johan Bolann 93 av 97

Indikasjon:

e Mistanke om eller tegn pa sviktende absorpsjon av jern

e Terapisvikt ved bruk av jerntabletter

® Behandling med parenteral, i.m. eller i.v. tilfgrsel av jern, ma ikke settes i gang fgr det er

utfgrt en jernbelastningstest som viser sterkt nedsatt eller opphevet peroral absorpsjon av

jern.

Utfgrelse:

e Hvor utfdres testen ?

LKB sin poliklinikk. Pasienten mgter ca. klokken 0800 om morgenen medbringende

rekvisisjonskjema.

e Forberedelse av pasient

» Seponer jerntabletter 3-4 dager fgr test. Seponer jernsprgyter 2 uker fgr test

» Pasienten mgter fastende om morgenen. Kan kun drikke vann fgr og under test.

» Eventuelt bruk av tertracyklin seponeres 12 timer fgr test

e Valg av jerntablett

Niferex kapsel (100 mg) - hurtig absorberbart jern (ferroglysinsulfat).
o Utfgrelse

Ta fgrst en blodprgve kalt ” O-prgve” til analyse av S-Transferrinmetning og S-Ferritin

YV V V V V V

Pasienten svelger en kapsel Niferex ( 100 mg) mg med et glass vann

Prgve I taes en time etter inntak av jerntablett til analyse av S-Transferrinmetning

Prgve Il taes to timer etter inntak av jerntablett til analyse av S-Transferrinmetning

29 9

Prgveglassene merkes ”0-prgve”, "prgve I, “prgve 1I”

Pasienten kan kun drikke vann inntil blodprgve II er tatt

e Rekvisisjon og svarrapport
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» Testen rekvireres ved a skrive ”jernbelastning” i apent felt pa rekvisisjonsskjema. Det
skal ikke krysses av for de enkelte analyser !

» Andre analyser skal rekvireres pa eget skjema !

» Analysesvar rapporteres sarskilt for ”0-prgve”, "prgve I og ’prgve 11, med oppgitt
klokkeslett for nar tid prgvene ble tatt.

» Registreres i Netlab som FEBEL.
Tolkning

Transferrinmetningen (Tfsat) bgr normalt stige signifikant fra O-prgven til verdier > 40 — 50
% 1 prgve I og / eller prgve II.

Jernabsorpsjon viser normalt store individuelle variasjoner og derfor vil enhver stigning 1
Tfsat vere uttrykk for et visst jernopptak. Selv ved en liten stigning 1 Tfsat, vil det ofte likevel
vare den beste lgsningen for pasienten a ta jerntabletter istedenfor a starte med parenteral

behandling.
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11.5 Oversikt over noen av de viktigste proteinene som er med i
jernabsorpsjonen og jernmetabolsimen.
Tabell 10: Oversikt over noen av de viktigste proteinene som er med i jernabsorpsjonen

og jernmetabolsimen. [2, 28, 34, 43, 47, 107]

Protein

Plassering, struktur og funksjon

Proteiner involvert i

transport av jern

Duodenal
cytochrome b
(Dcytb)

En membran ferric reduktase, som finnes pa den apikale overflaten av
enterocytten. Reduserer Fe® til Fe™.

Divalent metal
transporter 1
(DMT1)

Enkelkanalet membranbunnet glykoprotein, som virker som en
membran metalltransportgr, som finnes pa den apikale overflaten av
enterocytten, makrofager og erytrocytter. Transporterer jern og
diverse andre metaller over cellemembranen og inn i cellen.

Ferropotin 1 (FPNT1)
(SLC40A1, Iregl,
MTP-1)

Membran jerneksportere, transportere jern fra innsiden av cellen og ut
i blodbanen. Finnes i den basolaterale siden av enterocytten, samt
makrofager, galle, beinmarg, Hepatocytter og Kupffer celler i leveren.

Hephaestin (HEPH) | Transmembranbunnet Ceruloplasmin lik ferroxidase, oksiderer Fe™*
til Fe®* i det den har blitt fraktet over cellemembranen av FPN1.
Finnes hovedsakelig i enterocyttene.

Hemojuvelin (HJV) | Protein som finnes lever, skjelett muskler, hjerte i tillegg til at det
finnes i en Igselig form i plasma, er en stekt regulator for hepcidin.

Transferrin (Tf) Transportprotein som er et 80 kDa glykoprotein bestaende av en

singel polypeptidkjede og to N-linkede glycankjede komplekser,
finnes i plasma og ekstracelluler vaske og kan binde to jernatomer.

Transferrin reseptor
1 (TfR1)

Membranreseptor dimer som bestar av to 90 kDa deler og er med i
reseptor mediert endocytose av diferric Tf i1 erytrocytter, makrofager
og hepatocytter. Binder ogsa til seg membranproteinet HFE.

Transferrin reseptor
2 (TfR2)

Membranreseptor som er involvert i endocytose av diferric Tf i lever
and i tarmens cryptceller, kan ogsa ha med regulering av hepcidin.

Zrt-Irt-like protein
(ZIP14)

Transmembran protein med 8 helikser, finnes mest i lever.
Hovedfunksjonen er a transportere sink, men ogsa NTBI.

Lactoferrin

Jernbunnet protein som skilles ut i melk, i tillegg til at det finnes i
ngytofil granulocytt der det har positiv antibakteriell aktivitet

Proteiner som er involvert i jernlagring

Ferritin

Kuleformet intracellulert jernlagringsprotein, som bestar av 24 L-

and H-ferritin subenheter. Ferritin i lever, galle og plasenta inneholder
mer L kjedede subenheter, mens i RBC og monocytter er det i
hovedsak H-ferritin subenheter [28]. Kan binde opptil 4500
jernmolekyler, finnes i blod og alle andre celler som har med
jernmetabolismen og gjgre.

Hemosiderin

Vannlgselig ufullstedig og delvis nedbrutt biprodukt av ferritin som
finnes i stgrst omfang spesielt i lysosomer i galle, Kupffer celler og
beinmarg s@rlig ved jernoverskudd. Tilgangen til jernet for a fa danne
frie radikaler gar ned ved lagring i hemosiderin i forhold til ferritin,
og ses derfor pa som en fordel ved jernoverskudd.

Proteiner som er involvert i reguleringen av jern.
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HFE

Et membranbundet protein som interagerer med TfR 1 og regulerer
affiniteten til reseptoren, som igjen pavirker produksjonen av
hepcidin. Binder til seg 3-mircoblobulin for a fa den rette
konformasjonen.

Iron regulatory
protein (IRP)

Cytosolisk RNA-bindings protein (IRP-1 og IRP-2) som koordinerer
avlesnings regulering av transferrin reseptor, ferritin og andre jern
ansvarlige elementer som inneholder IRE pa mRNA.

[ron regulatory

IRP binder seg til IRE som sitter pa mRNA til diverse proteiner som

element (IRE) DMT1, der det er med a regulere translasjonen av mRNAet.

Ceruloplasmin (CP) | Et plasma kobberavhenging ferroxidase, oksidere Fe’" til Fe3+, som
finnes hovedsakelig i blodet.

Hepcidin Et leverprodusert peptid som er med og styrer opptaket av jern.
Reduserer og nedregulerer FPN1 og HEPH, slik at utskillelsen jern
fra cellene blir redusert.

HAMP Genet som regulerer transkriberingen av hepcidin i leveren.

Deferoksamin Et molekyl som kan binde treverdig jern, brukt som legemiddel ved

jernforgiftning, HH, maria ++.

Proteiner som er invo

Ivert i mitrokondriell jern metabolisme

Haptoglobin (Hp) Protein i plasma som binder Hemoglobin fra sprukne RBC

CD163 En Hemoglobin (Hb)/Haptoglobin kompleks (Hp) membranreseptor
som bare finnes 1 monocytter og makrofager

Hemoksidase Heme oksygenase, et enzym som spalter heme til biliverdin, CO og

(HMOXT) frigjgr jernet, finnes i makrofager og enterocyttene.

Frataxin (FRDA) Mitrokondriell jernhomeostase, fordeler jernet til ulike reaksjoner i

mitrokondriene.

ATP-bindin casse 7

Transporter som er involvert i mitokondiell jernhomeostase og

transporter (ABC7) | vaesking av jernsvovel proteinkomplekser.

Ferrochelatase Et enzym som er ansvarlig for a inkorporere jern inn i
hemkomplekset.

Mitoferrin Mitokondriell jern importer som finnes pa mitokondrie membranen

og frakter jern inn i mitokondrien.
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11.6 Oversikt over noen av de viktigste enzymene og proteinene som

inneholder jern.

Tabell 11: Oversikt over noen av de viktigste enzymene og proteinene som inneholder

jern.[2]
Enzym Struktur og funksjon
Heme Finnes 1 hemoglobin i erytrocyttene og myoglobin i musklene og

har som hovedoppgave a frakte oksygen rundt i kroppen
Medhjelper i andre enzymkomplekser og virker pa det aktive sete
pa cytochrome, som trengs i elektrontransport kjeden.

Peroxidase enzymer

Inneholder ogsa heme og er viktig for cellens forsvar mot
oxidative skader ved a redusere peroxider til vann.

Myeloperoxidase

Et hemeinnholdende peroxidase enzym som er unik for ngytfil
granulocytt og monocyter som binder til superoxidative anion
radikaler og hydrogen peroksider og kan forme et utall av
oksidative produkter.

Jernsvolvel komplekser

Viktige enzymer 1 trikarboksylsyresyntesen, viktig for celluler
energi produksjon via oksidative fosforleringsreaksjoner ved bruk
av karbohydrater og fett.

Mirtokondreill aconitase

Katalyserer overfgringen av citrat til isocitrat i trikarboksylsyre
syntesen.

Metalloenzymer

Viktige enzymer for omdanning til ulike substanser i kroppen, da
spesielt i produksjonen av signalmolekyler.

Aromatic amino acid
hydroxylases

Dette er en monoxygenase som innfg@rer et ekstra oksygen til
substratet som blir hydroksylert. Disse enzymene trenger
tetrahydrobiopterin som kofaktor og er involvert i syntesen av
tyroksin, DOPA (forlgper til dopamin), 5-hydroxy-tryptophan
(forlgper til serotenin).

5-lipooxygenase

Dette er en dioxygenase som tilfgrer to oksygenatomer til
substratet og har en viktig rolle i biosyntesen av
proinflammatorisk leukotriener.
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