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Uvod

Anémie je jednim z nejcastéjSich onemocnéni v détském véku, které mize mit
vyznamny vliv na zdravi a vyvoj ditéte v dasledku neadekvatniho zasobeni vyvijejicich
se tkani kyslikem. Anémie mize negativné ovlivnit nejen rust a vyvoj ditéte, ale i rozvoj
centralniho nervového systému a mize mit negativni disledky na jiné organové systémy.

Dopad anémie na zdravi ditéte je tedy daleko S$irSi nazZ je tomu u dospélych pacientd.

Podle Udaji World Health Organization (WHO) z roku 2009 postihuje anémie
celosvétové 1.62 miliardy obyvatel planety a je tedy zdvaznym problémem jak v rozvojovych
tak ve vyspélych zemich. Prevalence anémie je nejvyssi u déti predSkolniho véku (47%), u déti
Skolniho veéku je nizsi (25%). Nejcastejsi pricinou anémie je nutri¢ni nedostatek zeleza
vedouci k sideropenické anémii, kterd je pfi¢inou anémie pfiblizn¢ v poloviné ptipadd.
Druhym nejrozSifenéjSim druhem anémie jsou talasémie zplsobené vrozenou
nebalancovanou syntézou globinovych fetézcl a postihujici ptiblizné 7% svétové
populace. Ob¢ nejcastéji se vyskytujici anémie jsou mikrocytdrni a hypochromni a jsou
doprovazeny poruchou metabolismu Fe. Vzhledem k rozdilnému terapeutickému ptistupu

je nutné oba typy anémie vcéas odlisit.

Dalsi Casto se vyskytujici skupinou anémii jsou anémie zpisobené geneticky danymi
poruchami struktury erytrocytdrni membrany (hereditdrni sférocytdza, eliptocytoza,
stomatocytoza, pyropoikilocytoza), u kterych miize dojit jiz v asném novorozeneckém véku
k zavaznému postizeni ditéte v dusledku zvySené propustnosti hematoencefalické bariéry pro
nekonjugovany bilirubin, ktery mé toxické ucinky na mozkovou tkan. I tuto skupinu anémii
doprovazi naruSeny metabolismus Zzeleza, ktery muze mit vedle negativniho efektu
nekonjugovaného bilirubinu na centralni nervovy systém novorozence dalsi nasledky ve formé

ror v

postupného ukladani Zeleza ve tkanich s pfisluSnym negativnim vlivem na postizené organy.

Nasledky anémie a doprovazejicich poruch regulace metabolismu Zzeleza u déti
s uvedenymi typy anémie mohou mit celozivotni negativni dopad a je proto dilezité jejich
v€asné odhaleni a 1écba. K lepSimu porozumeéni vzajemné souvislosti vyvoje erytropoézy a
metabolismu Zeleza ptfi vzniku anémie vedla doslova exploze poznatkli o molekuldrnich
mechanismech zasahujicich do bunécné i organové regulace obou procest, které jsme byli

svédky v poslednich 10 letech. Mnoho souvislosti jiz bylo objasnéno, fada otazek vSak stale



zustava nezodpovézena. Cilem ptedlozené prace je piispét alespon ¢astecné k zodpovézeni
nekterych aspektti regulace metabolismu Zeleza a erytropoézy u vybranych anémii u déti a
zhodnoceni metabolismu zeleza u darct krve se zaméfenim na vyznam hlavniho reguldtoru

metabolismu zeleza: hepcidinu.
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I. Teoreticka cast

1 Erytropoéza

Erytropoéza - nedilna soucast hematopoézy - je definovana jako proces tvorby zralych

erytrocytll z multipotentni kmenové buniky (HSC).

Zakladnimi znaky hematopoetickych kmenovych bunék jsou schopnost sebeobnovy,
proliferace a diferenciace. Ze spole¢né multipotentni kmenové buiiky se diferencuji dva typy
progenitorovych bun¢k — lymfoidni a myeloidni. Lymfoidni progenitorova bunika dava vznik
T- a B- lymfocytarni linii a NK buiikdm. Z myeloidni progenitorové bunky pak vznika
progenitorova buiika pro megakaryocyty-erytrocyty a pro granulocyty-makrofagy. Tyto bunky
nelze morfologicky odlisit od HSC. Jejich postupnou diferenciaci vznikaji zralé elementy

erytroidni, granulocytarni, megakaryocytarni a monocytarni fady.

1.1 Erytroidni progenitorové bunky a jejich diferenciace

Prvni erytroidni progenitorovou bunikou, kterou lze identifikovat pomoci pritokové
cytometrie, tvoii tzv. BFU — E, ,,burst forminig unit — erythroid* (volné ptelozeno: kolonie
casnych erytroidnich progenitorovych buné€k). Po sedmi dnech dochazi vlivem cytokinli a
rustovych faktort (RF) interleukinu 3 (I1-3), rustového faktoru kmenovych bunék (stem
cell faktor, SCF) a granulocytarni a monocytarni kolonie stimulujiciho faktoru (GM-CSF)
k diferenciaci v CFU - E - ,,colony forming unit — erythroid* (voln¢ pielozeno: kolonie
pozdnich erytroidnich progenitorovych bunék). Po dal§im tydnu jsou jiz vytvoiena hnizda
s prvnimi morfologicky odliSitelnymi bufikami erytroidni linie — proerytroblasty. V
pribéhu nasledujicich péti dnit vznikne z kazdého proerytroblastu v praméru osm
retikulocytli, které jsou uvolnény do cirkulace. Béhem této doby dochazi k buné¢nému
déleni a vyzravani dcefinych bunck — pfes staddium bazofilni, polychromatofilni az po
ortochromni normoblast. Po probé&hlé extruzi jadra je pak retikulocyt uvolnény do
cirkulace, kde v tadu hodin dokon¢i sviij vyvoj v plné funkéni erytrocyt (Sieff, 2015).

Vyvoj erytrocytu je zobrazen na Obrazku 1.



Obrdzek 1: Vyzravani erytrocytu od stidia ¢asného pronormoblastu aZ po plné funkéni
zraly erytrocyt.
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Prevzato a upraveno: https://www.pinterest.com/eradzak08/mls/

1.2 Rstové faktory, mikroprostredi kostni difené

Pro funkéni erytropoézu je podstatnd pfitomnost specifickych rastovych faktori.
Mezi hlavni funkce ristovych faktorii patii ochrana hematopoetickych prekurzorovych
bunék pted apoptozou, indukce bunééného déleni zkracenim doby ptechodu z faze GO do
faze G1 v bunécném cyklu a soucCasné regulace bunécné diferenciace jednotlivych
bunéénych linii. V ¢asné fazi hematopoézy HSC proliferuji pod vlivem SCF. SCF se vaze
na povrchovy bunécény receptor c-kit, ktery ma vlastni tyrozinkinazovou aktivitu, a
nasledné je signal pfenesen do jadra HSC. Exprese c-kit receptorl se snizuje s postupnou
diferenciaci a vyzravanim buné¢k. Kromé SCF se v ¢asném stadiu hematopoézy uplatiuje
synergicky vliv I1-3, 11-6 a GM-CSF. V prib&hu vyzravani jednotlivych bunéénych linii
se do poptedi dostava vliv liniové specifickych RF — erytropoetin (EPO) pro ¢ervenou
krevni fadu; GM-CSF (granulocytdni a monocytarni kolonie stimulujici faktor), G-CSF
(granulocytarni kolonie stimulujici faktor), M-CSF (monocytarni kolonie stimulujici
faktor) pro leukocytarni krevni fadu a trombopoetin (TPO) pro megakaryopoézu (Ogava,
1993; Sieff et al., 2015).
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EPO je podstatnym RF pro funkéni erytropoézu. Jedna se glykoproteinovy hormon
produkovany z 90% v ledvinach (juxtaglomeruldrni buniky aferentnich arteriol), ktery je
nezbytny pro terminalni maturaci erytroidnich prekurzort. Studie provedend na mySim
modelu s homozygotni mutaci v genu pro erytropoetin nebo erytropoetinovy receptor
(EPOR) prokazala letalni selhani erytropoézy intrauterinné. U téchto embryi se BFU-E a
CFU-E vyvijely standardné¢, avSak dal$i maturace selhavala (Wu et al., 1995). Stimulace
erytroblasti EPO mé za nasledek zvySeni syntézy hemoglobinu a erytrocytarnich
membranovych komponent, zvysSeni prolifera¢ni aktivity a snizeni miry apoptdzy. Kromée
EPO se na vyvoji elementt ¢ervené krevni fady podili SCT, II-3 a GM-CSF, které maji
synergicky efekt s EPO (Wu et al., 1995; Jubinsky et al., 1997).

Nejsilnéjsim stimulem pro zvySené uvolnovani EPO je tkanova hypoxie. Pfi
snizeném parcialnim tlaku kysliku je komplex podjednotek hypoxii indukovaného faktoru
(HIF) stabilni a dochazi k jeho translokaci do jadra bunky, kde se podjednotka HIF lalfa
vaze HRE (hypoxia-responsive element) v zesilujici oblasti genu pro EPO (Semenza et
al., 2009).

K produkci zralych krevnich elementl je zapotiebi kromé vlastnich kmenovych
bun¢k, cytokint a rustovych faktorti také vhodné prostfedi. Stroma kostni diené tvori
retikularni bunky (fibroblasty), endotelidlni buniky, adipocyty, makrofagy, osteoblasty a
osteoklasty a mnoho dalsich (Antohony et al., 2014). Retikularni sit’ slouzi k uchyceni
hematopoetickych bunék, prostory mezi nimi jsou vyplnény extracelarni matrix tvofenou
proteoglykany, glykosaminoglykany, fibronektiny, kolageny, lamininem,
hemonektinem a trombospondinem. Toto uspofaddani umoznuje dostate¢né zasobeni
délicich se a diferencujicich se bunc¢k zivinami, usnadiuje mezibunécné interakce,
zprostifedkuje signdly k proliferaci a diferenciaci a zabezpeCuje adhezi a nasledné

uvolnéni zralych elementd do cirkulace (Gupta et al., 1998).

2 Metabolismus Zeleza a jeho regulace

Zelezo (Fe) patii spolu s ostatnimi stopovymi prvky mezi esencialni molekuly, jejichz
nedostatek nebo nadbytek vede k ohrozeni zivotnich funkci. Na bunéc¢né urovni se Fe tcastni

fady enzymatickych reakci, které jsou nezbytné pro pteziti bunék a pro jejich déleni. Za
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fyziologickych podminek je hladina Fe udrZzovéana v Gzkém rozmezi, protoZze jak nedostatek,
tak akumulace Fe v organismu ma zavazné dusledky pro buné¢né pochody. Nedostatek Fe muize
vést k zastave ristu bunky 1 k bunééné smrti. Pfi nadbytku Zeleza se po nasyceni kapacity
vazebnich proteinl projevuje schopnost volného Fe katalyzovat Fentonovu a Haber-Weissovu
reakci vedouci ke vzniku volnych kyslikovych radikalt (ROS). I pfesto, ze kazda buiika ma své
mechanismy eliminace malého mnozstvi ROS, pii nadbytku volného Fe je mnozstvi ROS vyssi
a elimina¢ni mechanismy nedostacuji. Cytotoxicita ROS je dana predevSim jejich schopnosti
poskozovat nitrobunééné struktury, bunééné membrany a i samotnou DNA (Lawen et al.,
2013).

Denni potfeba Fe u ¢lovéka je 20 — 25mg, pievazna cast je vyuzita v kostni dfeni pii
erytropoéze. Denné se vstieba jen 1 — 2mg Fe, toto mnoZstvi mize byt zvySeno na 3 — 4mg,
pokud to aktualni situace vyZaduje (napf. po akutnim krvaceni). Homeostaza Fe tedy zavisi na

ptijmu, uskladnéni a vyuziti Fe. Redistribuce Fe v organismu je znazornéna na Obrazku 2.

Obrazek 2: Redistribuce Fe v organismu.

Denni ztraty
1-2mg

/ Kostni dfef \'\
-300mg
( 20 25 \ fS‘If, <
ﬁ \marden -amg

Erytrocyty - 2500mg Denmpruem 1-2mg

\u 4 /\

Makrofagy 600mg

Zelezo je vstiebdvdno v enterocytech duodena, odkud je ve vazbé na transferin distribuovino
k cilovym buikdam, zejména k erytroblastim kostni diené, kde je vyuzito k syntéze hemu. Po
erytrofagocytoze senescentnich erytrocyti makrofagy, je toto zelezo opét redistribuovano ve
vazbé na transferin. Pouze 1 - 2mg je denné vylouceno z organismu.

Prevzato a upraveno: http://www.hepcidinanalysis.com/hepcidin.
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2.1 Vstrebavani Fe

Zelezo se ve stravé vyskytuje ve dvou formach — hemové a nehemové, tedy navazané
nebo nenavazané na hemovou skupinu. Fe vazané na hemovou skupinu je obsazeno zejména
V mase a vnitfnostech a je pro organismus dostupnéjsi a Iépe vstiebatelné neZ nehemové Fe
(Beard et al, 1996). Nehemové Zelezo se nachazi v rostlinné straveé, predevsim v lusténinach,
listové zelenin€. Mnozstvi vstiebaného Fe miize byt ovlivnéno soucasnou pritomnosti latek
podporujicich nebo inhibujicich vstfebavani. Mezi slouCeniny, které pozitivn€ ovliviuji
vstiebavani nehemového Fe tvorbou solubilnich chelatt, patii organické kyseliny,
aminokyseliny, askorbovéa kyselina a citrat. Na druhé strané pfitomnost polyfenoli, fytath
(obsazenych v celozrnnych vyrobcich, luSténinach) inhibuje vstfebavani Fe tvorbou

nerozpustnych komplext (Conrad, 1998).

2.1.1 Divalet metal transporter 1 a duodendlni cytochrom — b

Fe je vstiebavano v enterocytech duodena a horni €asti jejuna, vsttebatelné je vSak pouze
Fe v dvojmocném stavu (Fe?"). Trojmocny iont Fe (Fe3*), ktery je obsazen V rostlinné potravé,
musi byt nejprve redukovany na dvojmocny kationt. Tato reakce je zprostiedkovana
duodenalnim cytochromem-b (DCYTB), ktery v kyselém prostfedi redukuje Fe** na Fe?*
(McKie et al., 2001). Rozpustna forma Fe? je na apikalné strané enterocytu pfenesena
divalentnim transportérem kovi 1 (DMT 1) do nitra bunky, kde je Fe dale utilizované. DMT 1
je transmembranova protonova pumpa se schopnosti transportovat kromé Fe i dvojmocné
kationty médi, olova a zinku (Cannone-Hergaux et al., 2001). Homozygotni mutace v genu pro
DMT 1 vede u pacienti k tézké mikrocytarni hypochromni anémii. Soucasné tito jedinci maji
urcity stupen pietizeni Fe, zfejmé v disledku kompenzacniho zvySeni pfijmu hemového Fe pii
anémii (Priwitzerova et al., 2004).

Mechanismus transportu hemového Fe pfes apikdlni membranu enterocytu zatim zlistava
nejasny. ZvySeni exprese tzv. heme carrier proteinu 1 (HCP 1) pii hypoxii a jeho piitomnost ve
stievnich epiteliich signalizovala jeho ucast na pfenosu hemového Fe. Pozdéji bylo prokazano,
ze hlavnim substratem pro HCP 1 je folat, i presto jeho funkce hemového prenasece s nizkou
afinitou byla popsana (Le Blanc et al., 2012). Uvnitf enterocytu dale probihd degradace

komplexu hem-Fe enzymem hem oxygenazou za vzniku Fe?* iontd, biliverdinu a CO.
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2.2 Transport Fe

Stievni epitelie hraji klicovou tlohu v metabolismu Fe pii jeho zpfistupnéni ostatnim
tkanim. Dé&je se tak na bazolateralni membrané enterocytu v duodenu a v mensim mnozstvi
V horni ¢asti jejuna. Fe vazané na transportni proteiny stejné jako zasobni Fe musi byt pro
organismus netoxické. Pfed navazanim na transportni protein transferin je tedy nutnd jeho

opétovna oxidace na trojmocny kationt.

2.2.1 Feroportin

Jedinym dosud identifikovanym specifickym transportérem ionti Fe z bunky je
feroportin (FPN, Iregl, SLC40A1). Ve velké mife je exprimovany v enterocytech, makrofazich
jater, sleziny a kostni diené, v hepatocytech a buiikdch syncytiotrofoblastu. FPN je soucasti
membrany vétSiny ostatnich bunék, jedna se vSak pouze o malé mnozstvi pro potieby vlastniho
bunééného metabolismu (Nemeth et al., 2004). Vliv exprimovaného FPN v kardiomyocytech,
endoteliich cév mozkové tkanég, plic nebo v nddorovych bunkédch na riznd onemocnéni je
Vv centru zajmu védeckych skupin (Lakhal-Littleton et al., 2015; Chen et al., 2015; Mc Carthy
etal., 2014, Yang et al., 2005). Jedna se protein tvofeny 571 aminokyselinami, kddovany genem
na dlouhém raménku chromozomu 2. FPN prochazi membranou 9 — 12x a jeho N’ terminalni
konec je umistény v cytosolu (Liu et al., 2005; De Domenico et al., 2005, Rice et al., 2009;
Wallace et al., 2010). Umisténi C” terminalni ¢asti zistava nevyjasnéno. Studie vyuzivajici
znaceny protein prokazuji pfitomnost C” terminalniho konce také intracelularné (Liu et al.,
2005; De Domenico et al., 2007). Recentni studie s pouzitim monoklonalni protilatky prokazuje
piitomnost C’ konce extracelularné (Ward et al., 2012). Stejné jako struktura exportéru i
mechanismus jeho funkce zistava objasnén jen z ¢asti. FPN je jedinym dosud popsanym
receptorem pro hepcidin, regulacni hormon metabolismu Fe. Hepcidin po vazbé na FPN piimo
inhibuje eflux iontd Fe z buniky do plazmy. Po navazani hepcidinu na FPN dojde ke
konforma¢nim zménam a K internalizaci komplexu FNP-hepcidin do buiikky a nasledné
lysozomalni degradaci (Nemeth et al., 2004; Zhang et al., 2011). Po podani syntetického
hepcidinu dochazi u mysi k hypoferémii trvajici 48 hodin, zatimco clearence hepcidinu
z cirkulace je pouze nékolik hodin. Tento ¢asovy rozdil je ziejmé& potiebny k resyntéze FNP a
jeho internalizaci zpét do buné¢né membrany. Hepcidin se na FNP vaze v misté extracelularni
kli¢ky obsahujici cystein v pozici 326. Mutace v genu pro FPN, ktera ma za nasledek zaménu
aminokyseliny v pozici 326 polypeptidového fetézce, zpusobuje necitlivost FPN k hepcidinu a

je pri¢inou jedné z forem hereditarni hemochromatézy (Sham et al., 2009).
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2.2.2 Hefestin

S exportem Fe iontl extracelularné je tzce spjata i nutnost dvojmocné Fe oxidovat na
trojmocné Fe. Feroxidaza hefestin ziskala své jméno po feckém bohu kovarstvi Héfaistovi.
Strukturdlni i funkéni podobnosti byva enzym povazovany za membranovy homolog
ceruloplazminu, respektive za membranovy protein s ceruloplasminu podobnou ektodoménou
(Vulpe et al., 1999). Hefestin ma oproti ceruloplazminu navic na C terminalnim konci 86
aminokyselin, které prochdzi lipidovou dvojvrstvou a jsou zakonceny intracelularnim
segmentem (Petrak et al., 2005). Mysi s deficitem hefestinu maji stiedné tézkou az tézkou
hypochromni mikrocytarni anémii, Fe je ve stfevé normaln¢ absorbovano do enterocytd, ale
dalsi transport do cirkulace se neuskuteéni (Vulpe et al., 1999). U ¢loveéka byla exprese
hefestinu v rtizné mife prokazana v mnoha tkanich, véetné distalni ¢asti tenkého a tlustého

stfeva — tedy v mistech s minimalnim vstitebavanim Fe (Petrak et al., 2005).

2.2.3 Transferin

Po uvolnéni Fe z bazolateralni membrany enterocytu a jeho oxidaci na trojmocny
kationt je Fe navazané na transferin (Tf) dopravovano k mistim dal§iho zpracovani — zejména
prekurzoriim erytrocytli a svalovym bunkam. Transferin je syntetizovany pievazné v jatrech,
jeho molekulova hmotnost je 80kDa, gen pro tento protein je lokalizovany na dlouhém raménku
chromozomu 3 (Woods et al., 1990). V plazmé se vyskytuje jako apotransferin nebo
s navazanym jednim & dvéma ionty Fe®* (Aisen et al., 1978). Uplna absence transferinu je
vétsinou neslucitelna se zivotem, mutace vedouci k nizsi syntéze transferinu zptisobuji u svych
nositelll zavaznou hypochromni mikrocytarni anémii se soucasnym pietizenim Fe (Goldwurm
etal., 2000; Athiyarath etal., 2013). U zdravych jedinct je transferin saturovany z jedné tietiny,
pti nedostatku Fe se syntéza transferinu v jatrech zvySuje. Saturace transferinu je proto

dulezitym indikatorem deficitu Fe (Worwood, 1997).

2.2.4 Transferinové receptory 1 a 2

Cilovou molekulou pro transferin je transferinovy receptor 1 (TfR 1), transmembranovy
glykoproteinovy dimer, ktery je exprimovany v riizné mife ve vSech bunkach kromé erytrocytt.
Afinita receptoru pii pH 7,4 zavisi na saturaci transferinu, prednostné je navazan difericky
transferin. Komplex Tf — TR je endocyt6zou v klatrinovych inkluzich dopraveny do cytosolu,
pii snizeni pH specifickou proteazou se v endozomu uvolni ionty Fe a zbyly komplex apoTf -
TfR je internalizovany zpét do bunétné membrany (Worwood, 1997). Tento cyklus muze

molekula Tf opakovat az 100x (Pietrangelo, 2002). TfR muze byt uvolnén do plazmy a
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cirkulovat jako solubilni T{R, ktery je velmi dulezitym markerem erytropoetické aktivity i
metabolismu Fe. Vysoce homologni k TfR 1 je transmembranovy TfR 2, ma v§ak mnohem
niz$i afinitu (az 30x) k Tf, proto se pravdépodobné vice podili na regulaci Fe nez na jeho

transportu k cilovym bunkam (Kawabata et al., 1999).

2.3 Zasobni Fe

Uvolnéné Fe?* je vysoce reaktivni a je proto vzdy vazdno na definované proteiny. V
bunice muze byt zpracovano dvéma zpusoby: 1. intracelularné uskladnéno v molekule feritinu

a hemosiderinu nebo 2. transportovano pies bazalni membranu stfevnich epitelii do plazmy.

2.3.1 Feritin

Jednim z dosud nejlépe a nejdéle studovanym proteinem, ktery se ucastni metabolismu
Fe, je feritin. Molekulova hmotnost tohoto multimerického proteinu je 440kDa. Molekula
feritinu ma vlastnosti nanopasti, ktera ve svém nitru dokaze uskladnit az 4500 iontt Fe (Theil,
2013). Sklada se z 24 podjednotek — lehkych (L) a téZkych (H). V ruznych tkanich existuje
odlisné zastoupeni jednotlivych podjednotek v molekule feritinu. Podjednotka H ma
enzymatickou aktivitu, kterd méni vysoce reaktivni dvojmocné Fe na uskladnitelné trojmocné
Fe, gen pro tuto podjednotku je lokalizovany na chromozomu 19 (Arosio et al., 2010).
Podjednotka L je naopak neaktivni Casti feritinu a zda se, Ze je vice odolna degradaci a
denaturaci. Jedinou dosud jednozna¢né popsanou funkci podjednotky L je transport elektronti
pfi mineralizaci a demineralizaci Fe iontl (tedy pfevadéni Fe?" na Fe®" pfi uskladnéni a pii
piechodu Fe®* zpét k dvojmocné formé) (Carmona et al., 2014). Gen pro podjednotku L je
lokalizovany na chromozomu 11 (Arosio et al., 2010). Pomér podjednotek H:L neni fixni a
muZe se ménit s aktudlni situaci napt. pii infekci, zanétlivych procesech, pii ristu a vyvoji
organismu, stejné jako odpovéd’ na rizné stresové situace. Ve slezin€ a jatrech, kde je zelezo
fyziologicky skladovéano, byla v molekule feritinu popsana predominance L podjednotek,

naopak v srdci a ledvinach dominuje podjednotka H (Torti et al., 2002). Uplna absence
H podjednotek je neslucitelna se zivotem. MySi S heterozygotni mutaci v genu pro H
podjednotku maji mirné¢ vyssi hladinu L podjednotek feritinu ve tkanich, ale 7 — 10x vyssi
sérovy feritin a presto u nich v dospélém véku nedochdzi k pretizeni Zelezem. Heterozygotni
mutace pro H podjednotku by mohla byt pii¢inou vzacné se vyskytujiciho syndromu
hyperferitinémie bez pietizeni Fe, ktery byl popsany celosvétové u nékolika rodin (Ferreira et
al., 2001).
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Feritin je soucasné i reaktantem akutni faze zanétlivé odpovédi, pfi zanétlivém procesu
se jeho hladina zvysuje i nékolikanasobné. Toto zvySeni ma za nasledek hypoferémii v plazmé

a tedy nedostupnost Fe pro bakterie.

2.3.2 Hemosiderin

Druhou formou zasobniho Fe je hemosiderin — nerozpustny komplex c¢astecné
degradovanych multimeri feritinu. Fe zakomponované v hemosiderinu je htife odbouratelné a
reutilizovatelné nez ve feritinu. Mnozstvi hemosiderinu se zvySuje pfi nedostatecné kapaciteé
feritinu uskladnit piijaté Fe. Akumulace hemosiderinu a plné saturovaného feritinu poskozuje
bunéné membrany a intracytoplazmatické komponenty, coz ma za nasledek funkéni a
strukturalni postizeni bunck zivotné dilezitych organii vedouci k jejich selhani. Nejcastéji

byvaji postizena jatra, slezina, myokard, plicni tkan a endokrinni organy (Coleman, 2012).

2.4 Regulace homeostazy Fe

Nedostatek Fe 1 nadbytek Fe maji pro organismus zavazné disledky, proto musi byt jeho
hladina piisné regulovana. Omezena moznost exkrece Fe proto musi byt kompenzovana striktni
regulaci jeho absorpce. Homeostaza Fe je udrzovana regulacnimi mechanismy jak na Grovni
organismu jako celku (systémove) tak na bunééné Grovni.

Kli¢ovou molekulou, ktera hraje rozhodujici roli v udrzeni homeostazy Fe na systémové
urovni, je hepcidin. Objeveni a identifikace tohoto proteinu pied 15 lety oteviela novou kapitolu
metabolismu Fe a i pfes intenzivni vyzkum v této oblasti stile zistdva tada otazek
nezodpovézenych. Na bunééné trovni je homeostaza Fe regulovana posttranskripéné systémem
proteint IRP (iron regulatory protein) a odpovidajicich ¢asti mRNA IRE (iron - responsive

element).

2.4.1 Hepcidin

V roce 2000 byl z ultrafiltratu lidské plazmy izolovany peptid bohaty na cystein.
Pivodni nazev LEAP-1 (liver-expressed antimicrobial peptide 1) ziskal podle mista s nejvyssi
expresi a podle antimikrobialni aktivity, ktera byla prokazana na koloniich bakterii G+ rodu
Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, G- Neisseria a kvasinek Saccharomyces (Krause et al.,
2000). Ve stejnou dobu byla identicka molekula s nazvem hepcidin izolovana z moci (Park et
al., 2001). Prvni spojeni hepcidinu a metabolismu Fe pak pfinesla studie na mysSich modelech

s pretizenim zelezem (Pigeon et al., 2001). Hepcidin je syntetizovany ptevazné v jatrech jako
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preprohormon s 84 aminokyselinami, nasledné je v nékolika enzymatickych krocich $tépen na
biologicky aktivni peptid s 25 aminokyselinami (Valore et al., 2008). Byly popsany peptidy
s krat$im fetézcem (hepcidin—20 a hepcidin-22), které postradaji na N konci 5 aminokyselin
nezbytnych pro regulacni funkci metabolismu Fe, proto jsou dnes povazovany spiSe za inaktivni
degrada¢ni produkty hepcidinu-25 (Park et al., 2001). Gen pro hepcidin (HAMP) je
lokalizovany na chromozomu 19 a obsahuje 3 exony (Pigeon et al., 2001). VVzajemné interakce
hepcidinu a ostatnich molekul zucastnénych v regulaci ptijmu a redistribuce Fe jsou komplexni
a dosud ne plné objasnéné. Syntéza hepcidinu je stimulovana aktudlni hladinou Fe a zanétlivymi
cytokiny, negativni vliv na syntézu hepcidinu maji zejména zvysSena erytropoetické aktivita a

hypoxie (Ganz, 2004; Ganz et al., 2011). Regulaci syntézy hepcidinu znazornuje Obrazek 3.
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Obrazek 3: Regulace syntézy hepcidinu.
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N

Zanét

o% T
EGFR/testosteron Estrogen =
GDFISTWGS1/ERFE @
B EPO

\i \Hypoxie

Hladina Fe pres signalni kaskadu BMP/SMAD stimuluje syntézu hepcidinu, zatimco zanétlivé
cytokiny (11-6) vyuzivaji signalni drahu JAK/STAT k prenosu informace do jadra hepatocytu.
Hypoxie a zvySena erytropoeticka aktivita suprimuji syntézu hepcidinu dosud ne zcela
objasnénym mechanismem za ucasti riistovych faktoru EPO, HIF, GDF 15, TWGS I a ERFE.

EGFR/testosteron

- Erytropoeticka
aktivita

TIR 1,2 transferinovy receptor 1, 2; HFE protein dédicné hemochromatozy; HIV hemojuvelin;
BMP 6 bone morfogenic protein 6; BMPR 1,2 bone morfogenic protein receptor 1,2; SMAD
1, 4,5, 8 Small and Mothers Against Decaplentaplegic protein; JAK janus kinase; STAT 3
signal transducers and activators of transcription; 11-6 interleukin 6; 11-6R receptor pro I1-6;
HIF hypoxii indukovany faktor; EGFR receptor pro epidermalni ristovy faktor;, GDF 15
ristovy diferenciacni faktor 15; TWSG 1 twisted gastrulation homolog protein 1; ERFE
erytroferon; EPO erytropoetin, EPOR receptor pro erytropoetin
Prevzato a upraveno: Rishi et al., 2015.

19



2.4.1.1 Hepcidin a hladina Zeleza

2.4.1.1.1 BMP/SMAD

Regulace exprese hepcidinu aktualni hladinou Fe neni jednoznacné objasnéna. Existuje
vice signalnich a regulac¢nich molekul, které zprostfedkuji informace o aktualni hladiné Fe v
hepatocytu a méni expresi hepcidinu. Zasadni roli v regulaci produkce hepcidinu hladinou Fe
ma signalni draha BMP/SMAD (Bone morfogenic protein/Small and Mothers Against
Decaplentaplegic protein). BMP patii do rodiny cytokini TGF B. Tyto ristové faktory ovlivituji
vyvoj a proliferaci bunék, jejich diferenciaci a apotdzu. Zpétna vazba hladiny Fe na syntézu
hepcidinu je praveé zprosttedkovna BPM/SMAD signalni drahou (Parrow et al., 2014). Po
vazbé BMP na receptorovy komplex na povrchu buiiky dochdzi k aktivaci receptorové kinazy
a fosforylaci cytoplazmatickych proteini SMAD 1, 5 a 8. V dalsim kroku se tyto fosforylované
SMAD spojuji s proteinem SMAD 4, vytvaii komplex SMAD - SMAD 4, ktery po translokaci
do jadra indukuje transkripci cilového genu, napi. hepcidinu (Kautz et al. 2008; Meynard et al.,
2009). U savci bylo popsano ptres 20 riznych BMP. Mezi nimi ma v regulaci exprese hepcidinu
nezastupitelné postaveni pouze BMP 6. Pokud dojde k jeho uplnému vyrazeni, jeho funkci
nemuze zastoupit jiny BMP a dochazi k rozvoji zavazného pietizeni Zzelezem (Meynard et al.,
2009; Andriopoulost et al., 2009; Core et al., 2014). BMP 6 je exprimovany hlavné
v endoteliich jaternich sinusoid, které jsou v tzkém kontaktu s plazmou. Jakym zptisobem je
fizena exprese BMP 6 v hepatocytech hladinou plazmatického Fe, zatim zlistava nejasné (Zhao
et al., 2013). Pii mutaci SMAD 4 selektivné v hepatocytech dochazi u takto mutovanych mysi
k vyrazné supresi mRNA hepcidinu, jejimz dusledkem je opét zavazné pretizeni zelezem (Wang

et al. 2005).

2.4.1.1.2 Hemojuvelin (HJV)

Hemojuvelin (HJV, hemochromatosis type 2A) je membranovy protein s
glykosylfosfatidylinositolovou kotvou, exprimovany vyhradné¢ v hepatocytech. Je
koreceptorem BMP 6, homozygotni nebo dvojitd heterozygotni mutace genu pro HIV
vyznamné snizuje expresi hepcidinu a ma za nasledek onemocnéni juvenilni
hemochromatozou, vede u pacientd k zdvaznému pietizeni Zelezem — pravé v dasledku nizkych
hladin hepcidinu (Babitt et al., 2006). HJV -/- mutantni mysi maji snizenou expresi hepcidinu,
1 presto, ze maji vyssi expresi BMP 6, z cehoz je patrné, ze HJV je esencialni pro signdlni drahu
BMP/SMAD (Niederkofler et al., 2005). Krom¢ BMP 6 se HJV vaze také na neogenin,

transmembranovy protein exprimovany ve vétSiné bunék, ktery zpétnou vazbou reguluje
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sekreci HJV. Jeho ucast v regulaci metabolismu Fe doklad4 studie na mySim modelu s
mutovanym genem pro neogenin, coz u téchto mysi vede k pietizeni zelezem (Zhao et al.,
2014).

Do regulace hepcidinu pfes HJV zasahuje enzym matriptaza - 2, kterd je kdédovana
genem TMPRSS6 (transmembrane protease, serin 6 gene) a je nejvyznamnéjs$i molekulou s
inhibi¢nim G¢inkem na expresi hepcidinu. Matriptaza - 2 odstraiiuje z cirkulace HJV, pokud je
jeji enzymaticka aktivita snizend v disledku mutace TMPRSS6 genu, v hepatocytech dochazi
k neadekvatn¢ zvySené expresi hepcidinu, coz je podstatou anémie refrakterni na zelezo
(IRIDA). Tito pacienti v disledku vysokych hladin hepcidinu neodpovidaji na ordlni podavani
Fe preparatti a jen ¢aste¢né na parenteralni podani Fe (Silvestri et al., 2008; Heeney et al., 2014;
Rausa et al., 2015).

2.4.1.1.3 Protein dédi¢né hemochromatozy

Informace o aktualnim mnozstvi cirkulujiciho Fe je zfejmé& zprostfedkovana takeé
proteinem dédi¢né hemochromatézy (HFE) a TfR. HFE se vaze na TfR 1 a tato vazba je
kompetitivni s diferickym Tf. Pokud se zvysi hladina saturovaného transferinu, je HFE
z komplexu HFE-TfR 1 vytésnén a dojde k vazbé diferického Tf, coz je pravdépodobné
podstatny krok k zahajeni signalni kaskady vedouci k expresi hepcidinu (Schmidt et al., 2008).
HFE je schopen se také vazat na TfR 2, ktery je povaZzovany za marker saturace transferinu
(Goswami et al., 2006; Gao et al., 2009). Vyznamnost TfR2 a HFE doklada studie na mysim
modelu s vyfazenim jednoho nebo obou téchto proteinti z funkce. Dysregulace exprese
hepcidinu a stupen pfetiZzeni Fe je markantnéjSi pfi vyfazeni obou proteinli nez pii chybéni
pouze jednoho z nich (Wallace et al., 2009). Nov¢;jsi studie prokazuji, ze HFE reaguje s BMP
receptorem Alk3 (aktivin - like kinase 3), stabilizuje tento protein v membrang a zesiluje signal
prenaseny komplexem BMP/SMAD a tim ovliviiuje expresi hepcidinu v jaternich buiikach (Wu
etal., 2014).

2.4.1.2 Hepcidin a zanétliva aktivita

Regulace syntézy hepcidinu v pfitomnosti zdnétu je zprostiedkovand signalni drahou
JAK/STAT 3 (JAnus Kinase/Signal Transducers and Activators of Transcription 3). Jeji
aktivace je zahajena po stimulaci zanétlivymi cytokiny (lipopolysacharid, 11-6). 11-6 v lidskych
jaternich bunikach zvySuje expresi hepcidinu, zatimco cytokiny I. faze zanétlivé odpovédi (napf.

tumor nekrotizujici faktor alfa a interleukin 1 alfa) expresi hepcidinu neovlivituji. Hepcidin je
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tedy reaktantem II. faze zanétlivé odpovédi (Nemeth et al., 2002; Nemeth et al., 2004).
Mechanismus aktivace signalni drahy je obdobny jako u BMP/SMAD - po navazani ligandu
(napft. 11-6) na receptor dojde k aktivaci signalni drahy, jejimz vysledkem je fosforylace STAT
3. Aktivovany STAT 3 je nasledné translokovany do jadra, kde se vaze na prislusné transkripéni

faktory a zprostiedkuje transkrip¢ni aktivaci nebo inhibici cilovych gent (Yu et al., 2014).

2.4.1.3 Hepcidin a erytropoeticka aktivita

Kostni dien vyZaduje k udrZeni vyvazeného stavu erytropoézy neustaly piisun Fe. Jeho
hlavnim zdrojem v kostni dfeni jsou makrofagy, které obsahuji recyklované Fe
z fagocytovanych senescentnich erytrocyti. MenSi mnozstvi Fe je do kostni dfené
transportovano transferinem. Studie na mySich modelech prokazuji zvySeni hladiny hepcidinu
Vv piipad¢ snizené erytropoetické aktivity — napf. po ozafeni nebo po podani transfuze (Vokurka
et al., 2006). Tyto vysledky naznacuji, Ze mira erytropoetické aktivity kostni dfené je pfimo
nebo zprosttedkované regulacnim mechanismem exprese hepcidinu. Nejsilngjsi
erytropoetickou signalni molekulou je erytropoetin, ktery dynamicky reaguje na aktualni
potieby organismu stran zasobeni kyslikem. Je syntetizovany v ledvinach, v bunikach kostni
diené se vaze na erytropoetinovy receptor a iniciuje proliferaci a diferenciaci erytroidnich
prekurzori. Je signalni molekulou zejména Casnych stadii erytropoézy. Po podani EPO se u
¢loveéka snizuje hladina hepcidinu, coZ vede ke zvySeni piijmu Fe enterocyty a tedy ke zlepSeni
dostupnosti Fe pro potieby erytropoézy (Ashby et al., 2010). EPO pravdépodobné neni pfimym
supresorem hepcidinu (Sasaki et al., 2012).

Kandidatnimi erytropoetickymi molekulami, které hraji dosud ne zcela presné
definovanou roli v regulaci syntézy hepcidinu, jsou riustovy diferencia¢ni faktor (GDF 15),

twisted gastrulation homolog protein (TWSG 1) a nové objeveny erytroferon (ERFE).

2.4.1.3.1 Rdastovy diferenciacni faktor 15

GDF 15 je ¢lenem rodiny transformujicich rtistovych faktorti beta, ktera zahrnuje vice
nez 40 dalSich ¢lent a jejiz vliv se uplatiuje zejména pii bunééné diferenciaci, vyzravani a
apoptoze (Whitman, 1998). Strukturalné ma GDF 15 ojedinélé postaveni v této roding, protoze
pfitomnosti na cystein bohatych domén je vysoce homologni s ostatnim ¢leny TGF f rodiny,
avSak je minimalné homologni pofadim aminokyselin (méné nez 30%). (Bootcov et al., 1997).
Hladina GDF 15 se zvySuje u onemocnéni, ktera jsou spojena s neefektivni erytropoézou a

apoptozou vyzravajicich erytroidnich  prekurzori (napf. talasémie, kongenitalni
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dyserytropoeticka anémie, Diamonodva — Blackfanova anémie, deficit pyruvatkinazy nebo
refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty (Nemeth, 2010; Shalev et al., 2013; Pospisilova
etal., 2014 — priloha ¢. 1, Mojzikova et al., 2014; Ramirez et al., 2009). Na druhou stranu GDF
15 se nezvySuje u pacientli s expandujici efektivni erytropoézou; po HSCT nebo podani
syntetického EPO nebyl zaznamenany signifikantni narast hladin GDF 15 (Kanda et al., 2008;
Ashby et al., 2010). Lze tedy piedpokladat, ze GDF 15 uplatiuje sviij vliv pouze u patologické
erytropoézy a mize byt vyuzit ke sledovani aktivity neefektivni erytropoézy. (Musallam et al.,
2011). V promotorové oblasti genu pro GDF 15 jsou dvé vazebna mista pro protein p53. (Lim
et al., 2007; Li et al., 2000). Protein p53 je tumor supresorovym proteinem, ktery svou vazbou
na piislusné oblasti genil reguluje jejich transkripci, a proto je syntéza GDF 15 na bunécné
urovni spojena se sou¢asnym pozastavenim buné¢ného cyklu a indukci apoptozy. (Bauskin et
al., 2006; Tan et al., 2000).

Onemocnéni charakterizovand neefektivni erytropoézou jsou casto spojena se
soucasnym pretizenim Fe. Pfi¢inou byva neadekvatni supresese hepcidinu expandujici (zEasti
neefektivni) erytropoézou, jejiz signdly jsou ziejmée nadfazeny signallim o stavu zasob Fe. Po
ptidani GDF 15 do kultury hepatocyti in vitro dochazi k supresi mRNA hepcidinu, ziejmé pies
signalni drahu SMAD 2/3 — SMAD 4. U pacientii s talasemii major je hladina GDF 15
signifikantné zvySend a koreluje se stupném neefektivni erytropoézy. Flebotomie provedena u
mysi GDF 15 -/- a ,,wild-type* vSak vedla ke stejné supresi mRNA hepcidinu (Tanno et al.,
2007. Z téchto vysledku Ize usuzovat, ze za fyziologickych okolnosti GDF 15 nevede k supresi
hepcidinu, mohl by sviij vliv ale uplatiiovat pii supresi hepcidinu u onemocnéni s neefektivni
erytropoézou. Nizka hladina hepcidinu vede k vyssi expresi feroportinu v enterocytech a tedy
k vyssimu piijmu Fe z potravy (Nemeth, 2010). GDF 15 je tedy jednim z navrhovanych
erytroidnich regula¢nich proteint syntézy hepcidinu, pravdépodobné vsak sviij vliv uplatiiuje

pouze u stavl s neefektivni erytropoézou.

2.4.1.3.2 Twisted gastrulation protein homolog 1

Twisted gastrulation protein homolog 1 (TWGS 1) je produkovany casnymi stadii
erytroidnich prekurzorii. TWSG 1 v lidskych bunéénych liniich snizuje expresi hepcidinu
inhibici stimula¢nich signala pro BMP 2 a BMP 4. U talasemickych mysi byla detekovana
signifikantn¢ vyssi exprese TWSG 1 ve slezing, v jatrech a v kostni dfeni (Tanno et al., 2009).
Pravdépodobné¢ ale ani TWGS 1 neni pfimym regula¢nim proteinem hepcidinu, kterym by

erytropoetickd aktivita ovliviiovala syntézu hepcidinu. U mysi se béhem 24 hodin po krvaceni
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vyrazné snizuje hladina hepcidinu, zatimco odpovidajici zména exprese TSWG 1 nebyla

pozorovana (Kautz et al., 2014).

2.4.1.3.3 Erytroferon

Intenzivni vyzkum v oblasti metabolismu Fe v minulém roce vedl k identifikaci
hormonu erytroferonu (ERFE), ktery je uvolnovany erytroblasty jako odpoveéd’ na flebotomii
nebo injekci EPO. ERFE je produktem genu Fam132b a patii do rodiny piibuzné C1q/tumor
nekrotizujicicmu faktoru. ERFE -/- mysi vykazuji opozdénou supresi hepcidinu po flebotomii
nebo po podani EPO, coz prokazuje, Ze ERFE je nezbytny k rychlé odpovédi syntézy hepcidinu
na akutni zvySeni erytropoetického tsili organismu. Je zapotiebi dalsiho vyzkumu k rozpoznani
mechanismu uc¢inku ERFE, také dosud neni objasnéna signalni draha, kterou zvySena hladina

ERFE v hepatocytech reguluje syntézu hepcidinu (Kautz et al., 2014).

2.4.1.4 Hepcidin a hypoxie

Lidsky organismus je velmi citlivy k nedostate¢né dodavce kysliku do tkédni. Existuje
proto vice regulacnich a signalnich molekul, kterymi bunky reaguji na nizsi ptisun kysliku.
Hypoxii indukovany faktor (HIF) je transkrip¢ni faktor, ktery se sklada ze tii podjednotek —
HIF lalfa, HIF 2alfa a HIF 3alfa. Pokud je mnozstvi kysliku dostate¢né, jsou tyto podjednotky
pozménéné enzymem prolylhydrogenazou a jsou degradovany v proteozomech. Pfi snizeném
parcialnim tlaku kysliku je prolylhydrogenaza inaktivni, ¢imz dojde ke stabilizaci podjednotek
HIF a po translokaci do jadra komplex reguluje expresi specifickych cilovych gend.
Podjednotka HIF lalfa se vaze na HRE (hypoxia - responsive element) v promotorové oblasti
genu pro hepcidin a snizuje tim jeho expresi, jak v bunécné linii HEK 293 (lidské embryonalni

ledviny), tak v jaterni tkani mysi (Peyssonnaux et al., 2007; Greer et al., 2012).

2.4.2 IRP (iron regulatory protein) a IRE (iron-responsive element)

Na bunééné urovni je homeostiza Fe udrzovana systémem IRP (iron-responsive
protein) a IRE (iron-responsive element). IRP1 a 2 jsou cytosolické proteiny, které jsou schopné
se vazat na mRNA a tim postransla¢né regulovat jeji expresi. IRE je specificka sekvence mRNA
na 5" nebo 3 'nepiekladaném konci gent kodujicich proteiny ucastnicich se ptijmu, skladovani
a vydeje Fe bunkami. Jedna se o naptiklad o gen pro feroportin (FPN), feritin, transferin,
transferinovy receptor a DMT 1 (divalent metal transporter 1). Pokud se IRP vaze na mRNA

na 5’konci, dochéazi ke snizeni translace, pokud se IRP navdze na 3’konec mRNA, pak se
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translace zvys$i. Aktivita IRP zavisi na mnozstvi Fe v bunce. V piipad¢ nedostate¢ného
mnozstvi intracelularniho Fe se IRP1 a IRP2 vazou na IRE mRNA vySe zminénych genii a méni
jejich expresi. Timto mechanismem kazda bunika tidi postranskripné€ svoji vlastni homeostazu
Fe, kdy se napftiklad pfi nedostatku Fe zvysuje exprese transferinového receptoru nezbytného
pro piijem Fe a naopak snizuje exprese feritinu jakozto proteinu zasobniho (Pantopoulos et al.,
2004; Rouault et al., 2006; Wallander et al., 2006; Anderson et al., 2012).

Regulace homeostazy Fe je komplexni proces, ktery je fizen na nékolika urovnich.
V poslednich letech dochazi k vyraznym pokrokiim v pochopeni vzajemnych vztaht
homeostazy Fe mezi jednotlivymi regulacnimi proteiny a potfebami organismu (napf. zanétliva
odpovéd’ organismu nebo stavy spojené s tkanovou hypoxii), na druhou stranu stale existuji

nerozpoznané interakce na bunécné urovni a dalsi vyzkum je proto nezbytny.

3 Talasémie

Talasémie tvofi heterogenni skupinu geneticky podminénych onemocnéni cervené fady.
Spole¢nym rysem pro vSechny talasemické syndromy je defektni ¢i chybéjici syntéza jednoho
nebo vice globinovych fetézcti v molekule hemoglobinu. U zdravych lidi je hemoglobin tvoteny
¢tyfmi podjednotkami, kazda z nich se skladd z hemové skupiny a globinového fetézce. Pravé
globinové fetézce urcuji typ hemoglobinu, zatimco hemova struktura je vzdy identicka. Existuje
celkem Sest rtiznych globinovych fetézcu: alfa (a), beta (B), gamma (y), delta (3), epsilon (g),
zeta (€). Vice nez 95% Hb dospéelého ¢loveka tvoti hemoglobin A (Hb A), ktery je slozeny ze
dvou alfa a dvou beta fetézct (ao/Bf). Minoritn€ jsou pak u dospélého ¢loveéka zastoupeny Hb
A2 (00/09) a fetalni Hb F (aa/yy). V pribéh ontogeneze se vyskytuji embryonalni Hb Gower —
1 (CC/ee), Hb Gower — 2 (aa/eg) a Hb Portland (CC/yy), které jsou postupné ve druhém trimestru
nahrazovany fetalnim Hb F. Vys§i afinita Hb F ke kysliku zarucuje dostate¢nou oxygenaci tkdni

plodu.

Syntéza jednotlivych globinovych fetézct je pirisné regulovana. Geny pro Sest riznych
globinovych fetézct jsou lokalizované na chromozomu 11 (beta — like fetézce: B, v, d a €) a
chromozomu 16 (alfa-like fetézce: o a {) a jsou sefazeny v potadi, v jakém jsou b&hem
ontogeneze exprimované. Pokud neni syntéza globinti narusena, pak pomér alfa-like a beta-like
fetézcu v molekule hemoglobinu je roven 1,00 + 0,05. V pfipad¢ pacientt s talasemii je ale

tento pomér naruseny snizenou nebo uplnou absenci jednoho z fetézci, coz vede k akumulaci
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nadbyte¢nych nepostizenych globinovych fetézct, které nemohou byt sparované (Schechter,
2008).

3.1 Definice a epidemiologie

Talasemie postihuje az 7% celosvétové populace, ale jeji maximum je koncentrované do
oblasti Stfedomofi, zemi Blizkého vychodu, Indie, jihovychodni Asie a severni Afriky
(Obrazek 4). Mluvime o takzvaném talasemickém pasu. Mezi evropské oblasti s nejvyssi
prevalenci beta talasemie patii Recko, Kypr a Sardinie (6 — 19%). Vysoka koncentrace
mutovanych alel v oblasti talasemického pasu vede k castéjSimu vyskytu dvojitych
heterozygotnich nosicu talasemické alely nebo ke kombinaci talasemického nosicstvi s jinym
typem hemoglobinopatie u jednoho pacienta. V disledku globalizace a migrace dochazi také v
poslednich letech k rozsifeni talasemickych alel i do oblasti diive postizenych minimalné
(Angastiniotis et al., 1998; Weatherall et al., 2001). V zemich s vysokym vyskytem talasemie
je zaroven vysoka prevalence maldrie a je pravdépodobné, Ze pfitomnost talasemické alely
jedinctim poskytuje uréitou selektivni vyhodu (Mockenhaupt et al., 2004). Napiiklad genotyp
ao/a- je spojeny s 0 40% niz$im rizikem umrti na malarii pfi srovnani se zdravou populaci, u
genotypu a-/a- je toto riziko nizsi az o 60% (Williams et al., 2005). Ptesny mechanismus této
rezistence k onemocnéni malarii neni znamy, pravdépodobné se podili snizeni replikacni
schopnosti plazmodia v postizenych erytrocytech a zvysena destrukce infikovanych erytrocyta
(Pattanapanyasat et al., 1999; Ayi et al., 2004).

Obrazek 4: Svétova distribuce talasémie.

[ vyskyt a a B talasémie

Nejvice postizene oblasti tvori tzv. talasemicky pas, ktery zahrnuje oblasti Stredomori, zemi
Blizkého vychodu, Indie, jihovychodni Asie a severni Afriky.
Prevzato a upraveno: Williams et al. 2012.
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3.2 Patofyziologie

Talasemie délime podle chybéjiciho nebo snizené syntetizovaného globinového fetézce
na alfa talasemie (mutace v genu nebo genech pro a fetézec) a beta talasemie (mutace v genu
pro B fetézec). PostiZzena muze byt jedna alela (heterozygotni forma, talasemie minor) nebo obé
alely (homozygotni forma, talasemie major). § globinové fetézce jsou na kazdém chromozomu
pouze V jedné kopii, jina situace je u a globinovych fetézct, které jsou na kazdém chromozomu
ve dvou kopiich (al a a2). Delece vSech Ctyf geni pro o globinovy fetézec je neslucitelna se
zivotem, protoze tento fetézec je soucasti fetdlniho hemoglobinu, plod se nemiize vyvijet a
dochazi k fetalnimu hydropsu (Chui et al., 1998).

Nebalancovand syntéza globinovych fetézci mé za nasledek akumulaci volnych
nesparovanych fetézcii normalné syntetizovaného globinu. Precipitace téchto volnych fetézca
vede k poskozeni intracelularnich membran a tim ke zvySené apoptdze erytroidnich prekurzora.
Vysledny pocet uvolnénych zralych erytrocytii neodpovidd mnozstvi erytroidnich prekurzort,
které vstoupi do diferenciace (neefektivni erytropoéza). | tyto zralé erytrocyty vSak obsahuji
inkluze precipitovanych nesparovanych globinovych fetézcti a jsou proto zvySen¢ destruované

monocyt — makrofagovym systémem (Mehta, 2012; Benz et al., 2015).

3.3 Klinicka manifestace

Klinickd manifestace odpovidd stupni snizeni syntézy dané¢ho globinového fetézce.
Pacienti s talasemii minor byvaji asymptomatiéti, v laboratornim vySetfeni nachazime
mikrocytozu erytrocytl, normalni nebo zvyseny pocet erytrocyti, v natéru periferni krve riizné
morfologické odchylky (terCovité erytrocyty, dakrocyty). Na druhé stran€ pacienti
s homozygotni formou talasemie maji vyraznou mikrocytarni anémii s hodnotami hemoglobinu
30 — 50g/1. CeloZivotné jsou zavisli na pravidelné substituci erytrocytarnimi koncentraty, coz
vede k akumulaci Fe a jeho ukladani v parenchymatéznich organech (Martin et al., 2013; Benz
etal., 2014).

Klinicky lze odlisit jedince, jejichz hladiny hemoglobinu jsou niz§i nez u jedinct
s talasemii minor a transfuzi vyzaduji pouze ojedinéle. Radi se do skupiny talasemia intermedia
(Haddad et al., 2014). I piesto, ze ptivod Fe transfuzemi je u nich minimalni, dochazi po letech
trvani choroby k pietizeni Fe, pravdépodobné alteraci regulacnich mechanisma piijmu Fe

neefektivni erytropoézou (Taher et al., 2009).
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Alfa talasemické syndromy

Alfa talasémie je zplisobena ztratou jedné nebo vice alel pro alfa globinovy fetézec, pii
syntéze hemoglobinu se v buiice hromadi nadbytek nesparovanych beta globinovych fetézcil.
U ¢loveka je genovy lokus pro alfa globin na chromozomu 16 duplikovany, muze tedy dojit ke
ztraté jednoho, dvou, tfi nebo vSech Ctyt gend.

Alfa talasemie minima — delece jednoho genu se vétSinou neprojevi ani klinicky ani pii
vySetfeni krevniho obrazu. Elektroforéza hemoglobinu je normalni. Jedinou mozZnosti
identifikace téchto jedinct je DNA sekvenovani.

Alfa talasemie minor — k deleci dvou genti mize dojit na jednom chromozomu (o/--,
cis forma), nebo na po jednom genu na kazdém chromozomu (a-/a-, trans forma). Jedinci s alfa
talasemii minor maji mirnou anémii, mikrocytézu a hypochromii erytrocyti. Na rozdil od
pacientl s beta talasemii minor nenachazime zvySeni Hb A2 (Mehta, 2012).

Hemoglobin H — pii ztraté tfi funkénich gent pro alfa globinovy fetézec je vyrazny
nadbytek beta globinovych fetézcl, které spontanné agreguji do tetramert. Vysledkem je
hemoglobin H (BB/BP), ktery je detekovatelny pii elektroforéze Hb. Hb H ale neni schopny
prenaset do tkani kyslik, protoze disocia¢ni kiivka pro kyslik je vyrazné posunuta doleva (Benz
et al., 2014). Pacienti s hemoglobinem H byvaji symptomatiéti jiz pii narozeni, protoze alfa
globin je soucasti fetalniho Hb, po narozeni byva proto pritomny ikterus a anémie. Intrauterinné
volné gamma fetézce agreguji do tetramerti (Hb Bart), pii elektroforéze Hb v prvnich tydnech
zivota je detekovatelny v koncentraci 20 — 40%. V prubéhu zivota jsou nejéastéjsi piiznaky
dasledkem chronické hemolyzy — hepatosplenomegalie, ikterus, cholecystolithiaza.
Dysregulace metabolismu Fe u téchto pacientl vede v pozdéjsSim véku k hemosideroze jater a
myokardu i pfesto, ze vétSina pacientd nevyzaduje transfuze erytrocytarnich koncentrati (Benz
et al., 2014; Mehta, 2012; Lorey et al., 2001).

Alfa talasemie major — delece vSech &tyf geni pro alfa globin je neslucitelna
S extrauterinnim Zivotem. Pfi naprosté absenci alfa globinovych fetézcti dochdzi intrauterinné
k tvorbé gamma tetramert (Hb Bart), ktery ma desetinasobné vyssi afinitu ke kysliku.
Chronicka hypoxie zptisobuje zavazné poruchy vyvoje plodu a v disledku srde¢niho selhavani
k prosaknuti vSech tkani. Vétsina plodi umira intrauterinné, bylo v§ak popsano nékolik piipadt
zivé narozenych, ti vSak umiraji béhem prvnich hodin zivota (Carr et al., 1995). Soucasné
dochazi k ohrozeni zivota matky, zejména toxémii, polyhydramnionem, akutnim

hemoragickym Sokem aj. (Chui et al., 1998; Mehta, 2012)
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Beta talasemické syndromy

Mutace v genu pro beta globinovy fetézec vedou k beta talasémii. Historicky se beta
talasémie délily podle klinického prib&hu na formu minor, intermedia a major. Zavedeni DNA
sekvenovani identifikuje i pacienty s tzv. tichym nosi¢stvim talasemie. Pacienti maji v jednom
genu pro beta globinovy fetézec mutaci, ktera vede jen k velmi diskrétnimu snizeni produkce
beta fetézce a zadnym odchylkam v krevnim obraze (Thein, 2005; Mehta, 2012).

Pacienti s beta talasemii minor obvykle maji vyraznou mikrocytézu, hypochromii
erytrocytl, kompenzatorni erytrocytézu a mohou mit mirnou anémii. V natéru periferni krve se
vyskytuji rizné formy patologickych tvari erytrocytd, napt. poikilocyty, eliptocyty a terCovité
erytrocyty, muze byt pritomné bazofilni teCkovani. U nékterych pacientli je ptitomna
hepatomegalie a splenomegalie. Slezina je hmatnd u méné¢ nez 20 procent jedincl, pfi
ultrazvukovém vysetieni maji tito pacienti slezinu vétsi o 29 - 67 procent nez zdravé kontroly
(Tassiopoulos et al., 1995; Karimi et al., 2009). Naprosta vétSina pacientt béhem svého Zivota
nevyzaduje podani transfuze.
talasemie minor, ktera vSak k udrZeni stabilni hladiny hemoglobinu a kvality zivota pacienta
nevyzaduje pravidelnou substituci krevnimi derivaty. U vétSiny pacienti se hladina
hemoglobinu pohybuje nad 70g/l. Genotyp pacientii je znacné heterogenni, od homozygotni
formy mutaci vedoucich k mirnému snizeni syntézy fetézcli az po dvojité heterozygotni mutace
s ruiznym dopadem na syntézu globinu (Galanello et al., 1998; Taher et al., 2010). Na druhé
stran€ spektra stoji triplikace alfa globinového lokus u heterozygotniho nosicstvi beta talasemie,
ktera také v dusledku naruSeni poméru o:f fetézct vede k talasemii intermedia (Oron et al.,
1994). Klinickd manifestace beta talasémie intermedia je velmi rozdilnd — riizné zavazna
anémie s charakteristickymi talasemickymi rysy (mikrocytdza, hypochromie, erytrocytdza,
patologické morfologické odchylky erytrocytd v natéru periferni krve). Pacienti s timto typem
talasemie 1 ptfes absenci chronické erytrocytarni substituce trpi komplikacemi z pretiZeni
zelezem. Akumulace Fe je pravdépodobné zpiisobena alteraci regulace ptijmu Fe ze stravy.
Klicovy vyznam ma v tomto piipadé neefektivni erytropoéza, kterd pies dosud neobjasnénou
signalni drahu, snizuje hladinu hepcidinu s naslednym zvysenim piijmu Fe ze stravy (Tanno et
al., 2007; Origa et al., 2007). Pietizeni Fe se u téchto pacient objevuje o 10 — 20 let pozdé&ji
nez u pacientll s pravidelnym podavanim transfuzi. V nasledujicich letech se da ocekavat, ze
intenzivni vyzkum v oblasti terapeutickych zasahti do regulace metabolismu Fe povede ke

zlepseni prognozy pacientl s talasemii.
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major. Inaktivace obou beta globinovych genl zptlisobuje uGplnou absenci nebo vyrazné
snizenou syntézu beta globinového fetézce. Volné alfa fetézce jsou nestabilni a spontanné
agreguji do tetramert. Vytvorend inkluzni téliska vedou k neefektivni erytropoéze Vv kostni
dieni a také zkraceni zivotniho cyklu erytrocytu piredcasnym rozpadem ve slezin¢ (Olivieri,
1999). Intrauterinné a béhem prvnich mésicti zivota jsou homozygotni jedinci asymptomaticti,
protoze Hb F (ao/yy) je dominujicim hemoglobinem a jeho syntéza neni ovlivnéna. Pfi
nasledném snizovani Hb F a neadekvatnim zvySovani Hb A se objevuje zdvazna mikrocytarni,
hypochromni anémie, vétSina pacientl je diagnostikovana do 2 let véku. Klinické projevy
talasemie jsou kombinaci ¢tyt patologickych stavii — anémie X chronické hemolyzy X ptetiZzeni
Fe X expanze erytropoézy. Trvalda hemolyza ma za nasledek ikterus, splenomegalii a
hepatomegalii a tvorbu Zlu¢ovych kament. Soucasné se na hepatomegalii a fibrozni prestavbé
uplatiluje vliv akumulovaného Fe a u nékterych pacientid i koincidence infekéni virové
hepatitidy B a C. (Benz et al., 2014; Mehta, 2012). Chronicka hypoxie zpisobuje expanzi
erytropoézy extramedularné — v jatrech, slezin¢, ledvindch a také tumoriformnich masach
v mediastinu nebo retroperitoneu (Dragean et al., 2011). Kostni abnormality jsou také
disledkem expanze erytropoézy, nejznatelnéjsi jsou v obliceji — prominence a zvétSeni maxily,
relativné maly nos a vystupujici horni fezédky (facies talasemica), rozsifeni dieniové dutiny a
ztenceni kompakty plochych kosti se projevuji typickym radiologickym nalezem ,,hair-on-
end®. Patologické fraktury obratlli a dlouhych kosti jsou diisledkem osteopenie a osteopordzy
u adolescenti a mladych dospélych (Basu et al., 2009). ZvySeny obrat Fe pifi expanzi
erytropoézy a exogenni piivod Fe transfuzemi maji za nasledek hemosiderozu jater, sleziny,
myokardu a endokrinnich zlaz. Endokrinopatie zahrnuji hypogonadismus (40 — 55%), ristovou
retardaci (33%), diabetes mellitus (6 — 13%), hypothyre6zu a hypoparathyre6zu (10 — 11%).
Casné zahajena chelata¢ni 1é¢ba zastavuje progresi postiZeni, neni viak jasné, jestli jiz vzniklé
zmény jsou reverzibilni (Fung et al., 2006; Vogiatzi et al., 2009). Kardialni postizeni je ¢astou
pti¢inou smrti, kombinace chronické anémie a hemosiderézy myokardu zpisobuje poruchy
rytmu, ischemickou chorobu srdec¢ni, dilataci levé komory a v neposledni fadé srde¢ni selhavani
(Pepe et al., 2013). Kvalitu Zivota pacientu S talasemii vyrazn¢ ovlivituje bolest. Multicentricka
prospektivni studie s ucasti 258 subjektti dokumentuje negativni vliv bolesti na kvalitu zivota
jednotlivce. 81% pacientii pocitovalo v poslednim roce bolesti, v intervalu 5 let pak 31%.

Nejcastéji se jednalo o bolesti hlavy, stiedni a dolni Casti zad a bolesti nohou. Pfi regresni
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analyze vyskyt bolesti koreloval s vékem, ne vsak s tizi anémie, typem talasemie, poctem

transfuzi, chelata¢ni 1é¢bou ani kostni denzitou (Haines et al. 2013).

3.4 Diagnostika

V krevnim obraze pacientl s talasemii nachazime vyraznou mikrocytozu (pod 65 fl) a
hypochromii (pod 20 pg/l) erytrocytii. Kompenzaéné je zvyseny pocet cervenych krvinek a
retikulocytll, v disledku neefektivni erytropoézy vsak zvyseni poctu retikulocytti neodpovida
tizi anémie. Distribu¢ni §ife erytrocytli byva normalni, nebo jen lehce zvySena. V natéru
periferni krve jedincii s talasemii minor jsou pfitomné mikrocytarni a hypochromni erytrocyty
bikonkévniho tvaru, na rozdil od pacient s beta talasemii major, u kterych se castéji vyskytuje
poikilocytoza, terCovité erytrocyty, eliptocyty, jaderné erytrocyty a bazofilni teckovani.
Osmoticka rezistence erytrocyti je zvysena (Sirichotiyakul et al., 2004). Pro kostni dfen
talasemickych jedinct je typicka erytroidni hyperplazie (pomér myeloidni a erytroidni fady
mife byt 1:20, u zdravych lidi se tento pomér pohybuje 1.5 — 3:1) (Benz et al., 2014).
Elektroforéza Hb identifikuje pacienty s abnormalnim spektrem, napf. pacienti s beta talasemii
minor maji az dvojnasobné zvysenou hladinu HbA2, u nékterych jedinci byva zvyseny i HbF.
V pfipadé bodovych mutaci se uplatituji molekularné genetické metody — polymerdzova
fetézova reakce, real-time polymerazova fetézova reakce, hybridizace se specifickymi DNA
sondami a sekvenovani DNA (Divoky et al., 2005). Dosud jiz bylo identifikovano pies 300

dele¢nich a bodovych mutaci vedoucich k beta talasemii.

3.5 Lécba

Pacienti s talasemii minor vét§inou nevyzaduji zadnou 1é¢bu. Zejména v zemich, kde se
nosi¢stvi talasemie vyskytuje minoritné (véetné Ceské republiky), jsou asto tito pacienti mylné
léCeni preparaty Fe. Mikrocytarni a hypochromni anémie je v tomto pfipad¢ povazovéana za
anémii sideropenickou. Nosi¢stvi talasemie je pak diagnostikované az pii neadekvatni odpovédi
na tuto 1écbu. Zakladem terapie tézSich forem talasemie (intermedia a major) je substituce
erytrocytarnimi koncentraty. Pacienti s talasemii intermedia vyzaduji 1écbu transfuzemi
erytrocytl v détstvi a v dob& dospivani jen ojedinéle a k pravidelna substitu¢ni terapii, pokud
vibec musi byt zahajena, dospé&ji az po ukonceni druhé dekady zivota. Pacienti s talasemii
intermedia v pozd&jsim véku trpi pietizenim Fe v dsledku alterace metabolismu Fe neefektivni
erytropoézou (Taher et al., 2009). Transfuze tuto patologickou krvetvorbu potlacuje a vede ke
zvySeni hladiny hepcidinu a tedy ke snizeni absorpce Fe ve stfevé (Pasricha et al., 2013). U

beta talasemie major se primérnd hladina hemoglobinu pohybuje kolem 30g/1, a proto tito
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pacienti zahajuji pravidelnou transfuzni 1é€bu vétSinou hned po stanoveni diagnozy, tedy
v ¢asném détstvi. Casové rozmezi podavani jednotlivych erytrocytarnich koncentratd je 2 — 4
tydny.

Pravidelny piivod Fe transfuzemi a neefektivni erytropoézou zprostiedkovana
hyperabsopce Fe u pacientti s TI a TM zpusobuji pietizeni zelezem (Rachmilewitz et al., 2011,
Goss et al., 2014). Soucasti 1é¢by je tedy podavani chelata¢nich latek k vyvazani nadbyte¢ného
Fe, k jeho exkreci pak dochazi mo¢i nebo stolici. Existuji 3 typy chelata¢nich latek:

1. Deferoxamin (Desferal) — 1 molekula desferoxaminu vaze 1 atom Fe, indikace:
ptetizeni Fe jakéhokoliv pivodu.

2. Deferiprone (Ferriprox) — 3 molekuly deferipronu vyvazuji 1 atom Fe, indikace:
pacienti s talasemii major nad 10 let véku, u kterych nelze podavat desferoxamin.

3. Deferasirox (Exjade) — 1 atom Fe se vaze na 2 molekuly deferasiroxu, indikace
preparatu je pretizeni Fe u pacientt od 2 let véku se zavislosti na transfuzich, u kterych je 1écba
deferoxaminem kontraindikovana nebo nevhodna (Kwiatkowski et al., 2012, Jonasova, 2012).

Soucasti 1écby talasemie je IléCba piidruzenych komplikaci, je tedy nutny
multidisciplinarni pfistup zahrnujici péci kardiologickou, endokrinologickou, ortopedickou a
chirurgickou.

Kurativni 1é¢bou talasemie jsou transplantace kmenovych bunék krvetvorby (HSCT) a
genova terapie. Prvni HSCT byla provedena jiZ v roce 1982 a od té doby byla vyuZita k 1é¢bé
talasemie u vice nez 3000 pacient (Thomas et al., 1982; Angelucci et al., 2008). Overall event-
free survival je 80 — 97% v zavislosti na pokro¢ilosti onemocnéni. Nejvhodnéjsim darcem je
zdravy HLA shodny sourozenec (Lucarelli et al., 2008). Genova terapie talasemie je moznosti
kurativni 1é¢by pro pacienty, kteti nenajdou vhodného darce k transplantaci. S uspéchem byla
poprvé pouzita u pacienta s talasemii Hb E/B- v roce 2010. Celkem nyni probihaji tii klinické
studie zahrnujici 7 pacientl, u vSech byl pouzity lentivirovy vektor se schopnosti zaclenit
funk¢ni gen pro beta globinovy fetézec do genomu pacienta. Tato 1écba je zatim experimentalni,
protoze chybi dostupné informace o mutagenezi po zasahu do genetické informace pacienti

(Finotti et al., 2015).

4 Vrozené poruchy erytrocytarni membrany

vvvvvvvv

vrozené hemolytické anémie (Perrotta et al., 2008). Erytrocyty jsou bezjaderné krevni
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elementy bikonkavniho tvaru. Tento tvar je udrzovany komplexni siti proteini, kterd je
ukotvena k vnéjsi lipidové dvojvrstvé. Bikonkdvni tvar erytrocytu zvétSuje vlastni bunécny
povrch, na kterém probihd difuze krevnich plynii, a zaroven poskytuje erytrocytu
deformovatelnost a usnadnuje tedy jeho prichod kapildrnim fecistém tkani. Proto zna¢na cast
metabolismu erytrocytu je zamétfena na udrzeni tohoto tvaru. Erytrocyty jedincl s vrozenym
defektem syntézy né€kterého z proteint stabilizujicich binkokéavni tvar erytrocytu maji vyrazné
snizenou zivotnost. Pfi pruchodu kapildrami dochazi u téchto Cervenych krvinek ke ztratam
Casti lipidové dvojvrstvy, ¢imz se povrch erytrocytu zmensuje, zatimco jeho objem zustava
konstantni. Dtsledkem téchto drobnych ztrat ¢asti membrany je zména permeability ¢ervené
krvinky a zhorSena deformabilita a jeji nasledny ptedéasny rozpad ve sleziné (Yang et al., 1992;
Da Costa et al., 2013).

Hereditarni membranopatie jsou historicky déleny podle morfologie erytrocytii. Nejcastéji
se vyskytuje hereditarni sférocytéza, dale hereditdrni eliptocytoza, vzacné hereditarni

pyropikilocyt6za a hereditarni stomatocytoza.

4.1 Definice a epidemiologie

4.1.1 Hereditdarni sférocytoza (HS)

Zakladnim charakteristickym rysem této membranopatie je sféricky tvar ¢ervenych
krvinek v natéru periferni krve. Incidence je udavana v rozmezi 1:3000, ale pravdépodobné je
vyssi v disledku nerozpoznanych mirnych forem. HS je skupina heterogennich syndromi
vedoucich ke zméné vnitini struktury cytoskeletonu erytrocytu a tim i ke zméné jeho tvaru.
V 75% ptipadl je HS dédéna autosomalné dominantné (An et al., 2008). Celkem je znamo Sest
gend kodujicich integralni nebo periferni proteiny, jejichz mutace vede ke snizeni syntézy
daného proteinu a mé za nésledek typicky sféricky tvaru erytrocytii. Nejdéle je znamy deficit
spektrinu, bilkoviny pasu jedna, ktera se sklada ze dvou heterodimertu — alfa a beta (geny
SPTAL a SPTB). Mezi dalsi proteiny zptsobujici HS patii ankyrin (gen ANK1), protein pasu
3 (gen SLC4A1), protein pasu 4.1 (gen EPB41), pallidin (protein pasu 4.2, gen EPB42) a Rh
asociovany glykoprotein (gen RHAG). Mnohem castéji neZ primarni deficit spektrinu se
vyskytuje deficit sekundarni v dasledku snizené syntézy ankyrinu (Perrotta et al., 2008; An et
al., 2008).
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4.1.2 Hereditdrni eliptocytoza (HE)

Tvorba eliptocytl je typickym ndlezem u hereditarni eliptocytozy. Incidence HE je
udavana 1:2000 — 4000, ale realné¢ se muze vyrazné odliSovat vzhledem k moznému
asymptomatickému pribéhu (Gallagher, 2004). Vyssi incidence je zaznamenana v oblasti
Afriky a Stiedozemi (Dhermy et al., 2007). D&di¢nost je vétSinou autosomalné dominantni (An
et al., 2008). V dusledku deficitu proteini pasu 4.1 nebo spektrinu jsou naruseny horizontalni
a lateralni interakce cytoskeletonu, coz vede k charakteristickému tvaru erytrocytd (An et al.,
2008; Gallagher, 2004). Podtypem HE je hereditarni pyropoikylocytdza, zpusobena
homozygotni nebo dvojité heterozygotni mutaci v genu pro spektrin alfa (SPTA1) (An et al.,
2008).

4.1.3 Hereditdrni stomatocytoza

Vyskyt hereditarni stomatocytdézy je mnohem méné Casty nez HS a HE. Presny
geneticky defekt neni znamy, ale u Casti pacientl se vyskytuje mutace v genu pro stomatin a
nebo pro Rh asociovany glykoprotein (Bruce et al., 2009). Stomatocyty maji zvySenou
propustnost pro kationty sodiku a drasliku. Zména permeability membrany vede ke dvéma
subtypim — hyperhydratovana a dehydratovana forma (An et al., 2008; Bruce et al., 2009).
Hyperhydratovand forma je zpiisobena zvySenym prinikem iontd sodiku do erytrocytu, ktery
prevysuje unik drasliku, nasledkem zvysené hladiny sodiku je osmoticky fizeny piesun molekul
vody intracelularné. U dehydratované formy je v poptedi zvySeny Unik iontl drasliku z buiiky,

ktery neni kompenzovany adekvatnim pfijmem iontl natria, coz vede k dehydrataci erytrocytt

(Mohandas et al., 2008).

4.2 Patofyziologie

Morfologické zmény erytrocytii maji za nasledek zhorSeni bunééné deformability, coz se
projevi pti priichodu kapilarnim fe¢istém a slezinnymi siny. B€hem kazdého prichodu krevnim
feCiStém dochazi ke ztratdm bunééné membrany v podobé odlucujicich se mikrovezikul.
Zatimco povrch buiiky se zmensuje, intracelularni obsah se neméni, coz zptisobuje typicky tvar
erytrocytl a zvyseni rigidity bunék. Prodlouzeni kontaktu s makrofagy ve slezin¢ a ptisobeni
nizké koncentrace gluk6zy ma za nasledek predcasny rozpad erytrocytil a fagocytdézu bunkami
monocyto — makrofagového systému. Hemolyza je tedy prevazné extravaskularni (Yang et al.,
1992; Da Costa et al., 2013).
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4.3 Klinicka manifestace

Pacienti s vrozenou korpuskularni hemolytickou anémii maji rizné zavazny stupen
anémie, zloutenku a splenomegalii (aZ 75% pacientil). Pacienti s mirnou formou HS (20 — 30%)
byvaji asymptomaticti, v krevnim obraze je zvySena distribu¢ni Sife erytrocytli a stfedni obsah
hemoglobinu. Vyssi pocet retikulocytli adekvatné kompenzuje zvySenou destrukci erytrocytu,
podet sférocytll v natéru periferni krve je nizky. Casto tito pacienti byvaji diagnostikovani az
pfi rozvoji hemolytické nebo aplastické krize (Gallagher, 2004). Ptiblizn¢ 60% pacientii ma
sttedné tézkou formu HS, v krevnim obraze nachdzime vyssi procento sférocyti, hladina
hemoglobinu se pohybuje nad 80g/l, je pfitomna vyraznd retikulocytéza a mirny stupeni
hemolyzy (Perrotta et al., 2008; Bolton-Maggs et al., 2004). Tézka forma HS postihuje asi 5%
pacientli, je charakterizovana vystupfiovanou hemolyzou, zavaznou anémii s hodnotami
hemoglobinu 60 — 80g/1, vyraznou retikulocytézou (nad 10%) a splenomegalii. Jedinci vyZaduji
pravidelnou transfuzi erytrocytarniho koncentratu (Perrotta et al., 2008; An et al., 2008).
Homozygotni forma HS muze vést k fetalnimu hydropsu (Whitfield et al., 1991). Jedinci s HE
vétSinou maji mirny pribeh onemocnéni, vystupiiovana erytropoéza pokryva ubytek erytrocyta
v dusledku zvysené destrukce. Proto anémie pokud je pfitomna, je mirna, pocet retikulocytii je
zvyseny a mize byt pfitomna mirna elevace ptimého bilirubinu, ktera ale nevede k vyraznému
ikteru (An et al., 2008). Vyjimku tvofi pacienti s hereditarni pyropoikilocytozou, ktefi trpi

tézkou formou anémie, ¢asto s nutnosti erytrocytarni substituce (Gallagher, 2013).

Mezi nejcastéjsi komplikace vrozenych hemolytickych anémii patii hemolyticka,
aplasticka a megaloblasticka krize. Hemolytickd krize navazuje na probihajici infekci,
nejcastéji virové etiologie. Pravdépodobné aktivaci lymfatické tkdné sleziny dochéazi ke
zvySené destrukci erytrocytl, k poklesu hemoglobinu a vystupnovani hemolyzy. Aplasticka
krize je zplisobena pfechodnym utlumem erytropoézy pfi infekci Parvovirem B19, miize byt
ale zptisobena i jinymi viry. Diferencialné diagnosticky lze tyto dva akutni stavy rozlisit
pritomnosti nebo absenci zvySeného poctu retikulocyti a nepiimé hyperbilirubinémie.
Megaloblasticka krize se objevuje u pacientl s podvyzivou, u kterych piijem kyseliny listové
neni dostate¢ny pro pokryti potfeb vystupiiované erytropoetické aktivity (Bolton-Maggs et al.,
2004; Gallagher, 2013). Castou komplikaci u pacientd s poruchami erytrocytarni membrany
je tvorba zlucovych kamenii. Chronicka hemolyza ma za nésledek vysoky obrat bilirubinu a
naslednou cholecystolithiazu, ktera je detekovatelna ultrasonograficky u 41% (Tamary et al.,

2003). Vzacné se mohou vyskytovat kozni 1éze v oblasti dolnich koncetin, tumoriformni
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extramedularni erytropoéza, priapismus a kardiomyopatie (Bastion et al., 1990; Prabhakaran
et al., 2007; Finsterer et al., 2007; Rabhi et al., 2011).

4.4 Diagnostika

Zakladem pro diagnostiku vrozenych membranopatii je kompletni krevni obraz a pec¢livé
zhodnoceni natéru periferni krve. Nalezeni morfologicky odchylnych erytrocyti ma vysokou
senzitivitu a specificitu. V biochemické vySetieni séra jsou pritomné znamky hemolyzy —
elevace neptimého bilirubinu a laktatdehydrogendzy, snizeni haptoglobinu. Mezi specialni
metody, které prokazuji zménu vlastnosti patologickych erytrocytl, patifi test osmotické
rezistence. Tento test je zalozeny na inkubaci erytrocytll pacienta v hypotonickém roztoku
NaCl. V hypotonickém prostedi erytrocyty nasavaji molekuly vody, aby doslo k vyrovnani
osmolality cytoplazmatického prostfedi. Po dosaZeni této rovnovahy dochazi k lyze bunky.
Zdravé erytrocyty hemolyzuji v 0,45% NaCl a kompletni 1yzy je dosaZeno pii koncentraci 0,3%
NaCl. Sférocyty, eliptocyty a jiné morfologické odchylky erytrocytii maji zmenSeny bunécny
povrch pfi zachovaném vnitinim objemu, k hemolyze tedy dochdzi v méné hypotonickém
roztoku neZ u zdravych erytrocytii. Jejich osmoticka rezistence je snizend, na rozdil od chorob
s vysokym podilem terCovitych erytrocyti (napt. talasemie), kde je naopak osmoticka
rezistence zvySena (Bolton-Maggs et al., 2004). Dtive byl ke stanoveni diagndzy HS pouzivany
test autohemolyzy prokazujici zvySenou hemolyzu pfi inkubaci erytrocytii ve fyziologickém
roztoku za souc¢asného piidani ATP a glukézy po dobu 48 hodin. Pro ¢asovou naro¢nost se ale
dnes vyuziva minimalné (Thornburg et al., 2003). Dal§imi vhodnymi metodami detekce HS
jsou glycerolovy test a jeho modifikace Pink test, pii kterych je zjistovana hemolyza erytrocyt
V kyselém prosttedi roztoku glycerolu. Senzitivita téchto testl je vyS$si nez u testu osmotické
rezistence (Brabec et al., 1991). Pro svou jednoduchost a ¢asovou nenaro¢nost je dnes Casto
vyuzivany test kryohemolyzy, pfi kterém jsou erytrocyty v hypertonickém prosttedi nejprve
zahiaty na 37°C a nasledné zchlazeny na 4°C po dobu 10 minut, procento hemolyzy je u
patologickych erytrocyt vyssi nez u zdravych (Iglauer et al., 1999). Ke stanoveni diagnozy je
rovnéz mozné vyuzit prutokové cytometrie, zalozené na vazb¢ kyseliny eosin 5 maleimidové,
kterd se vaZe na protein pasu 3 a Rh asociované proteiny a po excitaci modrym svétlem zelené
fluoreskuje. V ptipadé defektu v nékterém z téchto proteint se intenzita fluorescence snizuje.
Senzitivita tohoto testu se pohybuje v rozmezi 89 — 96%, specificita 94 — 99%, vyhodou je

potieba malého mnozstvi erytrocytl a ¢asova nenaro¢nost (King et al., 2000).
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4.5 Lécba

U vétSiny pacientl je po jednom roce véku dosazeno ustaleného stavu mezi hemolyzou a
zvySenou erytropoetickou aktivitou a neni tedy zadna 1é¢ba nutnd. Pravidelnou substitu¢ni
1é¢bu erytrocytarnimi koncentraty vyzaduje méné nez 30% pacienttli, novorozenci a kojenci do
ukonceného 1. roku zZivota jsou zavisli na transfuzich az v 70%, zfejmé neschopnosti
vyzravajici krvetvorby kompenzovat rychlejsi zanik erytrocytl. Pacienti se stiedné tézkou a
tézkou formou vrozené hemolytické anémie jsou indikovani ke splenektomii, kterda snizuje
intenzitu hemolyzy a tedy i tvorbu zlu¢ovych kamentd (Bolton-Maggs et al., 2004). Relativni
kontraindikaci splenektomie je vek, jeji provedeni je doporucovano az po 6. roce veéku. Pred
provedenim elektivni splenektomie je nezbytné zahajit ockovani proti opouzdienym mikrobim
(Streptococcus pneumonie, Neisseria meningitidis a Hemophilus infuenzae). Po splenektomii
by méla byt zahajena dlouhodoba antibioticka profylaxe (nej¢astéji penicilinovymi antibiotiky).
I pres tato preventivni opatfeni jsou pacienti po splenektomii dozivotné ohrozeni rozvojem
syndromu fulminantné¢ probihajici sepse splenektomovanych (OPSI, overwhelming
postsplenektomy infection), a proto by méla byt empiricka antibioticka 1écba zahajena pfii
kazdém hore¢natém onemocnéni neprodlené. Dalsi moznou komplikaci u splenektomovanych
jedinct je zvySené trombogenni riziko v disledku zvySeni cirkulujicich trombocyti, leukocytt
a hladiny fibrinogenu, v krvi splenektomovanych pacientd byly rovnéz nalezeny mikroc¢astice
zvysujici prokoagulacni aktivitu faktoru VIII a XI. Standardn€ je proto doporuceno podani

nizkomolekularniho heparinu v profylaktické davce (Poldk et al., 2013).
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Il. Experimentalni cast

5 Metabolismus Zeleza a erytropoeticka aktivita u vrozenych

poruch erytrocytarni membrany a talasemie minor

5.1 Cil studie

Cilem studie bylo zhodnotit vztah mezi erytropoetickou aktivitou a metabolismem
Fe u détskych pacientll s poruchami erytrocytarni membrany a nosi¢stvim talasemické

mutace.

5.2 Material a metody

5.2.1 Soubor pacienti

Soubor pacientt tvofilo 13 détskych pacientt s talasemii minor (10 pacienti s beta
talsémii minor a 3 pacienti s alfa talasemii minor, vékové rozmezi 3-17 let), 20 déti
s poruchami erytrocytarni membrany (18 s HS a 2 s HE, v€kové rozmezi 2-18let) a 1
pacientka s talasemii major (7 let). Jedinci s nosi¢stvim talasemické mutace nevyzadovali
zadnou lécbu, pacientka s TM byla na pravidelné transfuzni 1é€bé aplikované 1x za tfi
tydny. Kontrolni skupinou byl soubor pacienti pfijatych k planovanym malym
chirurgickym zakroklim (operace inguindlni nebo pupecni kyly, plastické operace), u
kterych byly pfi pfedoperacnim vySetfeni potvrzeny normalni hodnoty krevniho obrazu.
U zadného pacienta nebyly v dobé odbéru vzorka krve pfitomny znamky akutniho

zanétlivého onemocnéni.

Provedeni studie a informovany souhlas byly schvaleny Etickou komisi Univerzity

Palackého v Olomouci.

5.2.2 Hematologické a biochemické vysetreni

Vysetieni kompletniho krevniho obrazu véetné zhodnoceni erytrocytarnich
parametrii bylo provedeno na automatickém analyzatoru Sysmex XE 500 (Sysmex).
Biochemické markery metabolismu Fe: sérové zelezo (Fe), feritin, saturace transferinu
(TSAT), solubilni transferinovy receptor (sTfR), byly vySetfeny standardnimi

vySetfovacimi postupy. Ke stanoveni hladiny erytropoetinu (EPO) byla pouzita
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chemiluminiscené¢ni imunohistochemicka reakce na pevné fazi (Zadrazil et al., 2007). Pro

potieby statistického zpracovani byly u kontrolni skupiny pouzité referenéni meze.

Diagnoza HS a HE byla potvrzena pozitivnim testem kryohemolyzy a zhodnocenim
natéru periferni krve. Talasemie byla potvrzena elektroforézou hemoglobinu a

Sangerovym sekvenovanim (Divoky et al., 2005).

U vSech pacientll byl stanoveny pomér hepcidin/feritin, ktery vyjadiuje, zda
hladina hepcidinu je adekvatni ve vztahu k zasobam zeleza (Ganz, 2011). Vliv
erytropoetické aktivity na hladinu hepcidinu byl stanoveny pouzitim poméru
(hepcidin/feritin)/sTfR (Guimardes et al., 2015). Stanoveni uvedenych poméra bylo

provedeno klasickym matematickym vypoctem.

5.2.3 Vysetreni hladiny hepcidinu

Ke stanoveni hladiny hepcidinu byla pouzita proteomickd analyza vzorka séra
zmrazenych na -80 st. C. Metoda je zalozena na extrakci na pevné fazi (SPE) a kapalinové
chromatografii spfazené s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Pro zjisténi absolutni
kvantifikace hepcidinu byl pouzit izotopoveé znaceny interni standard [13C9, 15N1-Phe4]-
hepcidin, ktery byl piidavan ke kazdému vzorku séra. Nativni a znaCeny hepcidin byl
extrahovdn ze vzorku séra pouzitim SPE pomoci Oasis® HLB SPE mikrotitra¢nich
desticek. Ziskané extrakty vzorkt s hepcidinem byly separovany na koloné€ s reverzni fazi
(C18) pomoci LC a dale analyzovany pomoci monitorovani vybranych iont (SRM) na
hmotnostnim spektrometru QTRAP 5500 (AB SCIEX, Framingham, MA, USA). Pro SRM
byl vybran ¢tyinasobné nabity prekurzor hepcidinu a jeho fragmenta¢ni b3+ ion. Bylo
pfipraveno osm kalibranti o koncentracich 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250; 500 ng/ml
hepcidinu postupnym fedénim v krali¢im séru. Kalibracni kiivka byla sestavena na
zéklade pomérii ploch ,,pik‘ hepcidin/interni standard a koncentrace standardii. Regresni
rovnice ziskana z kalibra¢nich standardt byla pouZita pro zpétny vypocet koncentrace

hepcidinu ve vzorku.
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5.2.4 Méreni GDF 15

Koncentrace GDF 15 v séru byla méfena metodou ELISA dle pfiloZeného navodu
vyrobce komeréniho kitu pro lidsky GDF15 (Human GDF15 Quantikine ELISA Kit, R&D
Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA).

Nejprve bylo k 50 ul séra pacientd piidano 150 pl fediciho roztoku RD5-20. Do jamek
standardni 96 - jamkové mikrotitracni desticky s navazanou monoklonalni protilatkou proti
lidskému GDF15 bylo aplikovano 100 pl fediciho roztoku (Assay Diluent) a 50 pl nafedéného
séra. Inkubace probihala 2 hodiny pii pokojové teploté za stdlého promichivani. Po
Ctyfndsobném promyti promyvacim roztokem bylo ptidano 200 pl polyklonalni protilatky proti
lidskému GDF15 s navdzanou peroxiddzou (Human GDFI15 Conjugate) (Obrazek 4A). Po
hodinové inkubaci byl promyvacim roztokem nenavazany konjugat odstranén a bylo pfidano
200 pl substratového roztoku (Substrate Solution). Reakce byla zastavena po 30 minutach
ptidanim 50 pl kyseliny sirové (Stop Solution). Absorbance byla métena pti vinové délce 450,
540 a 570nm. Kazdy vzorek séra byl zpracovany v dupletu a k vypoctu hladiny GDF15 byla
pouzitd primérnd hodnota, kterd byla vztaZzena k absorbanci standardi o znadmych

koncentracich GDF 15 (23,4 — 46,9 — 93,8 — 188 — 375 — 750 — 1500 pg/ml) (Obrazek 4B).

Obrazek 4. Méieni hladiny GDF 15.

titrelels

i ...
» -

A B

A — mikrotitracni desticka - po pridani substratového roztoku - sledujeme priibéh
enyzymem katalyzované reakce.
B — Kit ELISA Kk vysetreni hladiny lidského GDF 15.
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5.2.5 Statistické zpracovani dat

Pro data s normalni distribuci byly ke statistickému zhodnoceni pouzity testy ANOVA a
Dunnnettiv test, pro neparametricka data byl pouzity Kruskal — Wallisiiv test mnohonasobného
porovnavani. Vlastni zpracovani bylo provedeno pouzitim softwaru Statistica 12 (StatSoft,

Inc.). Za statisticky signifikantni byly povazovany vysledky na hlading 5%.

5.3 Vysledky

5.3.1 Analyza hematologickych ndlezii u jednotlivych studovanych skupin

U pacientdl s talasemii minor jsme zaznamenali mirny stupenl anémie
s kompenza¢nim zvySenim celkového poctu erytrocyta (Graf 1). Hladiny hemoglobinu
(Graf 2), stiedniho objemu erytrocytid (MCV; Graf 3), sttedni obsah hemoglobinu (MCH;
Graf 4) a stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (MCHC; Graf 5) byly
signifikantné nizsi pfi srovnani s kontrolni skupinou. Ve skupiné pacientti s poruchami
erytrocytarni membrany byl signifikantné snizeny pocet erytrocytli a jen mirné odchylky
ostatnich parametrti s vyjimkou MCHC, ktera byla v této skupiné signifikantné zvysSena.
Jako dusledek chronické hemolyzy méli pacienti signifikantné vyssi pocet retikulocytt ve
srovnani s kontrolni skupinou (Graf 6; Tabulka 1).
Graf 1: Pocet erytrocytit u pacientii s talasémii minor, poruchami erytrocytirni

membrany a kontrolni skupiny.
p statistickd vyznamnost ve srovndani s kontrolni skupinou.
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Graf 2: Hladina hemoglobinu u pacientii s talasémii minor, poruchami erytrocytdrni

membrany a kontrolni skupiny.
p statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Graf 3: Stiedni objem erytrocytit (MCV) u pacientit s talasémii minor, poruchami

erytrocytarni membrany a kontrolni skupiny.

p statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Graf 4: Stiedni obsah erytrocyti (MCH) u pacienti s talasémii minor, poruchami

erytrocytarni membrany a kontrolni skupiny.

p statistickd vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Graf 5: Stiedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytu (MCHC) u pacientii s talasémii
minor, poruchami erytrocytarni membrdany a kontrolni skupiny.
p statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Graf 6: Pocet retikulocytii u pacientit s talasémii minor, poruchami erytrocytdirni
membrany a kontrolni skupiny.
p statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Tabulka 1: Hematologické charakteristiky jednotlivych skupin pacientii

Poruchy

Talasémie
major

Kontroly Talasémie minor erytrocytarni
membrany

RBC *% *
78+0. :
(102211 478 +0.60 5,557 +0.315 423" +£0.71 2.97
Hb *kk
130 + 13 1067 + 11 120 + 19 65
(g/L)
I\:Ifi;/ 82.56 + 6.87 59.1"" + 5.68 79.1+5.73 79.8
I\?Fg; 28.29 + 2.62 19.23"" £ 2.27 28.45+ 1.86 27.6
MCHC . o
3432+1.22 3246 +£1.21 36.097 +0.87 34.6
(go/dL)
Ret s
. 0.010 + 0.003 0.012 + 0.004 0.066" =+ 0.045 0.012
(ratio)

Vysledky jsou zobrazeny jako primér £ SD, u pacientky s talasemii major uvadime jednotlivé
hodnoty. RBC pocet erytrocytii; Hb hemoglobin; MCV stredni objem erytrocytu; MCH stiedni
obsah hemoglobin v erytrocytu; MCHC stredni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech,
Ret pocet retikulocytu. Statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou: * p-
value<0.05; ** p-value<0.01; *** p-value<0.001.
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5.3.2 Hodnoceni ukazateli erytropoetické aktivity

K hodnoceni bylo vyuzito hladin erytropoetinu a solubilniho transferinového
receptoru. Pacienti s poruchami erytrocytarni membrany méli primérnou hladinu EPO
nad referenéni meze pouzité metody (prumér 34 1U/1, ref. mez 4.3 — 29 1U/l), zatimco
jedinci s talasemickou mutaci méli hladinu EPO v referen¢nim rozmezi zdravé populace
(pramér 18 IU/1). U pacientd s vrozenou poruchou erytrocytarni membrany byla hladina
STfR signifikantné vyss§i pfi srovnani s kontrolni skupinou. Pacienti s talasemii minor méli
1.9krat vyssi hladiny sTfR neZ kontrolni skupina (Tabulka 2, Graf 7A). Ackoliv tento
vysledek nedosahl hladiny statistické vyznamnosti, 10 z 13 pacientli mélo hladinu sTfR
nad primérem zdravé populace. Tyto vysledky svéd¢i pro zvySenou erytropoetickou

aktivitu kostni dfen¢ u obou studovanych skupin pacientii

Ke stanoveni urovné neefektivni erytropoézy jsme provedli méfeni a zhodnoceni
hladin GDF 15 u jednotlivych skupin pacientd (Tanno et al., 2010; Ronzoni et al., 2015).
Primérnd hodnota GDF15 byla zvysSena u pacienti s poruchami erytrocytarni membrany
(387 pg/ml) i u pacientt s talasemickym nosi¢stvim (653 pg/ml), pouze v této skupiné
vSak dosahla statistické vyznamnosti (Tabulka 2; Graf 7B).

Tabulka 2: Markery erytropoetické aktivity u jednotlivych skupin pacientii a u kontrolni
skupiny.

Poruchy
erytrocytarni
membrany

TiR "
> 3.7+0.74 6.89 & 5.02 9.58™ + 4.89 19
(mg/L)
=P [4.3-29]* 18.0 + 22.67 34.04 + 30.45 > 4000
Ui . 0422, . .
SIS 205 + 27 653" + 545 387 + 131 8316.7
(pg/mL)

Vysledky jsou zobrazeny jako priimer + SD, u pacientky s talasemii major uvadime jednotlivé
hodnoty. STfR solubilni transferinovy receptor;, EPO erytropoetin; GDF 15 rustovy
diferenciacni factor 15; + referencni meze. Statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni
skupinou: ** p-value<0.01;

Talasémie
major

Talasémie
minor

Kontroly
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Graf 7: Hladiny solubilniho transferinového receptoru (A) a GDF 15 (B) u skupiny
pacientu s talasémii minor, pacientit S poruchami erytrocytarni membrdany a kontrolni
skupiny.

p statistickd vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou; Sol. transf. rec. solubilni
transferinovy receptor;, GDF 15 rustovy diferenciacni faktor 15.
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Jediné pacientka s talasemii major, jejiz vyskyt je ve stfedni Evropé velmi vzacny,
m¢éla zavaznou anémii s hladinou hemoglobinu 65 g/1, sniZzeny pocet erytrocyti, zvySené
hladiny sTfR a EPO. U této pacientky jsme zaznamenali nejvyssi hladinu GDF 15 (8631

pg/ml) (Tabulka 1; Tabulka 2).
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5.3.3 Hodnoceni parametrii metabolismu Fe

Ve vsech studovanych skupinach byly hladiny sérového Fe a saturace transferinu

srovnatelné (Graf 8; Graf 9).

Graf 8: Hladiny plazmatického Zeleza u skupiny pacientii s talasémii minor, u pacientii
S vrozenymi poruchami erytrocytirni membrany a u kontrolni skupiny.
p statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Graf 9: Saturace transferinu u skupiny pacienti
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S vrozenymi poruchami erytrocytirni membrany a u kontrolni skupiny.
p statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Skupina erytrocytarnich membranovych poruch méla signifikantné vyssi hladiny
feritinu ve srovnani s kontrolni skupinou (prumér 99.54 ug/l vs. 34.62 pg/l u kontrol) na
rozdil od pacientl S talasémii, jejichz hladina feritinu se od kontrolni skupiny neliSila

(Graf 10).

Graf 10: Hladiny feritinu u skupiny pacienti s talasémii minor, u pacientit s vrozenymi
poruchami erytrocytarni membrdany a u kontrolni skupiny.
p statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Hladina hepcidinu byla vyrazné snizend u obou studovanych skupin (primér 14.73
ng/ml u talasemie vs. 15.43 ng/ml u defektu erytrocytarni membrany vs. 25.86 ng/ml u
kontrolni skupiny), ac¢koliv rozdil nebyl statisticky vyznamny. Hodnoty hladin hepcidinu
pro skupiny pacientd a kontrol jsou znazornény v Grafu 11. Parametry metabolismu Fe u

studovanych skupin jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Graf 11: Hladiny hepcidinu u skupiny pacientii s talasémii minor, u pacientii
S vrozenymi poruchami erytrocytirni membrany a u kontrolni skupiny.
p statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Tabulka 3: Parametry metabolismu Zeleza u studovanych skupin pacientit a u kontrolni
skupiny.

Poruchy
erytrocytarni
membrany

Talasémie
major

Talasémie
minor

UaroNe | 33.07+1409 3091086 29.05 + 10.22
Sérové Fe
o 20.87+837  16.75+557 15.04 + 4.57 22
F iti *%k
Sritin 34624201 4023+39.15  99.54™ + 4552 2872
(ng/L)
S
LRI oo o6 10646 147341427 1534+ 16.56 56.2
(ng/mL)
Hepcidin/ »
Ll 065840564 034140149 01777 <0173 0.02
feritin
(hepcidin/ coe
PRGN 018440189 007240050 0023 +0021 0.00

Vysledky jsou zobrazeny jako primér £ SD, u pacientky s talasemii major uvadime jednotlivé
hodnoty. TSAT saturace transferinu; Fe Zelezo, STfR solubilni transferinovy receptor.
Statistickd vyznamnost ve srovnadni s kontrolni skupinou: ** p-value<0.01; *** p-value<0.001

Kontroly
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5.3.4 Pomér hepcidin/feritin a (hepcidin/feritin)/sTfR

Pomér hepcidin/feritin byl signifikantn¢ nizsi u pacientd s poruchami erytrocytarni
membrany (0.177) neZ u zdravych kontrol (0.658). U skupiny pacienti S talasemii minor
byl pomér hepcidin/feritin dvakrat nizsi (0.341) nez u kontrolni skupiny, vysledek se
pfiblizil hranici statistické vyznamnosti (Graf 12). Pomér hepcidin/feritin u obou

sledovanych skupin prokazuje neadekvatni supresi syntézy hepcidinu.

Graf 12: Hodnoty poméru hepcidin/feritin pro jednotlivé skupiny pacientii a kontrolni
skupinu.
p statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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U pacientky s talasemii major jsme zaznamenali normalni hladinu sérového Zeleza,
ale vyrazné zvyseni feritinu (2872 pg/l). Hladina hepcidinu byla dvojnasobné vyssi (56.2
ng/ml) ve srovnani se zdravymi kontrolami (25.86 ng/ml), zatimco pomé&r hepcidin/feritin
byl vyrazné snizeny (0.02) oproti kontrolni skupiné (0.658), coz dokazuje neadekvatni

sniZeni hladiny hepcidinu ve vztahu k existujici hyperferitinémii.
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Pomeér hepcidin/feritin/sTfR byl u obou skupin pacientli snizeny (talasémie minor
0.072, poruchy erytrocytarni membrany 0.023) ve srovnani s kontrolni skupinou (0.184),

coz potvrzuje alteraci vztahu erytropoéza — metabolismu Fe (Graf 13).

Graf 13: Hodnoty poméru (hepcidin/feritin)/sTfR pro jednotlivé skupiny pacientii a
kontrolni skupinu.
p statisticka vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Pti grafickém zndzornéni poméru hepcidin/feritin a sTfR se ob& skupiny pacientli
vyéleni od kontrolni skupiny (Graf 14). Niz§i pomér hepcidin/feritin se soucasnym
zvySenim sTfR je disledkem akcelerace erytropoézy. Nejniz§i hodnoty poméru
hepcidin/feritin/sTfR dosahovala pacientka s TM (0.001), coz je patrné z grafu (Graf 14).
Jeji vysledky prokazuji zvySenou erytropoetickou aktivitu a neadekvatné suprimovanou

hladinu hepcidinu v zavislosti na stupni akumulace Fe.
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Graf 14: Alterace metabolismu Zeleza (pomér hepcidin/feritin) v zdvislosti na
erytropoetické aktivité (sTfR) u jednotlivych skupin pacientii ve srovndni s kontrolni
skupinou.
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5.4 Diskuze

Rada vrozenych anémii je spojena s poruchou metabolismu Zeleza a sekundarnim
pietizenim Fe. Molekuldrni podstatou tohoto zdvazného stavu je neadekvatni suprese
hepcidinu, ktera ma za nasledek zvySené vstiebavani Fe ze stravy a jeho zvySené
uvolnovani z makrofaga. (Papanikolaou et al.,, 2005). Erytropoetické signaly jsou
nadfazené informacim o stavu zasob Fe (Ganz et al., 2011). Neadekvatné nizka hladina
hepcidinu ve vztahu k aktualni hladiné zeleza a jeho zasobam vede u pacientd k vyrazné
akumulaci Fe v parenchymatoznich organech. Snizeni hladiny hepcidinu je zodpovédné
za pretizeni Fe u pacientl s talasemii intermedia, ktefi nejsou zavisli na transfuzni terapii
(Origaetal., 2007). Na druhé stran¢ u pacientd s beta talasemii major je primarni pfi¢inou
pietizeni Fe pravidelné podéavani erytrocytarnich koncentratd, hladina hepcidinu u téchto
pacientl je vyS$S$i nez u pacientl s talasemii intermedia pravdépodobné supresivnim
efektem podavanych transfuzi na hladinu hepcidinu (Pasricha et al., 2013). Nedavné studie
popisuji alteraci metabolismu Fe 1 pfes absenci klinickych ptiznaki u nositelt talasemickeé

alely (Guimardaes et al., 2015, Jones et al., 2015).
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V nasem souboru pacientli jsme popsali, jakym zpiisobem dysfunkéni erytropoéza
ovliviiuje metabolismus Fe u pacientli s poruchami erytrocytarni membrany (HS a HE).
Zéavaznost anémie u téchto pacientii je mirn€jS$i nez u pacientll s talasemii minor a je
hyperchromni. Kompenza¢nim mechanismem chronické hemolyzy je zvysSeny pocet
retikulocytii. Sérova hladina EPO je vyS$si nez u pacientl s talasemia minor a ve spojeni
se signifikantné zvySenym sTfR odrazi zvySenou erytropoetickou aktivitu kostni diené.

Navic mirné¢ zvysené hladiny GDF 15 prokazuji urcity stupen neefektivni erytropoézy.

Pfi vySetfeni parametri metabolismu Fe jsme zaznamenali normalni hladinu
sérového Fe, ale signifikantné zvySenou hladinu feritinu. Stejné jako u nositell
talasemické mutace, hepcidin byl snizeny 1.7krat a pomér hepcidin/feritin 3.7krat ve
srovnani se zdravymi kontrolami. Pacienti s poruchami erytrocytarni membrany méli také
signifikantné nizsi index hepcidin/feritin/sTfR oproti kontrolni skupiné, coz je odliSuje
v grafickém znézornéni od kontrolni skupiny. Skupina pacientti s poruchami erytrocytarni
membrany je v grafu posunuta vice doprava nahoru nez pacienti s talasemii minor, coz je
dasledek vyraznéjsi alterace signalni drahy erytropoéza-hepcidin- zasoby Fe. Tyto
vysledky také naznacuji neadekvatni snizeni syntézy hepcidinu u pacienti s HS a HE.
Signaly ménici expresi hepcidinu piimo vSak zlstavaji dosud neobjasnéné, protoze EPO
je nepfimym supresorem hepcidinu a vyzaduje pro svoji funkci erytropoeticky aktivni
kostni dfen, jak jsme prokazali u pacientt s Diamondovou-Blackfanovou anémii (DBA)
(Pospisilova et al., 2014 — Priloha ¢. 1; Vokurka et al., 2006; Pak et al., 2006). Hladina
EPO u je u pacienti DBA extrémné vysoka, jeji zvySeni je vyrazem snahy organismu o
stimulaci erytropoézy, ktera je vSak hypoplastickd. Prokéazali jsme, Ze efekt EPO na

produkci hepcidinu neni pfitomen bez funkéni erytropoézy.

GDF 15 je povazovany spise za marker neefektivni erytropoézy a soucasné apoptozy
erytroidnich bunék nez za hlavni supresor hepcidinu, jak jsme rovnéz prokdzali na
piikladu pacientii s DBA, u kterych neni korelace mezi GDF15 a hepcidinem (Pospisilova
et al., 2014 — priloha ¢. 1; Ronzoni et al., 2015). GDF 15 je vSak dilezitym ukazatelem
aktivity erytropoézy, jeho informaéni hodnota jako markeru apoptozy erytroidnich bun¢k

je dale zkoumana.

Nové identifikovany regulacni hormon erytroferon, uvolfiovany stimulovanymi
erytroblasty po chronickém krvaceni nebo po podani EPO, ma suprimujici uc¢inek na
syntézu hepcidinu a zd4 se tedy velmi slibnou pfimou regula¢ni molekulou hepcidinu
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(Kautz et al., 2014). Metodika stanoveni lidského erytroferonu je nyni vyvijena, jeho
hladiny u zdravé populace a riznych patologickych stavii zahrnujicich 1 poruchy

erytrocytarni membrany zatim proto nebyly vySetieny.

Prokazali jsme také alteraci erytrocytarnich parametri u pacientll s nosi¢stvim
talasemické mutace: zvySeny pocet erytrocytii, snizeni hladiny Hb, MCV, MCH a MCHC.
Zvyseni sTfR a GDF 15 je disledkem zvySené erytropoetické aktivity kostni diené, ktera
je vSak z casti neefektivni. Hladina GDF 15 byla zvySena vyraznéji u pacientd
s talasemickym nosi¢stvim nez u pacientii s poruchami erytocytdrni membrany. Podobné
zavery byly nedavno publikované u détskych pacienti S nosi¢stvim beta talasemické alely
a také u dospélych jedincli s talasemii minor. Studie na dospélé populaci prokazala
talasemii (Guimardes et al., 2015; Jones et al., 2015). V naSem souboru byli pouze tii
pacienti s alfa talasemii minor, proto jsme neprovadéli statistickou analyzu. Rozdily
v klinickych a laboratornich nalezech mezi pacienty s alfa a beta talasémii se mohou

zvyraziovat az v prub&hu zivota

Vsichni pacienti s talasemii méli hladinu sérového Fe a feritinu srovnatelnou
s kontrolni skupinou, ale jejich hladina hepcidinu i pomér hepcidin/feritin snizeny
(ptiblizn¢ 2x niz8i ve srovnani s kontrolni skupinou). Tyto vysledky jsou v souladu
s publikovanymi daty pediatrickych pacientd s beta talasémii (Jones et al., 2015). Naopak
Guimaraes a kol. prokazali signifikantni snizeni hladiny hepcidinu pouze u dospélych
nositelt alfa talasemické alely, zatimco hladina hepcidinu dospélych pacient s beta
talasemii minor byla mirné vyssi ve srovnani s kontrolni skupinou, tento vysledek byl
statisticky nesignifikantni (Guimardes et al., 2015). Rozdily mezi pacienty s beta talasemii
mohou byt zpiisobeny rozdily mezi pediatrickou a dospélou populaci nebo mohou byt
ovlivnény zavaznosti dopadi talasemickych alel. Nicméné pokud je pomér
hepcidin/feritin zanesen do grafického znézornéni proti hladiné sTfR, vycleni se pacienti
s talasémii minor od kontrolni skupiny stejn¢ jako pacienti s alfa a beta talasemii minor
v piipadé studie provedené Guimardesem a kol., coz prokazuje alteraci erytropoézy a

homeostazy Fe u pacientii s nosi¢stvim talasemické alely (Guimardes et al., 2015).

Klinickd zavaznost anémie a hematologické a laboratorni ndlezy u nasi pacientky

s TM jsou v soulady s publikovanymi daty pacienti s TM, véetné neadekvatni suprese
hepcidinu vzhledem ke stupni pietizeni Fe (Origa et al., 2007). Nizky pomér
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hepcidin/feritin se sou€asnou elevaci sTfR a GDF 15 odrazeji zvySenou neefektivni
erytropoézu, kterd vede k vyssi pottebé Fe, coz zplsobuje zvysSeni absorpce Fe a vyssi
obrat recyklované¢ho Fe. Tato data odpovidaji publikovanym pozorovanim, ze pietizeni
Fe u pacientil s TM je dusledkem pravidelné transfuzni terapie a naruSené syntézy

hepcidinu (Pasricha et al., 2013).

5.5 Zaveér

Lze konstatovat, Zze u obou studovanych skupin pediatrickych pacientl je pfitomna
alterace erytropoézy a metabolismu Zeleza. Regulac¢ni mechanismy homeostazy zeleza
jsou vice narusené u pacientll s poruchami erytrocytdrni membrany nez u pacientl
s talasémii minor a soucasné¢ méné nez u pacienti s TM, coz dosud nebylo publikovano.
Nase vysledky potvrzuji zavéry publikovanych studii - index hepcidin/feritin/sTfR lze
vyuzit k odliSeni pacientd s talasémii minor. Tito pacienti jsou vice ohrozeni rozvojem
pretizeni Zelezem neZ zdrava populace. Pozvolnd akumulace Fe v organizmu se mulze
podobn¢ jako u hemochromatézy typu I projevit az pozdéji v dospélém véku organovym
postizenim ve smyslu rozvoje diabetu, hepatopatie aj. Metabolismus Zeleza je proto nutno

1 u talasémie minor peclivé monitorovat.

Stejné€ jako u pacientli s talasemii minor, 1ze 1 u pacientii S vrozenymi poruchami
erytrocytarni membrany vyuzit index hepcidin/feritin/sTfR ke sledovani vyvoje

onemocnéni a potencidlniho rizika pietizeni Zelezem.
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6 Metabolismus Zeleza u darcu krve

6.1 Cil studie

Prevalence deficitu zasob Zeleza u darci krve v Ceské republice dosud nebyla
stanovena. Cilem studie je zhodnotit zasoby Fe a piinos vySetfeni hladiny hepcidinu u darct

krve, ktefi splnili kritéria pro darovani krve a byli uschopnéni k odbéru.

6.2 Material a metody

Cilovou skupinu tvofili dobrovolni darci krve, ktefi byli ndhodnym vybérem vyzvani
k participaci na vyzkumu v letech 2013 — 2014. VSichni darci prosli klinickym vysetfenim
lékatem a splnili podminky pro darovani dle platné vyhlasky 143/2008 Sb. a dle platnych
Doporu¢enych postupi Transfuzni spoleénosti (Vyhliska MZ CR 143/2008 Sb., 2008;

Doporuceni Spolecnosti pro transfuzni lékarstvi, 2007).

Provedeni studie bylo schvaleno Etickou komisi Fakultni nemocnice a Univerzity

Palackého v Olomouci.

Celkem bylo do studie zatazeno 117 darct krve (64 muzi a 53 Zen), primérny vék muza
byl 40.2 let, primérny vék zen 35.5 let. Muzi darovali pfed zatazenim do studie primérné
27krat, zeny l4krat. Odbér vzorkll byl realizovan po podepsani informovaného souhlasu
S ucasti na vyzkumu. Vzorky séra byly zamraZeny na - 80 st. C a udrZovany za stalych podminek
do vysetteni hladiny hepcidinu. Kontrolni skupinu pii srovnani hladin hepcidinu tvotily zdravé

subjekty s negativni anamnézou darcovstvi krve.

VySetieni parametri krevniho obrazu — analyza vzorkli byla provedena na
automatickém analyzatoru Sysmex.

Hladiny plazmatického Zeleza a feritinu byly vySetfeny standardnimi vySetfovacimi
postupy.

VySetieni hladiny hepcidinu - Pouzita metoda méfeni hladiny hepcidinu je zaloZzena
na extrakci na pevné fazi (SPE) a kapalinové chromatografii spfazené s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS). Regresni rovnice ziskana z kalibracnich standardt byla pouzita pro
zpétny vypocet koncentrace hepcidinu ve vzorku (Mojzikova et al., 2012).

Statistické zpracovani dat bylo provedeno regresni analyzou pomoci cenzorovaného
regresniho modelu Tobit, software Statistica 12 (StatSoft, Inc.). Za statisticky vyznamné byly

povazovany vysledky na hladin¢ vyznamnosti 5%.
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6.3 Vysledky
Nejprve byly vyhodnoceny hematologické parametry darct (Tabulka 4). VSichni dérci

spliovali pozadavky zptsobilosti k darcovstvi. Hladina hemoglobinu byla u v§ech muza > 135
g/l,uzen >125g/l, hodnota hematokritu >0.40 u muzii a > 0.38 u Zen. Muzi méli signifikantné
vys$i pocet erytrocytii, hladinu hemoglobinu a hematokritu nez zeny. U Zen byly zaznamenany
signifikantné vyssi hladiny leukocyta a trombocyti nezZ u muzi. Bez rozdilu mezi pohlavimi

byly hodnoty stfedniho objemu erytrocytu.

Tabulka 4: Hematologické charakteristiky darcii zarazenych do studie.

Pocet Leu Ery Hkt MCV Trombocyty
darcd 101 10%/1 ratio fl 101
113 5.8 4.86 144 0.43 88 223
(5.2-6.7)  (4.63-5.15) (138-152) (0.41-0.45)  (85.5-90.1) (193-254)
7 51 6.3 4.62 137 0.41 88.7 236
(5.4-7.05) (4.45-4.79) (131.5-142) (0.39-0.42)  (86.5-90.1) (197-268.5)
M 62 5.7 5.09 149 0.45 87.5 217
(5.1-6.2) (4.88-5.42) (144-157.75) (0.43-0.46) (84.7-89.55) (184.5-246.75)
I 0.001 <0.001 <0.001 <0.001 NS 0.041

Hodnoty jsou uvedeny jako medidn (1.kvartil — 3.kvartil). Z Zeny; M muzi; Leu pocet
leukocytii; Ery pocet erytrocytii; Hb hemoglobin;

Hkt hematokrit; MCV stiedni objem erytrocytii; p hladina statistické vyznamnosti mezi muzi
a zenami, NS nesignifikantni

Vysledky méfeni parametrit metabolismu Fe jsou shrnuty v Tabulce 5. V hladinach
plazmatického Fe jsme nezaznamenali statisticky vyznamny rozdil mezi muzi a zenami (21.5
vS. 23.3 umol/l). Hodnota Fe pod dolni hranici normy byla zjisténa pouze u 1 muze darce;
naopak 14 muzi a 11 zen mélo plazmatické Fe mirn€ zvySené. Muzi méli signifikantné vyssi
hladinu feritinu (28 pg/1) nez Zeny (18 pg/l). Hladinu feritinu pod dolni referenéni hodnotu (12
ug/l) jsme zjistili u 6 muza (9.52%) a 9 zen (17.64%).

57



Tabulka 5: Parametry metabolismu Fe ddrcii zafazenych do studie.

Feritin Hepcidin L o
ng/l ng/ml Index hepcidin/feritin
113 21.85 23 6.96 0.3755
(16.6-28.15) (15-36) (3.39-10.91) (0.1877-0.5417)
7 51 23.3 18 7.14 0.4712
(17.05-28.25) (14.5-29) (6.05-11.49) (0.2959-0.7179)
M 62 215 28 6.61 0.2909
(16.3-27.7) (15.5-47.5) (2.5-10.43) (0.1516-0.4894)
' NS 0.009 NS 0.011

Hodnoty jsou uvedeny jako medidn (1.kvartil — 3.kvartil).

Referenéni meze: Fe [muzi 6.6 — 28; eny 7.2 — 29], feritin [12-300]'. Hodnoty kontrolni
skupiny: median (1.kvartil — 3.kvartil): hepcidin 27.6 (18-50.25), index hepcidin/feritin
0.3445 (0.2787-0.3889). Z zeny; M muzi; Fe hladina plazmatického Zeleza; Ref. referencni
meze; p hladina statistické vyznamnosti mezi muzi a Zenami, NS nesignifikantni

* index hepcidin/feritin byl stanoven u darcii s nadprahovou hodnotou hepcidinu

Na rozdil od feritinu se hladina hepcidinu mezi obéma pohlavimi darci nelisila (6.61
ng/ml u muzi a 7.14 ng/ml u Zen), byla vsak signifikantné niz$i nez hladina hepcidinu u
kontrolni skupiny (27.6 ng/ml, p < 0.001) (Mojzikova et al., 2012). Celkem 58 muzi a 45 Zen
mélo hladinu hepcidinu pod 1. kvartilem kontrolni skupiny (18 ng/ml); z toho 23 darct, 18
muzi (28%) a 5 Zen (9.8%), mélo hladinu hepcidinu snizenou pod detekéni limit (2.5 ng/ml).
Primérna hladina feritinu u darct s hepcidinem pod detekéni limit byla signifikantn€ nizsi nez
u skupiny darci s méfitelnou hodnotou hepcidinu (17.95 + 7.46 vs. 32.9 + 22.32 pug/l).

U darct s méfitelnou hodnotou hepcidinu jsme déle stanovovali také pomér hepcidinu
k feritinu, ktery odrdzi adekvatnost hladiny hepcidinu vzhledem k zasobam Fe. U stavi
S naruSenou, akcelerovanou a/nebo neefektivni erytropoézou je tento index vyrazné snizeny

diky supresivnimu G¢inku erytropoetické aktivity na hepcidin (Mojzikova et al., 2012). Tento
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index dosahoval u muz hodnoty 0.2909; u Zen byl 1.6krat vyssi (0.4712), coz odpovida
signifikantné niz§i hlading feritinu u Zen nez u muzt (1.6krat); ani v jedné ze skupin se index
hepcidin/feritin vSak signifikantné nelisil od indexu vypoctenému pro zdravé kontroly (0.3445)
(Mojzikova et al., 2012). Tento vysledek ukazuje na fyziologickou erytropoetickou aktivitu u
této skupiny darct krve a na skutecnost, Ze hladina hepcidinu je u nich fyziologicky sniZzena
vzhledem k niz§im zasobam Fe.

Na zavér byla provedena regresni analyza ke zjisténi korelace vybranych parametri
krevniho obrazu a metabolismu Zeleza s hladinou hepcidinu. U muzi i u Zen hladina feritinu
pozitivné korelovala s hladinou hepcidinu (Tabulka 6; Graf 15). Korelaci hladiny hepcidinu

s po¢tem odbéri jsme v naSem souboru darcti nezaznamenali (Tabulka 6).

Tabulka 6: Tobit regresni analyza zdvislosti hladin hepcidinu na vybranych parametrech
krevniho obrazu a metabolismus Zeleza.

Pocet

Vék Ery Hkt MCV Trombo Fe Feritin

odbéri

0.08 0.322 0.504 0.735 0.075 0.204 0.549 0.015 0.429
n 0.326 0.528 0.991 0.338 0.91 0.166 0.286 <0.001 0.578

Z zeny; M muzi; Ery erytrocyty; Hb hemoglobin; Hkt hematokrit; MCV stiedni objem
erytrocytit; Trombo trombocyty; Fe plazmatické Zelezo.
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Graf 15: Graf korelace hladin hepcidinu a feritinu.
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6.4 Diskuze

Ceska republika se dlouhodobé potyka s relativnim nedostatkem darct krve. V roce
2013 bylo v Ceské republice celkem 264 000 opakovanych/pravidelnych darci krve a 54 000
prvodarct (Vyrocni zprava zarizeni transfuzni sluzby, 2013). Identifikovanim darct krve s
vy$§im rizikem rozvoje deficitu zasob Zeleza, by bylo mozné zabrénit jejich do¢asnému
vyfazeni nebo ztraté téchto osob z evidence darcu krve. Ve skupiné prvodarcu se k odbéru
béhem ti let vrati 70%, pokud byl odbér realizovany oproti 21%, jejichz odbér byl odlozen
kvili nizké hladiné hemoglobinu. U opakovanych darcii krve je situace obdobnd, béhem tii let
se vrati po odkladu odbéru z diivodu nizké hladiny hemoglobinu jen 64%, ze skupiny darcti bez
odkladu se vraci 91% darcu (Hillgrove et al., 2011). Identifikaci osob s vysokym rizikem
rozvoje deficitu Fe by bylo mozné piedejit vyskytu symptomu souvisejicich s deficitem Fe,
ktery je spojeny se snizenou fyzickou a pracovni vykonnosti, zhorSenou schopnosti se
soustiedit, zvySenou unavou a zhorSenim ostatnich kognitivnich funkci (Falkingham et al.,
2010; Murray-Kolb et al., 2007; Hinton, 2014), coz u nich muze vést k rozhodnuti

nepokracovat v darcovstvi.

Laboratorné lze deficit Fe stanovit nékolika metodami, které jsou zalozené na méteni
hladin feritinu (Cable et al., 2011), solubilniho TfR (Pasricha et al., 2011), transferinu a
saturace transferinu, ZPP (Baart et al., 2013), vSechny vSak maji své limity. Napftiklad feritin
je ukazatelem prostych zasob Fe, ale neposkytuje informaci 0 bunéénych potiebach Fe.
Solubilni TfR se zvySuje pii nedostate¢ném piisunu funkéniho Fe do bunék, jeho hladina ale
soucasné stoupa se zvySenou erytropoetickou aktivitou v kostni dieni (Pak et al., 2006). Novym
potencialnim markerem by mohl byt hepcidin, ktery kontroluje hladinu Fe v krevnim ob&hu
tim, ze reguluje jeho uvoliiovani ze zasob a piijem z potravy. Navic vlastni syntéza hepcidinu
je regulovana jak zasobami Fe a jeho plazmatickou hladinou, tak i aktualni erytropoetickou
aktivitou (Pak et al., 2006) a odrazi tak aktualni stav homeostazy zeleza. U anemie z deficitu

Zeleza je hladina hepcidinu vyrazné snizena aZ nedetekovatelna.

Nase vysledky jsou v souladu s dosud publikovanymi daty o vyskytu deficitu Fe u darct
krve. NejCastéji uzivanym parametrem ke stanoveni deficitu Fe je feritin. Studie z poslednich
let na darcovské populaci poukazuji na Casty vyskyt snizené hladiny feritinu u darci krve
(Cable et al., 2011; Baart et al., 2013; Rigas et al., 2014; Goldman et al., 2014). Studie Mast
a kol. (Mast et al., 2014) ukazala na vyhodu kombinované analyzy hladiny feritinu a hepcidinu.
U darct, u kterych byla zjisténa soucasné nizka hladina feritinu a hepcidinu, doslo pii dalsim
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odbéru k signifikantnimu snizeni hemoglobinu o 0.51 g/l. Izolované sniZeni hepcidinu nebo
feritinu naopak nebylo pii nasledujicim odbéru spojeno s poklesem hladiny hemoglobinu (Mast
etal., 2014).

Deficit zasobniho Fe se vyskytuje u darcd, ktefi byli uschopnéni k odbéru a maji tedy
vyhovujici hladiny hemoglobinu, pfi hodnoceni feritinu u 14.3% muzi a u 8.9% Zen, v ptipadé
hepcidinu u 27.4% muzii a 24.7% zen (Baart et al., 2013). V nasi darcovské populaci byl deficit
prostych zasob Fe urceny hladinou feritinu dle ocekdvani niz$i u muzii nez u Zen, coz
koresponduje s vysledky studie RISE (Cable et al., 2011). Zaroven soucasna analyza hladin
hepcidinu pomohla odhalit vy$s$i podil darch potencialné ohrozenych deficitem Fe, nez
samostatné méfeni feritinu. Pfekvapivé ale mezi darci krve s hladinou hepcidinu pod detekénim
limitem metody bylo vice muzii nez Zen, coz je mozné vysvétlit rozdilnou doporucenou
frekvenci odbérti u muzti a zen. Velmi nizké hladiny hepcidinu pied odbérem prokazuji, Ze tito
darci jiz maji vyrazny deficit zeleza pro erytropoézu a pii dalsi depleci Fe by jiz nemuseli byt

schopni pokryt potieby organismu.

Stanoveni hladiny hepcidinu u darci krve tak poskytuje cenné informace o schopnosti
darce zvysit absorpci Fe ze stravy a uvolnit Fe ze zdsob — snizujici se hladina hepcidinu vede
ke zvySeni absorpce Fe ve stfevé a redistribuci Fe ze zasob do aktivniho kompartmentu
(Fleming, 2008). Hepcidin je vylu¢ovan mo¢i, a proto méfeni jeho hladiny v mo¢i je teoreticky
jedinou neinvazivni metodou ke zjisténi deficitu Fe (Sanad et al., 2011) a mohlo by eventualné

doplnit jiz existujici testy.

6.5 Zaveér

Darcovstvi krve je vzdy spojeno se zdsahem do metabolismu Fe. Pti dneSnich znalostech
by bylo mozné minimalizovat diisledky spojené s deficitem tohoto esencialniho prvku. V ramci
péCe o darce je dulezit¢ identifikovat ty darce, jejichz kompenzacni zvySeni piijmu Fe je
nedostacujici k obnoveni zasob Fe. Hepcidin jako centralni molekula fidici absorpci a
redistribuci Fe je velmi uzitecny indikator metabolismu Fe. Stanoveni hladiny hepcidinu u
darct, ktefi spliuji kritéria pro odbér, by v ptipadé darcii s negativni bilanci Fe mohlo zabranit
dalsimu prohlubovani deficitu Fe. Uvedeni vySetfeni hladiny hepcidinu do rutinni praxe je vSak
limitovano chybénim populacnich norem a nesourodosti vysledkii métfeni pii pouziti
komercnich seti ELISA a hmotnostni spektrometrie. Zavedeni méfeni hladiny hepcidinu
hmotnostni spektrometrii miiZze vyrazné zpiesnit diagnostiku subklinického deficitu Fe u darct

krve a lze pfedpokladat, ze vzhledem k moznostem, které méteni hladin hepcidinu poskytuje,
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bude se nyni vyzkum v oblasti metabolismu Fe zabyvat pravé optimalizaci metod méfeni
hepcidinu a jeho snadnou dostupnosti.

Z nasich vysledkl jasn¢€ vyplyva dalsi dalezity poznatek: darci krve nejsou vhodnou
skupinou jedinct, ktefi by mohli slouzit pro tvorbu populac¢nich norem hladin hepcidinu

vzhledem k patologickym hodnotam markerti metabolismu Fe.
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Characterization of iron metabolism and erythropoiesis in erythrocyte
membrane defects and thalassemia traits

Lucie Sulovska™, Dusan Holub®®, Tuzana Tidova®, Martina Divoka®, Marian Hajduch®, Viadimir Mihal’, Jana Vibkova®,
Momika Borrthowa®, Dagmar Pospisilova®

Background and fims. Ergthropoiesis is dosely related ta iron metabolism in 2 balanced homeostasis. Analyses of
drvers erythinoid and ron metshofism disorders hawve shown that disrupted erythropoiesis negatively affects inon
Frameastasis and vice versa, The aim of this study was 1o charzcterize the relzticrship betas=n erythropoietic activity
and iron homeostas in pedatric patiznts with erythrocyte membrane defects 2nd thalassemia traits.

Mathpds. Selected markers of erythnoposstic activity [erythropaieting, saluble tansiemin receptor - 5T and growth
differentiation factor 15) and iron status parameters (s=rum iron, ferrtin and hepecidind were evaluzted in pediatnic
patients with erythrocybe membrane defects and thelassemia traits.

Rasults. The patients with erythrocyte membrane defects and thalassemia traits had altered ron homeastasis due
ta disturbad ergthmopoiesis. In comparisan with healthy controls, they had 2 narmal to low hepoidinferritin r2tic and
cancomitantly elevated sTH

Condusion. The findings suggest that pediztric patierts with erythrocyte membrane defects and thalassemi traits
ar= more susceptible to iron overioad than the general population 2nd that the (hepoidinferitinysTRA mtio can be

ussd ta monitar 2ny worsening of the disease.

Koy words: hepcidin, erythropaieticactivity, erythrocyte membrane defects, thalassemia trait

Rescefvad: Juna 15, 2015; Accopied weth revislon: Dcbober 16, 2015
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*The authors contribuied eoucly o ths manesrict

comespanding author: Monila Honathoe e-malmon ke honasthovssunalor

INTRODUCTION

Aremiz, one of the mast common patholagical can-
diticome of childhood, can sdversely affect dewelopment
owing io imapproprize onvpen sepply to developing ox
pzms and tissoes. The most frequoend cause: & outritionsl
irna deficiency knoen 2 iron deficiency anemia [[DWA)
which resuhz in hypochromic and microcytic =d hlood
oells [D% hoeezver must be distinguisked from inkerited
microcyiic anemias, especially Bthalassemia which is
cherackerized by imbalanoed production of plotin cheins
Anemiacan alsa be associabed with oessive destroction
of med hlood cells (hemabvsis}; the maost commean causes
of inherited hemolytic anemiz in the Crech population
am ervihmorie membrane defects, predominanily hepedic
tary sphe rocstosis.

Thalasze mia

Thzlazsemizs are 2 hetemgeneous group al inkerited
dizarders characteried by =duced or absent senthesis of
oo o seweTal globin chaicswhich are 2 partal the Bemio-
plobin {Hb} makculk:! Under phvsinlogical comditions,
the ratio of o and noo-e-plobin chairs (e predomiranh
figlohics in adulx] in pzd blood ozlls is balanced {1: 11 A

reduped amount of @ ar fglobin chain prodused by a me
tzmt alkle iz mErmd & o' or @' thalessemia whilke 2 todal
ahsenoe af @ or fglohin chain prodoction is called ot or
[P thalaszemmiz. The pathophvsialogy and clinical ssmp
tams of thalaswe mia are nelabed bo ike o beod af imbalance
bereeen o and fglobin chein synibesis. Hete mzaypons
carricrs af a fthalassemiz allele ax wsually asmptom-
aliz, with brpochromic and microotice rvibmoories, mild
amemia accompamicd by compersaiony inocreass in the
rumber of md hiood cells {enrirocriosis) and slighth in-
creased ervibropoEsis in bome marmoer. This rpe of ikal
assemia is knoen as futhalassemia minor or fHhalassemia
treit and represenis the mest commoen cauwe af hesedic
tary microcylic ememis im ke Cmech Republic More
prafound imbalance in @ and fGglobin chzin ornibesis
Eads 1o Fthalassemia intermediz patients exbibit mod
erete anemia with siges af hemalsix, imeffective enth
mpaicsis and splenomegele. Some patients may Equire
occasionyl tansfsions. The incidence of fthelazsmia
imermedia in tke Crech Republic is very ke The most
wovem form of fBthelesemia is Gthalassemiz major Hb
evels ot disgniosis mey be belrer 300 gf dL. {normal mnpe
120- 15.0pgfdl} and patients pequine regular ransfisian
therzpr’. To deie, no cames of fithalessemia major have
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Eeen Epocied in the Cach populatan hut sporadic cases
Eenez: been disgrased in immigranis. The climical picture of
a-thalasemia is dependent an the degre of reduction of
globin chain symthesis; Le. oo totz] number af muteded
oglobin genes. Four aplohin geoes are present in the
rormez] diplicid human pemome. Iedividusk with deletion)
imactivation of ane allle ax asymmplomatic and coosid-
ered sikent carricrs; the imcidence in the Caech Republic
may be melatively highe Individuals whe inbecit tera mu-
tant alleles are psoally clinically as orptomatic with mild
Erpochromic micmorlic anemiz and sliphtl incoeesed
med blood oz]l count. This conditicn, callked sthalassemis
minoe or a-lbalasemia treil, is relatwely rer in the Crech
FRepublic (M. Divela, enpeblished data)l Hemoglobin
H disezse resulls from mutation affecting three aglobin
penes and presenis with moderele fo ssvers anemiz
Sporadic ceses mey be found in the Ceech population
The inacthabion of all four aglotin genes is lethel and
Eads to hwdmps Ealis and E£1al death™

membrane defecis

Hepeditary defects afernvibroote memhmane proteins
manilest as clinically and peeoeticelly heterngeneaus dis
orders. The resul is large cumbers of abnormelly shaped
ervibroortes e, spherical (for hemditary sphemoiceds
- H%) ar elliptical (for hemditany clliplocyioss - HE)
retker than 1ke nermal hicoocave disk shepe’. Them: ah-
marmal ervthrooes hme 2 shorter than zweape ikg-span
for marmal red Blood cells and dic premature e This keads
ta a compensatorny Increase in mtculoote count wiich
= mom procouncsd in HS then HE The patient may be
asvmptomatic o prescnt with varving degree of hemne
Brlic apemiz, incozase-d semam hilinebin 2nd speEnomepzhe
Tracshsion tberapy for the mast sover cases af HS and
HE may lead to iron overload which can cause sevems
Eealth problems®.

Hepcidin and iron metabolism

Ervithropoicsis and iron metabolism meipmeaie in the
coordinated supply of fran 2nd globin synibesis, ssentizl
for marmal red hleod cell preduction. Anshses of dverne:
ervihroid and iron metabsalism disooders hawe shown that
disrapied enthropoicsis pepathvel aflects imn homesia-
six and vice wTss

Irmm (Fe ) is wital for a number of metobolic proossses,
mast imponantly, mygn tmosport as a part of the Hb
malkecule Howewer, becanse of its potential taxicite, trom
vz ls must be stricty regulated Hepcidin, the ey mal
ecube regulating plasma inon lovek, is produced b Bepa-
tacyter!. Hepcidin binds 1o 2n irom exparies, Erropartin
expressed im b cvioplasmic membrane This induces
Ermopartin intermalization and degradation, resulting in
blacking irom relezse from sies of iron ahsorption (doo-
denal emterocies ). oo mochng (macropbapges) and oo
starape (hepatootes). Hepeidin mmtbesis is stimulated in
mspoese in inceased ireo siooes and inflammation. It =
attcmuxied in mspomse toiron deficiency and acoekereied
ervibrapoiesis doe to apemiz, meffective ervthropoicsis
and kypaxiz’. The molecules that induae hepeidin o
thesis im mespanse to incoeased iran Evels and inflamma-

tico ame relathe v well defined™. On the other hand, the
idendity of negathve rpulzieos ol hepoidin is stilll eheshe.
Groeth diferentiation fctar 1S (GIF15 ) was propased
as 2 candidete molecule in the suppression of hepeidin
production in patents with fibalase mia®. Later anahaes
shireed 1bai GDF1S waselkewicd in discans states associ
abed with imeflective envibropoiesis’. Moo recont deda
indicate the misbence af otber pegative ervthroid mguls
tars af hepcidin mtbesis". |t is acozped that these sgnals
are released by ervibrodd precursors inm bane marroe® and
override 1B sipnzls of irna stows®.

Imbalances in iron metabalism (including hepeidin
Evele)d and their infe rconnection with defective ervthroe
paiesis hewe been wide v studied in Bthalasemia (inkes
media and majoc) (el ), congenital dvseribmpodctic
aremiall prrwvele kinase deficiency” and Diamoad
Blackfan anemiz' [n ikds shuds, we ime stigated ibe e
[aticeship beteeen iroo metzbolism and envthropoictic
aciwity in pedistric paticnts with envibmocyte memboane
defects and thalessemia traits

MATERIALS AND METHODS

Characterer slion of the cohort

The cobort consisted of 20 paticnis with ervibro-
cvie membrane deect {18 with HS and 2 with HE) [z
racge 18 years), 13 with thalassemia mimor 10 with
the Bihzlassemia trait and 3 with the o-thalessemia trait
{age renpe %17 wears) and | patient with thalassemia
megar [TM] [age 7 ¥earsl an immigrant from Moldoa
Thalasseomiz carriers did nol mquie amy treatment The
patient with Th was on regular transfusion tberape (1
transfusion wnit every three weeksl A conimol group
included 47 children examined prior to planmed minar
surgery [inguinz] ar umbilical hernia, plastic surpevl
The stedy and indormed conseot as per the Declarztion
of Helsinki wen approwed by the Etfics Commites of
Palacky Undwersity Hosgdlal Olomeouc, Casch Repuhblic
Nane of the subjects had signs of 2n inflammatory pro
cess at the time of eiemimaticn as decumended by marmal
C-reactive prokin (CEP) Evels {not shosn .

Hematolxgical and binchemical anahxis

Blood wes teken during rootinely performed wnous
punciuee; for the T patient 2 pre-trensfusion sample was
collected. Blood coumls and ervthmocoyie charackeristics
wem axemined on Svsmex XE-500 anaheer (Svsmex) for
all subjects inchudzd in the stode. Bicchemical serum pa
rameters all irem melabalism and inflammezlion: =rem
irom (Fe), ferriting trensferrin saturatian (TSAT), saluble
trensferrin recepinr [sTIR) and TR kwls wen deter
mired nsing standard methods; for the contml groen,
samples from 10 io 13 children were anabzed The se
mem erythropmietin [ EPOY concenirabion was measuped
b a solidphase chemiluminesoznt immuneochemical re-
actiom™. Lahomatary w=Rmenoe values ane ghen for EPO
insiead of dizct control growp measumzments.

The diagnests af HE and HE was made on the basis af
elevaied biliruhin kavels {mean 29 pmalf L, patients range:
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E-T0 ymalf L. normal range 5-21 pmelfL1L positive pe-
ks al combemohesis st and Blood smeer as=esment
Thalasse mias wen: dizgmased an the hask of bemaglobin
electraphanesis and plobin pene Sanper sequencing™

Hepeidin amalysiz

The serom hepcidin kevek wem measured by move e
phese Hguid chromatography using the Ultibze 3000
Nana LC System (Thermo Fisher Scientific, Sunmoalk,
Ca EA Y coapled to the QTEAP 5500 mass speclmom-
eer (AR SCIEX Framingham, MA, USA) as we provie
oushr described ™. Hepcidin wes determined far <7 beahiby
combrels, 12 thalassemia carrers and 20 patients with
ervibmoocie membozne de ool

GIOF 1S measorements

The mrum kevels af growth differenbiztion facior 15
(GOF 15y wene quantified according to the manudactue s
icstructions using the Homan GIF 15 Quantikice ELISA
Kt (R&ID Swsiems [nc, Minoeapalis, MM, USAL GDFFLS
measuEmeEnts were perfarmaed an % dhalaze mia carriers
and 1] patienis with enibrecole membrane defect

Suatistcal anabxis

AMOWA and Dunpets st for sarmally distribeted
varizbles ar noo-paramettic Kmekal'Wallis test wilh muk
ek comparisons we e wed for the slatistical evalustion
Allstatistical anabve s wer dooe usicg the STATISTICA,
(S1a=aft, Inc., saftezre wrsion 121 The sipnificance lkael
was sed at 5% for &l anahses.

RESLULTE

Hematolegical data and e rvthropoietic activity

We: first anabzed the Bemaiological data. Carmiens of
- thalz=semia were ovzluxted topether with fbalasse mia
carriens due im similarites in clinical picture. They showsed
mild to soven: anemia with & commpensalary increass in
BB courts ({ Teble 1L Hempglobin (HDL mean corpus
culer valume (MCY L mean corpuscular hemaoglohin
{MCH ) and mean corpuscular hemoglobin conozniratan
{MCHC) wene sipmificantly lower compard to bealiby
comims. In the enthmote membrane defect group the
anemiawas mikder with sipnificanth reduced BB coumt

Tabk L Hematoiopical parameters.

. . Erritroorie , .
Comtrals Thalzzemi camiars memtme ek Thalzzsemiz major
BRC L) 478 + Q&0 5557 40305 425 2071 roy
Hr[gfal} 130+ L3 ILE™ =+ L1 1301 15 iz
MOV (1LY EX 56 + LBT 20 1 568 TB1 £ 573 T3E
MCH {pal 2520+ 142 15251217 245 1 LEL Nk
MOCRIC (gfdLy Mzl 31d8 2 L2I Ja0e™ £ QET e
Fat {ratio] 0030 + Q003 002 + QL4 LDEL™ 4 QD45 apiz

Viles ax s3owa 15 oeans 4 30; shoge vales ae givea oy Phe pailesd wilh thalase ma ogjoc. BAC, &d blopd m=lk counl; Bh, henogiobin
MV, e an oo pustiiay wodiene; MCHL, aean oo pu sz e ooginbin MOCEIC, o i oorpusailer beooglohin coace abaation, Fel, relionl ooyies

et Satslinl spniicaam el (o roee] pous SFvalmenos

=* Pryalpeel 0] " Pk LD

Tabk . Parameters of ernriboopoietic acthte

Tralassamia Erythrocye Thal=semia
Controls carriars membran: daiEcls major
sTiK (mgf L} iT=0T4 BE9 £ 502 956" + 4ED il
ERO{IUIL) [d2m) 150+ X2 AT 304 = 345 = 400
GOF 13 (pg/ml) 5+ 27 L33 & 545 35T 4 131 #31LT

Valmes are S1own 25 meess & 505 englevales 2@ piven fov Lhe patksal wilh thasmen i qofoc STIE, sclchie faaserin @ o pion EPO, e Lo
o GG 15, girwih dEssenilaiion macior 15; + eeEaoe e Slalisical syniicaaoe ol o coatm] proes ** Pralue<0 0l

Takk 1 kon sSofus parameiars.

Tralasse mia Eryihmscyte Thalissamia

Fonireis carriers memmhrane defads major
HTRAT 3307 + B9 319 = 084 1905 = 10322 50
Sarum Fa (pM/L) MET ETT T3 55T 15 45 12
Ferrzin {ppll) e+ I0] 4023+ 3915 09547 = 4553 JETE
Hepcidm (ngfmL) 2586 + JadL LT 1427 153 = 1L 56 5L2
Hapa&m/ferritin [LLSE + Q564 1341 = LM% arF = LI7E onz
{hepoidmfemitin i sTIR (134 + QIED 072 = 1050 [L033= = 0021 1051

7 Vahes am shrwn as meaas 4 500; dngle vaOs e ghen 1or U paiieal wi thalssemia aajoc. TSAT, bamsierds satoation Fe, b sTiF,
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Fig: 1. Ebeyaled markers uE‘euﬂrnpnicHumﬁ'lil;.i.ﬂ.thEEminmmd in both patiemis"
(=B h'ulm'ﬂrmplhem:mrheuﬂnnm membrane defct [ Memb_def; =14} the differene mached satistical

g:rn'u]nmn.cumpamj I:-:h1.hc n:vuh:u]s
e,

ihalsesemia camiars{ TG, = 13) (B) The al=yationof GOF15 in omparison toibe controlswas significant for TC (o9 but naot
for Memb_gef (=111 sTE, soiobke transkerrin ree poor; GOFLS growih differentintion famior 15 The graphs sho individoal
vatoes {iringles), 2575 range with median (boc uod borzontal ine, regpeciive by and dye non-ouilier range (the highest and

1he lowe s whiskers Tespectinehy]

201
< D
E =}
% a1 .f 'y ". .i].‘ § Conleols
A o o7c
E i F & o Wil al
bl OTa
10
] 0 20
£TIR [mp'L]

Fg. 1. Differentiation of patiznis baved on the plotof be poidind
IErritin ratio sgainst sTIR'. Patiznis witharythrocyte membran:
deiect [Memb def, m=13), tbalassermia cartiers (TS e= 12 and
ttalasses min major { TA, =1} didocate from heakhy pontrols

(=5

and moderate changes in BRC chamcteristios (Table 1)
with the exception of MCHC, which was significanthy
incemed. In addition, compensatory retioylocytods in
mspanse to chromic bemobrsis wasobeeoved in the major
ity of patizois with ecy throoyte memboane defect caysing
the mimber of retioylocytes to be significantlr difleent
from the contral group (Table 13

We next examined the markems oferythropoietio activ
ity Le. serum erythropodetin (EPQ) and solable ranske
rin receplor (ST} EF) was elevated abowe the relgrence
range (4.3 - 29 ILL) only in the groyp of errthroorie
membrane defects {mean 34 IUL, Table 2}; in thalas
mmix carriers the mean valye @l withio the reference
range {mean 180 TLFL. Tabls 2} sTR was also signifi
cantly higher for patients with errthrooyte membrane
defeat (mean .58 mgfL) than in bealthy controls (3.7
mg/L. Tabls 2 and Fig. 1AL In the thalmemis carrk

ers’ group mean ST (689 mg/L)was L% times higher
than mean sTR of the controls {Table 2 and Fig 1A)
Althoggh the difference was not sintistically dgnificant
10 oyt of 1% thabs=mia carriers bad sTIR. absoe the
mean contrel valye (Fig 1AL This indicates increazd
exythropoietic activity in the bone marros of thalrssmin
garrizms and patients with errthroorle membrane dedfect
To azess the degree of inefective g, ga
mym groveth differentiation factor 15 (GEDF15) was mea-
myred wsing ELISA. The mean GOFLS kel was inoreamd
in both groyps (thalm=min carriers §53 pefml; exyth
rooFle membrane defeots. 38T pefmL) compared to the
conirols (206 pefmll but only in thale=mia carriers
did the difference mach satistical significance (Table 2
and Fiz- 1B}

D only patient with thalesemia major (TH)L wha
iz a Maldovan immizrant living in rJ:a-Czc-:h. Eapyblic
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presemied with the most sewere snemia (Hb of 8.2 gidl )L
mduced KBC number ekvaked sTiK and EFLY lovels and
the highost GIXFLS (Teble | and 21

Iron stmins and hepoidin

T assess ame disturbznas in iron homeostasis, se-
Ecied parameers of imn metabolism weos evaluzied. As
shrem im Table 3, serom oo (5Fe ) and irensErrin sabora
tian (T3AT] were comparnhle in 2l groups. Patieniswith
ervibmoorle membrene defect hed sipnificantly increased
ez s of werum Erritin {meen 5554 pefl; mean for con
trols, 3462 ppfl} Ferritin laveks of thelesemia carmiens
did et difer From Bealthy costrols (Tehle 3L Hepeidin
e ls wen redoosd in thalissemiz carriers (mean T3
o ml) and enythmore membane defects (mean 1554
rgfmL) compared bocontrok {meen 2558 ogfml., Tehle
1), bt this was naot statisticall sipnificant. We: 1beo: fons
calculated tbe Bepoidinfferritin retia which nepresents
a meesume al approprizie response of hepcidin toe iroo
stomes. Ax showm in Table 1, ikds ratio was sipnificanthe
lowrer in the enthmore membrane dkots group (LITT)
compared 1o healiby individuals (0LESEL The reduc-
tian af e poidinierritin ratio in thalessemia carriems (o
0341 reached omby borderline siatistical significanae;
zwzn thaugh it was teioe 2s kow 5 in the controls. This
indicates inappropriate suppression af he poidin senthesis

Aloog with the chanpes in hemetalogical param-
cers, alteraiions in iron skatus in ooer TM petient wes
coosisent with the data published an larmge cohomis of
T patienis ™™ She shoeed normal sFe. but sizmificant
by pe rferritimemia (Erritin kel of 2872 ppfl, Teblke 1L
Herserum hepoidin wes terioe as kigh (562 ngfmL)as in
Ezalthy comtrels (2586 ngfml L However, the hepeiding
ferritin ratin, which was L02 (contmml hepcidind ferritin
retio % (LG5 R) indicaied ikat hepoidinwes dispropartion-
alty lowr with mspedt o iron Ipading (Tabie 31

Finzlh: we caloulated the matia of (hepoidinfferritin)
ta sTMR which combines 1be parmmeters af iton skaius
and erythropoietic activite. Kecenthe it hes boen sugpesied
that this farmula distinguishes aduoht thalassemia carriers
from hezlthy costrols and =lects e soverity of the ame-
miz®. As skaem in Table 1 tkis mtia i redoced in bath
thalesemia carrier group {L072) and evtbmoor te mem-
brame defects (L0231} compared io healthy individuals
(0L184) confirming disardered inferaction between irom
metaholism z2nd ervibrapoiesis. When sTIR is plotted
apaingt ibe hepcidinferritin redia, thalassemia carriers
and pabenis with enthrocore membrane defect, £nd to
diverg from cantrals {Fig. 1k skowing slight to meder
ak meductian in hepcidinfermitin ratio &nd concamitant
imcozeme in £TER thal is consiskent wilk acosleraked bane
marrow erythropoiesiz. The TM patient kad the Jowest
(Bepeidinffermitin ' s TIE ratia {0001 ) amd can b found in
the wpper right cormer oo the graph plotting sTIE apminst
bepoidinf ferritin with ibe lowest Bepoidind ferritin and
bighest sTIR [Fig 1L This result canfirms increased
beme marrerer e rvibrapoicss and imadeguate supposssion
of hepcidin to the degmee af iran loading.

L

IMSCUSSI0N

A pumber of conpeniial apemias am coupled with
disrupted iron balanoe 2nd ®oandary iron e road. The
muole.culer pathophvsiology immhes suppessom af hep-
cidin; the kv molkcuk inkihiting iron 2bsorpticn and
moycling?_An important finding is thet exyihroid signals
dominabs ower ran stom :i,;nal.l.". As a mseli patients
with incflective ervibropeiesis and concomitanily in-
crased iran kovels bove icaporoprizie by losr bepcidin with
mespecl i iron loading which kEeds 1o tbe sccummlstion
ofexmessive rom in parenchrmal tisses Them relabele
suppmesmd hepoidin kewels, explain iron oeerload in pa
tiznis with fthalasemis intermedia thet ar transfusion
imdependent™ On ik other hand, the primary cause of
irno overioad in futhalbssemis major is regular tremsfision
therapy; hepeidin is higher than in fthalassemiz inter
media dix 1o the suppressiwe effoct of transfusians on
ineffectie enrthropaiesis ™. Recemily, it was shoarn 1kat
carriers of [ ar otbalassemi allele tow, have aliemd oo
medabalism parameters and ervibmpaiesis despite the
ah=nee of clinica]l ormpinas™=.

In this stods, we anabzed for the Arst ttme, wheiker
and how disrupled ervthropoisis in ervibrocsts mem-
brace delects, cameb HS and HE, influenoes iroo me-
tabalism. The anemia in these pabenis was byperchmomic
and milder than for thalzssemia carriers. Due 1o chranic
Bemohesis it was sccommpaned by incmased mediculoorie
counl. Howeser, serum EPMD was Bigher than io thalas
wemin carriers and togethe r with sipnificamily elkevated
sTER, meflected imcmamed envitopaietic activily In the booe
marnae. [n addition, slighib increased lovels of GOFELS
indicaizd some degree of ine Fective o nrbmapoicsis’.

The evaleaboen of parameters of oo meizholism e
wealed normzl serum Fe, bot sipnificanily elevabed ferritin
Evels As imthalassemia carmiers, Bepcidin end bepciding
ferritin raia wew mduosd LT 2nd LT times, mspoctiush
caompared 1o b contmok. The patients wilh envthrooe
membrane defects alen hed 2 significantly lower (hep
cidin/ ferrittn)i sTFR. imdex than contrmls and dislecated
from them an tke graph when sTEK was plotied against
Fepcidimfermitin The ervibreosde membrane delbcls were
shified mare to ke tap right an the graph than thalas
wmia carmiers indicating mare pronounosd disruption in
the erxthropodesi-bepoidiniron sioms iz These results
also supeest that hepoidin symibesis is imppmpriately at
temusied in patents with H and HE. The direct signals
meeed 1o Bz identifed Because hepeidin izhibiting b EFQ
iz imdimect and requires active boane merroe ervihmopoi
esis™ M and GDF1S is considemd 2 marker of nefec
tive ervthropoiess raiber than the main suppressor of
kepcidin™ Verr promising & the description af zn ere
thrid regulatar, nemed ervthmiErmone which stimmlzies
bepcidin sroibesis in Tesponse 1o chronic bleeding and
EPD administratice®. The human aszx for enthefer
oo measuremenis which would enahble us be determine
its lewels under physiologicel and difexni pabalopical
coaditivos, incleding ervthmooy e membrane defects, is
curmenily under dews lopment
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We alza showed ikai podiatric thalassemia carriers
e alierd ERC pommeters; raised FBC count and me
duaed Hb lovel MOV, MICH and MCHC. Elevabed sTIH
and GDF 1S indiczxie increased but inefeciie endbmopai-
esis In the home marroee. Similar deta were recently pub-
[isked for schaalchildoen with fbalase mis trait from Sn
Lankz®™ and alst for adul thalassemis carmers®. Hosewer
the studv an adult thalzssemia carriers shoreed that the
fthalzssemia trait is associated with mare prafousd
mepative effects oo erythropaicsis then the athalasemia
traii™. We wer unablk 1o meke such a comparisoa be-
caume of anly throo othalissemis carmmiers included in
our cohoot Although their parameters wen: comparahie
with fthalaszemis carriers, il will b mpomiact o 2na-
b largeT mumbers of childrenwilh o-lbalass mia it te
droer final canclesions. A lematiels, the clindcal 2nd lah-
cratary diference beteeen - and frthalzssemia carmiers
mxy become mor obvious owertime. It 1s alse Ble b tkat
the differemaz reflects the hetemmpene Ty 21 the molecular
el mutant alklkes causing mowe profound imbalznee in
globin production would be asocizied with mam soex
alizrztion o enthmeaksis

Im the thelisemia camier group all individuzls wer
irma mepkeds with sFe and Errtin indistingoiskabl: from
Eealiby cantrok. Howewr 1bay shosred mdoced Bepcidin
vels and edwsed hepcidiniferritin ratio (bath param-
eiers approximately tarice L Thes resuls are consisient
with the dasia chdained oo pediatric Bthalzssemia cax
riers from Sri Lanka®. On ibe other hand, Guimarses
e1 2L® found that onb adull wthalassemia carriers had
sipmificantly deceased hepeidin, whik hepcidin of adult
f-thalassemia carmiers wes insignificantly higher 1ban in
controls Again, we cannot drow 2ny conclusions due ta
the minimzal number of athalassemia carners e zna-
bred The differenoos between Bthalesseomia carmers moy
apain reflect differenoes beteeen pediziric age and aduh-
EBood or mar cwentuwally b alse influenoed by varizhle ==
verity aflthe diferest fbzlassemis alleles Novertheless,
when tke he poidinffermitin ratia wes plotied gzainst sTIF.
ouT thalessemia carmiers dislocate from the contnol group
Bk tke o and Ethalesssemia carmiems in (Guimanaes’s
gtudy™ This pesult is consisbent with the abemed enth
ropesis 2nd iron bomeostiasis in the dbalassemis trait

The clinical pictar: of anemiz and the hematalogiczl
and hicchemical laboratory findings af our paient with
TM weme In agrement with the poblished data on T
subjects, including inapproprizte suppeession of he peidin
with mspect i the deproe of iron oueioad ™ The kow hep
cidimiferritin ratio and elovated sTER and GIDFIS ellect
incmemed ine fective ervibmapoiesis which sipnals higher
iron demand keding to inceezszd irmon absooplian and
morcling This is consistent with the finding thed iron
owerioad in TH is 2 resalt af regular trasfusicn themap
and disturbed hepeidin senthesis™

CONCLUSIONS

Pediatric patents with ervthroote membrams defect
and thalassemia carriers showed 2l retians im ervtheo-

paiesis and imn metabalism The megulation of inon ho-
meosizsis appeamd io be mors dishalanced in envthroore:
memhbrzne defects then in thalassemis carmiers, hut toa
Esmrexient {ban in the TM subject We propass that the
depree of aleration may mlect the mvedity of discase
ceawsing mutation. We confirmed the results ol Guimeries
et alX thai the (hepcidinf ferritinlf s TR mtio disiin-
puishes thalzsemia carriers from heehby comtrds and
showed that it also difementiaies paieods with ervihro-
ovic membmane de kol We prapose thet thess indndduals
may be mome ssaeptible to inom aeerlaad than the peneral
population. As sugpesied for thelzassemia carriers™, the
(hepoidinf Erritin) s TER ratio can be wmed o ol op
pabients wilh envthrocote membrane dekcls forevolodion
of ik dise e with a focus on aliemtions o eovibropoictic
acitwity znd podential sk of iron ovesload. This ratio mey
also evendually help to make trzatment choioes inclhuding
timing af spleneciomy in patients with envthroode mem-
brame defiect and excesste bemahsis
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Vazena kolegyné,

dovolujeme s1 Vas informovat, ze Vas rukopis s titulem , Metabolismus zeleza u darca
krve” byl na zakladé v¥sledki recenzniho fizeni dne 19. 10. 2015 piijat redakei Easopisu
Transfuze a hematologie dnes a bude publikovan v ¢isle 4/2015. Gratulyjeme.

Prosime, abyste ve svych dalsich publikacich tuto praci citovala.

Dékujeme, téiime se na dalsi spolupraci, pfejeme Vam dalii neméné kvalitni publikace a
doufime, Ze 1 v budoucnu budete pfi rozhodovéni o misté prezentace Vadich rukopisi myslet

na nag ¢asopis.
5 pozdravem

za redakci ¢asopisu Trangfize a hematologie dnes
MUDr. Jifi Masopust
vedouci redaktor
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Souhrn

Uvod: Metabolismu Zeleza je velmi uzce spjat s erytropoetickou aktivitou kostni dieng.
Dércovstvi krve zasahuje do homeostazy Zeleza a mize vést k vyCerpani zasob Zeleza dérce.
Cilem prace je zhodnotit vybrané parametry metabolismu Zeleza a jejich vyznam pfi prevenci
rozvoje deficitu Zeleza u dérci krve.

Metody: U darct krve, ktefi vyhovéli kritériim pro darovani krve dle platnych Doporucenych
postupt Transfuzni spolecnosti, byl vySetien krevni obraz, hladina plazmatického Zeleza a
feritinu. Celkem bylo vySetfeno 117 darct krve (64 muzli a 53 Zen), kteti byli zpusobili
k darovani krve. Hladina hepcidinu byla stanovena proteomickou analyzou zalozenou na
reverzni kapalinové chromatografii spfazené s hmotnostni spektrometrii (LC-MS).

Vysledky: Muzi méli signifikantné vyssi pocet erytrocytl, hladinu hemoglobinu, hematokritu a
feritinu neZ Zeny. Hladina feritinu pozitivné korelovala s hladinou hepcidinu u obou pohlavi.
Sest muzii (9.52%) a devét zen (17.64%) mélo hladinu feritinu pod 12 ng/ml. Vyrazné snizenou
hladinu hepcidinu (pod 2.5 ng/ml) jsme zaznamenali u 18 muzi (28%) a 5 Zen (9.8%).

Zavér: Hladina hepcidinu Iépe odrazi skutecnou spottebu zeleza funk¢ni erytropoézou, a proto
je vySetfeni hepcidinu vhodnym markerem ke zhodnoceni stavu metabolismu Zeleza u darct

krve.

Kli¢ova slova: hepcidin, metabolismus Zeleza, darcovstvi krve, deficit Zeleza

Summary
Introduction: Iron metabolism is closely related to bone marrow erythropoietic activity. Blood

donation alters iron homeostasis and may lead to depletion of donors” iron stores. The aim of
this study is to evaluate selected parameters of iron metabolism and their role in the prevention
of iron deficiency in blood donors.

Material and methods: Blood count, serum iron level, ferritin and hepcidin level were
evaluated in blood donors who meet the criteria for blood donation in accordance with
Recommendation of Society for Transfusion Medicine. A group of 117 blood donors (64 men
and 53 women) who were eligible to donate blood were examined. The level of hepcidin was
determined by proteomic analysis based on reverse liquid chromatography coupled with mass
spectrometry (LC-MS).
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Results: Men had significantly higher erythrocyte count, hemoglobin, hematocrit and ferritin
than women. Ferritin level positively correlated with the level of hepcidin in both men and
women. Six men (9.52%) and nine women (17.64%) had serum ferritin below 12 ng/ml.
Markedly reduced levels of hepcidin (below 2.5 ng/ml) were detected in 18 men (28%) and 5
women (9.8%).

Conclusion: Hepcidin better reflects iron required for erythropoiesis and can be used as a

marker for monitoring of iron status in blood donors.

Key words: hepcidin, iron metabolism, blood donation, iron deficiency
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Uvod
bunécné urovni se Fe ticastni fady enzymatickych reakci (je kofaktorem peroxidaz, hydroxylaz,
oxidaz ¢i ribonukleotidreduktazy), které jsou nezbytné pro preziti bunék a pro jejich déleni.
Nedostatek Fe mize vést k zastave riistu bunky i k bunééné smrti. Za fyziologickych podminek
je hladina Fe udrzovdna v Uzkém rozmezi, protoZe jak nedostatek, tak jeho akumulace
V organismu mtize mit zavazné negativni dasledky pro bunécéné pochody.

Nejvétsi mnozstvi Fe v lidském organismu je obsaZzeno v molekule hemoglobinu (60-
70% celkového Fe) a myoglobinu (5%), kde ma nezastupitelnou tlohu pfi vazbé€, pienosu a
uvoliiovani kysliku k zajiSténi dostatecné oxygenace tkani. DalSich 25% Fe je uloZeno
Vv zasobnich proteinech feritinu a hemosiderinu, odkud je v pfipad¢ potifeby uvolnéno a vyuzito.
Pouze 1% Fe cirkuluje v plazmé vazané na molekulu transferinu a po navazani na transferinové
receptory (TfR) v bunétné membrané je Fe pfijato bunkami k utilizaci. Pfiblizné 3,5%
celkového Fe je vazdno na metaloproteiny a enzymy (cytochrom P450, katalazy, peroxidazy),
které jsou nezbytné pro pieziti bunék. [1]

Denni potieba Fe u Cloveka je pfiblizn€ 25 mg Fe, pievazna ¢ast je vyuzita v kostni
dfeni pfi erytropoéze. Denné je enterocyty v duodenu vstiebano 1 - 2 mg Fe, toto mnozstvi

muze byt zvySeno na 3 — 4 mg, pokud to aktudlni situace vyZzaduje (napt. po akutnim krvaceni).

Metabolismus a regulace homeostazy Zeleza

Metabolismus Fe je fizeny jak na bunééné irovni, tak na Grovni systémové. Na trovni
organismu se uplatiuje uc¢inek hormonu hepcidinu (hepatic antimicrobial peptide, LEAP-1,
liver expressed antimicrobial protein 1), ktery je klicovou regula¢ni molekulou metabolismu
Fe. Cilovym receptorem pro hepcidin je feroportin, jediny dosud popsany transmembranovy
pienaseC Fe iontl z intracelularniho prostoru do plazmy. Po vazb¢ hepcidinu na FPN dochazi
k endocytdze a degradaci komplexu hepcidin-FPN. Fe je tedy zadrZeno intracelularné a nemutize
byt dale vyuzito. Tento mechanismus je uplatiovan na bazolaterdlni membrané enterocyttl
v duodenu, Vv intracytoplazmatickych inkluzich a na plazmatické membrané makrofagt
v jatrech, slezing a kostni dfeni, v hepatocytech a ovliviiuje tak piijem zZeleza ze stravy a jeho
uvolilovani ze zasob, coz jsou kliCové procesy pro udrzovani homeostazy Fe v organismu. FPN

Vv buiikach syncytiotrofoblastu je esencialni pro materno-fetdlni prestup Fe ptes placentu.
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Vétsina ostatnich bun¢k exprimuje pouze malé mnozstvi FPN pro regulaci vlastniho bunééného
metabolismus Fe [2]. Syntéza hepcidinu je ovlivnéna hladinou sérového Fe a jeho zasobami v

organismu, zanétem, erytropoetickou aktivitou a hypoxii [3].
Nedostatek Zeleza u darcii krve

Darcovstvi krve je vzdy spojeno se ztratou ur¢it¢tho mnozstvi Fe z organismu a darci
krve jsou tedy ohrozeni rozvojem deficitu zasob Fe a sideropenické anémie. Pii odbéru jedné
jednotky plné krve o objemu 450 ml dochazi ke ztraté¢ 200 — 250 mg Fe [4]. Toto mnozstvi
predstavuje 5-10% celkové zasoby Fe v téle. Longitudinalni multicentricka studie REDS-II
Donor iron status evaluation (RISE) zjiStovala prevalenci deficitu zdsobniho Fe (feritin < 12
ng/ml) a latentni sideropenie (definované pomérem log solubilniho TfR/feritinu < 2.07) u darct
krve, ktefi spliiovali kritéria pro darovani krve; hladina hemoglobinu u muzi i u Zen byla vyssi
nez 125 g/l. Deficit zdsobniho Fe byl prokazan u 47% opakovanych déarct - muzi a latentni
sideropenie u 18%. U Zen byly vysledky jesté vice alarmujici — 62% mélo nedostatecné zasoby

Fe a 27% latentni sideropenii [5].

Hladina feritinu je ukazatelem prostych zdsob Fe, ale neni ovlivnéna aktudlnimi
erytropoetickymi signaly kostni dfené. Zaroven je feritin reaktantem akutni faze zanétlivé
odpovédi organismu a jeho syntéza je stimulovana zanétlivym procesem. Jsou proto stale
hledany dal$i moZnosti, které v€as pomohou identifikovat darce ohrozené deficitem Fe. Ke
zjisténi prevalence subklinického deficitu je mozné vyuzit stanoveni hladiny zinek—
protoporfyrinu (ZPP) v erytrocytech. Metoda je zaloZena na méfeni hladiny ZPP v erytrocytech.
Pfi nedostatku zeleza se v poslednim kroku syntézy do hemu inkorporuje do protoporfyrinu IX
misto Fe zinek a zvySuje se tak hladina ZPP. Do studie nizozemskych autort realizované
v letech 2008 - 2010 ve dvou transfuznich centrech (Nijmegen a Utrecht) bylo zatazeno celkem
5280 darct krve (2897 muza a 2383 zen). Prevalence subklinického deficitu Zeleza stanovena
obsahem ZPP v erytrocytech darcti byla u muzii 6.9% a 9.8% u zen. Rozdilné vysledky
pfedchozich dvou studii mohou byt vysvétleny riznou frekvenci odbérti a odlisSnou

pozadovanou hladinou hemoglobinu v pfedodbérovém vzorku krve [6].
Meéieni hepcidinu

Stanoveni hladin hepcidinu, jakozto klicového regulatoru metabolismu zeleza, je
V soucasnosti doporuc¢ovano pii diferencialni diagnostice anémii chronickych chorob, anémii

U chronického poskozeni ledvin, hypochromnich mikrocytarnich anémii a hemochromatozy
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[7]. Hepcidin by proto mohl slouzit i jako novy a dopliujici diagnosticky marker deficitu zeleza
u vSech darct krve. Nicméné meéfeni hladiny hepcidinu zastava stale problematické. Ke
stanoveni hladiny hepcidinu byla vyvinuty metody zaloZzené na radioizotopové nebo
enzymaticky znacené imunoanalyze (ELISA) nebo na hmotnostni spektrometrii. Vyhodou
metod ELISA je ptfedevsim jejich lepsi dostupnost v podobé komeréné vyrabénych setd,
nevyhodou je jejich nedostate¢na validace, niz§i presnost pti méteni velmi nizkych koncentraci
hepcidinu v séru a piedevsim skute¢nost, Ze mnohé z nich nedetekuji biologicky aktivni
hepcidin-25. Jedinou spole¢nosti se standardizovanou a validovanou metodu ELISA je Intrinsic
LifeSciences (Los Angeles, USA) [8, 9, 10]. Pii pouziti metod hmotnostni spektrometrie 1ze
naopak stanovit 1 krajni a pfedev§im velmi nizké koncentrace hepcidinu, jeji vyuziti je vSak
spojeno s nakladnéj$im vybavenim laboratoie piistrojovou technikou a naro¢nym procesem
jejiho zavedeni [11]. Tato metoda byla zavedena v nékterych laboratofich na svété, véetné nasi
laboratote [12, 13]. Hlavni limitaci metody v dusledku neexistence mezinarodniho standardu
pro hepcidin-25, je absence univerzalnich referen¢nich mezi a jiz patologickych hodnot, na
zaklad¢ kterych by byla vypracovana ptislusna doporuceni pro lécbu stavli s naruSenym
metabolismem zeleza [14]. Otazka standardizace hmotnostni spektrometrie pro stanoveni

hladin hepcidinu je tedy kli¢ova pro jeji rutinni vyuziti v klinické praxi.

Cilem této prace bylo zhodnotit zdsoby Fe a mozny pfinos vySetfeni hladiny hepcidinu
u darct krve, ktefi splnili kritéria pro darovani krve a byli uschopnéni k odbéru. Podobna studie
stanovujici prevalenci deficitu zasob Zeleza u darcti krve v Ceské republice dosud nebyla

provedena.

Material a metodika

Cilovou skupinu tvofili dobrovolni darci krve, ktefi byli ndhodnym vybérem vyzvani
k participaci na vyzkumu v letech 2013 — 2014. VSichni darci prosli klinickym vySetfenim
Iékatem a splnili podminky pro darovani dle platné vyhlasky 143/2008 Sb. a dle platnych
Doporuéenych postupti Spoleénosti pro transfuzni 1ékaistvi CLS JEP [15, 16]. Provedeni studie
bylo schvaleno Etickou komisi Fakultni nemocnice a Univerzity Palackého v Olomouci.
Celkem bylo do studie zatazeno 117 darct krve (64 muza a 53 Zen), primérny vék muza byl
40,2 let, primérny veék zen 35,5 let. Muzi darovali pfed zafazenim do studie primérné 27x,
zeny 14x. Odbér vzorkil byl realizovan po podepsani informovaného souhlasu s ucasti na

vyzkumu. Vzorky séra byly zamraZzeny na - 80 st. C a udrZzovany za stalych podminek do
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vySetfeni hladiny hepcidinu. Kontrolni skupinu pfi srovnani hladin hepcidinu tvofily zdravé
subjekty (muzi a Zeny) s negativni anamnézou darcovstvi krve.

VysSetieni parametri krevniho obrazu — analyza vzorkii byla provedena na
automatickém analyzatoru Sysmex KX-21N (Sysmex Corporation, Kobe, Japan).
Hladiny plazmatického Zeleza byla stanovena fotometricky na pfistroji Cobas 8000 (Hitachi,
Tokyo, Japan). Ke stanoveni hladiny feritinu byla pouzita chemiluminiscen¢ni metoda a

analyzator Architect i2000SR (Abbott Laboratories, Illinois, USA).

Vysetieni hladiny hepcidinu - Pouzitd metoda méteni hladiny hepcidinu je zalozena
na extrakci na pevné fazi (SPE) a kapalinové chromatografii spfazené s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS). Regresni rovnice ziskana z kalibra¢nich standardii byla pouzita pro
zpétny vypocet koncentrace hepcidinu ve vzorku. Metoda byla jiz dfive detailné popsana a
validovéna v laboratofich Intrinsic LifeSciences LLC (La Jolla, CA, USA) [12, 13].

Statistické zpracovani dat bylo provedeno regresni analyzou pomoci cenzorovaného
regresniho modelu Tobit, software Statistica 12 (StatSoft, Inc.). Za statisticky vyznamné byly

povazovany vysledky na hladin€ vyznamnosti 5%.

Vysledky
Nejprve byly vyhodnoceny hematologické parametry darcii (Tabulka 1). VSichni darci

spliovali pozadavky zplsobilosti k darcovstvi. Hladina hemoglobinu byla u v§ech muz > 135
g/l,u zen > 125g/1, hodnota hematokritu > 0.40 u muzii a > 0.38 u Zen. Muzi méli signifikantné
vys$i pocet erytrocytli, hladinu hemoglobinu a hematokritu nez Zeny. U zen byly zaznamenany
signifikantné vyssi hladiny leukocytli a trombocytii nez u muzi. Bez rozdilu mezi pohlavimi
byly hodnoty stiedniho objemu erytrocyta.

Vysledky méteni parametri metabolismu Fe jsou shrnuty v Tabulce 2. V hladinach
plazmatického Fe jsme nezaznamenali statisticky vyznamny rozdil mezi muzi a Zenami (21.5
vS. 23.3 umol/l). Hodnota Fe pod dolni hranici normy byla zji§téna pouze u 1 muze darce;
naopak 14 muzi a 11 zen mélo plazmatické Fe mirn€ zvySené. Muzi méli signifikantné vyssi
hladinu feritinu (28 pg/l) nez zeny (18 pg/l). Hladinu feritinu pod dolni referen¢ni hodnotu (12
pg/l) jsme zjistili u 6 muzd (9.52%) a 9 zen (17.64%).

Na rozdil od feritinu se hladina hepcidinu mezi obéma pohlavimi darci nelisila (6.61
ng/ml u muzt a 7.14 ng/ml u Zen), byla vSak signifikantn¢ niz$i nez hladina hepcidinu u

kontrolni skupiny (27.6 ng/ml, p < 0.001) [12]. Celkem 58 muzi a 45 Zen mélo hladinu
100



hepcidinu pod 1. kvartilem kontrolni skupiny (18 ng/ml); z toho 23 darct, 18 muzi (28%) a 5
zen (9.8%), mélo hladinu hepcidinu snizenou pod detekéni limit (2.5 ng/ml). Primérné hladina
feritinu u darcti s hepcidinem pod detekéni limit byla signifikantné niz8i nez u skupiny darct
s méftitelnou hodnotou hepcidinu (17.95 = 7.46 vs. 32.9 = 22.32 pg/l).

U darct s méfitelnou hodnotou hepcidinu jsme déle stanovovali také pomér hepcidinu
k feritinu, ktery odrézi adekvatnost hladiny hepcidinu vzhledem k zasobam Fe. U stavi
S naruSenou, akcelerovanou a/nebo neefektivni erytropoézou je tento index vyrazné snizeny
diky supresivnimu ucinku erytropoetické aktivity na hepcidin [12]. Tento index dosahoval u
muzl hodnoty 0.2909; u zen byl 1.6x vyssi (0.4712), coz odpovida signifikantné nizsi hlading
feritinu u Zen nez u muzl (1.6x); ani v jedné ze skupin se index hepcidin/feritin vSak
signifikantné nelisil od indexu vypo¢tenému pro zdravé kontroly (0.3445) [12]. Tento vysledek
ukazuje na fyziologickou erytropoetickou aktivitu u této skupiny darcti krve a na skutecnost, ze
hladina hepcidinu je u nich fyziologicky snizend vzhledem k niz8$im zdsobam Fe.

Na zavér byla provedena regresni analyza ke zji§téni korelace vybranych parametri
krevniho obrazu a metabolismu Zeleza s hladinou hepcidinu. U muzi i u Zen hladina feritinu
pozitivné korelovala s hladinou hepcidinu (Tabulka 3, Obrazek 1). Korelaci hladiny hepcidinu

S poctem odbérti jsme v nasem souboru darcti nezaznamenali (Tabulka 3).

Diskuze

Ceska republika se dlouhodobé potyka s relativnim nedostatkem darc krve. V roce
2013 bylo v Ceské republice celkem 264 000 opakovanych/pravidelnych déarcti krve a 54 000
prvodarcu [17]. Identifikovanim darct krve s vy$$im rizikem rozvoje deficitu zasob zeleza, by
bylo mozné zabranit jejich do€asnému vytazeni nebo ztraté téchto osob z evidence darcii krve.
Ve skupiné prvodarct se k odbéru béhem tii let vrati 70%, pokud byl odbér realizovany oproti
21%, jejichz odbér byl odloZen kvili nizké hladiné hemoglobinu. U opakovanych darcii krve
je situace obdobnd, béhem tii let se vrati po odkladu odbéru z divodu nizké hladiny
hemoglobinu jen 64%, ze skupiny darci bez odkladu se vraci 91% darct [18]. Identifikaci osob
s vysokym rizikem rozvoje deficitu Fe by bylo mozné ptedejit vyskytu symptomi souvisejicich
s deficitem Fe, ktery je spojeny se snizenou fyzickou a pracovni vykonnosti, zhorSenou
schopnosti se soustfedit, zvySenou tinavou a zhorSenim ostatnich kognitivnich funkei [19, 20,

21], coz u nich mtize vést k rozhodnuti nepokracovat v darcovstvi.
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Laboratorné l1ze deficit Fe stanovit nékolika metodami, které jsou zalozené na méfeni
hladin feritinu [5], solubilniho TfR transferinu a saturace transferinu [7], ZPP [6], vSechny vSak
maji své limity. Napftiklad feritin je ukazatelem prostych zasob Fe, ale neposkytuje informaci
o bunécnych potiebach Fe. Solubilni TR se zvysuje pii nedostate¢ném piisunu funkéniho Fe
do bungk, jeho hladina ale soucasné stoupa se zvysenou erytropoetickou aktivitou v kostni dfeni
[7]. Novym potencidlnim markerem by mohl byt hepcidin, ktery kontroluje hladinu Fe
V krevnim ob¢hu tim, ze reguluje jeho uvoliiovani ze zasob a pfijem z potravy. Navic vlastni
syntéza hepcidinu je regulovana jak zdsobami Fe a jeho plazmatickou hladinou, tak i aktualni
erytropoetickou aktivitou [22] a odrazi tak aktudlni stav homeostazy Zeleza. U anemie z deficitu

zeleza je hladina hepcidinu vyrazné snizena az nedetekovatelna.

Nase vysledky jsou v souladu s dosud publikovanymi daty o vyskytu deficitu Fe u darct
krve. Nejcastéji uzivanym parametrem ke stanoveni deficitu Fe je feritin. Studie z poslednich
let na darcovské populaci poukazuji na Casty vyskyt snizené hladiny feritinu u darcti krve [5,
23, 24, 25]. Studie Mast a kol. [26] ukazala na vyhodu kombinované analyzy hladiny feritinu a
hepcidinu. U darct, u kterych byla zjiSténa soucasné nizkd hladina feritinu a hepcidinu, doslo
pti dal§im odbéru k signifikantnimu sniZzeni hemoglobinu o 5.1 g/l. Izolované sniZeni hepcidinu
nebo feritinu naopak nebylo pfi nasledujicim odbéru spojeno s poklesem hladiny hemoglobinu
[26].

Deficit zasobniho Fe se vyskytuje u darct, ktefi byli pfipusténi k odbéru a maji tedy
vyhovujici hladiny hemoglobinu, pti hodnoceni feritinu u 14.3% muzi a u 8.9% Zen, v ptipadé
hepcidinu u 27.4% muzi a 24.7% zen [6]. V nasi darcovské populaci byl deficit prostych zasob
Fe ur¢eny hladinou feritinu dle ocekavani niz§i u muzl nez u Zen, coz koresponduje s vysledky
studie RISE [5]. Zarovenn soucasnd analyza hladin hepcidinu pomohla odhalit vyssi podil
darct potencialné ohrozenych deficitem Fe, nez samostatné méteni feritinu. Prekvapive ale
mezi darci krve s hladinou hepcidinu pod detekénim limitem metody bylo vice muzii nez Zen,
coz by bylo mozné vysvétlit rozdilnou doporuc¢enou frekvenci odbérit u muzi a Zen. Velmi
nizké hladiny hepcidinu pfed odbérem prokazuji, Ze tito darci jiz maji vyrazny deficit zeleza
pro erytropoézu a pii dalsi depleci Fe by jiz nemuseli byt schopni pokryt potifeby organismu.
Protoze prezentovana studie odrazi vliv dlouhodobého déarcovstvi na metabolismus Zeleza a
hladinu hepcididu a statisticky jsme neprokazali korelaci mezi celkovym poctem odbérli a
hladinou hepcidinu, planujeme v nasledné prospektivni studii zhodnotit vliv frekvence odbéra

na hladinu hepcidinu a dalsi parametry metabolismu Fe.
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Stanoveni hladiny hepcidinu u déarct krve tak poskytuje cenné informace o schopnosti
darce zvysit absorpci Fe ze stravy a uvolnit Fe ze zasob — snizujici se hladina hepcidinu vede
ke zvyseni absorpce Fe ve stfevé a redistribuci Fe ze zasob do aktivniho kompartmentu [27].
Hepcidin je vylucovan moci, a proto méfeni jeho hladiny v moci je teoreticky jedinou
neinvazivni metodou ke zjisténi deficitu Fe [28] a mohlo by eventudlné doplnit jiz existujici
testy. Pfed uvedenim vysSetieni hladiny hepcidinu do rutinni praxe je vSak nutna standardizace
metody a vytvoreni populac¢nich norem. Cena stanoveni hladiny hepcidinu v nasi laboratoti dle

predbézné kalkulace odpovida ptiblizn€ 1.5 nasobku ceny vysetieni feritinu.
Zavér

Darcovstvi krve je vZdy spojeno se zdsahem do metabolismu Fe. Pti dneSnich znalostech
by bylo mozné minimalizovat disledky spojené s deficitem tohoto esencialniho prvku. V ramci
péce o darce je dulezité¢ identifikovat ty darce, jejichz kompenzaéni zvyseni piijmu Fe je
nedostacujici k obnoveni zasob Fe. Hepcidin jako centralni molekula fidici absorpci a
redistribuci Fe je velmi uzitecny indikator metabolismu Fe. Stanoveni hladiny hepcidinu u
darcu, kteti spliuji kritéria pro odbér, by v pfipad¢ darct s negativni bilanci Fe mohlo zabranit
dalSimu prohlubovani deficitu Fe. Zavedeni méteni hladiny hepcidinu hmotnostni spektrometrii
muze vyrazng zptesnit diagnostiku subklinického deficitu Fe u darci krve a lze predpokladat,
ze vzhledem k mozZnostem, které méteni hladin hepcidinu poskytuje, bude se nyni vyzkum
v oblasti metabolismu Fe zabyvat pravé optimalizaci metod méfeni hepcidinu a jeho snadnou

dostupnosti.
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Prilohy

Tabulka 1: Hematologické charakteristiky darcti zarazenych do studie.

Pocet Leu Ery Hb Hkt MCV Trombocyty
darci 1091 10%/1 g/l ratio fl 1091
113 5.8 4.86 144 0.43 88 223
(5.2-6.7) (4.63-5.15) (138-152) (0.41-0.45) | (85.5-90.1) (193-254)
5 51 6.3 4.62 137 0.41 88.7 236
(5.4-7.05) | (4.45-4.79) | (131.5-142) | (0.39-0.42) | (86.5-90.1) (197-268.5)
M 62 5.7 5.09 149 0.45 875 217
(5.1-6.2) | (4.88-5.42) | (144-157.75) | (0.43-0.46) | (84.7-89.55) | (184.5-246.75)
p 0.001 <0.001 <0.001 <0.001 NS 0.041

Hodnoty jsou uvedeny jako medidn (1.kvartil — 3.kvartil). Z Zeny; M muzi; Leu pocet
leukocytii; Ery pocet erytrocytii; Hb hemoglobin; Hkt hematokrit; MCV stiredni objem
erytrocyti, P hladina statistické vyznamnosti mezi muzi a zenami; NS nesignifikantni
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Tabulka 2: Parametry metabolismu Fe darcii zarazenych do studie.

Pocet Fe Feritin Hepcidin - T
déred umol/l ng/l ng/ml Index hepcidin/feritin
113 21.85 23 6.96 0.3755
(16.6-28.15) (15-36) (3.39-10.91) (0.1877-0.5417)
7 51 23.3 18 7.14 0.4712
(17.05-28.25) (14.5-29) (6.05-11.49) (0.2959-0.7179)
M 62 215 28 6.61 0.2909
(16.3-27.7) (15.5-47.5) (2.5-10.43) (0.1516-0.4894)
p NS 0.009 NS 0.011

Hodnoty jsou uvedeny jako median (1.kvartil — 3.kvartil). Referencni meze: Fe [muZi 6.6 —
28; zeny 7.2 — 29], feritin [12-300]%. Hodnoty kontrolni skupiny, mediin (1.kvartil —
3.kvartil): hepcidin 27.6 (18-50.25), index hepcidin/feritin 0.3445 (0.2787-0.3889). Z zeny; M
muzi; Fe hladina plazmatického Zeleza, Ref. referencni meze; p p-value statistické vyznamnosti

mezi muzi a Zenami; NS nesignifikantni

* index hepcidin/feritin byl stanoven u darcu s nadprahovou hodnotou hepcidinu
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Tabulka 3: Tobit regresni analyza zavislosti hladin hepcidinu na vybranych parametrech

krevniho obrazu a metabolismus Zeleza.

p-value Vék Ery Hb Hkt MCV  Trombo Fe Feritin Poc,eto
odbéru

Z 0.08 0.322 0.504 0.735 0.075 0.204 0.549 0.015 0.429

M 0.326 0.528 0.991 0.338 091 0.166 0.286 <0.001 0.578

Z zeny; M muzi; Ery erytrocyty; Hb hemoglobin; Hkt hematokrit; MCV stiedni objem
erytrocyti; Trombo trombocyty; Fe plazmatické zelezo.
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Obrazek 1: Graf korelace hladin hepcidinu a feritinu.

z M

B
=3
I

Hepcidin

Hepeidin

S0 I I 1 1 1 1 J 1
Ferritin 25 50 75 100 25 50 75 100
Ferritin

Hladina hepcidinu vykazuje pozitivni korelaci s hladinou feritinu u vSech darct (A) i u obou

pohlavi oddélené (B). M muzi; Z Zeny
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Diamond-Blackfan anemia (DBA) is a rare congenital red cell aplasia characterized by macrocytic anemia, reticulocytopenia
and reduced number of erythroblasts in the bone marrow. Etiology and symptoms of DBA are closely associated with
mutations of genes coding for 12 ribosomal proteins. Approximately 40% of patients are dependent on regular transfusions.
In chronically transfused DBA patients, severe iron overload with tissue hemosiderosis with the need for iron chelation
develops and has a substantial impact on morbidity and mortality of DBA patients. Liver is the most affected organ, but
extra-hepatic iron accumulation, although less well documented, appears to occur early and at high frequency. Despite
these facts a detailed analysis of iron metabolism in DBA is missing.
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We therefore aimed to determine selected markers of erythropoid activity and iron metabolism including the levels of the
key regulator of iron homeostasis, hepcidin, in 14 DBA patients from the Czech National DBA Registry. Ten patients receive
regular transfusions, two are treated with steroids and two are in the remission. None of the patients had signs of an
inflammatory process at the time of the examination. Following markers of iron metabolism were analysed: iron, total iron
binding capacity, transferrin saturation, ferritin and soluble transferrin receptor (TfR). Serum hepcidin was measured by
proteomic analysis. Levels of rowth differentiation factor 15 (GDF 15), aputative marker of erythroid activity, were
measured by ELISA. Pearls’ staining was used for the liver iron detection. In all transfusion dependent patients, low levels of
soluble TfR and reduced number of erythroblasts in the bone marrow confirm severally suppressed erythropoiesis which
corresponded with dramatically elevated serum erythropoietin (EPO) levels. Analysis of iron parameters showed increased
transferrin saturation and high ferritin levels. The two patients who are currently in the remission had near normal blood
counts and iron parameters. Liver biopsy on 5 selected patients revealed excessive iron accumulation in both liver
hepatocytes and macrophages which can be attributed to increased iron uptake and non-effective erythrocytes-derived iron
recycling, respectively. Measurement of hepcidin levels showed significant elevation in DBA cohort in comparison with
healthy controls (p>0.0005). The highest hepcidin was detected for transfusion dependent patients, the lowest (near
normal) for patients in remission. As erythropoiesis is known to produce a signal for hepcidin suppression, patients in
remission with restored erythropoietic activity are likely able to attenuate hepcidin expression and increase the pool of iron
available for improved erythropoiesis. On the other hand repeated blood transfusions contribute to the suppression of
erythropoiesis thus likely relieving hepcidin synthesis and worsening iren recycling. We also found that elevated hepcidin
positively correlated with ferritin levels. No correlation was detected with EPO or GDF15, the putative negative regulator of
hepcidin production. These results indicate that EPO is an indirect suppressor of hepcidin synthesis and that GDF15 possibly
plays a hepcidin-regulatory role in the disease states associated with ineffective erythropoiesis but not in DBA.

In conclusion we propose that in DBA patients iron overload develops as a consequence of the combination of repeated
transfusions and absent or reduced erythropoiesis in the bone marrow. At the systemic level the increased hepcidin
promotes iron retention in macrophages and thus is responsible for impaired iron recycling.

Acknowledgements: Grant support: Ministry of Health, Czech Republic, grant No. NT11059 to DP and NT/13587 to VD,
Czech Grant Agency, grant No. P305/11/1745, and Internal Grant of Palacky University Olomeouc (LF_2013_010). We thank
dr. Thomas Ganz for validation of our HPLC-MS-based hepcidin measurements.

Disclosures: No relevant conflicts of interest to declare.

See more of: 508. Bone Marrow Failure: Poster 11
See more of: Oral and Poster Abstracts

<< Previous Abstract | Next Abstract >>

112



Publikovana abstrakta

Sulovskd L, Holub D., Zidové Z., Divoké M., Mihal V., Vrbkova J., Horvathovd M.,
Pospisilova D. Charakteristiky metabolismu Zeleza a erytropoézy u détskych pacienti
s poruchami erytrocytirni membrany a talasémia minor. XVIL Slovensko - Cesky

hematologicky a transfuziologicky zjazd s medzinarodnou tcast'ou, 24.—27. 9. 2015, Bratislava.

Sulovska L., Holub D., Zidova Z., Divoka M., Mihal V., Vrbkova J., Horvathova M.,
Pospisilova D. Charakteristiky metabolismu Zzeleza a erytropoézy u détskych pacientli
S poruchami erytrocytdrni membrany a talasémia minor. XXV. Konference détskych

hematologt a onkologti Ceské a Slovenské republiky, 16.—18. 10.2015, Brno.

Sulovsk4d L., PospiSilova D., Ravcukova B., Freiberger T. Soucasny vyskyt neonatdlni
aloimunitni trombocytopenie a Wiskottova — Aldrichova syndromu u novorozence. IX. Cesky

pediatricky kongres s mezinarodni tcasti, 19.-22. 5. 2010, Olomouc.

Sulovska L., PospiSilova D. Trombocytopenie s renalnim selhdnim. XXIV. Olomoucké
hematologické dny s mezinarodni ucasti, XIV. Konference oSetfovatelskych profesi v
hematologii, XIII. Konference zdravotnich laboranti v hematologii, 3rd Symposium on

Advances in Molecular Hematology, 24.-26.6.2010, Olomouc.

Sulovska L., Pospisilova D., Ravcukova D., Ravcukova B., Freiberger T., Litzmann J., Novak
Z., Koptiva F. Uskali diagnostiky trombocytopenie u novorozence. XX. Konference détskych
hematologii a onkologti Ceské a Slovenské republiky, 8.-10.10 2010, Praha

Sulovska L., Pospisilova D., Hrachovinova 1., Flogelova H., Novéak Z., Stejskalova I. Izolovana
tézka trombocytopenie piedchazejici rozvoji trombotické trombocytopenické purpury. XX.
Konference détskych hematologii a onkologti Ceské a Slovenské republiky, 8.-10.10 2010,
Praha

Sulovska L., Novéak Z., Zapalka M., Koptiva F., Nohynkova E., PospisSilova D. Jedno vySetieni,
zadné vysetieni. XXIX. Dny praktické a nemocniéni pediatrie, 27.-28.5.2011, Olomouc

Sulovskd L, Pospisilova D, Flogelova H, Stejskalova I, Novdk Z, Hrachovinova I. When
thrombocytopenia is not immune thrombocytopenia. 20th Meeting of European Society of
Paediatric Clinical Research, 1.-2.7.2011, Brno.

113



Sulovské L., Ludikova B., Karaskova E., Michalkové K., Pospisilova D. ,,Tti v jednom* aneb
piibéh jednoho chlapce a tii pfi¢in anémie. XXI. Konference détskych hematologti a onkologt

Ceské a Slovenské republiky, 7.-9.10 2011, Usti nad Labem.

Sulovska L., Pospisilova D., Smolka V., Michalkova K., Mejstiikova E., Stejskalova I., Novak
Z., Mihal V. Hemofagocytujici lymfohistiocytéza - kazuistika. XXI. Konference détskych
hematologii a onkologti Ceské a Slovenské republiky, 7.-9.10 2011, Usti nad Labem.

Sulovska L., Novak Z., Ludikova B., Michalkova K., Geierova M., Mihal V., Pospisilova D.
Lymfadenopatie dvakrat jinak. XXX. Dny praktické a nemocni¢ni pediatrie, 25.-26.5.2012,

Olomouc.

Sulovské L. Pospisilova D. Wiskottiv-Aldrichiiv syndrom ve svétle novych poznatkt. XVIII.
Patizkovy dny, 29.3.-30.3.2012, Ostrava.

Sulovska L., Celkova M., Pospisilova D., Miillerova 1., Neklanova M., Novak Z. Akutni
intracerebralni krvaceni jako disledek trombodzy sagitalniho a transverzalniho sinu. XXIV.
konference détskych hematologii a onkologii Ceské a Slovenské republiky, 10.-12.10.2014,

Olomouc.

Publikace v recenzovaném ¢asopise

Sulovskd L., Stejskalova 1., Flogelova H., Hrachovinova 1., PospiSilova D. Kdyz
trombocytopenie neni imunitni trombocytopenickd purpura. Pediatrie pro praxi.

2013;14(3):192-194.

Ludikova B., Mojzikova R., PospiSilova P., Houda J., Sulovsk4d L., Divokd M., Hak J.,
Prochazkova D., Divoky V., Pospisilova D. Deficit pyruvatkinazy v détském véku. Cesko-
slovenska pediatrie.2012;67(3):152-159.

Pavelka J., Krbkova L., Zarosska E., Nohynkova E., PospiSilova D., Sulovska L. Kazuistika —

visceralni leishmanioza ditéte. Klinickd mikrobiologie a infekéni 1ékatstvi.2012;18(6):198-200

114



