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Seznam použitých zkratek 

 

Alk3   aktivin-like kinase 3 

Apo-Tf apotransferin 

ATP  adenosin-trifosfát 

BFU – E burst forming unit – erythroid 

BMP/Smad  Bone morfogenic protein/Small and Mothers Against Decaplentaplegic protein 

CFU-E  colony forming unit – erythroid 

c-kit  tyrozinkinázový receptor kit 

DCYTB duodenální cytochrom-b 

DMT1  divalent metal transporter 1 

DNA  deoxyribonukleová kyselina 

EPO  erytropoetin 

ERFE  erytroferon 

Fe  železo 

FPN   feroportin 

G-CSF granulocytární kolonie stimulující faktor 

GDF 15 růstový diferenciační faktor 15 

GM-CSF granulocytární a monocytární kolonie stimulující faktor 

HAMP human antimicrobial peptide gene 

Hb A  adultní hemoglobin 

Hb F  fetální hemoglobin 

Hb  hemoglobin 

HCP 1  heme carrier protein 1 

HE  Hereditární eliptocytóza 

HFE   protein dědičné hemochromatózy 

HIF   hypoxií indukovaný faktor 

HJV  hemojuvelin 

HLA  human leukocytes antigen, lidský leukocytární antigen 

HRE  hypoxia responsive element 

HS  Hereditární sférocytóza 

HSC   hematopoetické kmenové buňky 

HSCT  transplantace kmenových buněk krvetvorby 

Il-1  interleukin 1 

Il-3  interleukin 3 

Il-6  interleukin 6 

Il-9  interleukin 9 

IRE  iron-responsive element 

IRIDA anémie refrakterní na železo 

IRP  iron regulatory protein 

JAK/STAT  Janus kinase/signal transducers and activators of transcription  
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LEAP-1   liver-expressed antimicrobial peptide 1 

M-CSF monocytární kolonie stimulující faktor 

MCV  střední objem erytrocytů 

MCH  střední obsah hemoglobinu v erytrocytu 

MCHC střední koncentrace hemoglobinu v erytrocytu 

mRNA messengerová ribonukleová kyselina  

NaCl  chlorid sodný 

OPSI  overwhelming post-splenectomy infection, fulminantní sepse 

splenektomovaných 

RF  růstový faktor 

ROS  volné kyslíkové radikály 

SCF  stem cell faktor 

sTfR  solubilní transferinový receptor 

Tf  transferin 

TfR 1, 2 transferinový receptor 1, 2 

TGF β  transformující růstový faktor beta 

TI  talasemie intermedia 

TM   talasemie major 

TMPRSS6  transmembrane protease, serin 6 

TNF α  tumor nekrotizující faktor alfa 

TPO  trombopoetin 

TSAT  saturace transferinu 

TWSG 1 twisted gastrulation homolog protein 
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Úvod 

 

Anémie je jedním z nejčastějších onemocnění v dětském věku, které může mít 

významný vliv na zdraví a vývoj dítěte v důsledku neadekvátního zásobení vyvíjejících 

se tkání kyslíkem. Anémie může negativně ovlivnit nejen růst a vývoj dítěte, ale i rozvoj 

centrálního nervového systému a může mít negativní důsledky na jiné orgánové systémy. 

Dopad anémie na zdraví dítěte je tedy daleko širší naž je tomu u dospělých pacientů.  

Podle údajů World Health Organization (WHO) z roku 2009 postihuje anémie 

celosvětově 1.62 miliardy obyvatel planety a je tedy závažným problémem jak v rozvojových 

tak ve vyspělých zemích. Prevalence anémie je nejvyšší u dětí předškolního věku (47%), u dětí 

školního věku je nižší (25%). Nejčastější příčinou anémie je nutriční nedostatek železa 

vedoucí k sideropenické anémii, která je příčinou anémie přibližně v polovině případů. 

Druhým nejrozšířenějším druhem anémie jsou talasémie způsobené vrozenou 

nebalancovanou syntézou globinových řetězců a postihující přibližně 7% světové 

populace. Obě nejčastěji se vyskytující anémie jsou mikrocytární a hypochromní a jsou 

doprovázeny poruchou metabolismu Fe. Vzhledem k rozdílnému terapeutickému přístupu 

je nutné oba typy anémie včas odlišit.  

Další často se vyskytující skupinou anémií jsou anémie způsobené geneticky danými 

poruchami struktury erytrocytární membrány (hereditární sférocytóza, eliptocytóza, 

stomatocytóza, pyropoikilocytóza), u kterých může dojít již v časném novorozeneckém věku 

k závažnému postižení dítěte v důsledku zvýšené propustnosti hematoencefalické bariéry pro 

nekonjugovaný bilirubin, který má toxické účinky na mozkovou tkáň. I tuto skupinu anémií 

doprovází narušený metabolismus železa, který může mít vedle negativního efektu 

nekonjugovaného bilirubinu na centrální nervový systém novorozence další následky ve formě 

postupného ukládání železa ve tkáních s příslušným negativním vlivem na postižené orgány. 

Následky anémie a doprovázejících poruch regulace metabolismu železa u dětí 

s uvedenými typy anémie mohou mít celoživotní negativní dopad a je proto důležité jejich 

včasné odhalení a léčba. K lepšímu porozumění vzájemné souvislosti vývoje erytropoézy a 

metabolismu železa při vzniku anémie vedla doslova exploze poznatků o molekulárních 

mechanismech zasahujících do buněčné i orgánové regulace obou procesů, které jsme byli 

svědky v posledních 10 letech. Mnoho souvislostí již bylo objasněno, řada otázek však stále 
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zůstává nezodpovězena. Cílem předložené práce je přispět alespoň částečně k zodpovězení 

některých aspektů regulace metabolismu železa a erytropoézy u vybraných anémií u dětí a 

zhodnocení metabolismu železa u dárců krve se zaměřením na význam hlavního regulátoru 

metabolismu železa: hepcidinu. 
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I. Teoretická část 

1 Erytropoéza 

Erytropoéza - nedílná součást hematopoézy - je definována jako proces tvorby zralých 

erytrocytů z multipotentní kmenové buňky (HSC).  

Základními znaky hematopoetických kmenových buněk jsou schopnost sebeobnovy, 

proliferace a diferenciace. Ze společné multipotentní kmenové buňky se diferencují dva typy 

progenitorových buněk – lymfoidní a myeloidní. Lymfoidní progenitorová buňka dává vznik 

T- a B- lymfocytární linii a NK buňkám. Z myeloidní progenitorové buňky pak vzniká 

progenitorová buňka pro megakaryocyty-erytrocyty a pro granulocyty-makrofágy. Tyto buňky 

nelze morfologicky odlišit od HSC. Jejich postupnou diferenciací vznikají zralé elementy 

erytroidní, granulocytární, megakaryocytární a monocytární řady. 

1.1 Erytroidní progenitorové buňky a jejich diferenciace 

První erytroidní progenitorovou buňkou, kterou lze identifikovat  pomocí průtokové 

cytometrie, tvoří tzv. BFU – E, „burst forminig unit – erythroid“ (volně přeloženo: kolonie 

časných erytroidních progenitorových buněk). Po sedmi dnech dochází vlivem cytokinů a 

růstových faktorů (RF) interleukinu 3 (Il-3), růstového faktoru kmenových buněk (stem 

cell faktor, SCF) a granulocytární a monocytární kolonie stimulujícího faktoru (GM-CSF) 

k diferenciaci v CFU - E  - „colony forming unit – erythroid“ (volně přeloženo: kolonie 

pozdních erytroidních progenitorových buněk). Po dalším týdnu jsou již vytvořená hnízda 

s prvními morfologicky odlišitelnými buňkami erytroidní linie – proerytroblasty. V 

průběhu následujících pěti dnů vznikne z každého proerytroblastu v průměru osm 

retikulocytů, které jsou uvolněny do cirkulace. Během této doby dochází k  buněčnému 

dělení a vyzrávání dceřiných buněk – přes stádium bazofilní, polychromatofilní až po 

ortochromní normoblast. Po proběhlé extruzi jádra je pak retikulocyt uvolněný do 

cirkulace, kde v řádu hodin dokončí svůj vývoj v plně funkční erytrocyt (Sieff, 2015). 

Vývoj erytrocytu je zobrazen na Obrázku 1. 
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Obrázek 1: Vyzrávání erytrocytu od stádia časného pronormoblastu až po plně funkční 

zralý erytrocyt. 

 

Převzato a upraveno: https://www.pinterest.com/eradzak08/mls/ 

 

1.2 Růstové faktory, mikroprostředí kostní dřeně 

Pro funkční erytropoézu je podstatná přítomnost specifických růstových faktorů. 

Mezi hlavní funkce růstových faktorů patří ochrana hematopoetických prekurzorových 

buněk před apoptózou, indukce buněčného dělení zkrácením doby přechodu z  fáze G0 do 

fáze G1 v buněčném cyklu a současně regulace buněčné diferenciace jednotlivých 

buněčných linií. V časné fází hematopoézy HSC proliferují pod vlivem SCF. SCF se váže 

na povrchový buněčný receptor c-kit, který má vlastní tyrozinkinázovou aktivitu, a 

následně je signál přenesen do jádra HSC. Exprese c-kit receptorů se snižuje s postupnou 

diferenciací a vyzráváním buněk. Kromě SCF se v časném stádiu hematopoézy uplatňuje 

synergický vliv Il-3, Il-6 a GM-CSF. V průběhu vyzrávání jednotlivých buněčných linií 

se do popředí dostává vliv liniově specifických RF – erytropoetin (EPO) pro červenou 

krevní řadu; GM-CSF (granulocytání a monocytární kolonie stimulující faktor), G-CSF 

(granulocytární kolonie stimulující faktor), M-CSF (monocytární kolonie stimulující 

faktor) pro leukocytární krevní řadu a trombopoetin (TPO) pro megakaryopoézu (Ogava, 

1993; Sieff et al., 2015). 
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EPO je podstatným RF pro funkční erytropoézu. Jedná se glykoproteinový hormon 

produkovaný z 90% v ledvinách (juxtaglomerulární buňky aferentních arteriol), který je 

nezbytný pro terminální maturaci erytroidních prekurzorů. Studie provedená na myším 

modelu s homozygotní mutací v genu pro erytropoetin nebo erytropoetinový receptor 

(EPOR) prokázala letální selhání erytropoézy intrauterinně. U těchto embryí se BFU -E a 

CFU-E vyvíjely standardně, avšak další maturace  selhávala (Wu et al., 1995). Stimulace 

erytroblastů EPO má za následek zvýšení syntézy hemoglobinu a erytrocytárních 

membránových komponent, zvýšení proliferační aktivity a snížení míry apoptózy. Kromě 

EPO se na vývoji elementů červené krevní řady podílí SCT, Il-3 a GM-CSF, které mají 

synergický efekt s EPO (Wu et al., 1995; Jubinsky et al., 1997). 

Nejsilnějším stimulem pro zvýšené uvolňování EPO je tkáňová hypoxie. Při 

sníženém parciálním tlaku kyslíku je komplex podjednotek hypoxií indukovaného faktoru 

(HIF) stabilní a dochází k jeho translokaci do jádra buňky, kde se podjednotka HIF 1alfa 

váže HRE (hypoxia-responsive element) v zesilující oblasti genu pro EPO  (Semenza et 

al., 2009). 

K produkci zralých krevních elementů je zapotřebí kromě vlastních kmenových 

buněk, cytokinů a růstových faktorů také vhodné prostředí. Stroma kostní dřeně tvoří 

retikulární buňky (fibroblasty), endoteliální buňky, adipocyty, makrofágy, osteoblasty a 

osteoklasty a mnoho dalších (Antohony et al., 2014). Retikulární síť slouží k uchycení 

hematopoetických buněk, prostory mezi nimi jsou vyplněny extracelární matrix tvořenou 

proteoglykany, glykosaminoglykany, fibronektiny, kolageny, lamininem, 

hemonektinem  a trombospondinem. Toto uspořádání umožňuje dostatečné zásobení 

dělících se a diferencujících se buněk živinami, usnadňuje mezibuněčné interakce, 

zprostředkuje signály k proliferaci a diferenciaci a zabezpečuje adhezi a následné 

uvolnění zralých elementů do cirkulace  (Gupta et al., 1998). 

 

2 Metabolismus železa a jeho regulace 

Železo (Fe) patří spolu s ostatními stopovými prvky mezi esenciální molekuly, jejichž 

nedostatek nebo nadbytek vede k ohrožení životních funkcí. Na buněčné úrovni se Fe účastní 

řady enzymatických reakcí, které jsou nezbytné pro přežití buněk a pro jejich dělení. Za 
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fyziologických podmínek je hladina Fe udržována v úzkém rozmezí, protože jak nedostatek, 

tak akumulace Fe v organismu má závažné důsledky pro buněčné pochody. Nedostatek Fe může 

vést k zástavě růstu buňky i k buněčné smrti. Při nadbytku železa se po nasycení kapacity 

vazebních proteinů projevuje schopnost volného Fe katalyzovat Fentonovu a Haber-Weissovu 

reakci vedoucí ke vzniku volných kyslíkových radikálů (ROS). I přesto, že každá buňka má své 

mechanismy eliminace malého množství ROS, při nadbytku volného Fe je množství ROS vyšší 

a eliminační mechanismy nedostačují. Cytotoxicita ROS je dána především jejich schopností 

poškozovat nitrobuněčné struktury, buněčné membrány a i samotnou DNA (Lawen et al., 

2013).  

Denní potřeba Fe u člověka je 20 – 25mg, převážná část je využita v kostní dřeni při 

erytropoéze. Denně se vstřebá jen 1 – 2mg Fe, toto množství může být zvýšeno na 3 – 4mg, 

pokud to aktuální situace vyžaduje (např. po akutním krvácení). Homeostáza Fe tedy závisí na 

příjmu, uskladnění a využití Fe. Redistribuce Fe v organismu je znázorněna na Obrázku 2. 

 

Obrázek 2: Redistribuce Fe v organismu.  

 

 

Železo je vstřebáváno v enterocytech duodena, odkud je ve vazbě na transferin distribuováno 

k cílovým buňkám, zejména k erytroblastům kostní dřeně, kde je využito k syntéze hemu. Po 

erytrofagocytóze senescentních erytrocytů makrofágy, je toto železo opět redistribuováno ve 

vazbě na transferin. Pouze 1 - 2mg je denně vyloučeno z organismu.  

Převzato a upraveno: http://www.hepcidinanalysis.com/hepcidin.  
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2.1 Vstřebávání Fe 

Železo se ve stravě vyskytuje ve dvou formách – hemové a nehemové, tedy navázané 

nebo nenavázané na hemovou skupinu. Fe vázané na hemovou skupinu je obsaženo zejména 

v mase a vnitřnostech a je pro organismus dostupnější a lépe vstřebatelné než nehemové Fe 

(Beard et al, 1996). Nehemové železo se nachází v rostlinné stravě, především v luštěninách, 

listové zelenině. Množství vstřebaného Fe může být ovlivněno současnou přítomností látek 

podporujících nebo inhibujících vstřebávání. Mezi sloučeniny, které pozitivně ovlivňují 

vstřebávání nehemového Fe tvorbou solubilních chelátů, patří organické kyseliny, 

aminokyseliny, askorbová kyselina a citrát. Na druhé straně přítomnost polyfenolů, fytátů 

(obsažených v celozrnných výrobcích, luštěninách) inhibuje vstřebávání Fe tvorbou 

nerozpustných komplexů (Conrad, 1998).  

2.1.1 Divalet metal transporter 1 a duodenální cytochrom – b 

Fe je vstřebáváno v enterocytech duodena a horní části jejuna, vstřebatelné je však pouze 

Fe v dvojmocném stavu (Fe2+). Trojmocný iont Fe (Fe3+), který je obsažen v rostlinné potravě, 

musí být nejprve redukovaný na dvojmocný kationt. Tato reakce je zprostředkovaná 

duodenálním cytochromem-b (DCYTB), který v kyselém prostředí redukuje Fe3+ na Fe2+ 

(McKie et al., 2001). Rozpustná forma Fe2+ je na apikálně straně enterocytu přenesena 

divalentním transportérem kovů 1 (DMT 1) do nitra buňky, kde je Fe dále utilizované. DMT 1 

je transmembránová protonová pumpa se schopností transportovat kromě Fe i dvojmocné 

kationty mědi, olova a zinku (Cannone-Hergaux et al., 2001). Homozygotní mutace v genu pro 

DMT 1 vede u pacientů k těžké mikrocytární hypochromní anémii. Současně tito jedinci mají 

určitý stupeň přetížení Fe, zřejmě v důsledku kompenzačního zvýšení příjmu hemového Fe při 

anémii (Priwitzerova et al., 2004).  

Mechanismus transportu hemového Fe přes apikální membránu enterocytu zatím zůstává 

nejasný. Zvýšení exprese tzv. heme carrier proteinu 1 (HCP 1) při hypoxii a jeho přítomnost ve 

střevních epiteliích signalizovala jeho účast na přenosu hemového Fe. Později bylo prokázáno, 

že hlavním substrátem pro HCP 1 je folát, i přesto jeho funkce hemového přenašeče s nízkou 

afinitou byla popsaná (Le Blanc et al., 2012). Uvnitř enterocytu dále probíhá degradace 

komplexu hem-Fe enzymem hem oxygenázou za vzniku Fe2+ iontů, biliverdinu a CO. 
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2.2 Transport Fe  

Střevní epitelie hrají klíčovou úlohu v metabolismu Fe při jeho zpřístupnění ostatním 

tkáním. Děje se tak na bazolaterální membráně enterocytu v duodenu a v menším množství 

v horní částí jejuna.  Fe vázané na transportní proteiny stejně jako zásobní Fe musí být pro 

organismus netoxické. Před navázáním na transportní protein transferin je tedy nutná jeho 

opětovná oxidace na trojmocný kationt.  

2.2.1 Feroportin 

Jediným dosud identifikovaným specifickým transportérem iontů Fe z buňky je 

feroportin (FPN, Ireg1, SLC40A1). Ve velké míře je exprimovaný v enterocytech, makrofázích 

jater, sleziny a kostní dřeně, v hepatocytech a buňkách syncytiotrofoblastu. FPN je součástí 

membrány většiny ostatních buněk, jedná se však pouze o malé množství pro potřeby vlastního 

buněčného metabolismu (Nemeth et al., 2004). Vliv exprimovaného FPN v kardiomyocytech, 

endoteliích cév mozkové tkáně, plic nebo v nádorových buňkách na různá onemocnění je 

v centru zájmů vědeckých skupin (Lakhal-Littleton et al., 2015; Chen et al., 2015; Mc Carthy 

et al., 2014, Yang et al., 2005). Jedná se protein tvořený 571 aminokyselinami, kódovaný genem 

na dlouhém raménku chromozomu 2. FPN prochází membránou 9 – 12x a jeho N´ terminální 

konec je umístěný v cytosolu (Liu et al., 2005; De Domenico et al., 2005, Rice et al., 2009; 

Wallace et al., 2010). Umístění C´ terminální části zůstává nevyjasněno. Studie využívající 

značený protein prokazují přítomnost C´ terminálního konce také intracelulárně (Liu et al., 

2005; De Domenico et al., 2007). Recentní studie s použitím monoklonální protilátky prokazuje 

přítomnost C´ konce extracelulárně (Ward et al., 2012). Stejně jako struktura exportéru i 

mechanismus jeho funkce zůstává objasněn jen z části. FPN je jediným dosud popsaným 

receptorem pro hepcidin, regulační hormon metabolismu Fe. Hepcidin po vazbě na FPN přímo 

inhibuje eflux iontů Fe z buňky do plazmy. Po navázání hepcidinu na FPN dojde ke 

konformačním změnám a k internalizaci komplexu FNP-hepcidin do buňky a následné 

lysozomální degradaci (Nemeth et al., 2004; Zhang et al., 2011). Po podání syntetického 

hepcidinu dochází u myší k hypoferémii trvající 48 hodin, zatímco clearence hepcidinu 

z cirkulace je pouze několik hodin. Tento časový rozdíl je zřejmě potřebný k resyntéze FNP a 

jeho internalizaci zpět do buněčné membrány. Hepcidin se na FNP váže v místě extracelulární 

kličky obsahující cystein v pozici 326. Mutace v genu pro FPN, která má za následek záměnu 

aminokyseliny v pozici 326 polypeptidového řetězce, způsobuje necitlivost FPN k hepcidinu a 

je příčinou jedné z forem hereditární hemochromatózy (Sham et al., 2009). 
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2.2.2 Hefestin 

S exportem Fe iontů extracelulárně je úzce spjata i nutnost dvojmocné Fe oxidovat na 

trojmocné Fe. Feroxidáza hefestin získala své jméno po řeckém bohu kovářství Héfaistovi. 

Strukturální i funkční podobností bývá enzym považovaný za membránový homolog 

ceruloplazminu, respektive za membránový protein s ceruloplasminu podobnou ektodoménou 

(Vulpe et al., 1999). Hefestin má oproti ceruloplazminu navíc na C terminálním konci 86 

aminokyselin, které prochází lipidovou dvojvrstvou a jsou zakončeny intracelulárním 

segmentem (Petrak et al., 2005). Myši s deficitem hefestinu mají středně těžkou až těžkou 

hypochromní mikrocytární anémii, Fe je ve střevě normálně absorbováno do enterocytů, ale 

další transport do cirkulace se neuskuteční (Vulpe et al., 1999). U člověka byla exprese 

hefestinu v různé míře prokázaná v mnoha tkáních, včetně distální části tenkého a tlustého 

střeva – tedy v místech s minimálním vstřebáváním Fe (Petrak et al., 2005). 

2.2.3 Transferin  

Po uvolnění Fe z bazolaterální membrány enterocytu a jeho oxidaci na trojmocný 

kationt je Fe navázané na transferin (Tf) dopravováno k místům dalšího zpracování – zejména 

prekurzorům erytrocytů a svalovým buňkám. Transferin je syntetizovaný převážně v játrech, 

jeho molekulová hmotnost je 80kDa, gen pro tento protein je lokalizovaný na dlouhém raménku 

chromozomu 3 (Woods et al., 1990). V plazmě se vyskytuje jako apotransferin nebo 

s navázaným jedním či dvěma ionty Fe3+ (Aisen et al., 1978). Úplná absence transferinu je 

většinou neslučitelná se životem, mutace vedoucí k nižší syntéze transferinu způsobují u svých 

nositelů závažnou hypochromní mikrocytární anémii se současným přetížením Fe (Goldwurm 

et al., 2000; Athiyarath et al., 2013). U zdravých jedinců je transferin saturovaný z jedné třetiny, 

při nedostatku Fe se syntéza transferinu v játrech zvyšuje. Saturace transferinu je proto 

důležitým indikátorem deficitu Fe (Worwood, 1997).  

2.2.4 Transferinové receptory 1 a 2 

Cílovou molekulou pro transferin je transferinový receptor 1 (TfR 1), transmembránový 

glykoproteinový dimer, který je exprimovaný v různé míře ve všech buňkách kromě erytrocytů. 

Afinita receptoru při pH 7,4 závisí na saturaci transferinu, přednostně je navázán diferický 

transferin. Komplex Tf – TfR je endocytózou v klatrinových inkluzích dopravený do cytosolu, 

při snížení pH specifickou proteázou se v endozomu uvolní ionty Fe a zbylý komplex apoTf - 

TfR je internalizovaný zpět do buněčné membrány (Worwood, 1997). Tento cyklus může 

molekula Tf opakovat až 100x (Pietrangelo, 2002). TfR může být uvolněn do plazmy a 
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cirkulovat jako solubilní TfR, který je velmi důležitým markerem erytropoetické aktivity i 

metabolismu Fe. Vysoce homologní k TfR 1 je transmembránový TfR 2, má však mnohem 

nižší afinitu (až 30x) k Tf, proto se pravděpodobně více podílí na regulaci Fe než na jeho 

transportu k cílovým buňkám (Kawabata et al., 1999).  

 

2.3 Zásobní Fe 

Uvolněné Fe2+ je vysoce reaktivní a je proto vždy vázáno na definované proteiny. V 

buňce může být zpracováno dvěma způsoby: 1. intracelulárně uskladněno v molekule feritinu 

a hemosiderinu nebo 2. transportováno přes bazální membránu střevních epitelií do plazmy.  

2.3.1 Feritin 

Jedním z dosud nejlépe a nejdéle studovaným proteinem, který se účastní metabolismu 

Fe, je feritin. Molekulová hmotnost tohoto multimerického proteinu je 440kDa. Molekula 

feritinu má vlastnosti nanopasti, která ve svém nitru dokáže uskladnit až 4500 iontů Fe (Theil, 

2013). Skládá se z 24 podjednotek – lehkých (L) a těžkých (H). V různých tkáních existuje 

odlišné zastoupení jednotlivých podjednotek v molekule feritinu. Podjednotka H má 

enzymatickou aktivitu, která mění vysoce reaktivní dvojmocné Fe na uskladnitelné trojmocné 

Fe, gen pro tuto podjednotku je lokalizovaný na chromozomu 19 (Arosio et al., 2010). 

Podjednotka L je naopak neaktivní částí feritinu a zdá se, že je více odolná degradaci a 

denaturaci. Jedinou dosud jednoznačně popsanou funkcí podjednotky L je transport elektronů 

při mineralizaci a demineralizaci Fe iontů (tedy převádění Fe2+ na Fe3+ při uskladnění a při 

přechodu Fe3+ zpět k dvojmocné formě) (Carmona et al., 2014). Gen pro podjednotku L je 

lokalizovaný na chromozomu 11 (Arosio et al., 2010).  Poměr podjednotek H:L není fixní a 

může se měnit s aktuální situací např. při infekci, zánětlivých procesech, při růstu a vývoji 

organismu, stejně jako odpověď na různé stresové situace. Ve slezině a játrech, kde je železo 

fyziologicky skladováno, byla v molekule feritinu popsána predominance L podjednotek,  

naopak v srdci a ledvinách dominuje podjednotka H (Torti et al., 2002). Úplná absence 

H podjednotek je neslučitelná se životem. Myši s heterozygotní mutací v genu pro H 

podjednotku mají mírně vyšší hladinu L podjednotek feritinu ve tkáních, ale 7 – 10x vyšší 

sérový feritin a přesto u nich v dospělém věku nedochází k přetížení železem. Heterozygotní 

mutace pro H podjednotku by mohla být příčinou vzácně se vyskytujícího syndromu 

hyperferitinémie bez přetížení Fe, který byl popsaný celosvětově u několika rodin (Ferreira et 

al., 2001). 
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Feritin je současně i reaktantem akutní fáze zánětlivé odpovědi, při zánětlivém procesu 

se jeho hladina zvyšuje i několikanásobně. Toto zvýšení má za následek hypoferémii v plazmě 

a tedy nedostupnost Fe pro bakterie. 

2.3.2 Hemosiderin 

Druhou formou zásobního Fe je hemosiderin – nerozpustný komplex částečně 

degradovaných multimerů feritinu. Fe zakomponované v hemosiderinu je hůře odbouratelné a 

reutilizovatelné než ve feritinu. Množství hemosiderinu se zvyšuje při nedostatečné kapacitě 

feritinu uskladnit přijaté Fe. Akumulace hemosiderinu a plně saturovaného feritinu poškozuje 

buněčné membrány a intracytoplazmatické komponenty, což má za následek funkční a 

strukturální postižení buněk životně důležitých orgánů vedoucí k jejich selhání. Nejčastěji 

bývají postižena játra, slezina, myokard, plicní tkáň a endokrinní orgány (Coleman, 2012).    

 

2.4 Regulace homeostázy Fe 

Nedostatek Fe i nadbytek Fe mají pro organismus závažné důsledky, proto musí být jeho 

hladina přísně regulovaná. Omezená možnost exkrece Fe proto musí být kompenzovaná striktní 

regulací jeho absorpce. Homeostáza Fe je udržována regulačními mechanismy jak na úrovni 

organismu jako celku (systémově) tak na buněčné úrovni. 

Klíčovou molekulou, která hraje rozhodující roli v udržení homeostázy Fe na systémové 

úrovni, je hepcidin. Objevení a identifikace tohoto proteinu před 15 lety otevřela novou kapitolu 

metabolismu Fe a i přes intenzivní výzkum v této oblasti stále zůstává řada otázek 

nezodpovězených. Na buněčné úrovni je homeostáza Fe regulována posttranskripčně systémem 

proteinů IRP (iron regulatory protein) a odpovídajících částí mRNA IRE (iron - responsive 

element). 

2.4.1 Hepcidin 

V roce 2000 byl z ultrafiltrátu lidské plazmy izolovaný peptid bohatý na cystein. 

Původní název LEAP-1  (liver-expressed antimicrobial peptide 1) získal podle místa s nejvyšší 

expresí a podle antimikrobiální aktivity, která byla prokázaná na koloniích bakterií G+ rodu 

Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, G- Neisseria a kvasinek Saccharomyces (Krause et al., 

2000). Ve stejnou dobu byla identická molekula s názvem hepcidin izolovaná z moči (Park et 

al., 2001). První spojení hepcidinu a metabolismu Fe pak přinesla studie na myších modelech 

s přetížením železem (Pigeon et al., 2001). Hepcidin je syntetizovaný převážně v játrech jako 
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preprohormon s 84 aminokyselinami, následně je v několika enzymatických krocích štěpen na 

biologicky aktivní peptid s 25 aminokyselinami (Valore et al., 2008). Byly popsány peptidy 

s kratším řetězcem (hepcidin–20 a hepcidin-22), které postrádají na N´ konci 5 aminokyselin 

nezbytných pro regulační funkci metabolismu Fe, proto jsou dnes považovány spíše za inaktivní 

degradační produkty hepcidinu-25 (Park et al., 2001). Gen pro hepcidin (HAMP) je 

lokalizovaný na chromozomu 19 a obsahuje 3 exony (Pigeon et al., 2001). Vzájemné interakce 

hepcidinu a ostatních molekul zúčastněných v regulaci příjmu a redistribuce Fe jsou komplexní 

a dosud ne plně objasněné. Syntéza hepcidinu je stimulována aktuální hladinou Fe a zánětlivými 

cytokiny, negativní vliv na syntézu hepcidinu mají zejména zvýšená erytropoetická aktivita a 

hypoxie (Ganz, 2004; Ganz et al., 2011).  Regulaci syntézy hepcidinu znázorňuje Obrázek 3. 
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Obrázek 3: Regulace syntézy hepcidinu. 

 

Hladina Fe přes signální kaskádu BMP/SMAD stimuluje syntézu hepcidinu, zatímco zánětlivé 

cytokiny (Il-6) využívají signální dráhu JAK/STAT k přenosu informace do jádra hepatocytu. 

Hypoxie a zvýšená erytropoetická aktivita suprimují syntézu hepcidinu dosud ne zcela 

objasněným mechanismem za účasti růstových faktorů EPO, HIF, GDF 15, TWGS 1 a ERFE.  

 

TfR 1,2 transferinový receptor 1, 2; HFE protein dědičné hemochromatózy; HJV 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; Il-6 interleukin 6; Il-6R receptor pro Il-6; 

HIF hypoxií indukovaný faktor; EGFR receptor pro epidermální růstový faktor; GDF 15 

růstový diferenciační faktor 15; TWSG 1 twisted gastrulation homolog protein 1; ERFE 

erytroferon; EPO erytropoetin, EPOR receptor pro erytropoetin 

Převzato a upraveno: Rishi et al., 2015. 
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2.4.1.1 Hepcidin a hladina železa 

2.4.1.1.1 BMP/SMAD 

Regulace exprese hepcidinu aktuální hladinou Fe není jednoznačně objasněna. Existuje 

více signálních a regulačních molekul, které zprostředkují informace o aktuální hladině Fe v 

hepatocytu a mění expresi hepcidinu. Zásadní roli v regulaci produkce hepcidinu hladinou Fe 

má signální dráha BMP/SMAD (Bone morfogenic protein/Small and Mothers Against 

Decaplentaplegic protein). BMP patří do rodiny cytokinů TGF β. Tyto růstové faktory ovlivňují 

vývoj a proliferaci buněk, jejich diferenciaci a apotózu. Zpětná vazba hladiny Fe na syntézu 

hepcidinu je právě zprostředkovná BPM/SMAD signální dráhou (Parrow et al., 2014).  Po 

vazbě BMP na receptorový komplex na povrchu buňky dochází k aktivaci receptorové kinázy 

a fosforylaci cytoplazmatických proteinů SMAD 1, 5 a 8. V dalším kroku se tyto fosforylované 

SMAD spojují s proteinem SMAD 4, vytváří komplex SMAD - SMAD 4, který po translokaci 

do jádra indukuje transkripci cílového genu, např. hepcidinu (Kautz et al. 2008; Meynard et al., 

2009). U savců bylo popsáno přes 20 různých BMP. Mezi nimi má v regulaci exprese hepcidinu 

nezastupitelné postavení pouze BMP 6. Pokud dojde k jeho úplnému vyřazení, jeho funkci 

nemůže zastoupit jiný BMP a dochází k rozvoji závažného přetížení železem (Meynard et al., 

2009; Andriopoulost et al., 2009; Core et al., 2014). BMP 6 je exprimovaný hlavně 

v endoteliích jaterních sinusoid, které jsou v úzkém kontaktu s plazmou. Jakým způsobem je 

řízena exprese BMP 6 v hepatocytech hladinou plazmatického Fe, zatím zůstává nejasné (Zhao 

et al., 2013). Při mutaci SMAD 4 selektivně v hepatocytech dochází u takto mutovaných myší 

k výrazné supresi mRNA hepcidinu, jejímž důsledkem je opět závažné přetížení železem (Wang 

et al. 2005). 

2.4.1.1.2 Hemojuvelin (HJV) 

Hemojuvelin (HJV, hemochromatosis type 2A) je membránový protein s 

glykosylfosfatidylinositolovou kotvou, exprimovaný výhradně v hepatocytech. Je 

koreceptorem BMP 6, homozygotní nebo dvojitá heterozygotní mutace genu pro HJV 

významně snižuje expresi hepcidinu a má za následek onemocnění juvenilní 

hemochromatózou, vede u pacientů k závažnému přetížení železem – právě v důsledku nízkých 

hladin hepcidinu (Babitt et al., 2006). HJV -/- mutantní myši mají sníženou expresi hepcidinu, 

i přesto, že mají vyšší expresi BMP 6, z čehož je patrné, že HJV je esenciální pro signální dráhu 

BMP/SMAD (Niederkofler et al., 2005). Kromě BMP 6 se HJV váže také na neogenin, 

transmembránový protein exprimovaný ve většině buněk, který zpětnou vazbou reguluje 
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sekreci HJV.  Jeho účast v regulaci metabolismu Fe dokládá studie na myším modelu s 

mutovaným genem pro neogenin, což u těchto myší vede k přetížení železem (Zhao et al., 

2014).  

Do regulace hepcidinu přes HJV zasahuje enzym matriptáza - 2, která je kódovaná 

genem TMPRSS6 (transmembrane protease, serin 6 gene) a je nejvýznamnější molekulou s 

inhibičním účinkem na expresi hepcidinu. Matriptáza - 2 odstraňuje z cirkulace HJV, pokud je 

její enzymatická aktivita snížená v důsledku mutace TMPRSS6 genu, v hepatocytech dochází 

k neadekvátně zvýšené expresi hepcidinu, což je podstatou anémie refrakterní na železo 

(IRIDA). Tito pacienti v důsledku vysokých hladin hepcidinu  neodpovídají na orální podávání 

Fe preparátů a jen částečně na parenterální podání Fe (Silvestri et al., 2008; Heeney et al., 2014;  

Rausa et al., 2015). 

2.4.1.1.3 Protein dědičné hemochromatózy 

Informace o aktuálním množství cirkulujícího Fe je zřejmě zprostředkovaná také 

proteinem dědičné hemochromatózy (HFE) a TfR. HFE se váže na TfR 1 a tato vazba je 

kompetitivní s diferickým Tf. Pokud se zvýší hladina saturovaného transferinu, je HFE 

z komplexu HFE-TfR 1 vytěsněn a dojde k vazbě diferického Tf, což je pravděpodobně 

podstatný krok k zahájení signální kaskády vedoucí k expresi hepcidinu (Schmidt et al., 2008). 

HFE je schopen se také vázat na TfR 2, který je považovaný za marker saturace transferinu 

(Goswami et al., 2006; Gao et al., 2009). Významnost TfR2 a HFE dokládá studie na myším 

modelu s vyřazením jednoho nebo obou těchto proteinů z funkce. Dysregulace exprese 

hepcidinu a stupeň přetížení Fe je markantnější při vyřazení obou proteinů než při chybění 

pouze jednoho z nich (Wallace et al., 2009). Novější studie prokazují, že HFE reaguje s BMP 

receptorem Alk3 (aktivin - like kinase 3), stabilizuje tento protein v membráně a zesiluje signál 

přenášený komplexem BMP/SMAD a tím ovlivňuje expresi hepcidinu v jaterních buňkách (Wu 

et al., 2014).  

 

2.4.1.2 Hepcidin a zánětlivá aktivita 

Regulace syntézy hepcidinu v přítomnosti zánětu je zprostředkovaná signální dráhou 

JAK/STAT 3 (JAnus Kinase/Signal Transducers and Activators of Transcription 3). Její 

aktivace je zahájena po stimulaci zánětlivými cytokiny (lipopolysacharid, Il-6). Il-6 v lidských 

jaterních buňkách zvyšuje expresi hepcidinu, zatímco cytokiny I. fáze zánětlivé odpovědi (např. 

tumor nekrotizující faktor alfa a interleukin 1 alfa) expresi hepcidinu neovlivňují. Hepcidin je 
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tedy reaktantem II. fáze zánětlivé odpovědi (Nemeth et al., 2002; Nemeth et al., 2004). 

Mechanismus aktivace signální dráhy je obdobný jako u BMP/SMAD – po navázání ligandu 

(např. Il-6) na receptor dojde k aktivaci signální dráhy, jejímž výsledkem je fosforylace STAT 

3. Aktivovaný STAT 3 je následně translokovaný do jádra, kde se váže na příslušné transkripční 

faktory a zprostředkuje transkripční aktivaci nebo inhibici cílových genů (Yu et al., 2014). 

 

2.4.1.3 Hepcidin a erytropoetická aktivita 

Kostní dřeň vyžaduje k udržení vyváženého stavu erytropoézy neustálý přísun Fe. Jeho 

hlavním zdrojem v kostní dřeni jsou makrofágy, které obsahují recyklované Fe 

z fagocytovaných senescentních erytrocytů. Menší množství Fe je do kostní dřeně 

transportováno transferinem. Studie na myších modelech prokazují zvýšení hladiny hepcidinu 

v případě snížené erytropoetické aktivity – např. po ozáření nebo po podání transfuze (Vokurka 

et al., 2006). Tyto výsledky naznačují, že míra erytropoetické aktivity kostní dřeně je přímo 

nebo zprostředkovaně regulačním mechanismem exprese hepcidinu. Nejsilnější 

erytropoetickou signální molekulou je erytropoetin, který dynamicky reaguje na aktuální 

potřeby organismu stran zásobení kyslíkem. Je syntetizovaný v ledvinách, v buňkách kostní 

dřeně se váže na erytropoetinový receptor a iniciuje proliferaci a diferenciaci erytroidních 

prekurzorů. Je signální molekulou zejména časných stádií erytropoézy. Po podání EPO se u 

člověka snižuje hladina hepcidinu, což vede ke zvýšení příjmu Fe enterocyty a tedy ke zlepšení 

dostupnosti Fe pro potřeby erytropoézy (Ashby et al., 2010). EPO pravděpodobně není přímým 

supresorem hepcidinu (Sasaki et al., 2012). 

Kandidátními erytropoetickými molekulami, které hrají dosud ne zcela přesně 

definovanou roli v regulaci syntézy hepcidinu, jsou růstový diferenciační faktor (GDF 15),  

twisted gastrulation homolog protein (TWSG 1) a nově objevený erytroferon (ERFE). 

2.4.1.3.1 Růstový diferenciační faktor 15 

GDF 15 je členem rodiny transformujících růstových faktorů beta, která zahrnuje více 

než 40 dalších členů a jejíž vliv se uplatňuje zejména při buněčné diferenciaci, vyzrávání a 

apoptóze (Whitman, 1998). Strukturálně má GDF 15 ojedinělé postavení v této rodině, protože 

přítomností na cystein bohatých domén je vysoce homologní s ostatním členy TGF β rodiny, 

avšak je minimálně homologní pořadím aminokyselin (méně než 30%). (Bootcov et al., 1997). 

Hladina GDF 15 se zvyšuje u onemocnění, která jsou spojena s neefektivní erytropoézou a 

apoptózou vyzrávajících erytroidních prekurzorů (např. talasémie, kongenitální 
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dyserytropoetická anémie, Diamonodva – Blackfanova anémie, deficit pyruvátkinázy nebo 

refrakterní anémie s prstenčitými sideroblasty (Nemeth, 2010; Shalev et al., 2013; Pospisilová 

et al., 2014 – příloha č. 1; Mojzikova et al., 2014; Ramirez et al., 2009). Na druhou stranu GDF 

15 se nezvyšuje u pacientů s expandující efektivní erytropoézou; po HSCT nebo podání 

syntetického EPO nebyl zaznamenaný signifikantní nárůst hladin GDF 15 (Kanda et al., 2008; 

Ashby et al., 2010). Lze tedy předpokládat, že GDF 15 uplatňuje svůj vliv pouze u patologické 

erytropoézy a může být využit ke sledování aktivity neefektivní erytropoézy. (Musallam et al., 

2011). V promotorové oblasti genu pro GDF 15 jsou dvě vazebná místa pro protein p53. (Lim 

et al., 2007; Li et al., 2000). Protein p53 je tumor supresorovým proteinem, který svou vazbou 

na příslušné oblasti genů reguluje jejich transkripci, a proto je syntéza GDF 15 na buněčné 

úrovni spojena se současným pozastavením buněčného cyklu a indukcí apoptózy. (Bauskin et 

al., 2006; Tan et al., 2000). 

Onemocnění charakterizovaná neefektivní erytropoézou jsou často spojena se 

současným přetížením Fe. Příčinou bývá neadekvátní supresese hepcidinu expandující (zčásti 

neefektivní) erytropoézou, jejíž signály jsou zřejmě nadřazeny signálům o stavu zásob Fe. Po 

přidání GDF 15 do kultury hepatocytů in vitro dochází k supresi mRNA hepcidinu, zřejmě přes 

signální dráhu SMAD 2/3 – SMAD 4. U pacientů s talasemií major je hladina GDF 15 

signifikantně zvýšená a koreluje se stupněm neefektivní erytropoézy. Flebotomie provedená u 

myší GDF 15 -/- a „wild-type“ však vedla ke stejné supresi mRNA hepcidinu  (Tanno et al., 

2007. Z těchto výsledků lze usuzovat, že za fyziologických okolností GDF 15 nevede k supresi 

hepcidinu, mohl by svůj vliv ale uplatňovat při supresi hepcidinu u onemocnění s neefektivní 

erytropoézou. Nízká hladina hepcidinu vede k vyšší expresi feroportinu v enterocytech a tedy 

k vyššímu příjmu Fe z potravy (Nemeth, 2010). GDF 15 je tedy jedním z navrhovaných  

erytroidních regulačních proteinů syntézy hepcidinu, pravděpodobně však svůj vliv uplatňuje 

pouze u stavů s neefektivní erytropoézou. 

2.4.1.3.2 Twisted gastrulation protein homolog 1 

Twisted gastrulation protein homolog 1 (TWGS 1) je produkovaný časnými stádii 

erytroidních prekurzorů. TWSG 1 v lidských buněčných liniích snižuje expresi hepcidinu 

inhibicí stimulačních signálů pro BMP 2 a BMP 4. U talasemických myší byla detekovaná 

signifikantně vyšší exprese TWSG 1 ve slezině, v játrech a v kostní dřeni (Tanno et al., 2009). 

Pravděpodobně ale ani TWGS 1 není přímým regulačním proteinem hepcidinu, kterým by 

erytropoetická aktivita ovlivňovala syntézu hepcidinu. U myší se během 24 hodin po krvácení 
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výrazně snižuje hladina hepcidinu, zatímco odpovídající změna exprese TSWG 1 nebyla 

pozorovaná (Kautz et al., 2014). 

2.4.1.3.3 Erytroferon 

Intenzivní výzkum v oblasti metabolismu Fe v minulém roce vedl k identifikaci 

hormonu erytroferonu (ERFE), který je uvolňovaný erytroblasty jako odpověď na flebotomii 

nebo injekci EPO. ERFE je produktem genu Fam132b a patří do rodiny příbuzné C1q/tumor 

nekrotizujícícmu faktoru. ERFE -/- myši vykazují opožděnou supresi hepcidinu po flebotomii 

nebo po podání EPO, což prokazuje, že ERFE je nezbytný k rychlé odpovědi syntézy hepcidinu 

na akutní zvýšení erytropoetického úsilí organismu. Je zapotřebí dalšího výzkumu k rozpoznání 

mechanismu účinku ERFE, také dosud není objasněna signální dráha, kterou zvýšená hladina 

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

 

2.4.1.4 Hepcidin a hypoxie 

Lidský organismus je velmi citlivý k nedostatečné dodávce kyslíku do tkání. Existuje 

proto více regulačních a signálních molekul, kterými buňky reagují na nižší přísun kyslíku. 

Hypoxií indukovaný faktor (HIF) je transkripční faktor, který se skládá ze tří podjednotek – 

HIF 1alfa, HIF 2alfa a HIF 3alfa. Pokud je množství kyslíku dostatečné, jsou tyto podjednotky 

pozměněné enzymem prolylhydrogenázou a jsou degradovány v proteozomech. Při sníženém 

parciálním tlaku kyslíku je prolylhydrogenáza inaktivní, čímž dojde ke stabilizaci podjednotek 

HIF a po translokaci do jádra komplex reguluje expresi specifických cílových genů. 

Podjednotka HIF 1alfa se váže na HRE (hypoxia - responsive element) v promotorové oblasti 

genu pro hepcidin a snižuje tím jeho expresi, jak v buněčné linii HEK 293 (lidské embryonální 

ledviny), tak v jaterní tkáni myší (Peyssonnaux et al., 2007; Greer et al., 2012). 

 

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

Na buněčné úrovni je homeostáza Fe udržována systémem IRP (iron-responsive 

protein) a IRE (iron-responsive element). IRP1 a 2 jsou cytosolické proteiny, které jsou schopné 

se vázat na mRNA a tím postranslačně regulovat její expresi. IRE je specifická sekvence mRNA 

na 5´ nebo 3´nepřekládaném konci genů kódujících proteiny účastnících se příjmu, skladování 

a výdeje Fe buňkami. Jedná se o například o gen pro feroportin (FPN), feritin, transferin, 

transferinový receptor a DMT 1 (divalent metal transporter 1). Pokud se IRP váže na mRNA 

na 5´konci, dochází ke snížení translace, pokud se IRP naváže na 3´konec mRNA, pak se 
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translace zvýší. Aktivita IRP závisí na množství Fe v buňce. V případě nedostatečného 

množství intracelulárního Fe se IRP1 a IRP2 vážou na IRE mRNA výše zmíněných genů a mění 

jejich expresi. Tímto mechanismem každá buňka řídí postranskripčně svoji vlastní homeostázu 

Fe, kdy se například při nedostatku Fe zvyšuje exprese transferinového receptoru nezbytného 

pro příjem Fe a naopak snižuje exprese feritinu jakožto proteinu zásobního (Pantopoulos et al., 

2004; Rouault et al., 2006; Wallander et al., 2006; Anderson et al., 2012). 

Regulace homeostázy Fe je komplexní proces, který je řízen na několika úrovních. 

V posledních letech dochází k výrazným pokrokům v pochopení vzájemných vztahů 

homeostázy Fe mezi jednotlivými regulačními proteiny a potřebami organismu (např. zánětlivá 

odpověď organismu nebo stavy spojené s tkáňovou hypoxií), na druhou stranu stále existují 

nerozpoznané interakce na buněčné úrovni a další výzkum je proto nezbytný. 

 

3 Talasémie 

Talasémie tvoří heterogenní skupinu geneticky podmíněných onemocnění červené řady. 

Společným rysem pro všechny talasemické syndromy je defektní či chybějící syntéza jednoho 

nebo více globinových řetězců v molekule hemoglobinu. U zdravých lidí je hemoglobin tvořený 

čtyřmi podjednotkami, každá z nich se skládá z hemové skupiny a globinového řetězce. Právě 

globinové řetězce určují typ hemoglobinu, zatímco hemová struktura je vždy identická. Existuje 

celkem šest různých globinových řetězců: alfa (α), beta (β), gamma (γ), delta (δ), epsilon (ε), 

zeta (ζ). Více než 95% Hb dospělého člověka tvoří hemoglobin A (Hb A), který je složený ze 

dvou alfa a dvou beta řetězců (αα/ββ). Minoritně jsou pak u dospělého člověka zastoupeny Hb 

A2 (αα/δδ) a fetální Hb F (αα/γγ). V průběh ontogeneze se vyskytují embryonální Hb Gower – 

1 (ζζ/εε), Hb Gower – 2 (αα/εε) a Hb Portland (ζζ/γγ), které jsou postupně ve druhém trimestru 

nahrazovány fetálním Hb F. Vyšší afinita Hb F ke kyslíku zaručuje dostatečnou oxygenaci tkání 

plodu.  

Syntéza jednotlivých globinových řetězců je přísně regulovaná. Geny pro šest různých 

globinových řetězců jsou lokalizované na chromozomu 11 (beta – like řetězce: β, γ, δ a ε) a 

chromozomu 16 (alfa-like řetězce: α a ζ) a jsou seřazeny v pořadí, v jakém jsou během 

ontogeneze exprimované. Pokud není syntéza globinů narušená, pak poměr alfa-like a beta-like 

řetězců v molekule hemoglobinu je roven 1,00 ± 0,05. V případě pacientů s talasemií je ale 

tento poměr narušený sníženou nebo úplnou absencí jednoho z řetězců, což vede k akumulaci 
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nadbytečných nepostižených globinových řetězců, které nemohou být spárované (Schechter, 

2008).  

3.1 Definice a epidemiologie 

Talasemie postihuje až 7% celosvětové populace, ale její maximum je koncentrované do 

oblasti Středomoří, zemí Blízkého východu, Indie, jihovýchodní Asie a severní Afriky 

(Obrázek 4). Mluvíme o takzvaném talasemickém pásu. Mezi evropské oblasti s nejvyšší 

prevalencí beta talasemie patří Řecko, Kypr a Sardinie (6 – 19%). Vysoká koncentrace 

mutovaných alel v oblasti talasemického pásu vede k častějšímu výskytu dvojitých 

heterozygotních nosičů talasemické alely nebo ke kombinaci talasemického nosičství s jiným 

typem hemoglobinopatie u jednoho pacienta. V důsledku globalizace a migrace dochází také v 

posledních letech k rozšíření talasemických alel i do oblastí dříve postižených minimálně 

(Angastiniotis et al., 1998; Weatherall et al., 2001). V zemích s vysokým výskytem talasemie 

je zároveň vysoká prevalence malárie a je pravděpodobné, že přítomnost talasemické alely 

jedincům poskytuje určitou selektivní výhodu (Mockenhaupt et al., 2004). Například genotyp 

αα/α- je spojený s o 40% nižším rizikem úmrtí na malárii při srovnání se zdravou populací, u 

genotypu α-/α- je toto riziko nižší až o 60% (Williams et al., 2005). Přesný mechanismus této 

rezistence k onemocnění malárií není známý, pravděpodobně se podílí snížení replikační 

schopnosti plazmodia v postižených erytrocytech a zvýšená destrukce infikovaných erytrocytů 

(Pattanapanyasat et al., 1999; Ayi et al., 2004).  

Obrázek 4: Světová distribuce talasémie. 

 

Nejvíce postižené oblasti tvoří tzv. talasemický pás, který zahrnuje oblasti Středomoří, zemí 

Blízkého východu, Indie, jihovýchodní Asie a severní Afriky. 

Převzato a upraveno: Williams et al. 2012.  
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3.2 Patofyziologie 

Talasemie dělíme podle chybějícího nebo sníženě syntetizovaného globinového řetězce 

na alfa talasemie (mutace v genu nebo genech pro α řetězec) a beta talasemie (mutace v genu 

pro β řetězec). Postižena může být jedna alela (heterozygotní forma, talasemie minor) nebo obě 

alely (homozygotní forma, talasemie major). β globinové řetězce jsou na každém chromozomu 

pouze v jedné kopii, jiná situace je u α globinových řetězců, které jsou na každém chromozomu 

ve dvou kopiích (α1 a α2). Delece všech čtyř genů pro α globinový řetězec je neslučitelná se 

životem, protože tento řetězec je součástí fetálního hemoglobinu, plod se nemůže vyvíjet a 

dochází k fetálnímu hydropsu (Chui et al., 1998).  

Nebalancovaná syntéza globinových řetězců má za následek akumulaci volných 

nespárovaných řetězců normálně syntetizovaného globinu. Precipitace těchto volných řetězců 

vede k poškození intracelulárních membrán a tím ke zvýšené apoptóze erytroidních prekurzorů. 

Výsledný počet uvolněných zralých erytrocytů neodpovídá množství erytroidních prekurzorů, 

které vstoupí do diferenciace (neefektivní erytropoéza). I tyto zralé erytrocyty však obsahují 

inkluze precipitovaných nespárovaných globinových řetězců a jsou proto zvýšeně destruované 

monocyt – makrofágovým systémem (Mehta, 2012; Benz et al., 2015).  

3.3 Klinická manifestace 

Klinická manifestace odpovídá stupni snížení syntézy daného globinového řetězce. 

Pacienti s talasemií minor bývají asymptomatičtí, v laboratorním vyšetření nacházíme 

mikrocytózu erytrocytů, normální nebo zvýšený počet erytrocytů, v nátěru periferní krve různé 

morfologické odchylky (terčovité erytrocyty, dakrocyty). Na druhé straně pacienti 

s homozygotní formou talasemie mají výraznou mikrocytární anémii s hodnotami hemoglobinu 

30 – 50g/l. Celoživotně jsou závislí na pravidelné substituci erytrocytárními koncentráty, což 

vede k akumulaci Fe a jeho ukládání v parenchymatózních orgánech (Martin et al., 2013; Benz 

et al., 2014).  

Klinicky lze odlišit jedince, jejichž hladiny hemoglobinu jsou nižší než u jedinců 

s talasemií minor a transfuzi vyžadují pouze ojediněle. Řadí se do skupiny talasemia intermedia 

(Haddad et al., 2014). I přesto, že přívod Fe transfuzemi je u nich minimální, dochází po letech 

trvání choroby k přetížení Fe, pravděpodobně alterací regulačních mechanismů příjmu Fe 

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

Alfa talasémie je způsobená ztrátou jedné nebo více alel pro alfa globinový řetězec, při 

syntéze hemoglobinu se v buňce hromadí nadbytek nespárovaných beta globinových řetězců.                     

U člověka je genový lokus pro alfa globin na chromozomu 16 duplikovaný, může tedy dojít ke 

ztrátě jednoho, dvou, tří nebo všech čtyř genů.  

Alfa talasemie minima – delece jednoho genu se většinou neprojeví ani klinicky ani při 

vyšetření krevního obrazu. Elektroforéza hemoglobinu je normální. Jedinou možností 

identifikace těchto jedinců je DNA sekvenování.  

Alfa talasemie minor – k deleci dvou genů může dojít na jednom chromozomu (αα/--, 

cis forma), nebo na po jednom genu na každém chromozomu (α-/α-, trans forma). Jedinci s alfa 

talasemií minor mají mírnou anémii, mikrocytózu a hypochromii erytrocytů. Na rozdíl od 

pacientů s beta talasemií minor nenacházíme zvýšení Hb A2 (Mehta, 2012).  

Hemoglobin H – při ztrátě tří funkčních genů pro alfa globinový řetězec je výrazný 

nadbytek beta globinových řetězců, které spontánně agregují do tetramerů. Výsledkem je 

hemoglobin H (ββ/ββ), který je detekovatelný při elektroforéze Hb. Hb H ale není schopný 

přenášet do tkání kyslík, protože disociační křivka pro kyslík je výrazně posunutá doleva (Benz 

et al., 2014). Pacienti s hemoglobinem H bývají symptomatičtí již při narození, protože alfa 

globin je součástí fetálního Hb, po narození bývá proto přítomný ikterus a anémie. Intrauterinně 

volné gamma řetězce agregují do tetramerů (Hb Bart), při elektroforéze Hb v prvních týdnech 

života je detekovatelný v koncentraci 20 – 40%. V průběhu života jsou nejčastější příznaky 

důsledkem chronické hemolýzy – hepatosplenomegalie, ikterus, cholecystolithiáza. 

Dysregulace metabolismu Fe u těchto pacientů vede v pozdějším věku k hemosideróze jater a 

myokardu i přesto, že většina pacientů nevyžaduje transfuze erytrocytárních koncentrátů (Benz 

et al., 2014; Mehta, 2012; Lorey et al., 2001).  

Alfa talasemie major – delece všech čtyř genů pro alfa globin je neslučitelná 

s extrauterinním životem. Při naprosté absenci alfa globinových řetězců dochází intrauterinně 

k tvorbě gamma tetramerů (Hb Bart), který má desetinásobně vyšší afinitu ke kyslíku. 

Chronická hypoxie způsobuje závažné poruchy vývoje plodu a v důsledku srdečního selhávání 

k prosáknutí všech tkání. Většina plodů umírá intrauterinně, bylo však popsáno několik případů 

živě narozených, ti však umírají během prvních hodin života (Carr et al., 1995). Současně 

dochází k ohrožení života matky, zejména toxémií, polyhydramnionem, akutním 

hemoragickým šokem aj. (Chui et al., 1998; Mehta, 2012) 
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Beta talasemické syndromy 

Mutace v genu pro beta globinový řetězec vedou k beta talasémii. Historicky se beta 

talasémie dělily podle klinického průběhu na formu minor, intermedia a major. Zavedení DNA 

sekvenování identifikuje i pacienty s tzv. tichým nosičstvím talasemie. Pacienti mají v jednom 

genu pro beta globinový řetězec mutaci, která vede jen k velmi diskrétnímu snížení produkce 

beta řetězce a žádným odchylkám v krevním obraze (Thein, 2005; Mehta, 2012).  

Pacienti s beta talasemií minor obvykle mají výraznou mikrocytózu, hypochromii 

erytrocytů, kompenzatorní erytrocytózu a mohou mít mírnou anémii. V nátěru periferní krve se 

vyskytují různé formy patologických tvarů erytrocytů, např. poikilocyty, eliptocyty a terčovité 

erytrocyty, může být přítomné bazofilní tečkování. U některých pacientů je přítomná 

hepatomegalie a splenomegalie. Slezina je hmatná u méně než 20 procent jedinců, při 

ultrazvukovém vyšetření mají tito pacienti slezinu větší o 29 - 67 procent než zdravé kontroly 

(Tassiopoulos et al., 1995; Karimi et al., 2009). Naprostá většina pacientů během svého života 

nevyžaduje podání transfuze. 

Beta talasemie intermedia je definovaná jako talasemie se závažnější anémií než u 

talasemie minor, která však k udržení stabilní hladiny hemoglobinu a kvality života pacienta 

nevyžaduje pravidelnou substituci krevními deriváty. U většiny pacientů se hladina 

hemoglobinu pohybuje nad 70g/l. Genotyp pacientů je značně heterogenní, od homozygotní 

formy mutací vedoucích k mírnému snížení syntézy řetězců až po dvojité heterozygotní mutace 

s různým dopadem na syntézu globinu (Galanello et al., 1998; Taher et al., 2010). Na druhé 

straně spektra stojí triplikace alfa globinového lokus u heterozygotního nosičství beta talasemie, 

která také v důsledku narušení poměru α:β řetězců vede k talasemii intermedia (Oron et al., 

1994). Klinická manifestace beta talasémie intermedia je velmi rozdílná – různě závažná 

anémie s charakteristickými talasemickými rysy (mikrocytóza, hypochromie, erytrocytóza, 

patologické morfologické odchylky erytrocytů v nátěru periferní krve). Pacienti s tímto typem 

talasemie i přes absenci chronické erytrocytární substituce trpí komplikacemi z přetížení 

železem. Akumulace Fe je pravděpodobně způsobena alterací regulace příjmu Fe ze stravy. 

Klíčový význam má v tomto případě neefektivní erytropoéza, která přes dosud neobjasněnou 

signální dráhu, snižuje hladinu hepcidinu s následným zvýšením příjmu Fe ze stravy (Tanno et 

al., 2007; Origa et al., 2007). Přetížení Fe se u těchto pacientů objevuje o 10 – 20 let později 

než u pacientů s pravidelným podáváním transfuzí. V následujících letech se dá očekávat, že 

intenzivní výzkum v oblasti terapeutických zásahů do regulace metabolismu Fe povede ke 

zlepšení prognózy pacientů s talasemií.  
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Beta talasemie major - nejzávažnějším talasemickým syndromem je beta talasemie 

major. Inaktivace obou beta globinových genů způsobuje úplnou absenci nebo výrazně 

sníženou syntézu beta globinového řetězce. Volné alfa řetězce jsou nestabilní a spontánně 

agregují do tetramerů. Vytvořená inkluzní tělíska vedou k neefektivní erytropoéze v kostní 

dřeni a také zkrácení životního cyklu erytrocytu předčasným rozpadem ve slezině (Olivieri, 

1999). Intrauterinně a během prvních měsíců života jsou homozygotní jedinci asymptomatičtí, 

protože Hb F (αα/γγ) je dominujícím hemoglobinem a jeho syntéza není ovlivněna. Při 

následném snižování Hb F a neadekvátním zvyšování Hb A se objevuje závažná mikrocytární, 

hypochromní  anémie, většina pacientů je diagnostikovaná do 2 let věku. Klinické projevy 

talasemie jsou kombinací čtyř patologických stavů – anémie X chronické hemolýzy X přetížení 

Fe X expanze erytropoézy. Trvalá hemolýza má za následek ikterus, splenomegalii a 

hepatomegalii a tvorbu žlučových kamenů. Současně se na hepatomegalii a fibrózní přestavbě 

uplatňuje vliv akumulovaného Fe a u některých pacientů i koincidence infekční virové 

hepatitidy B a C. (Benz et al., 2014; Mehta, 2012). Chronická hypoxie způsobuje expanzi 

erytropoézy extramedulárně – v játrech, slezině, ledvinách a také tumoriformních masách 

v mediastinu nebo retroperitoneu (Dragean et al., 2011). Kostní abnormality jsou také 

důsledkem expanze erytropoézy, nejznatelnější jsou v obličeji – prominence a zvětšení maxily, 

relativně malý nos a vystupující horní řezáky (facies talasemica), rozšíření dřeňové dutiny a 

ztenčení kompakty plochých kostí se projevují typickým radiologickým nálezem „hair-on-

end“. Patologické fraktury obratlů a dlouhých kostí jsou důsledkem osteopenie a osteoporózy 

u adolescentů a mladých dospělých (Basu et al., 2009). Zvýšený obrat Fe při expanzi 

erytropoézy a exogenní přívod Fe transfuzemi mají za následek hemosiderózu jater, sleziny, 

myokardu a endokrinních žláz. Endokrinopatie zahrnují hypogonadismus (40 – 55%), růstovou 

retardaci (33%), diabetes mellitus (6 – 13%), hypothyreózu a hypoparathyreózu (10 – 11%). 

Časně zahájená chelatační léčba zastavuje progresi postižení, není však jasné, jestli již vzniklé 

změny jsou reverzibilní (Fung et al., 2006; Vogiatzi et al., 2009). Kardiální postižení je častou 

příčinou smrti, kombinace chronické anémie a hemosiderózy myokardu způsobuje poruchy 

rytmu, ischemickou chorobu srdeční, dilataci levé komory a v neposlední řadě srdeční selhávání 

(Pepe et al., 2013). Kvalitu života pacientů s talasemií výrazně ovlivňuje bolest. Multicentrická 

prospektivní studie s účastí 258 subjektů dokumentuje negativní vliv bolesti na kvalitu života 

jednotlivce. 81% pacientů pociťovalo v posledním roce bolesti, v intervalu 5 let pak 31%. 

Nejčastěji se jednalo o bolesti hlavy, střední a dolní části zad a bolesti nohou. Při regresní 
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analýze výskyt bolesti koreloval s věkem, ne však s tíží anémie, typem talasemie, počtem 

transfuzí, chelatační léčbou ani kostní denzitou (Haines et al. 2013).         

3.4 Diagnostika  

V krevním obraze pacientů s talasemií nacházíme výraznou mikrocytózu (pod 65 fl) a 

hypochromii (pod 20 pg/l) erytrocytů. Kompenzačně je zvýšený počet červených krvinek a 

retikulocytů, v důsledku neefektivní erytropoézy však zvýšení počtu retikulocytů neodpovídá 

tíži anémie. Distribuční šíře erytrocytů bývá normální, nebo jen lehce zvýšená. V nátěru 

periferní krve jedinců s talasemií minor jsou přítomné mikrocytární a hypochromní erytrocyty 

bikonkávního tvaru, na rozdíl od pacientů s beta talasemií major, u kterých se častěji vyskytuje 

poikilocytóza, terčovité erytrocyty, eliptocyty, jaderné erytrocyty a bazofilní tečkování. 

Osmotická rezistence erytrocytů je zvýšená (Sirichotiyakul et al., 2004). Pro kostní dřeň 

talasemických jedinců je typická erytroidní hyperplazie (poměr myeloidní a erytroidní řady 

můře být 1:20, u zdravých lidí se tento poměr pohybuje 1.5 – 3:1) (Benz et al., 2014). 

Elektroforéza Hb identifikuje pacienty s abnormálním spektrem, např. pacienti s beta talasemií 

minor mají až dvojnásobně zvýšenou hladinu HbA2, u některých jedinců bývá zvýšený i HbF. 

V případě bodových mutací se uplatňují molekulárně genetické metody – polymerázová 

řetězová reakce, real-time polymerázová řetězová reakce, hybridizace se specifickými DNA 

sondami a sekvenování DNA (Divoky et al., 2005). Dosud již bylo identifikováno přes 300 

delečních a bodových mutací vedoucích k beta talasemii. 

3.5 Léčba 

Pacienti s talasemií minor většinou nevyžadují žádnou léčbu. Zejména v zemích, kde se 

nosičství talasemie vyskytuje minoritně (včetně České republiky), jsou často tito pacienti mylně 

léčeni preparáty Fe. Mikrocytární a hypochromní anémie je v tomto případě považována za 

anémii sideropenickou. Nosičství talasemie je pak diagnostikované až při neadekvátní odpovědi 

na tuto léčbu. Základem terapie těžších forem talasemie (intermedia a major) je substituce 

erytrocytárními koncentráty. Pacienti s talasemií intermedia vyžadují léčbu transfuzemi 

erytrocytů v dětství a v době dospívání jen ojediněle a k pravidelná substituční terapii, pokud 

vůbec musí být zahájena, dospějí až po ukončení druhé dekády života. Pacienti s talasemií 

intermedia v pozdějším věku trpí přetížením Fe v důsledku alterace metabolismu Fe neefektivní 

erytropoézou (Taher et al., 2009). Transfuze tuto patologickou krvetvorbu potlačuje a vede ke 

zvýšení hladiny hepcidinu a tedy ke snížení absorpce Fe ve střevě (Pasricha et al., 2013). U 

beta talasemie major se průměrná hladina hemoglobinu pohybuje kolem 30g/l, a proto tito 
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pacienti zahajují pravidelnou transfuzní léčbu většinou hned po stanovení diagnózy, tedy 

v časném dětství. Časové rozmezí podávání jednotlivých erytrocytárních koncentrátů je 2 – 4 

týdny.  

Pravidelný přívod Fe transfuzemi a neefektivní erytropoézou zprostředkovaná 

hyperabsopce Fe u pacientů s TI a TM způsobují přetížení železem (Rachmilewitz et al., 2011; 

Goss et al., 2014). Součástí léčby je tedy podávání chelatačních látek k vyvázání nadbytečného 

Fe, k jeho exkreci pak dochází močí nebo stolicí. Existují 3 typy chelatačních látek: 

1. Deferoxamin (Desferal) – 1 molekula desferoxaminu váže 1 atom Fe, indikace: 

přetížení Fe jakéhokoliv původu.  

2. Deferiprone (Ferriprox) – 3 molekuly deferipronu vyvazují 1 atom Fe, indikace: 

pacienti s talasemií major nad 10 let věku, u kterých nelze podávat desferoxamin.  

3. Deferasirox (Exjade) – 1 atom Fe se váže na 2 molekuly deferasiroxu, indikace 

preparátu je přetížení Fe u pacientů od 2 let věku se závislostí na transfuzích, u kterých je léčba 

deferoxaminem kontraindikovaná nebo nevhodná (Kwiatkowski et al., 2012; Jonášová, 2012).  

Součástí léčby talasemie je léčba přidružených komplikací, je tedy nutný 

multidisciplinární přístup zahrnující péči kardiologickou, endokrinologickou, ortopedickou a 

chirurgickou.  

Kurativní léčbou talasemie jsou transplantace kmenových buněk krvetvorby (HSCT) a 

genová terapie. První HSCT byla provedena již v roce 1982 a od té doby byla využita k léčbě 

talasemie u více než 3000 pacientů (Thomas et al., 1982; Angelucci et al., 2008). Overall event-

free survival je 80 – 97% v závislosti na pokročilosti onemocnění. Nejvhodnějším dárcem je 

zdravý HLA shodný sourozenec (Lucarelli et al., 2008). Genová terapie talasemie je možností 

kurativní léčby pro pacienty, kteří nenajdou vhodného dárce k transplantaci. S úspěchem byla 

poprvé použita u pacienta s talasemií Hb E/β- v roce 2010. Celkem nyní probíhají tři klinické 

studie zahrnující 7 pacientů, u všech byl použitý lentivirový vektor se schopností začlenit 

funkční gen pro beta globinový řetězec do genomu pacienta. Tato léčba je zatím experimentální, 

protože chybí dostupné informace o mutagenezi po zásahu do genetické informace pacientů 

(Finotti et al., 2015).  

 

4 Vrozené poruchy erytrocytární membrány 

Hereditární poruchy erytrocytární membrány jsou v severní Evropě nejčastější příčinou 

vrozené hemolytické anémie (Perrotta et al., 2008). Erytrocyty jsou bezjaderné krevní 
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elementy bikonkávního tvaru. Tento tvar je udržovaný komplexní sítí proteinů, která je 

ukotvená k vnější lipidové dvojvrstvě. Bikonkávní tvar erytrocytu zvětšuje vlastní buněčný 

povrch, na kterém probíhá difuze krevních plynů, a zároveň poskytuje erytrocytu 

deformovatelnost a usnadňuje tedy jeho průchod kapilárním řečištěm tkání. Proto značná část 

metabolismu erytrocytu je zaměřena na udržení tohoto tvaru. Erytrocyty jedinců s vrozeným 

defektem syntézy některého z proteinů stabilizujících binkokávní tvar erytrocytu mají výrazně 

sníženou životnost. Při průchodu kapilárami dochází u těchto červených krvinek ke ztrátám 

částí lipidové dvojvrstvy, čímž se povrch erytrocytu zmenšuje, zatímco jeho objem zůstává 

konstantní. Důsledkem těchto drobných ztrát částí membrány je změna permeability červené 

krvinky a zhoršená deformabilita a její následný předčasný rozpad ve slezině (Yang et al., 1992; 

Da Costa et al., 2013).  

Hereditární membranopatie jsou historicky děleny podle morfologie erytrocytů. Nejčastěji 

se vyskytuje hereditární sférocytóza, dále hereditární eliptocytóza, vzácně hereditární 

pyropikilocytóza a hereditární stomatocytóza.  

4.1 Definice a epidemiologie 

4.1.1 Hereditární sférocytóza (HS) 

Základním charakteristickým rysem této membranopatie je sférický tvar červených 

krvinek v nátěru periferní krve. Incidence je udávána v rozmezí 1:3000, ale pravděpodobně je 

vyšší v důsledku nerozpoznaných mírných forem. HS je skupina heterogenních syndromů 

vedoucích ke změně vnitřní struktury cytoskeletonu erytrocytu a tím i ke změně jeho tvaru. 

V 75% případů je HS děděná autosomálně dominantně (An et al., 2008). Celkem je známo šest 

genů kódujících integrální nebo periferní proteiny, jejichž mutace vede ke snížení syntézy 

daného proteinu a má za následek typický sférický tvaru erytrocytů. Nejdéle je známý deficit 

spektrinu, bílkoviny pásu jedna, která se skládá ze dvou heterodimerů – alfa a beta (geny 

SPTA1 a SPTB). Mezi další proteiny způsobující HS patří ankyrin (gen ANK1), protein pásu 

3 (gen SLC4A1), protein pásu 4.1 (gen EPB41), pallidin (protein pásu 4.2, gen EPB42) a Rh 

asociovaný glykoprotein (gen RHAG). Mnohem častěji než primární deficit spektrinu se 

vyskytuje deficit sekundární v důsledku snížené syntézy ankyrinu (Perrotta et al., 2008; An et 

al., 2008).  
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4.1.2 Hereditární eliptocytóza (HE) 

Tvorba eliptocytů je typickým nálezem u hereditární eliptocytózy. Incidence HE je 

udávaná 1:2000 – 4000, ale reálně se může výrazně odlišovat vzhledem k možnému 

asymptomatickému průběhu (Gallagher, 2004). Vyšší incidence je zaznamenaná v oblasti 

Afriky a Středozemí (Dhermy et al., 2007). Dědičnost je většinou autosomálně dominantní (An 

et al., 2008). V důsledku deficitu proteinů pásu 4.1 nebo spektrinu jsou narušeny horizontální 

a laterální interakce cytoskeletonu, což vede k charakteristickému tvaru erytrocytů (An et al., 

2008; Gallagher, 2004). Podtypem HE je hereditární pyropoikylocytóza, způsobená 

homozygotní nebo dvojitě heterozygotní mutací v genu pro spektrin alfa (SPTA1) (An et al., 

2008).  

4.1.3 Hereditární stomatocytóza 

Výskyt hereditární stomatocytózy je mnohem méně častý než HS a HE. Přesný 

genetický defekt není známý, ale u části pacientů se vyskytuje mutace v genu pro stomatin a 

nebo pro Rh asociovaný glykoprotein (Bruce et al., 2009). Stomatocyty mají zvýšenou 

propustnost pro kationty sodíku a draslíku. Změna permeability membrány vede ke dvěma 

subtypům – hyperhydratovaná a dehydratovaná forma (An et al., 2008; Bruce et al., 2009). 

Hyperhydratovaná forma je způsobena zvýšeným průnikem iontů sodíku do erytrocytu, který 

převyšuje únik draslíku, následkem zvýšené hladiny sodíku je osmoticky řízený přesun molekul 

vody intracelulárně. U dehydratované formy je v popředí zvýšený únik iontů draslíku z buňky, 

který není kompenzovaný adekvátním příjmem iontů natria, což vede k dehydrataci erytrocytů 

(Mohandas et al., 2008).  

4.2 Patofyziologie 

Morfologické změny erytrocytů mají za následek zhoršení buněčné deformability, což se 

projeví při průchodu kapilárním řečištěm a slezinnými siny. Během každého průchodu krevním 

řečištěm dochází ke ztrátám buněčné membrány v podobě odlučujících se mikrovezikul. 

Zatímco povrch buňky se zmenšuje, intracelulární obsah se nemění, což způsobuje typický tvar 

erytrocytů a zvýšení rigidity buněk. Prodloužení kontaktu s makrofágy ve slezině a působení 

nízké koncentrace glukózy má za následek předčasný rozpad erytrocytů a fagocytózu buňkami 

monocyto – makrofágového systému. Hemolýza je tedy převážně extravaskulární (Yang et al., 

1992; Da Costa et al., 2013).  
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4.3 Klinická manifestace 

 Pacienti s vrozenou korpuskulární hemolytickou anémií mají různě závažný stupeň 

anémie, žloutenku a splenomegalii (až 75% pacientů). Pacienti s mírnou formou HS (20 – 30%) 

bývají asymptomatičtí, v krevním obraze je zvýšená distribuční šíře erytrocytů a střední obsah 

hemoglobinu. Vyšší počet retikulocytů adekvátně kompenzuje zvýšenou destrukci erytrocytů, 

počet sférocytů v nátěru periferní krve je nízký. Často tito pacienti bývají diagnostikovaní až 

při rozvoji hemolytické nebo aplastické krize (Gallagher, 2004). Přibližně 60% pacientů má 

středně těžkou formu HS, v krevním obraze nacházíme vyšší procento sférocytů, hladina 

hemoglobinu se pohybuje nad 80g/l, je přítomna výrazná retikulocytóza a mírný stupeň 

hemolýzy (Perrotta et al., 2008; Bolton-Maggs et al., 2004). Těžká forma HS postihuje asi 5% 

pacientů, je charakterizovaná vystupňovanou hemolýzou, závažnou anémií s hodnotami 

hemoglobinu 60 – 80g/l, výraznou retikulocytózou (nad 10%) a splenomegalií. Jedinci vyžadují 

pravidelnou transfuzi erytrocytárního koncentrátu (Perrotta et al., 2008; An et al., 2008). 

Homozygotní forma HS může vést k fetálnímu hydropsu (Whitfield et al., 1991). Jedinci s HE 

většinou mají mírný průběh onemocnění, vystupňovaná erytropoéza pokrývá úbytek erytrocytů 

v důsledku zvýšené destrukce. Proto anémie pokud je přítomná, je mírná, počet retikulocytů je 

zvýšený a může být přítomná mírná elevace přímého bilirubinu, která ale nevede k výraznému 

ikteru (An et al., 2008). Výjimku tvoří pacienti s hereditární pyropoikilocytózou, kteří trpí 

těžkou formou anémie, často s nutností erytrocytární substituce (Gallagher, 2013).  

Mezi nejčastější komplikace vrozených hemolytických anémií patří hemolytická, 

aplastická a megaloblastická krize. Hemolytická krize navazuje na probíhající infekci, 

nejčastěji virové etiologie. Pravděpodobně aktivací lymfatické tkáně sleziny dochází ke 

zvýšené destrukci erytrocytů, k poklesu hemoglobinu a vystupňování hemolýzy. Aplastická 

krize je způsobena přechodným útlumem erytropoézy při infekci Parvovirem B19, může být 

ale způsobena i jinými viry. Diferenciálně diagnosticky lze tyto dva akutní stavy rozlišit 

přítomností nebo absencí zvýšeného počtu retikulocytů a nepřímé hyperbilirubinémie. 

Megaloblastická krize se objevuje u pacientů s podvýživou, u kterých příjem kyseliny listové 

není dostatečný pro pokrytí potřeb vystupňované erytropoetické aktivity (Bolton-Maggs et al., 

2004; Gallagher, 2013).  Častou komplikací u pacientů s poruchami erytrocytární membrány 

je tvorba žlučových kamenů. Chronická hemolýza má za následek vysoký obrat bilirubinu a 

následnou cholecystolithiázu, která je detekovatelná ultrasonograficky u 41% (Tamary et al., 

2003). Vzácně se mohou vyskytovat kožní léze v oblasti dolních končetin, tumoriformní 



36 
 
 

extramedulární erytropoéza, priapismus a kardiomyopatie (Bastion et al., 1990; Prabhakaran 

et al., 2007; Finsterer et al., 2007; Rabhi et al., 2011).  

4.4 Diagnostika  

Základem pro diagnostiku vrozených membranopatií je kompletní krevní obraz a pečlivé 

zhodnocení nátěru periferní krve. Nalezení morfologicky odchylných erytrocytů má vysokou 

senzitivitu a specificitu. V biochemické vyšetření séra jsou přítomné známky hemolýzy – 

elevace nepřímého bilirubinu a laktátdehydrogenázy, snížení haptoglobinu. Mezi speciální 

metody, které prokazují změnu vlastností patologických erytrocytů, patří test osmotické 

rezistence. Tento test je založený na inkubaci erytrocytů pacienta v hypotonickém roztoku 

NaCl. V hypotonickém prostředí erytrocyty nasávají molekuly vody, aby došlo k vyrovnání 

osmolality cytoplazmatického prostředí. Po dosažení této rovnováhy dochází k lýze buňky. 

Zdravé erytrocyty hemolyzují v 0,45% NaCl a kompletní lýzy je dosaženo při koncentraci 0,3% 

NaCl. Sférocyty, eliptocyty a jiné morfologické odchylky erytrocytů mají zmenšený buněčný 

povrch při zachovaném vnitřním objemu, k hemolýze tedy dochází v méně hypotonickém 

roztoku než u zdravých erytrocytů. Jejich osmotická rezistence je snížená, na rozdíl od chorob 

s vysokým podílem terčovitých erytrocytů (např. talasemie), kde je naopak osmotická 

rezistence zvýšená (Bolton-Maggs et al., 2004).  Dříve byl ke stanovení diagnózy HS používaný 

test autohemolýzy prokazující zvýšenou hemolýzu při inkubaci erytrocytů ve fyziologickém 

roztoku za současného přidání ATP a glukózy po dobu 48 hodin. Pro časovou náročnost se ale 

dnes využívá minimálně (Thornburg et al., 2003). Dalšími vhodnými metodami detekce HS 

jsou glycerolový test a jeho modifikace Pink test, při kterých je zjišťovaná hemolýza erytrocytů 

v kyselém prostředí roztoku glycerolu. Senzitivita těchto testů je vyšší než u testu osmotické 

rezistence (Brabec et al., 1991). Pro svou jednoduchost a časovou nenáročnost je dnes často 

využívaný test kryohemolýzy, při kterém jsou erytrocyty v hypertonickém prostředí nejprve 

zahřáty na 37°C a následně zchlazeny na 4°C po dobu 10 minut, procento hemolýzy je u 

patologických erytrocytů vyšší než u zdravých (Iglauer et al., 1999). Ke stanovení diagnózy je 

rovněž možné využít průtokové cytometrie, založené na vazbě kyseliny eosin 5 maleimidové, 

která se váže na protein pásu 3 a Rh asociované proteiny a po excitaci modrým světlem zeleně 

fluoreskuje. V případě defektu v některém z těchto proteinů se intenzita fluorescence snižuje. 

Senzitivita tohoto testu se pohybuje v rozmezí 89 – 96%, specificita 94 – 99%, výhodou je 

potřeba malého množství erytrocytů a časová nenáročnost (King et al., 2000).  
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4.5 Léčba 

U většiny pacientů je po jednom roce věku dosaženo ustáleného stavu mezi hemolýzou a 

zvýšenou erytropoetickou aktivitou a není tedy žádná léčba nutná. Pravidelnou substituční 

léčbu erytrocytárními koncentráty vyžaduje méně než 30% pacientů, novorozenci a kojenci do 

ukončeného 1. roku života jsou závislí na transfuzích až v 70%, zřejmě neschopností 

vyzrávající krvetvorby kompenzovat rychlejší zánik erytrocytů. Pacienti se středně těžkou a  

těžkou formou vrozené hemolytické anémie jsou indikovaní ke splenektomii, která snižuje 

intenzitu hemolýzy a tedy i tvorbu žlučových kamenů (Bolton-Maggs et al., 2004). Relativní 

kontraindikací splenektomie je věk, její provedení je doporučováno až po 6. roce věku. Před 

provedením elektivní splenektomie je nezbytné zahájit očkování proti opouzdřeným mikrobům 

(Streptococcus pneumonie, Neisseria meningitidis a Hemophilus infuenzae). Po splenektomii 

by měla být zahájena dlouhodobá antibiotická profylaxe (nejčastěji penicilinovými antibiotiky). 

I přes tato preventivní opatření jsou pacienti po splenektomii doživotně ohroženi rozvojem 

syndromu fulminantně probíhající sepse splenektomovaných (OPSI, overwhelming 

postsplenektomy infection), a proto by měla být empirická antibiotická léčba zahájena při 

každém horečnatém onemocnění neprodleně. Další možnou komplikací u splenektomovaných 

jedinců je zvýšené trombogenní riziko v důsledku zvýšení cirkulujících trombocytů, leukocytů 

a hladiny fibrinogenu, v krvi splenektomovaných pacientů byly rovněž nalezeny mikročástice 

zvyšující prokoagulační aktivitu faktoru VIII a XI. Standardně je proto doporučeno podání 

nízkomolekulárního heparinu v profylaktické dávce (Polák et al., 2013).  
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II. Experimentální část 

5 Metabolismus železa a erytropoetická aktivita u vrozených 

poruch erytrocytární membrány a talasemie minor 

 

5.1 Cíl studie 

Cílem studie bylo zhodnotit vztah mezi erytropoetickou aktivitou a metabolismem 

Fe u dětských pacientů s poruchami erytrocytární membrány a nosičstvím talasemické 

mutace. 

5.2 Materiál a metody 

5.2.1 Soubor pacientů 

Soubor pacientů tvořilo 13 dětských pacientů s talasemií minor (10 pacientů s beta 

talsémií minor a 3 pacienti s alfa talasemií minor, věkové rozmezí 3-17 let), 20 dětí 

s poruchami erytrocytární membrány (18 s HS a 2 s HE, věkové rozmezí 2-18let) a 1 

pacientka s talasemií major (7 let). Jedinci s nosičstvím talasemické mutace nevyžadovali 

žádnou léčbu, pacientka s TM byla na pravidelné transfuzní léčbě aplikované 1x za tři 

týdny. Kontrolní skupinou byl soubor pacientů přijatých k plánovaným malým 

chirurgickým zákrokům (operace inguinální nebo pupeční kýly, plastické operace), u 

kterých byly při předoperačním vyšetření potvrzeny normální hodnoty krevního obrazu. 

U žádného pacienta nebyly v době odběru vzorkú krve přítomny známky akutního 

zánětlivého onemocnění.  

Provedení studie a informovaný souhlas byly schváleny Etickou komisí Univerzity 

Palackého v Olomouci.  

 

5.2.2 Hematologické a biochemické vyšetření 

Vyšetření kompletního krevního obrazu včetně zhodnocení erytrocytárních 

parametrů bylo provedeno na automatickém analyzátoru Sysmex XE 500 (Sysmex) . 

Biochemické markery metabolismu Fe: sérové železo (Fe), feritin, saturace transferinu 

(TSAT), solubilní transferinový receptor (sTfR), byly vyšetřeny standardními 

vyšetřovacími postupy. Ke stanovení hladiny erytropoetinu (EPO) byla použitá 
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chemiluminiscenční imunohistochemická reakce na pevné fázi (Zadrazil et al., 2007). Pro 

potřeby statistického zpracování byly u kontrolní skupiny použité referenční meze. 

Diagnóza HS a HE byla potvrzena pozitivním testem kryohemolýzy a zhodnocením 

nátěru periferní krve. Talasemie byla potvrzena elektroforézou hemoglobinu a 

Sangerovým sekvenováním (Divoky et al., 2005). 

U všech pacientů byl stanovený poměr hepcidin/feritin, který vyjadřuje, zda 

hladina hepcidinu je adekvátní ve vztahu k  zásobám železa (Ganz, 2011). Vliv 

erytropoetické aktivity na hladinu hepcidinu byl stanovený použitím poměru 

(hepcidin/feritin)/sTfR (Guimarães et al., 2015). Stanovení uvedených poměrů bylo 

provedeno klasickým matematickým výpočtem. 

 

5.2.3 Vyšetření hladiny hepcidinu 

Ke stanovení hladiny hepcidinu byla použita proteomická analýza vzorků séra 

zmrazených na -80 st. C. Metoda je založena na extrakci na pevné fázi (SPE) a kapalinové 

chromatografii spřažené s hmotnostní spektrometrií (LC-MS/MS). Pro zjištění absolutní 

kvantifikace hepcidinu byl použit izotopově značený interní standard [13C9, 15N1 -Phe4]-

hepcidin, který byl přidáván ke každému vzorku séra. Nativní a značený hepcidin byl 

extrahován ze vzorku séra použitím SPE pomocí Oasis® HLB SPE mikrotitračních 

destiček. Získané extrakty vzorků s hepcidinem byly separovány na koloně s reverzní fází 

(C18) pomocí LC a dále analyzovány pomocí monitorování vybraných iontů (SRM) na 

hmotnostním spektrometru QTRAP 5500 (AB SCIEX, Framingham, MA, USA). Pro SRM 

byl vybrán čtyřnásobně nabitý prekurzor hepcidinu a jeho fragmentační b3+ ion. Bylo 

připraveno osm kalibrantů o koncentracích 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250; 500 ng/ml 

hepcidinu postupným ředěním v králičím séru. Kalibrační křivka byla sestavena na 

základě poměrů ploch „píků“ hepcidin/interní standard a koncentrace standardů. Regresní 

rovnice získaná z kalibračních standardů byla použita pro zpětný výpočet koncentrace 

hepcidinu ve vzorku. 
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5.2.4 Měření GDF 15 

Koncentrace GDF 15 v séru byla měřena metodou ELISA dle přiloženého návodu 

výrobce komerčního kitu pro lidský GDF15 (Human GDF15 Quantikine ELISA Kit, R&D 

Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA). 

Nejprve bylo k 50 μl séra pacientů přidáno 150 μl ředícího roztoku RD5-20. Do jamek 

standardní 96 - jamkové mikrotitrační destičky s navázanou monoklonální protilátkou proti 

lidskému GDF15 bylo aplikováno 100 μl ředícího roztoku (Assay Diluent) a 50 μl naředěného 

séra. Inkubace probíhala 2 hodiny při pokojové teplotě za stálého promíchávání. Po 

čtyřnásobném promytí promývacím roztokem bylo přidáno 200 μl polyklonální protilátky proti 

lidskému GDF15 s navázanou peroxidázou (Human GDF15 Conjugate) (Obrázek 4A). Po 

hodinové inkubaci byl promývacím roztokem nenavázaný konjugát odstraněn a bylo přidáno 

200 μl substrátového roztoku (Substrate Solution). Reakce byla zastavena po 30 minutách 

přidáním 50 μl kyseliny sírové (Stop Solution). Absorbance byla měřena při vlnové délce 450, 

540 a 570nm. Každý vzorek séra byl zpracovaný v dupletu a k výpočtu hladiny GDF15 byla  

použitá průměrná hodnota, která byla vztažena k absorbanci standardů o známých 

koncentracích GDF 15 (23,4 – 46,9 – 93,8 – 188 – 375 – 750 – 1500 pg/ml) (Obrázek 4B). 

Obrázek 4: Měření hladiny GDF 15. 

 

A        B 

A – mikrotitrační destička - po přidání substrátového roztoku - sledujeme průběh                  

      enyzymem katalyzované reakce. 

B – Kit ELISA k vyšetření hladiny lidského GDF 15. 
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5.2.5 Statistické zpracování dat 

Pro data s normální distribucí byly ke statistickému zhodnocení použity testy ANOVA a 

Dunnnettův test, pro neparametrická data byl použitý Kruskal – Wallisův test mnohonásobného 

porovnávání. Vlastní zpracování bylo provedeno použitím softwaru Statistica 12 (StatSoft, 

Inc.). Za statisticky signifikantní byly považovány výsledky na hladině 5%. 

 

5.3 Výsledky 

5.3.1 Analýza hematologických nálezů u jednotlivých studovaných skupin 

U pacientů s talasemií minor jsme zaznamenali mírný stupeň anémie 

s kompenzačním zvýšením celkového počtu erytrocytů (Graf 1). Hladiny hemoglobinu 

(Graf 2), středního objemu erytrocytů (MCV; Graf 3), střední obsah hemoglobinu (MCH; 

Graf 4) a střední koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (MCHC; Graf 5) byly 

signifikantně nižší při srovnání s kontrolní skupinou. Ve skupině pacientů s poruchami 

erytrocytární membrány byl signifikantně snížený počet erytrocytů a jen mírné odchylky 

ostatních parametrů s výjimkou MCHC, která byla v této skupině signifikantně zvýšená. 

Jako důsledek chronické hemolýzy měli pacienti signifikantně vyšší počet retikulocytů ve 

srovnání s kontrolní skupinou (Graf 6; Tabulka 1). 

Graf 1: Počet erytrocytů u pacientů s talasémií minor, poruchami erytrocytární 

membrány a kontrolní skupiny.  

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 
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Graf 2: Hladina hemoglobinu u pacientů s talasémií minor, poruchami erytrocytární 

membrány a kontrolní skupiny.  

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 

 

 

 

Graf 3: Střední objem erytrocytů (MCV) u pacientů s  talasémií minor, poruchami 

erytrocytární membrány a kontrolní skupiny. 

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 
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Graf 4: Střední obsah erytrocytů (MCH) u pacientů s talasémií minor, poruchami 

erytrocytární membrány a kontrolní skupiny. 

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 

 

 

 

 

 

Graf 5: Střední koncentrace hemoglobinu v erytrocytu (MCHC) u pacientů s talasémií 

minor, poruchami erytrocytární membrány a kontrolní skupiny.  

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 
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Graf 6: Počet retikulocytů u pacientů s talasémií minor, poruchami erytrocytární 

membrány a kontrolní skupiny.  

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 

 

 

Tabulka 1: Hematologické charakteristiky jednotlivých skupin pacientů 

 

 Kontroly Talasémie minor 

Poruchy 

erytrocytární 

membrány 

Talasémie 

major 

RBC 

(1012/L) 
4.78 ± 0.60 5.55** ± 0.315 4.23* ± 0.71 2.97 

Hb 

(g/L) 
130 ± 13 106*** ± 11 120 ± 19 65 

MCV 

(fL) 
82.56 ± 6.87 59.1*** ± 5.68 79.1 ± 5.73 79.8 

MCH 

(pg) 
28.29 ± 2.62 19.23*** ± 2.27 28.45 ± 1.86 27.6 

MCHC 

(g/dL) 
34.32 ± 1.22 32.46* ± 1.21 36.09** ± 0.87 34.6 

Ret 

(ratio) 
0.010 ± 0.003 0.012 ± 0.004 0.066*** ± 0.045 0.012 

Výsledky jsou zobrazeny jako průměr ± SD, u pacientky s talasemií major uvádíme jednotlivé 

hodnoty. RBC počet erytrocytů; Hb hemoglobin; MCV střední objem erytrocytu; MCH střední 

obsah hemoglobin v erytrocytu; MCHC střední koncentrace hemoglobinu v erytrocytech, 

Ret počet retikulocytů. Statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou: * p-

value<0.05;  ** p-value<0.01; *** p-value<0.001. 
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5.3.2 Hodnocení ukazatelů erytropoetické aktivity 

 K hodnocení bylo využito hladin erytropoetinu a solubilního transferinového 

receptoru. Pacienti s poruchami erytrocytární membrány měli průměrnou hladinu EPO 

nad referenční meze použité metody (průměr 34 IU/l, ref. mez 4.3 – 29 IU/l), zatímco 

jedinci s talasemickou mutací měli hladinu EPO v referenčním rozmezí zdravé populace 

(průměr 18 IU/l). U pacientů s vrozenou poruchou erytrocytární membrány byla hladina 

sTfR signifikantně vyšší při srovnání s kontrolní skupinou. Pacienti s talasemií minor měli 

1.9krát vyšší hladiny sTfR než kontrolní skupina (Tabulka 2, Graf 7A). Ačkoliv tento 

výsledek nedosáhl hladiny statistické významnosti, 10 z  13 pacientů mělo hladinu sTfR 

nad průměrem zdravé populace. Tyto výsledky svědčí pro zvýšenou erytropoetickou 

aktivitu kostní dřeně u obou studovaných skupin  pacientů 

 Ke stanovení úrovně neefektivní erytropoézy jsme provedli měření a zhodnocení 

hladin GDF 15 u jednotlivých skupin pacientů  (Tanno et al., 2010; Ronzoni et al., 2015). 

Průměrná hodnota GDF15 byla zvýšená u pacientů s  poruchami erytrocytární membrány 

(387 pg/ml) i u pacientů s talasemickým nosičstvím (653 pg/ml), pouze v této skupině 

však dosáhla statistické významnosti (Tabulka 2; Graf 7B).   

 

Tabulka 2: Markery erytropoetické aktivity u jednotlivých skupin pacientů a u kontrolní 

skupiny. 

 

 Kontroly 
Talasémie 

minor 

Poruchy  

erytrocytární 

membrány 

Talasémie  

major 

sTfR 

(mg/L) 
3.7 ± 0.74 6.89 ± 5.02 9.58** ± 4.89 19 

EPO 

(IU/L) 
[4.3-29] + 18.0 ± 22.67 34.04 ± 30.45  4000 

GDF15 

(pg/mL) 
205 ± 27 653** ± 545 387 ± 131 8316.7 

 

Výsledky jsou zobrazeny jako průměr ± SD, u pacientky s talasemií major uvádíme jednotlivé 

hodnoty. sTfR solubilní transferinový receptor; EPO erytropoetin; GDF 15 růstový 

diferenciační factor 15; + referenční meze. Statistická významnost ve srovnání s kontrolní 

skupinou: ** p-value<0.01;   
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Graf 7: Hladiny solubilního transferinového receptoru (A) a GDF 15 (B) u skupiny 

pacientů s talasémií minor, pacientů s poruchami erytrocytární membrány a kontrolní 

skupiny. 

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou; Sol. transf. rec. solubilní 

transferinový receptor; GDF 15 růstový diferenciační faktor 15. 

A 

       

        

Jediná pacientka s talasemií major, jejíž výskyt je ve střední Evropě velmi vzácný, 

měla závažnou anémii s hladinou hemoglobinu 65 g/l, snížený počet erytrocytů, zvýšené 

hladiny sTfR a EPO. U této pacientky jsme zaznamenali nejvyšší hladinu GDF 15 (8631 

pg/ml) (Tabulka 1; Tabulka 2). 

B 
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5.3.3 Hodnocení parametrů metabolismu Fe 

Ve všech studovaných skupinách byly hladiny sérového Fe a saturace transferinu 

srovnatelné (Graf 8; Graf 9).  

Graf 8: Hladiny plazmatického železa u skupiny pacientů s talasémií minor, u pacientů 

s vrozenými poruchami erytrocytární membrány a u kontrolní skupiny.  

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 

 

Graf 9: Saturace transferinu u skupiny pacientů s talasémií minor, u pacientů 

s vrozenými poruchami erytrocytární membrány a u kontrolní skupiny.  

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 
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Skupina erytrocytárních membránových poruch měla signifikantně vyšší hladiny 

feritinu ve srovnání s kontrolní skupinou (průměr 99.54 μg/l vs. 34.62 μg/l u kontrol) na 

rozdíl od pacientů s talasémií, jejichž hladina feritinu se od kontrolní skupiny nelišila  

(Graf 10). 

 

Graf 10: Hladiny feritinu u skupiny pacientů s talasémií minor, u pacientů s vrozenými 

poruchami erytrocytární membrány a u kontrolní skupiny. 

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 

 

 

      

 

 

Hladina hepcidinu byla výrazně snížená u obou studovaných skupin (průměr 14.73 

ng/ml u talasemie vs. 15.43 ng/ml u defektu erytrocytární membrány vs. 25.86 ng/ml u 

kontrolní skupiny), ačkoliv rozdíl nebyl statisticky významný . Hodnoty hladin hepcidinu 

pro skupiny pacientů a kontrol jsou znázorněny v Grafu 11. Parametry metabolismu Fe u 

studovaných skupin jsou uvedeny v Tabulce 3. 
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Graf 11: Hladiny hepcidinu u skupiny pacientů s talasémií minor, u pacientů 

s vrozenými poruchami erytrocytární membrány a u kontrolní skupiny.  

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 

 

 

Tabulka 3: Parametry metabolismu železa u studovaných skupin pacientů a u kontrolní 

skupiny. 

 Kontroly 
Talasémie 

minor 

Poruchy 

erytrocytární 

membrány 

Talasémie 

major 

%TSAT 33.07 ± 14.09 30.9 ± 10.86 29.05 ± 10.22 59.9 

Sérové Fe 

(μM/L) 
20.87 ± 8.37 16.75 ± 5.57 15.04 ± 4.57 22 

Feritin 

(μg/L) 
34.62 ± 20.1 40.23 ± 39.15 99.54** ± 45.52 2872 

Hepcidin 

(ng/mL) 
25.86 ± 26.46 14.73 ± 14.27 15.34 ± 16.56 56.2 

Hepcidin/ 

feritin 
0.658 ± 0.564 0.341 ± 0.149 0.177** ± 0.173 0.02 

(hepcidin/ 

feritin)/sTfR 
0.184 ± 0.189 0.072 ± 0.050 0.023*** ± 0.021 0.001 

Výsledky jsou zobrazeny jako průměr ± SD, u pacientky s talasemií major uvádíme jednotlivé 

hodnoty. TSAT saturace transferinu; Fe železo; sTfR solubilní transferinový receptor. 

Statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou: ** p-value<0.01; *** p-value<0.001  
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5.3.4 Poměr hepcidin/feritin a (hepcidin/feritin)/sTfR  

Poměr hepcidin/feritin byl signifikantně nižší u pacientů s poruchami erytrocytární 

membrány (0.177) než u zdravých kontrol (0.658). U skupiny pacientů s talasemií minor 

byl poměr hepcidin/feritin dvakrát nižší (0.341) než u kontrolní skupiny, výsledek se 

přiblížil hranici statistické významnosti (Graf 12). Poměr hepcidin/feritin u obou 

sledovaných skupin prokazuje neadekvátní supresi syntézy hepcidinu.  

 

Graf 12: Hodnoty poměru hepcidin/feritin pro jednotlivé skupiny pacientů a kontrolní 

skupinu.  

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 

 

 

      

 

 

U pacientky s talasemií major jsme zaznamenali normální hladinu sérového železa, 

ale výrazné zvýšení feritinu (2872 μg/l). Hladina hepcidinu byla dvojnásobně vyšší (56.2 

ng/ml) ve srovnání se zdravými kontrolami (25.86 ng/ml), zatímco poměr hepcidin/feritin 

byl výrazně snížený (0.02) oproti kontrolní skupině (0.658), což dokazuje neadekvátní 

snížení hladiny hepcidinu ve vztahu k existující hyperferitinémii.  
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Poměr hepcidin/feritin/sTfR byl u obou skupin pacientů snížený (talasémie minor 

0.072, poruchy erytrocytární membrány 0.023) ve srovnání s kontrolní skupinou (0.184), 

což potvrzuje alteraci vztahu erytropoéza – metabolismu Fe (Graf 13).  

 

Graf 13: Hodnoty poměru (hepcidin/feritin)/sTfR pro jednotlivé skupiny pacientů a 

kontrolní skupinu. 

p statistická významnost ve srovnání s kontrolní skupinou. 

 

 

 

 

 

Při grafickém znázornění poměru hepcidin/feritin a sTfR se obě skupiny pacientů 

vyčlení od kontrolní skupiny (Graf 14). Nižší poměr hepcidin/feritin se současným 

zvýšením sTfR je důsledkem akcelerace erytropoézy. Nejnižší hodnoty poměru 

hepcidin/feritin/sTfR dosahovala pacientka s TM (0.001), což je patrné z grafu (Graf 14). 

Její výsledky prokazují zvýšenou erytropoetickou aktivitu a neadekvátně suprimovanou 

hladinu hepcidinu v závislosti na stupni akumulace Fe. 
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Graf 14: Alterace metabolismu železa (poměr hepcidin/feritin) v závislosti na 

erytropoetické aktivitě (sTfR) u jednotlivých skupin pacientů ve srovnání s  kontrolní 

skupinou. 

 

 

 

 

5.4 Diskuze 

Řada vrozených anémií je spojena s poruchou metabolismu železa a sekundárním 

přetížením Fe. Molekulární podstatou tohoto závažného stavu je neadekvátní suprese 

hepcidinu, která má za následek zvýšené vstřebávání Fe ze stravy a jeho zvýšené 

uvolňování z makrofágů. (Papanikolaou et al., 2005). Erytropoetické signály jsou 

nadřazené informacím o stavu zásob Fe (Ganz et al., 2011). Neadekvátně nízká hladina 

hepcidinu ve vztahu k aktuální hladině železa a jeho zásobám vede  u pacientů k výrazné 

akumulaci Fe v parenchymatózních orgánech. Snížení hladiny hepcidinu je zodpovědné 

za přetížení Fe u pacientů s talasemií intermedia, kteří nejsou závislí na transfuzní terapii 

(Origa et al., 2007). Na druhé straně u pacientů s beta talasemií major je primární příčinou 

přetížení Fe pravidelné podávání erytrocytárních koncentrátů, hladina hepcidinu u těchto 

pacientů je vyšší než u pacientů s talasemií intermedia pravděpodobně supresivním 

efektem podávaných transfuzí na hladinu hepcidinu  (Pasricha et al., 2013). Nedávné studie 

popisují alteraci metabolismu Fe i přes absenci klinických příznaků u nositelů talasemické 

alely (Guimarães et al., 2015; Jones et al., 2015).  
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V našem souboru pacientů jsme popsali, jakým způsobem dysfunkční erytropoéza 

ovlivňuje metabolismus Fe u pacientů s poruchami erytrocytární membrány (HS a HE). 

Závažnost anémie u těchto pacientů je mírnější než u pacientů s  talasemií minor a je 

hyperchromní. Kompenzačním mechanismem chronické hemolýzy je zvýšený počet 

retikulocytů. Sérová hladina EPO je vyšší než u pacientů s talasemia minor a ve spojení 

se signifikantně zvýšeným sTfR odráží zvýšenou erytropoetickou aktivitu kostní dřeně. 

Navíc mírně zvýšené hladiny GDF 15 prokazují určitý stupeň neefektivní erytropoézy.  

Při vyšetření parametrů metabolismu Fe jsme zaznamenali normální hladinu 

sérového Fe, ale signifikantně zvýšenou hladinu feritinu. Stejně jako u nositelů 

talasemické mutace, hepcidin byl snížený 1.7krát a poměr hepcidin/feritin 3.7krát ve 

srovnání se zdravými kontrolami. Pacienti s poruchami erytrocytární membrány měli také 

signifikantně nižší index hepcidin/feritin/sTfR oproti kontrolní skupině, což je odlišuje 

v grafickém znázornění od kontrolní skupiny. Skupina pacientů s poruchami erytrocytární 

membrány je v grafu posunuta více doprava nahoru než pacienti s talasemií minor, což je 

důsledek výraznější alterace signální dráhy erytropoéza-hepcidin- zásoby Fe. Tyto 

výsledky také naznačují neadekvátní snížení syntézy hepcidinu u pacientů s HS a HE. 

Signály měnící expresi hepcidinu přímo však zůstávají dosud neobjasněné, protože EPO 

je nepřímým supresorem hepcidinu a vyžaduje pro svoji funkci erytropoeticky aktivní 

kostní dřeň, jak jsme prokázali u pacientů s Diamondovou-Blackfanovou anémií (DBA) 

(Pospisilova et al., 2014 – Příloha č. 1; Vokurka et al., 2006; Pak et al., 2006). Hladina 

EPO u je u pacientů DBA extrémně vysoká, její zvýšení je výrazem snahy organismu o 

stimulaci erytropoézy, která je však hypoplastická. Prokázali jsme, že efekt EPO na 

produkci hepcidinu není přítomen bez funkční erytropoézy.  

GDF 15 je považovaný spíše za marker neefektivní erytropoézy a současně apoptózy 

erytroidních buněk než za hlavní supresor hepcidinu, jak jsme rovněž prokázali na 

příkladu pacientů s DBA, u kterých není korelace mezi GDF15 a hepcidinem (Pospisilova 

et al., 2014 – příloha č. 1; Ronzoni et al., 2015). GDF 15 je však důležitým ukazatelem 

aktivity erytropoézy, jeho informační hodnota jako markeru apoptózy erytroidních buněk 

je dále zkoumána.  

Nově identifikovaný regulační hormon erytroferon, uvolňovaný stimulovanými 

erytroblasty po chronickém krvácení nebo po podání EPO, má suprimující účinek na 

syntézu hepcidinu a zdá se tedy velmi slibnou přímou regulační molekulou hepcidinu  
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(Kautz et al., 2014). Metodika stanovení lidského erytroferonu je nyní vyvíjena, jeho 

hladiny u zdravé populace a různých patologických stavů zahrnujících i poruchy 

erytrocytární membrány zatím proto nebyly vyšetřeny.  

Prokázali jsme také alteraci erytrocytárních parametrů  u pacientů s nosičstvím 

talasemické mutace: zvýšený počet erytrocytů, snížení hladiny Hb, MCV, MCH a MCHC. 

Zvýšení sTfR a GDF 15 je důsledkem zvýšené erytropoetické aktivity kostní dřeně, která 

je však z části neefektivní. Hladina GDF 15 byla zvýšená výrazněji u pacientů 

s talasemickým nosičstvím než u pacientů s poruchami erytocytární membrány. Podobné 

závěry byly nedávno publikované u dětských pacientů s nosičstvím beta talasemické alely 

a také u dospělých jedinců s talasemií minor. Studie na dospělé populaci prokázala 

závažnější dopady na erytropoézu u pacientů s beta talasemií než u pacientů s alfa 

talasemií (Guimarães et al., 2015; Jones et al., 2015). V našem souboru byli pouze tři 

pacienti s alfa talasemií minor, proto jsme  neprováděli statistickou analýzu. Rozdíly 

v klinických a laboratorních nálezech mezi pacienty s alfa a beta talasémií  se mohou 

zvýrazňovat až v průběhu života 

Všichni pacienti s talasemií měli hladinu sérového Fe a feritinu srovnatelnou 

s kontrolní skupinou, ale jejich hladina hepcidinu i poměr hepcidin/feritin snížený 

(přibližně 2x nižší ve srovnání s kontrolní skupinou). Tyto výsledky jsou v souladu 

s publikovanými daty pediatrických pacientů s beta talasémií (Jones et al., 2015). Naopak 

Guimarães a kol. prokázali signifikantní snížení hladiny hepcidinu pouze u dospělých 

nositelů alfa talasemické alely, zatímco hladina hepcidinu dospělých pacientů s beta 

talasemií minor byla mírně vyšší ve srovnání s kontrolní skupinou, tento výsledek byl 

statisticky nesignifikantní (Guimarães et al., 2015). Rozdíly mezi pacienty s beta talasemií 

mohou být způsobeny rozdíly mezi pediatrickou a dospělou populací nebo mohou být 

ovlivněny závažností dopadů talasemických alel. Nicméně pokud je poměr 

hepcidin/feritin zanesen do grafického znázornění proti hladině  sTfR, vyčlení se pacienti 

s talasémií minor od kontrolní skupiny stejně jako pacienti s alfa a beta talasemií minor 

v případě studie provedené Guimarãesem a kol., což prokazuje alteraci erytropoézy a 

homeostázy Fe u pacientů s nosičstvím talasemické alely (Guimarães et al., 2015). 

Klinická závažnost anémie a hematologické a laboratorní nálezy u naší pacientky 

s TM jsou v soulady s publikovanými daty pacientů s TM, včetně neadekvátní suprese 

hepcidinu vzhledem ke stupni přetížení Fe (Origa et al., 2007). Nízký poměr 
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hepcidin/feritin se současnou elevací sTfR a GDF 15 odrážejí zvýšenou neefektivní 

erytropoézu, která vede k vyšší potřebě Fe, což způsobuje zvýšení absorpce Fe a vyšší 

obrat recyklovaného Fe. Tato data odpovídají publikovaným pozorováním, že přet ížení 

Fe u pacientů s TM je důsledkem pravidelné transfuzní terapie a narušené syntézy 

hepcidinu (Pasricha et al., 2013). 

5.5 Závěr   

Lze konstatovat, že u obou studovaných skupin pediatrických pacientů je přítomna 

alterace erytropoézy a metabolismu železa. Regulační mechanismy homeostázy železa 

jsou více narušené u pacientů s poruchami erytrocytární membrány než u pacientů 

s talasémií minor a současně méně než u pacientů s  TM, což dosud nebylo publikováno. 

Naše výsledky potvrzují závěry publikovaných studií - index hepcidin/feritin/sTfR lze 

využít k odlišení pacientů s talasémií minor. Tito pacienti jsou více ohroženi rozvojem 

přetížení železem než zdravá populace. Pozvolná akumulace Fe v organizmu se může 

podobně jako u hemochromatózy typu I projevit až později v dospělém věku orgánovým 

postižením ve smyslu rozvoje diabetu, hepatopatie aj. Metabolismus železa je proto nutno 

i u talasémie minor pečlivě monitorovat.   

Stejně jako u pacientů s talasemií minor, lze i u pacientů s vrozenými poruchami 

erytrocytární membrány využít index hepcidin/feritin/sTfR ke sledování vývoje 

onemocnění a potenciálního rizika přetížení železem . 
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6 Metabolismus železa u dárců krve 

6.1 Cíl studie 

Prevalence deficitu zásob železa u dárců krve v České republice dosud nebyla 

stanovená. Cílem studie je zhodnotit zásoby Fe a přínos vyšetření hladiny hepcidinu u dárců 

krve, kteří splnili kritéria pro darování krve a byli uschopněni k odběru. 

6.2 Materiál a metody 

Cílovou skupinu tvořili dobrovolní dárci krve, kteří byli náhodným výběrem vyzvaní 

k participaci na výzkumu v letech 2013 – 2014. Všichni dárci prošli klinickým vyšetřením 

lékařem a splnili podmínky pro darování dle platné vyhlášky 143/2008 Sb. a dle platných 

Doporučených postupů Transfuzní společnosti (Vyhláška MZ ČR 143/2008 Sb., 2008; 

Doporučení Společnosti pro transfuzní lékařství, 2007).  

Provedení studie bylo schváleno Etickou komisí Fakultní nemocnice a Univerzity 

Palackého v Olomouci.  

Celkem bylo do studie zařazeno 117 dárců krve (64 mužů a 53 žen), průměrný věk mužů 

byl 40.2 let, průměrný věk žen 35.5 let. Muži darovali před zařazením do studie průměrně 

27krát, ženy 14krát. Odběr vzorků byl realizován po podepsání informovaného souhlasu 

s účastí na výzkumu. Vzorky séra byly zamraženy na - 80 st. C a udržovány za stálých podmínek 

do vyšetření hladiny hepcidinu. Kontrolní skupinu při srovnání hladin hepcidinu tvořily zdravé 

subjekty s negativní anamnézou dárcovství krve. 

Vyšetření parametrů krevního obrazu – analýza vzorků byla provedena na 

automatickém analyzátoru Sysmex. 

Hladiny plazmatického železa a feritinu byly vyšetřeny standardními vyšetřovacími 

postupy.  

Vyšetření hladiny hepcidinu - Použitá metoda měření hladiny hepcidinu je založena 

na extrakci na pevné fázi (SPE) a kapalinové chromatografii spřažené s hmotnostní 

spektrometrií (LC-MS/MS). Regresní rovnice získaná z kalibračních standardů byla použita pro 

zpětný výpočet koncentrace hepcidinu ve vzorku (Mojzikova et al., 2012). 

Statistické zpracování dat bylo provedeno regresní analýzou pomocí cenzorovaného 

regresního modelu Tobit, software Statistica 12 (StatSoft, Inc.). Za statisticky významné byly 

považovány výsledky na hladině významnosti 5%. 
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6.3 Výsledky 

Nejprve byly vyhodnoceny hematologické parametry dárců (Tabulka 4). Všichni dárci 

splňovali požadavky způsobilosti k dárcovství. Hladina hemoglobinu byla u všech mužů  ≥ 135 

g/l, u žen  ≥ 125g/l, hodnota hematokritu  ≥ 0.40 u mužů a ≥ 0.38 u žen. Muži měli signifikantně 

vyšší počet erytrocytů, hladinu hemoglobinu a hematokritu než ženy. U žen byly zaznamenány 

signifikantně vyšší hladiny leukocytů a trombocytů než u mužů. Bez rozdílu mezi pohlavími 

byly hodnoty středního objemu erytrocytů.  

 

Tabulka 4: Hematologické charakteristiky dárců zařazených do studie. 

 

 

Hodnoty jsou uvedeny jako medián (1.kvartil – 3.kvartil). Ž ženy; M muži; Leu počet 

leukocytů; Ery počet erytrocytů; Hb hemoglobin;  

Hkt hematokrit; MCV střední objem erytrocytů; p hladina statistické významnosti mezi muži 

a ženami; NS nesignifikantní 

   

Výsledky měření parametrů metabolismu Fe jsou shrnuty v Tabulce 5. V hladinách 

plazmatického Fe jsme nezaznamenali statisticky významný rozdíl mezi muži a ženami (21.5 

vs. 23.3 μmol/l). Hodnota Fe pod dolní hranici normy byla zjištěna pouze u 1 muže dárce; 

naopak 14 mužů a 11 žen mělo plazmatické Fe mírně zvýšené. Muži měli signifikantně vyšší 

hladinu feritinu (28 μg/l) než ženy (18 μg/l). Hladinu feritinu pod dolní referenční hodnotu (12 

μg/l) jsme zjistili u 6 mužů (9.52%) a 9 žen (17.64%).  

 

 
Počet 

dárců 

Leu 

109/l 

Ery 

1012/l 

Hb 

g/l 

Hkt 

ratio 

MCV 

fl 

Trombocyty 

109/l 

 113 
5.8 

(5.2-6.7) 

4.86 

(4.63-5.15) 

144 

(138-152) 

0.43 

(0.41-0.45) 

88 

(85.5-90.1) 

223 

(193-254) 

Ž 51 
6.3 

(5.4-7.05) 

4.62 

(4.45-4.79) 

137 

(131.5-142) 

0.41 

(0.39-0.42) 

88.7 

(86.5-90.1) 

236 

(197-268.5) 

M 62 
5.7 

(5.1-6.2) 

5.09 

(4.88-5.42) 

149 

(144-157.75) 

0.45 

(0.43-0.46) 

87.5 

(84.7-89.55) 

217 

(184.5-246.75) 

p  0.001 <0.001 <0.001 <0.001 NS 0.041 
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Tabulka 5: Parametry metabolismu Fe dárců zařazených do studie.  

 

 

Hodnoty jsou uvedeny jako medián (1.kvartil – 3.kvartil).  

Referenční meze: Fe [muži 6.6 – 28; ženy 7.2 – 29], feritin [12-300]1. Hodnoty kontrolní 

skupiny: medián (1.kvartil – 3.kvartil): hepcidin 27.6 (18-50.25), index hepcidin/feritin 

0.3445 (0.2787-0.3889). Ž ženy; M muži; Fe hladina plazmatického železa; Ref. referenční 

meze; p hladina statistické významnosti mezi muži a ženami; NS nesignifikantní 

 
± index hepcidin/feritin byl stanoven u dárců s nadprahovou hodnotou hepcidinu 

 

 

Na rozdíl od feritinu se hladina hepcidinu mezi oběma pohlavími dárců nelišila (6.61 

ng/ml u mužů a 7.14 ng/ml u žen), byla však signifikantně nižší než hladina hepcidinu u 

kontrolní skupiny (27.6 ng/ml, p  0.001) (Mojzikova et al., 2012). Celkem 58 mužů a 45 žen 

mělo hladinu hepcidinu pod 1. kvartilem kontrolní skupiny (18 ng/ml); z toho 23 dárců, 18 

mužů (28%) a 5 žen (9.8%), mělo hladinu hepcidinu sníženou pod detekční limit (2.5 ng/ml). 

Průměrná hladina feritinu u dárců s hepcidinem pod detekční limit byla signifikantně nižší než 

u skupiny dárců s měřitelnou hodnotou hepcidinu (17.95 ± 7.46 vs. 32.9 ± 22.32 μg/l).  

U dárců s měřitelnou hodnotou hepcidinu jsme dále stanovovali také poměr hepcidinu 

k feritinu, který odráží adekvátnost hladiny hepcidinu vzhledem k zásobám Fe. U stavů 

s narušenou, akcelerovanou a/nebo neefektivní erytropoézou je tento index výrazně sníženy 

díky supresivnímu účinku erytropoetické aktivity na hepcidin (Mojzikova et al., 2012). Tento 

 
Počet 

dárců 

Fe 

μmol/l 

Feritin 

μg/l 

Hepcidin 

ng/ml 
Index hepcidin/feritin± 

 113 
21.85 

(16.6-28.15) 

23 

(15-36) 

6.96 

(3.39-10.91) 

0.3755 

(0.1877-0.5417) 

Ž 51 
23.3 

(17.05-28.25) 

18 

(14.5-29) 

7.14 

(6.05-11.49) 

0.4712 

(0.2959-0.7179) 

M 62 
21.5 

(16.3-27.7) 

28 

(15.5-47.5) 

6.61 

(2.5-10.43) 

0.2909 

(0.1516-0.4894) 

p  NS 0.009 NS 0.011 
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index dosahoval u mužů hodnoty 0.2909; u žen byl 1.6krát vyšší (0.4712), což odpovídá 

signifikantně nižší hladině feritinu u žen než u mužů (1.6krát); ani v jedné ze skupin se index 

hepcidin/feritin však signifikantně nelišil od indexu vypočtenému pro zdravé kontroly (0.3445) 

(Mojzikova et al., 2012). Tento výsledek ukazuje na fyziologickou erytropoetickou aktivitu u 

této skupiny dárců krve a na skutečnost, že hladina hepcidinu je u nich fyziologicky snížená 

vzhledem k nižším zásobám Fe. 

Na závěr byla provedena regresní analýza ke zjištění korelace vybraných parametrů 

krevního obrazu a metabolismu železa s hladinou hepcidinu. U mužů i u žen hladina feritinu 

pozitivně korelovala s hladinou hepcidinu (Tabulka 6; Graf 15). Korelaci hladiny hepcidinu 

s počtem odběrů jsme v našem souboru dárců nezaznamenali (Tabulka 6). 

 

Tabulka 6: Tobit regresní analýza závislosti hladin hepcidinu na vybraných parametrech 

krevního obrazu a metabolismus železa. 

 

 

Ž ženy; M muži; Ery erytrocyty; Hb hemoglobin; Hkt hematokrit; MCV střední objem 

erytrocytů; Trombo trombocyty; Fe plazmatické železo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p-value Věk Ery Hb Hkt MCV Trombo Fe Feritin 
Počet 

odběrů 

Ž 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 0.91 0.166 0.286 <0.001 0.578 
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Graf 15: Graf korelace hladin hepcidinu a feritinu.  

 

             

Hladina hepcidinu vykazuje pozitivní korelaci s hladinou feritinu u všech dárců (A) i u obou 

pohlaví odděleně (B). M muži; Ž ženy 

A 

 B 
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6.4 Diskuze 

Česká republika se dlouhodobě potýká s relativním nedostatkem dárců krve. V roce 

2013 bylo v České republice celkem 264 000 opakovaných/pravidelných dárců krve a 54 000 

prvodárců (Výroční zpráva zařízení transfuzní služby, 2013). Identifikováním dárců krve s 

vyšším rizikem rozvoje deficitu zásob železa, by bylo možné zabránit jejich dočasnému 

vyřazení nebo ztrátě těchto osob z evidence dárců krve. Ve skupině prvodárců se k odběru 

během tří let vrátí 70%, pokud byl odběr realizovaný oproti 21%, jejichž odběr byl odložen 

kvůli nízké hladině hemoglobinu. U opakovaných dárců krve je situace obdobná, během tří let 

se vrátí po odkladu odběru z důvodu nízké hladiny hemoglobinu jen 64%, ze skupiny dárců bez 

odkladu se vrací 91% dárců (Hillgrove et al., 2011). Identifikací osob s vysokým rizikem 

rozvoje deficitu Fe by bylo možné předejít výskytu symptomů souvisejících s deficitem Fe, 

který je spojený se sníženou fyzickou a pracovní výkonností, zhoršenou schopností se 

soustředit, zvýšenou únavou a zhoršením ostatních kognitivních funkcí (Falkingham et al., 

2010; Murray-Kolb et al., 2007; Hinton, 2014), což u nich může vést k rozhodnutí 

nepokračovat v dárcovství.  

Laboratorně lze deficit Fe stanovit několika metodami, které jsou založené na měření 

hladin feritinu (Cable et al., 2011), solubilního TfR (Pasricha et al., 2011), transferinu a 

saturace transferinu, ZPP (Baart et al., 2013), všechny však mají své limity. Například feritin 

je ukazatelem prostých zásob Fe, ale neposkytuje informaci o buněčných potřebách Fe. 

Solubilní TfR se zvyšuje při nedostatečném přísunu funkčního Fe do buněk, jeho hladina ale 

současně stoupá se zvýšenou erytropoetickou aktivitou v kostní dřeni (Pak et al., 2006). Novým 

potenciálním markerem by mohl být hepcidin, který kontroluje hladinu Fe v krevním oběhu 

tím, že reguluje jeho uvolňování ze zásob a příjem z potravy. Navíc vlastní syntéza hepcidinu 

je regulována jak zásobami Fe a jeho plazmatickou hladinou, tak i aktuální erytropoetickou 

aktivitou (Pak et al., 2006) a odráží tak aktuální stav homeostázy železa. U anemie z deficitu 

železa je hladina hepcidinu výrazně snížená až nedetekovatelná. 

Naše výsledky jsou v souladu s dosud publikovanými daty o výskytu deficitu Fe u dárců 

krve. Nejčastěji užívaným parametrem ke stanovení deficitu Fe je feritin. Studie z posledních 

let na dárcovské populaci poukazují na častý výskyt snížené hladiny feritinu u dárců 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) ukázala na výhodu kombinované analýzy hladiny feritinu a hepcidinu. 

U dárců, u kterých byla zjištěna současně nízká hladina feritinu a hepcidinu, došlo při dalším 
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odběru k signifikantnímu snížení hemoglobinu o 0.51 g/l. Izolované snížení hepcidinu nebo 

feritinu naopak nebylo při následujícím odběru spojeno s poklesem hladiny hemoglobinu (Mast 

et al., 2014).  

Deficit zásobního Fe se vyskytuje u dárců, kteří byli uschopněni k odběru a mají tedy 

vyhovující hladiny hemoglobinu, při hodnocení feritinu u 14.3% mužů a u 8.9% žen, v případě 

hepcidinu u 27.4% mužů a 24.7% žen (Baart et al., 2013). V naší dárcovské populaci byl deficit 

prostých zásob Fe určený hladinou feritinu dle očekávání nižší u mužů než u žen, což 

koresponduje s výsledky studie RISE (Cable et al., 2011). Zároveň současná analýza hladin 

hepcidinu pomohla odhalit vyšší podíl dárců potenciálně ohrožených deficitem Fe, než 

samostatné měření feritinu. Překvapivě ale mezi dárci krve s hladinou hepcidinu pod detekčním 

limitem metody bylo více mužů než žen, což je možné vysvětlit rozdílnou doporučenou 

frekvencí odběrů u mužů a žen. Velmi nízké hladiny hepcidinu před odběrem prokazují, že tito 

dárci již mají výrazný deficit železa pro erytropoézu a při další depleci Fe by již nemuseli být 

schopni pokrýt potřeby organismu.  

Stanovení hladiny hepcidinu u dárců krve tak poskytuje cenné informace o schopnosti 

dárce zvýšit absorpci Fe ze stravy a uvolnit Fe ze zásob – snižující se hladina hepcidinu vede 

ke zvýšení absorpce Fe ve střevě a redistribuci Fe ze zásob do aktivního kompartmentu 

(Fleming, 2008). Hepcidin je vylučován močí, a proto měření jeho hladiny v moči je teoreticky 

jedinou neinvazivní metodou ke zjištění deficitu Fe (Sanad et al., 2011) a mohlo by eventuálně 

doplnit již existující testy. 

6.5 Závěr 

Dárcovství krve je vždy spojeno se zásahem do metabolismu Fe. Při dnešních znalostech 

by bylo možné minimalizovat důsledky spojené s deficitem tohoto esenciálního prvku. V rámci 

péče o dárce je důležité identifikovat ty dárce, jejichž kompenzační zvýšení příjmu Fe je 

nedostačující k obnovení zásob Fe. Hepcidin jako centrální molekula řídící absorpci a 

redistribuci Fe je velmi užitečný indikátor metabolismu Fe. Stanovení hladiny hepcidinu u 

dárců, kteří splňují kritéria pro odběr, by v případě dárců s negativní bilancí Fe mohlo zabránit 

dalšímu prohlubování deficitu Fe. Uvedení vyšetření hladiny hepcidinu do rutinní praxe je však 

limitováno chyběním populačních norem a nesourodostí výsledků měření při použití 

komerčních setů ELISA a hmotnostní spektrometrie. Zavedení měření hladiny hepcidinu 

hmotnostní spektrometrií může výrazně zpřesnit diagnostiku subklinického deficitu Fe u dárců 

krve a lze předpokládat, že vzhledem k možnostem, které měření hladin hepcidinu poskytuje, 
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bude se nyní výzkum v oblasti metabolismu Fe zabývat právě optimalizací metod měření 

hepcidinu a jeho snadnou dostupností.  

Z našich výsledků jasně vyplývá další důležitý poznatek: dárci krve nejsou vhodnou 

skupinou jedinců, kteří by mohli sloužit pro tvorbu populačních norem hladin hepcidinu 

vzhledem k patologickým hodnotám markerů metabolismu Fe.   
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Souhrn 

Úvod: Metabolismu železa je velmi úzce spjat s erytropoetickou aktivitou kostní dřeně. 

Dárcovství krve zasahuje do homeostázy železa a může vést k vyčerpání zásob železa dárce. 

Cílem práce je zhodnotit vybrané parametry metabolismu železa a jejich význam při prevenci 

rozvoje deficitu železa u dárců krve. 

Metody: U dárců krve, kteří vyhověli kritériím pro darování krve dle platných Doporučených 

postupů Transfuzní společnosti, byl vyšetřen krevní obraz, hladina plazmatického železa a 

feritinu. Celkem bylo vyšetřeno 117 dárců krve (64 mužů a 53 žen), kteří byli způsobilí 

k darování krve. Hladina hepcidinu byla stanovena proteomickou analýzou založenou na 

reverzní kapalinové chromatografii spřažené s hmotnostní spektrometrií (LC-MS).   

Výsledky: Muži měli signifikantně vyšší počet erytrocytů, hladinu hemoglobinu, hematokritu a 

feritinu než ženy. Hladina feritinu pozitivně korelovala s hladinou hepcidinu u obou pohlaví. 

Šest mužů (9.52%) a devět žen (17.64%) mělo hladinu feritinu pod 12 ng/ml.  Výrazně sníženou 

hladinu hepcidinu (pod 2.5 ng/ml) jsme zaznamenali u 18 mužů (28%) a 5 žen (9.8%).  

Závěr: Hladina hepcidinu lépe odráží skutečnou spotřebu železa funkční erytropoézou, a proto 

je vyšetření hepcidinu vhodným markerem ke zhodnocení stavu metabolismu železa u dárců 

krve.  

 

Klíčová slova: hepcidin, metabolismus železa, dárcovství krve, deficit železa 

 

 

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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Úvod 

Železo (Fe) patří mezi nejdůležitější biogenní prvky ve všech živých organismech. Na 

buněčné úrovni se Fe účastní řady enzymatických reakcí (je kofaktorem peroxidáz, hydroxyláz, 

oxidáz či ribonukleotidreduktázy), které jsou nezbytné pro přežití buněk a pro jejich dělení. 

Nedostatek Fe může vést k zástavě růstu buňky i k buněčné smrti. Za fyziologických podmínek 

je hladina Fe udržována v úzkém rozmezí, protože jak nedostatek, tak jeho akumulace 

v organismu může mít závažné negativní důsledky pro buněčné pochody.  

Největší množství Fe v lidském organismu je obsaženo v molekule hemoglobinu (60-

70% celkového Fe) a myoglobinu (5%), kde má nezastupitelnou úlohu při vazbě, přenosu a 

uvolňování kyslíku k zajištění dostatečné oxygenace tkání. Dalších 25% Fe je uloženo 

v zásobních proteinech feritinu a hemosiderinu, odkud je v případě potřeby uvolněno a využito. 

Pouze 1% Fe cirkuluje v plazmě vázané na molekulu transferinu a po navázání na transferinové 

receptory (TfR) v buněčné membráně je Fe přijato buňkami k utilizaci. Přibližně 3,5% 

celkového Fe je vázáno na metaloproteiny a enzymy (cytochrom P450, katalázy, peroxidázy), 

které jsou nezbytné pro přežití buněk. [1]  

Denní potřeba Fe u člověka je přibližně 25 mg Fe, převážná část je využita v kostní 

dřeni při erytropoéze. Denně je enterocyty v duodenu vstřebáno 1 - 2 mg Fe, toto množství 

může být zvýšeno na 3 – 4 mg, pokud to aktuální situace vyžaduje (např. po akutním krvácení).  

 

Metabolismus a regulace homeostázy železa 

Metabolismus Fe je řízený jak na buněčné úrovni, tak na úrovni systémové. Na úrovni 

organismu se uplatňuje účinek hormonu hepcidinu (hepatic antimicrobial peptide, LEAP-1, 

liver expressed antimicrobial protein 1), který je klíčovou regulační molekulou metabolismu 

Fe. Cílovým receptorem pro hepcidin je feroportin, jediný dosud popsaný transmembránový 

přenašeč Fe iontů z intracelulárního prostoru do plazmy. Po vazbě hepcidinu na FPN dochází 

k endocytóze a degradaci komplexu hepcidin-FPN. Fe je tedy zadrženo intracelulárně a nemůže 

být dále využito. Tento mechanismus je uplatňován na bazolaterální membráně enterocytů 

v duodenu, v intracytoplazmatických inkluzích a na plazmatické membráně makrofágů 

v játrech, slezině a kostní dřeni, v hepatocytech a ovlivňuje tak příjem železa ze stravy a jeho 

uvolňování ze zásob, což jsou klíčové procesy pro udržování homeostázy Fe v organismu. FPN 

v buňkách syncytiotrofoblastu je esenciální pro materno-fetální přestup Fe přes placentu. 
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Většina ostatních buněk exprimuje pouze malé množství FPN pro regulaci vlastního buněčného 

metabolismus Fe [2]. Syntéza hepcidinu je ovlivněna hladinou sérového Fe a jeho zásobami v 

organismu, zánětem, erytropoetickou aktivitou a hypoxií [3].  

Nedostatek železa u dárců krve 

Dárcovství krve je vždy spojeno se ztrátou určitého množství Fe z organismu a dárci 

krve jsou tedy ohroženi rozvojem deficitu zásob Fe a sideropenické anémie. Při odběru jedné 

jednotky plné krve o objemu 450 ml dochází ke ztrátě 200 – 250 mg Fe [4]. Toto množství 

představuje 5-10% celkové zásoby Fe v těle. Longitudinální multicentrická studie REDS-II 

Donor iron status evaluation (RISE) zjišťovala prevalenci deficitu zásobního Fe (feritin < 12 

ng/ml) a latentní sideropenie (definované poměrem log solubilního TfR/feritinu ≤ 2.07) u dárců 

krve, kteří splňovali kritéria pro darování krve; hladina hemoglobinu u mužů i u žen byla vyšší 

než 125 g/l. Deficit zásobního Fe byl prokázán u 47% opakovaných dárců - mužů a latentní 

sideropenie u 18%. U žen byly výsledky ještě více alarmující – 62% mělo nedostatečné zásoby 

Fe a 27% latentní sideropenii [5].  

Hladina feritinu je ukazatelem prostých zásob Fe, ale není ovlivněna aktuálními 

erytropoetickými signály kostní dřeně. Zároveň je feritin reaktantem akutní fáze zánětlivé 

odpovědi organismu a jeho syntéza je stimulována zánětlivým procesem. Jsou proto stále 

hledány další možnosti, které včas pomohou identifikovat dárce ohrožené deficitem Fe. Ke 

zjištění prevalence subklinického deficitu je možné využít stanovení hladiny zinek– 

protoporfyrinu (ZPP) v erytrocytech. Metoda je založená na měření hladiny ZPP v erytrocytech. 

Při nedostatku železa se v posledním kroku syntézy do hemu inkorporuje do protoporfyrinu IX 

místo Fe zinek a zvyšuje se tak hladina ZPP. Do studie nizozemských autorů realizované 

v letech 2008 - 2010 ve dvou transfuzních centrech (Nijmegen a Utrecht) bylo zařazeno celkem 

5280 dárců krve (2897 mužů a 2383 žen). Prevalence subklinického deficitu železa stanovená 

obsahem ZPP v erytrocytech dárců byla u mužů 6.9% a 9.8% u žen. Rozdílné výsledky 

předchozích dvou studií mohou být vysvětleny různou frekvencí odběrů a odlišnou 

požadovanou hladinou hemoglobinu v předodběrovém vzorku krve [6].  

Měření hepcidinu 

Stanovení hladin hepcidinu, jakožto klíčového regulátoru metabolismu železa, je 

v současnosti doporučováno při diferenciální diagnostice anémií chronických chorob, anémií 

u chronického poškození ledvin, hypochromních mikrocytárních anémií a hemochromatózy 
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[7].  Hepcidin by proto mohl sloužit i jako nový a doplňující diagnostický marker deficitu železa 

u všech dárců krve. Nicméně měření hladiny hepcidinu zůstává stále problematické. Ke 

stanovení hladiny hepcidinu byla vyvinuty metody založené na radioizotopově nebo 

enzymaticky značené imunoanalýze (ELISA) nebo na hmotnostní spektrometrii. Výhodou 

metod ELISA je především jejich lepší dostupnost v podobě komerčně vyráběných setů, 

nevýhodou je jejich nedostatečná validace, nižší přesnost při měření velmi nízkých koncentrací 

hepcidinu v séru a především skutečnost, že mnohé z nich nedetekují biologicky aktivní 

hepcidin-25. Jedinou společností se standardizovanou a validovanou metodu ELISA je Intrinsic 

LifeSciences (Los Angeles, USA) [8, 9, 10]. Při použití metod hmotnostní spektrometrie lze 

naopak stanovit i krajní a především velmi nízké koncentrace hepcidinu, její využití je však 

spojeno s nákladnějším vybavením laboratoře přístrojovou technikou a náročným procesem 

jejího zavedení [11]. Tato metoda byla zavedena v některých laboratořích na světě, včetně naší 

laboratoře [12, 13]. Hlavní limitací metody v důsledku neexistence mezinárodního standardu 

pro hepcidin-25, je absence univerzálních referenčních mezí a již patologických hodnot, na 

základě kterých by byla vypracovaná příslušná doporučení pro léčbu stavů s narušeným 

metabolismem železa [14]. Otázka standardizace hmotnostní spektrometrie pro stanovení 

hladin hepcidinu je tedy klíčová pro její rutinní využití v klinické praxi. 

Cílem této práce bylo zhodnotit zásoby Fe a možný přínos vyšetření hladiny hepcidinu 

u dárců krve, kteří splnili kritéria pro darování krve a byli uschopněni k odběru. Podobná studie 

stanovující prevalenci deficitu zásob železa u dárců krve v České republice dosud nebyla 

provedena.  

Materiál a metodika 

Cílovou skupinu tvořili dobrovolní dárci krve, kteří byli náhodným výběrem vyzvaní 

k participaci na výzkumu v letech 2013 – 2014. Všichni dárci prošli klinickým vyšetřením 

lékařem a splnili podmínky pro darování dle platné vyhlášky 143/2008 Sb. a dle platných 

Doporučených postupů Společnosti pro transfuzní lékařství ČLS JEP [15, 16]. Provedení studie 

bylo schváleno Etickou komisí Fakultní nemocnice a Univerzity Palackého v Olomouci. 

Celkem bylo do studie zařazeno 117 dárců krve (64 mužů a 53 žen), průměrný věk mužů byl 

40,2 let, průměrný věk žen 35,5 let. Muži darovali před zařazením do studie průměrně 27x, 

ženy 14x. Odběr vzorků byl realizován po podepsání informovaného souhlasu s účastí na 

výzkumu. Vzorky séra byly zamraženy na - 80 st. C a udržovány za stálých podmínek do 



100 
 
 

vyšetření hladiny hepcidinu. Kontrolní skupinu při srovnání hladin hepcidinu tvořily zdravé 

subjekty (muži a ženy) s negativní anamnézou dárcovství krve. 

Vyšetření parametrů krevního obrazu – analýza vzorků byla provedena na 

automatickém analyzátoru Sysmex KX-21N (Sysmex Corporation, Kobe, Japan). 

Hladiny plazmatického železa byla stanovena fotometricky na přístroji Cobas 8000 (Hitachi, 

Tokyo, Japan). Ke stanovení hladiny feritinu byla použita chemiluminiscenční metoda a 

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

  

Vyšetření hladiny hepcidinu - Použitá metoda měření hladiny hepcidinu je založena 

na extrakci na pevné fázi (SPE) a kapalinové chromatografii spřažené s hmotnostní 

spektrometrií (LC-MS/MS). Regresní rovnice získaná z kalibračních standardů byla použita pro 

zpětný výpočet koncentrace hepcidinu ve vzorku. Metoda byla již dříve detailně popsána a 

validována v laboratořích Intrinsic LifeSciences LLC (La Jolla, CA, USA) [12, 13].  

Statistické zpracování dat bylo provedeno regresní analýzou pomocí cenzorovaného 

regresního modelu Tobit, software Statistica 12 (StatSoft, Inc.). Za statisticky významné byly 

považovány výsledky na hladině významnosti 5%. 

 

Výsledky 

Nejprve byly vyhodnoceny hematologické parametry dárců (Tabulka 1). Všichni dárci 

splňovali požadavky způsobilosti k dárcovství. Hladina hemoglobinu byla u všech mužů ≥ 135 

g/l, u žen ≥ 125g/l, hodnota hematokritu ≥ 0.40 u mužů a ≥ 0.38 u žen. Muži měli signifikantně 

vyšší počet erytrocytů, hladinu hemoglobinu a hematokritu než ženy. U žen byly zaznamenány 

signifikantně vyšší hladiny leukocytů a trombocytů než u mužů. Bez rozdílu mezi pohlavími 

byly hodnoty středního objemu erytrocytů.  

  Výsledky měření parametrů metabolismu Fe jsou shrnuty v Tabulce 2. V hladinách 

plazmatického Fe jsme nezaznamenali statisticky významný rozdíl mezi muži a ženami (21.5 

vs. 23.3 μmol/l). Hodnota Fe pod dolní hranici normy byla zjištěna pouze u 1 muže dárce; 

naopak 14 mužů a 11 žen mělo plazmatické Fe mírně zvýšené. Muži měli signifikantně vyšší 

hladinu feritinu (28 μg/l) než ženy (18 μg/l). Hladinu feritinu pod dolní referenční hodnotu (12 

μg/l) jsme zjistili u 6 mužů (9.52%) a 9 žen (17.64%).  

Na rozdíl od feritinu se hladina hepcidinu mezi oběma pohlavími dárců nelišila (6.61 

ng/ml u mužů a 7.14 ng/ml u žen), byla však signifikantně nižší než hladina hepcidinu u 

kontrolní skupiny (27.6 ng/ml, p  0.001) [12]. Celkem 58 mužů a 45 žen mělo hladinu 
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hepcidinu pod 1. kvartilem kontrolní skupiny (18 ng/ml); z toho 23 dárců, 18 mužů (28%) a 5 

žen (9.8%), mělo hladinu hepcidinu sníženou pod detekční limit (2.5 ng/ml). Průměrná hladina 

feritinu u dárců s hepcidinem pod detekční limit byla signifikantně nižší než u skupiny dárců 

s měřitelnou hodnotou hepcidinu (17.95 ± 7.46 vs. 32.9 ± 22.32 μg/l).  

U dárců s měřitelnou hodnotou hepcidinu jsme dále stanovovali také poměr hepcidinu 

k feritinu, který odráží adekvátnost hladiny hepcidinu vzhledem k zásobám Fe. U stavů 

s narušenou, akcelerovanou a/nebo neefektivní erytropoézou je tento index výrazně snížený 

díky supresivnímu účinku erytropoetické aktivity na hepcidin [12]. Tento index dosahoval u 

mužů hodnoty 0.2909; u žen byl 1.6x vyšší (0.4712), což odpovídá signifikantně nižší hladině 

feritinu u žen než u mužů (1.6x); ani v jedné ze skupin se index hepcidin/feritin však 

signifikantně nelišil od indexu vypočtenému pro zdravé kontroly (0.3445) [12]. Tento výsledek 

ukazuje na fyziologickou erytropoetickou aktivitu u této skupiny dárců krve a na skutečnost, že 

hladina hepcidinu je u nich fyziologicky snížená vzhledem k nižším zásobám Fe. 

Na závěr byla provedena regresní analýza ke zjištění korelace vybraných parametrů 

krevního obrazu a metabolismu železa s hladinou hepcidinu. U mužů i u žen hladina feritinu 

pozitivně korelovala s hladinou hepcidinu (Tabulka 3, Obrázek 1). Korelaci hladiny hepcidinu 

s počtem odběrů jsme v našem souboru dárců nezaznamenali (Tabulka 3). 

 

Diskuze 

Česká republika se dlouhodobě potýká s relativním nedostatkem dárců krve. V roce 

2013 bylo v České republice celkem 264 000 opakovaných/pravidelných dárců krve a 54 000 

prvodárců [17]. Identifikováním dárců krve s vyšším rizikem rozvoje deficitu zásob železa, by 

bylo možné zabránit jejich dočasnému vyřazení nebo ztrátě těchto osob z evidence dárců krve. 

Ve skupině prvodárců se k odběru během tří let vrátí 70%, pokud byl odběr realizovaný oproti 

21%, jejichž odběr byl odložen kvůli nízké hladině hemoglobinu. U opakovaných dárců krve 

je situace obdobná, během tří let se vrátí po odkladu odběru z důvodu nízké hladiny 

hemoglobinu jen 64%, ze skupiny dárců bez odkladu se vrací 91% dárců [18]. Identifikací osob 

s vysokým rizikem rozvoje deficitu Fe by bylo možné předejít výskytu symptomů souvisejících 

s deficitem Fe, který je spojený se sníženou fyzickou a pracovní výkonností, zhoršenou 

schopností se soustředit, zvýšenou únavou a zhoršením ostatních kognitivních funkcí [19, 20, 

21], což u nich může vést k rozhodnutí nepokračovat v dárcovství.  



102 
 
 

Laboratorně lze deficit Fe stanovit několika metodami, které jsou založené na měření 

hladin feritinu [5], solubilního TfR transferinu a saturace transferinu [7], ZPP [6], všechny však 

mají své limity. Například feritin je ukazatelem prostých zásob Fe, ale neposkytuje informaci 

o buněčných potřebách Fe. Solubilní TfR se zvyšuje při nedostatečném přísunu funkčního Fe 

do buněk, jeho hladina ale současně stoupá se zvýšenou erytropoetickou aktivitou v kostní dřeni 

[7]. Novým potenciálním markerem by mohl být hepcidin, který kontroluje hladinu Fe 

v krevním oběhu tím, že reguluje jeho uvolňování ze zásob a příjem z potravy. Navíc vlastní 

syntéza hepcidinu je regulována jak zásobami Fe a jeho plazmatickou hladinou, tak i aktuální 

erytropoetickou aktivitou [22] a odráží tak aktuální stav homeostázy železa. U anemie z deficitu 

železa je hladina hepcidinu výrazně snížená až nedetekovatelná. 

Naše výsledky jsou v souladu s dosud publikovanými daty o výskytu deficitu Fe u dárců 

krve. Nejčastěji užívaným parametrem ke stanovení deficitu Fe je feritin. Studie z posledních 

let na dárcovské populaci poukazují na častý výskyt snížené hladiny feritinu u dárců krve [5, 

23, 24, 25]. Studie Mast a kol. [26] ukázala na výhodu kombinované analýzy hladiny feritinu a 

hepcidinu. U dárců, u kterých byla zjištěna současně nízká hladina feritinu a hepcidinu, došlo 

při dalším odběru k signifikantnímu snížení hemoglobinu o 5.1 g/l. Izolované snížení hepcidinu 

nebo feritinu naopak nebylo při následujícím odběru spojeno s poklesem hladiny hemoglobinu 

[26].  

Deficit zásobního Fe se vyskytuje u dárců, kteří byli připuštěni k odběru a mají tedy 

vyhovující hladiny hemoglobinu, při hodnocení feritinu u 14.3% mužů a u 8.9% žen, v případě 

hepcidinu u 27.4% mužů a 24.7% žen [6]. V naší dárcovské populaci byl deficit prostých zásob 

Fe určený hladinou feritinu dle očekávání nižší u mužů než u žen, což koresponduje s výsledky 

studie RISE [5]. Zároveň současná analýza hladin hepcidinu pomohla odhalit vyšší podíl 

dárců potenciálně ohrožených deficitem Fe, než samostatné měření feritinu. Překvapivě ale 

mezi dárci krve s hladinou hepcidinu pod detekčním limitem metody bylo více mužů než žen, 

což by bylo možné vysvětlit rozdílnou doporučenou frekvencí odběrů u mužů a žen. Velmi 

nízké hladiny hepcidinu před odběrem prokazují, že tito dárci již mají výrazný deficit železa 

pro erytropoézu a při další depleci Fe by již nemuseli být schopni pokrýt potřeby organismu. 

Protože prezentovaná studie odráží vliv dlouhodobého dárcovství na metabolismus železa a 

hladinu hepcididu a statisticky jsme neprokázali korelaci mezi celkovým počtem odběrů a 

hladinou hepcidinu, plánujeme v následné prospektivní studii zhodnotit vliv frekvence odběrů 

na hladinu hepcidinu a další parametry metabolismu Fe. 
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Stanovení hladiny hepcidinu u dárců krve tak poskytuje cenné informace o schopnosti 

dárce zvýšit absorpci Fe ze stravy a uvolnit Fe ze zásob – snižující se hladina hepcidinu vede 

ke zvýšení absorpce Fe ve střevě a redistribuci Fe ze zásob do aktivního kompartmentu [27]. 

Hepcidin je vylučován močí, a proto měření jeho hladiny v moči je teoreticky jedinou 

neinvazivní metodou ke zjištění deficitu Fe [28] a mohlo by eventuálně doplnit již existující 

testy. Před uvedením vyšetření hladiny hepcidinu do rutinní praxe je však nutná standardizace 

metody a vytvoření populačních norem. Cena stanovení hladiny hepcidinu v naší laboratoři dle 

předběžné kalkulace odpovídá přibližně 1.5 násobku ceny vyšetření feritinu.  

Závěr 

Dárcovství krve je vždy spojeno se zásahem do metabolismu Fe. Při dnešních znalostech 

by bylo možné minimalizovat důsledky spojené s deficitem tohoto esenciálního prvku. V rámci 

péče o dárce je důležité identifikovat ty dárce, jejichž kompenzační zvýšení příjmu Fe je 

nedostačující k obnovení zásob Fe. Hepcidin jako centrální molekula řídící absorpci a 

redistribuci Fe je velmi užitečný indikátor metabolismu Fe. Stanovení hladiny hepcidinu u 

dárců, kteří splňují kritéria pro odběr, by v případě dárců s negativní bilancí Fe mohlo zabránit 

dalšímu prohlubování deficitu Fe. Zavedení měření hladiny hepcidinu hmotnostní spektrometrií 

může výrazně zpřesnit diagnostiku subklinického deficitu Fe u dárců krve a lze předpokládat, 

že vzhledem k možnostem, které měření hladin hepcidinu poskytuje, bude se nyní výzkum 

v oblasti metabolismu Fe zabývat právě optimalizací metod měření hepcidinu a jeho snadnou 

dostupností.  
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Přílohy 

Tabulka 1: Hematologické charakteristiky dárců zařazených do studie. 

 

Hodnoty jsou uvedeny jako medián (1.kvartil – 3.kvartil). Ž ženy; M muži; Leu počet 

leukocytů; Ery počet erytrocytů; Hb hemoglobin; Hkt hematokrit; MCV střední objem 

erytrocytů; p  hladina statistické významnosti mezi muži a ženami; NS nesignifikantní 

 

  

 
Počet 

dárců 

Leu 

109/l 

Ery 

1012/l 

Hb 

g/l 

Hkt 

ratio 

MCV 

fl 

Trombocyty 

109/l 

 113 
5.8 

(5.2-6.7) 

4.86 

(4.63-5.15) 

144 

(138-152) 

0.43 

(0.41-0.45) 

88 

(85.5-90.1) 

223 

(193-254) 

Ž 51 
6.3 

(5.4-7.05) 

4.62 

(4.45-4.79) 

137 

(131.5-142) 

0.41 

(0.39-0.42) 

88.7 

(86.5-90.1) 

236 

(197-268.5) 

M 62 
5.7 

(5.1-6.2) 

5.09 

(4.88-5.42) 

149 

(144-157.75) 

0.45 

(0.43-0.46) 

87.5 

(84.7-89.55) 

217 

(184.5-246.75) 

p  0.001 <0.001 <0.001 <0.001 NS 0.041 
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Tabulka 2: Parametry metabolismu Fe dárců zařazených do studie.  

 

Hodnoty jsou uvedeny jako medián (1.kvartil – 3.kvartil). Referenční meze: Fe [muži 6.6 – 

28; ženy 7.2 – 29], feritin [12-300]1. Hodnoty kontrolní skupiny, medián (1.kvartil – 

3.kvartil): hepcidin 27.6 (18-50.25), index hepcidin/feritin 0.3445 (0.2787-0.3889). Ž ženy; M 

muži; Fe hladina plazmatického železa; Ref. referenční meze; p p-value statistické významnosti 

mezi muži a ženami; NS nesignifikantní 

 
± index hepcidin/feritin byl stanoven u dárců s nadprahovou hodnotou hepcidinu 

 

  

 
Počet 

dárců 

Fe 

μmol/l 

Feritin 

μg/l 

Hepcidin 

ng/ml 
Index hepcidin/feritin± 

 113 
21.85 

(16.6-28.15) 

23 

(15-36) 

6.96 

(3.39-10.91) 

0.3755 

(0.1877-0.5417) 

Ž 51 
23.3 

(17.05-28.25) 

18 

(14.5-29) 

7.14 

(6.05-11.49) 

0.4712 

(0.2959-0.7179) 

M 62 
21.5 

(16.3-27.7) 

28 

(15.5-47.5) 

6.61 

(2.5-10.43) 

0.2909 

(0.1516-0.4894) 

p  NS 0.009 NS 0.011 
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Tabulka 3: Tobit regresní analýza závislosti hladin hepcidinu na vybraných parametrech 

krevního obrazu a metabolismus železa. 

  

 

Ž ženy; M muži; Ery erytrocyty; Hb hemoglobin; Hkt hematokrit; MCV střední objem 

erytrocytů; Trombo trombocyty; Fe plazmatické železo. 

 

  

p-value Věk Ery Hb Hkt MCV Trombo Fe Feritin 
Počet 

odběrů 

Ž 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 0.91 0.166 0.286 <0.001 0.578 
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Obrázek 1: Graf korelace hladin hepcidinu a feritinu.  

   

 

 

 

 

 

 

 

Hladina hepcidinu vykazuje pozitivní korelaci s hladinou feritinu u všech dárců (A) i u obou 

pohlaví odděleně (B). M muži; Ž ženy 
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