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Seznam zkratek

2,3—-DPG 2,3 difosofglycerat

5637CM 5637 stabilizujici medium bunécné linie karcinomu
mocového méchyre

AMKL akutni megakaryoblasticka leukémie

ATP adenosintrifosfat

B19vV Parvovirus B 19

BFU-E burst-forming units-erythroid

CFU-E colony foming units-erythroid

CFU-GEMM myeloidni multipotentni bunka

DBA Diamondova-Blackfanova anémie

DLBCL difuzni velkobunéény lymfom

DS Downtiv syndrom

eADA erytrocytarni adenosindeamindzy

EPO erytropoetin

EPOR erytropoetinovy receptor

Fe zelezo

FOG-1 friend of GATA-1

GM-CSF granulocytarni makrofagova kolonie stimulujici faktor

Hb hemoglobin

HDM?2 lidsky double minute 2 protein

HGF hepatocytarni ristovy faktor

HSC multipotentni hematopoetickd kmenova buitka

IgG imunoglibulin G

IgM imunoglibulin M

IL-1B interleukin-1p

IL-3 interleukin -3

IL-6 interleukin-6

IVIG imunoglobuliny

KO krevni obraz

Leu leucinu

Li lithium

MDM?2 mysi double minute 2 protein

MDS myelodysplasticky syndrom

N-ACC N-Acetylcystein

NADH nikotinamidadenindinukleotid

NLS nukleédrni lokaliza¢ni signal

NS1 nestrukturalni protein

PARV4 Parvovirus 4

PHA phytohemaglutinin

PK pyruvatkinaza

RIA radioimmunoassay

RF rastovy faktor

RP ribozomalni protein

SCF rastovy faktor kmenovych bunék

SCT transplantace kmenovych bun¢k

SGA hmotnost neodpovidajici gestacnimu véku

SNP jednonukleotidovy polymorfizmus



TMD transientni myeloproliferativni onemocnénim
TNF-a tumor necrosis factor alfa

VP kapsidovy protein

VP1u VP1 unikétni oblast



Uvod

Erytropoéza je definovana jako produkce erytrocytl. Jedna se o proces nezbytny pro Zivot,
ktery je jednou ze zakladnich soucasti hematopoézy. Vzhledem k velmi slozitému systému
regulace erytropoézy, ve kterém je zapojeno vice nez 1000 gend, a k nezbytnosti dostate¢ného
piisunu energie a fady substratl, jako jsou aminokyseliny, zelezo, vitamin B2, B6,
B12 a kyselina listovd, mohou vzniknout poruchy na mnoha rovnich tohoto procesu. Cilem
prace je poukazat na specificky definované vrozené a ziskané poruchy erytropoézy a poruchy
energetického metabolizmu erytrocytii v détském véku, které jsou sice vzacné, ale svym
priabéhem a vlivem na dalsi Zivot ditéte mohou byt velmi zavazné. Price je zaméfena na
onemocnéni Diamondovou-Blackfanovou anémii, deficitem pyruvatkindzy a anemii pfi
infekci Parvovirem B19.

Diamondova-Blackfanova anémie je vzacna vrozena aplazie erytropoézy s incidenci 4-7
pfipadt na 1 milion zivé narozenych. Je charakterizovand normochromni makrocytarni
anémii, retikulocytopenii a normocelularni kostni dieni se selektivnim nedostatkem
erytroidnich prekurzorovych bunck. Patfi mezi syndromy selhani kostni diené. Téméf u
poloviny pacientll s DBA jsou pfitomny dal$i anomalie (vrozené vady ledvin, srdce, kostni
piipadech jsou nemocni zavisli na podavani kortikosteroidd ¢i erytrocytarnich ptipravkd.
Disledkem deficitni erytropoézy a opakovanych transfizi je pietizeni organizmu Zelezem,
které zpusobuje dal§i komplikace onemocnéni.

Deficit pyruvatkinazy je nejcast&jsi enzymatickou abnormalitou glykolytické drahy a spolu s
deficitem gluko6zo-6-fosfatdehydrogendzy nejcastéjsi pric¢inou nesférocytarni hemolytické
anémie. Klinické pfiznaky jsou rtiznorodé od kompenzované anémie bez klinickych ptiznaka
pfes poporodni anémii, neonatdlni ikterus, exacerbaci hemolyzy pfi infekcich, az po tétkou
anémii se zavislosti na pravidelné transfuzni 1écbé. Ptesto, Ze se jedna o druhou nejcastéjsi
enzymopatii, v Ceské republice bylo u déti zatim popsano pouze nékolik ptipadi. U nasich
pacientl jde o prvni détské pacienty s prukazem kauzalni mutace genu pro pyruvatkinazu.
Parvovirus B19 je bézny lidsky patogen, ktery je plivodcem fady definovanych klinickych
jednotek, mezi které patii erythema infectiosum (patd nemoc), artritis s hore¢natym
priabéhem, hydrops plodu a tranzientni aplasticka krize. Infekce timto virem muze mit na
druhé stran€ charakter béZzné sezonni virové infekce bez specifickychptiznaki. U primarné

zdravych jedinct byva pribéh onemocnéni mirny, kdezto u pacientd s imunodeficitem nebo



hematologickym onemocnénim dochazi obvykle k rozvoji specifickych ptiznakt infekce, jako
je tranzientni aplastickd krize, chronickd anémie u imunosuprimovanych pacientd,
trombocytopenie a leukopenie.

Préace poukazuje na pokroky dosazené hlavné pti diagnostice téchto onemocnéni a upozoriuje
1 na jejich mozné atypické a rozmanité projevy. Prezentuje a vyhodnocuje registr pacientl
s DBA a také predstavuje pacienty se zcela nové prokazanymi kauzalnimi mutacemi

zpusobujicimi dand onemocnéni.
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A. TEORETICKA CAST

1 Erytropoéza

1.1 Hematopoéza

Hematopoéza - Krvetvorba je proces, ktery zajistuje tvorbu zralych krevnich elementt

cirkulujicich v periferni krvi.

U zdravého dospélého clovéka probiha hematopoéza v kostni dieni. Jejim zakladem jsou
multipotentni hematopoetické kmenové buiiky (HSC), které se vyvijeji podobné jako ostatni
typy kmenovych bunék z konstantniho ,,poolu® pluripotentnich embryonalnich kmenovych
bunek. HSC jsou ptevazné v klidovém stavu, d€li se minimaln¢ a maji schopnost sebeobnovy.
Proto se zachovava jejich ustidleny pocet. Davaji vznik deviti riznym bunéénym liniim:
erytrocytim, trombocytim, neutrofilim, eozinofilim, monocytim, T a B lymfocytim, NK
bunkdm a dendritickym buiikam (obr. 1). Diferenciaci HSC vznika dalsi generace bungk:
buniky progenitorové. Vlivem specifickych rlstovych faktort vznikaji z progenitorovych
bunék unipotentni buiiky prekurzorové, které jsou jiz zcela specifické pro jednotlivé bunécné
linie.

Obrazek ¢. 1 Hematopoéza

multlpotentnih’natopoetlcké

kmenova buika
(hemocytoblast)

P

v 3
spoleény myeloidni progenitor spole¢ny lymfoidni progenitor
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Kostni dfefi je schopna b&hem jedné hodiny v klidovém stavu vyprodukovat 10'° erytrocytii a
10® az 10° leukocytd [1]. Tento vysoky po&et bungk odrazi vysoké naroky lidského organizmu
na dodéavku kysliku jednotlivym tkdnim a organiim a zachovani integrity imunitniho systému.
Normalni krvetvorba vyzaduje podpurnou tkan, tzv. stroma kostni dfené, které obsahuje
bunky extracelularni matrix a rustové faktory (RF). Tyto jsou produkované fibroblasty a
endoteliemi a fidi pfedevsim tvorbu krvetvornych kmenovych bunék v kostni dfeni a
proliferaci progenitorovych bunék jednotlivych vyvojovych fad. Soucasti hematopoetického
prostiedi jsou také cytokiny produkované leukocyty a makrofagy. Reguluji viabilitu, rast a

diferenciaci bunék jednotlivych vyvojovych fad.

1.2 Vyvoj erytrocyti

V prvnich nékolika tydnech embryonalniho vyvoje se jaderné cervené krvinky tvofi
extraembryonalné¢ v mezodermu krevnich ostrivkt zloutkového vacku, které se diferencuji
Z hemangioblastu, coz je spole¢na kmenova buiika hematopoetickych a endotelialnich bunék.
Mezi 16. a 35. dnem se dale nezavisle na zloutkovém vacku tvoii kmenové burnky i
intraembryonalng, a to v mezodermu dorzalni ¢asti aorty. Erytropoéza je prvni bunééna linie
hematopoézy diferencujici se jiz v priibéhu embryonalniho vyvoje. Béhem druhého trimestru
gestace se presunuje produkce erytrocytti pievazné do jater a ¢asteéné také do sleziny a
lymfatickych uzlin. Po¢atkem tfetiho trimestru se za¢inaji objevovat prvni okrsky erytropoézy
Vv kostni dfeni. V poslednim mésici gestace a po porodu se jiz erytropoéza odehrava vyhradné
Vv kostni dfeni. Pfiblizné do véku 5 let vSechny dlouhé a ploché kosti lidského téla jsou
schopné produkovat erytrocyty. Kostni dieii dlouhych kosti S vyjimkou proximalni casti
humeru a tibie postupné tukové degeneruje a od 20 let véku zde erytropoéza jiz zcela ustava.
U dospélého jedince je produkce erytrocyt lokalizovana do Zeber, tél obratld, hrudni kosti a
ilické kosti.

Erytropoéza je velmi piisné regulovany d¢j, pii kterém vznikd Vv kostni dfeni pfiblizné 2 X
10" erytrocyti za den, coz umozituje udrzovani fyziologickych hladin hemoglobinu ve velmi
malém rozmezi. Produkce erytrocytli mize byt za urcitych podminek kompenzacné zvysena,
a to Set az desetkrat. Dochazi k tomu zejména pii akutnich krevnich ztratach nebo hemolyze.
Proces erytropoézy zacina diferenciaci ¢asti stabilniho poolu pluripotentnich kmenovych
bunék k nejprimitivnéjSim erytroidnim progenitorovym bunkam. Ty se postupné vyvijeji do

morfologicky definovanych erytroidnich prekurzorii, které postupné vyzravaji v erytrocyty.
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Na lokalizaci a uvolnéni dozravajicich forem erytrocytti v ostrivcich kostni diené se podileji
adhezivni receptory.

Cely tento d&j je regulovan transkripénimi faktory, které ovliviuji expresi adhezivnich
receptorti a receptort hematopoetickych rastovych faktorti. Zatimco hematopoetické riistové
faktory, jako jsou interleukin 3 (IL-3), granulocytarni makrofagovy kolonie stimulujici faktor
(GM-CSF) a ristovy faktor kmenovych bun¢k (SCF) ovliviiuji nérist poctu progenitorovych
poc¢tu erytroidnich progenitort a prekurzort je erytropoetin (EPO).

Linie erytroidnich progenitorovych bun¢k vznikd vyvojem z bipotentnich nebo
multipotentnich progenitort [1]. Bufikami nejéasnéjSich stadii erytropoézy jsou bunky tvorici
tzv. ,,burst-forming units-erythroid“ (BFU-E). Nazev vznikl jednak podle morfologie kolonii
vin vitro kulturach a jednak podle toho, ze pfti pfidani erytropoetinu a dalSich
hematopoetickych rustovych faktort dochazi v bunikach vzniklych béhem prvnich bunéénych
déleni kdiferenciaci do bun¢k dalsiho vyvojového stadia, tzv. ,.colony forming unit-
erythroid“ (CFU-E). CFU-E se za pfitomnosti EPO, béhem sedmi dnt, dale diferencuji
do prvnich unipotentnich prekurzorovych bunék: erytroblastu.

Erytroidni prekurzory u dospélého a ditéte starSiho tii let tvofi asi tfetinu bunék kostni dfené.
Pii vyvoji do stadia zralého erytrocytu dochazi k fadé za sebou nasledujicich mitotickych
déleni [2-4]. Vyznacuje se zmenSovanim bunék i jadra, které nakonec nabyva pyknotického
vzhledu a je vylouceno z buiiky. Diky pokracujici syntéze hemoglobinu postupné vzrista
eozinofilie cytoplazmy. Prvni morfologicky jasn¢ definovatelnou buikou erytroidni fady je
proerytroblast (pronormoblast). Jedna se o velkou nezralou buiku, jejiz cytoplazma je pro
vysoky obsah polyzomi bazofilni. Nasleduje bazofilni erytroblast (normoblast), mensi buika
se stale bazofilni cytoplazmou, ve které se nachéazeji prvni stopy hemoglobinu. Dal§im
vyvojovym stadiem je polychromatofilni erytroblast, u kterého se stupiiuje tvorba
hemoglobinu na polyribozomech a cytoplazma ztraci bazofilii. Pfi dal$im vyzravani je
vytvofen ortochromni normoblast, ktery se jiz dale ned¢li. Normoblast je pfeménén v
retikulocyt po enukleaci jadra. PIn¢ zralou buikou je bezjaderny eytrocyt (normocyt)
bikonkdvniho tvaru, ve kterém nejsou pfitomny organely a jehoz hlavni soucésti je
hemoglobin.

Za fyziologickych podminek je kazdy proerytroblast v pribéhu péti dnii schopen vytvofit osm
retikulocytt. Tento ¢asovy usek mize byt vyrazné kratsi (2-3 dny), a to v pfipad¢, kdy dojde k
akutnimu vzniku anémie. V tomto piipad¢ je vynechano az nekolik déleni a vyzravani je tak

vyrazné urychleno. Vznikajici erytrocyty jsou makrocytdrni, na svém povrchu mohou nést
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antigeny, které nasledn¢ zkracuji jejich pfezivani, nebo mohou chybét jiné znamky zralosti
bun¢k. Tento typ erytropoézy je obvykle spojen s charakteristickym nalezem cirkulujicich
Pappenheimerovych télisek (granula zeleza), bazofilniho te¢kovani (ribozomy), Heinzovych

télisek (hemoglobinové inkluze) a Howellovych-Jollyovych télisek (zbytky jadra).

1.3 Transkripéni faktory

Transkrip¢ni faktory hraji diilezitou roli pfi diferenciaci jednotlivych linii krevnich elementt.
nejveétsi pravdépodobnosti jiz na Urovni hematopoetickych kmenovych bunck, a GATAL,
FOG-1 a EKLF, které jsou Specifické jiz pouze pro erytropoézu. Tal-1/SCL hraje zasadni roli
Vv embryonalni i postnatalni krvetvorbé. U obratlovct je rovnéz dulezity pro cévni remodelaci
u embrya [5]. Je exprimovan na primitivnich hematopoetickych prekurzorech a zralejsich
formach erytroidnich, megakaryocytarnich a endotelialnich bunék [6,7]. Cilené umléeni
tohoto genu u mysi vede k Gumrti plodu v dusledku nedostatecné krvetvorby. Tento nalez,
spolu s in vitro snizenim tvorby CFU-M [8,9,10] svéd¢i pro roli Tal-1/SCL nejspiSe jiz na
urovni pluripotentnich nebo myeloidnich-erytroidnich kmenovych bun¢k. ZvySena exprese
tohoto faktoru v erytroidnich nebo bipotentnich buné¢nych liniich vede ke zvyseni erytroidni
diferenciace [11]. Nejsou znamy Zzadné tudaje o zvySené expresi v hematopoetickych
kmenovych buiikach.

GATA-2 transkripéni faktor se v zarodcich zebfiCek (Danio rerio) nachazi pievazné
V oblastech, které¢ jsou piedurCeny pro krvetvorbu, a také je hojné exprimovan v
progenitorovych buiikach [12,13,14]. Cilené umléeni GATA-2 genu vede ke sniZeni
primitivni krvetvorby v Zloutkovém vacku a nasledné smrti embrya v 10. az 11. dni [15].
Definitivni krvetvorba v jatrech a kostni dieni je také vyrazné snizena. Udaje o in vitro
diferenciaci ukazuji na vyrazné sniZeni kolonii erytroidnich a Zirnych bunék a na niZsi pocet
kolonii makrofagl. Tyto néalezy nasvédcuji tomu, Ze GATA-2 slouzi jako regulator genl
fidicich reaktivitu hematopoetickych rustovych faktortit nebo proliferaci kmenovych a/nebo
mladych progenitorovych bun¢k. Nalezy vyrazné snizené exprese GATA-2 MRNA v CD34+
bunikdch u pacientt S aplastickou anémii podporuji domnénku, Ze aberantni exprese tohoto
transkripéniho faktoru mize hrat roli pfi rozvoji tohoto onemocnéni [16].

Exprese GATA-1 transkrip¢niho faktoru je omezena na multipotentni progenitorové buniky a

erytroidni, megakaryocytarni, zirné a eozinofilni linie [17-20]. Analyza chimérickych mysi,
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kterym byly ve fazi blastocysty aplikovany GATA-1-/- embryonalni kmenové buiky,
prokazala selhani téchto bun¢k pfi dalsim vyvoji ke zralym erytrocytim, ptic¢emz role téchto
bunék pfi vyzravani ostatnich hematopoetickych linii a tkani zistala zachovana [21,22]. In
vitro diferenciacni testy u téchto bun¢k prokazaly zastavu diferenciace proerytroblasti a jejich
apoptozu [23-25]. Pii neptitomnosti GATA-1 transkripéniho faktoru u mysiho plodu dochazi
kjeho umrti. Pfi¢inou je tézka anémie vyvijejici se kvuli zastavé zrani primitivnich
erytroidnich bun¢k. Ztraita GATA-1 u dospélych mysi vede ke stavu, ktery pfipomind
aplastickou krizi erytropoézy u ¢lovéka [26]. Konstitutivni mutace GATA-1, ktera zasahuje
do interakce s jeho zakladnim kofaktorem FOG-1 (friend of GATA-1), je spojena s familiarni
dyserytropoetickou anémii, poruchou megakaryocytarniho zrani a makrotrombocytopenii
[27]. U déti s Downovym syndromem (DS) s tranzientnim myeloproliferativnim
onemocnénim (TMD) nebo s akutni megakaryoblastickou leukémii (AMKL) byla popsana
ziskana mutace v 5' oblasti GATA-1. Vznika tak GATA-1 protein, ktery je zkraceny na jeho
N-konci [28,29]. Tato mutace je téméf vzdy pfitomna pii narozeni, je tedy ziskana jiz in
utero. Literatura udava, ze tato mutace byla v novorozeneckém véku nalezena piiblizné u 10

% déti s DS, ne u vSech vsak doslo k rozvoji TMD nebo AMKL [30].

1.4 Ruistové faktory

Regulace proliferace a zrani erytroidnich kmenovych bunék zavisi na interakci fady ristovych

vvvvvv

produkovany v ledvinach, ktery je nezbytny pro zavére¢né vyzravani erytroidnich bunék. Jeho
hlavni funkce je na trovni CFU-E, protoZe pfi jeho chybéni in vitro tyto bunky nepteZziji.
Vzhledem k tomu, Ze vétsina CFU-E je cyklujicich, jejich piezivani v pfitomnosti EPO muze
byt Gzce spojeno s jejich proliferaci a diferenciaci do stddia zralych erytrocytl. EPO takeé
plisobi na zralé BFU-E, které jej potiebuji pro preziti a terminalni zrani. Casnéjsi vyvojova
stadia BFU-E vSak dokaZi ptezit 1 po odnéti EPO, pokud jsou pfitomny jiné hematopoetické
rastové faktory, jako je IL-3 nebo GM-CSF [31]. EPO je zasadni ristovy faktor pro finalni
diferenciaci erytroidnich progenitorovych bun¢k. Po vazbé na jeho receptor (EPOR) reguluje
cestou aktivace JAK2-STAT5 a MAPK-NF-kB signalni drahy expresi erytroidné-
specifickych genti. U mysi s homozygotni mutaci genu pro EPO nebo jeho receptor (EPOR)
jsou BFU-E a CFU-E tvoreny normalné, ale nediferencuji do zralych erytrocytt [32]. Jak

EPO-/- tak EPOR-/- mys$i embrya zmiraji v dusledku poruchy finalni erytropoézy.
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Erytropoéza vychazejici ze zloutkového vacku je jen CéasteCné narusena, coZz naznacuje
moznost existence populace na EPO nezavislych primarnich erytropoetickych prekurzort.
Rustovy faktor pro kmenové bunky (SCF) nema schopnost samostatné stimulovat tvorbu
erytroidnich kolonii, ale byl u né&j popsan synergicky vliv na rist BFU-E kultivovanych v
pritomnosti EPO [33-36]. SCF hraje zasadni roli pii normalnim vyvoji CFU-E. Mysi, kterym
chybi SCF nebo jeho receptor c-Kit, jsou tézce anemické a maji snizeny pocet CFU-E ve
fetalni tkani jater [37].

Studie na bunéénych liniich obsahujicich receptor pro SCF a EPO (c-Kit a EPOR), a/nebo
transfekovanou cDNA pro tyto dva receptory prokazaly, ze SCF podporuje proliferaci téchto
bunék pouze v pfitomnosti EPOR [38].

Dalsimi rastovymi faktory uplatiiujicimi se v procesu erytropoézy jsou IL-3 a GM-CSF.
Jejich receptory maji spoleéné beta fetézce s EPOR. Oba cytokiny podporuji in vitro
erytropoézu zavislou na erytropoetinu tim, ze ovliviiuji primérni hematopoetické kmenové
bunky. Sdileni beta Fetézci vysvétluje synergické ucinky IL-3 a GM-CSF na EPO-fizenou
erytropoézu [39].

Inzulin a inzulinu podobny rastovy faktor I (IGF-1) patii mezi dalsi faktory, které mohou
pozitivn€ regulovat produkci erytrocytll, a to bud’ pifimo, nebo nepfimo. Studie vysoce
purifikovanych CFU-E v kulturach bez séra ukazuji, Ze inzulin a IGF-1 ptisobi pfimo na tyto
bunky v piitomnosti EPO [40].

Synergické u¢inky na rist BFU-E jsou popisovany u aktivinu a hepatocytarniho ristového
faktoru (HGF-1) [41,42]. Erytropoéza je ovliviiovana rovnéz nékterymi hormony

(kortikosteroidy, tyroxin, testosteron, estrogen, somatotropni hormon).

1.5 Funkce erytrocyti

Hlavni funkci erytrocyti je transport hemoglobinu, ktery ptfendsi kyslik z plic do tkani.
V lidském organizmu je hemoglobin vazan uvnitf erytrocyti. V erytrocytech se nachazi
katalyticky enzym karboanhydraza, ktera katalyzuje reverzibilni reakci mezi CO, a H,O za
vzniku bikarbondtu a zvySuje rychlost této reakce az tisickrat. Tato reakce umoZiluje
transportovat velké mnozstvi CO; z tkani do plic ve formé bikarbonatu. Hemoglobin je také
jednim z pufrovacich systému, proto se erytrocyty z velké casti podileji na udrZzovani

acidobazické rovnovahy v Krvi.
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1.6  Vliv stresu na erytropoézu

Mnozstvi oxyhemoglobinu a tim mira dodavky kysliku do tkani jsou zakladnimi regulatory

erytropoézy [43]. Erytropoetin ma za ukol zprostfedkovavat pozadavky organizmu na potiebu

kysliku. Tuto funkci plni diky interakci se specifickymi receptory, které se nachdzeji na
povrchu erytroidnich progenitorovych bunék a erytroblasti [44-48]. Pii hypoxii dojde

ke zvyseni transkripce genu pro EPO prostiednictvim HIF-1a a HIF-1b [49,50].

In vivo za normalni situace nedochazi k vyvoji erytroblastd z BFU-E. Ten je v§ak umoznén

pii extrémnim anemickém stresu. BFU-E dozravaji do jedné CFU-E, ktera se dokaze dale

délit a vlivem nizsich koncentraci erytropoetinu, tvoii pomérné malé kolonie proerytroblastd.

Diky anemickému stresu nedochdzi k téméf Z74dnému nebo jen velmi malému narastu

mitotického déleni erytroidnich prekurzoru [51].

Misto toho se objevuji nasledujici zmény:

- pozdni BFU-E a CFU-E diky vazbé EPO na jeho receptor proliferuji a diferencuji se na
proerytroblasty.

- spravny prubéh vyvoje od nezralych BFU-E pfes CFU-E a na proerytroblasty je pferuSen.
Vysoké hladiny EPO umoziiuji, nebo samy indukuji, diferenciaci nezralych progenitord na
proerytroblasty. Lidské progenitory maji jen malou schopnost produkovat erytroblasty, které
jsou schopné syntetizovat velké mnozstvi fetalniho hemoglobinu [52]. Pfi erytroidnim stresu
jsou erytrocyty obvykle makrocytarni a nesou na svém povrchu i antigen. Tyto dvé
vlastnosti vznikaji spise diky kratké dobé vyplaveni bunék z kostni dfené jako reakce na

EPO, nez ze samotné charakteristiky bunék obsahujicich fetalni hemoglobin.

1.7 Energeticky metabolizmus erytrocytu

Erytrocyty nepodléhaji oxidativni fosforylaci a neukladdaji glykogen. Musi tedy k ziskéni
energie neustale odbouravat glukézu z krevniho fecisté pres Embden-Meyerhofuiv cyklus a
hexdza monofosfatovy zkrat. Uvniti erytrocytu je glukdza za pomoci sorbitolu pifeménéna na
gluk6zo-6-fosfat (G6P) nebo na fruktézu. G6P muiize byt zpracovana jednou ze tii cest: 1.
vétSina (90 %) vstupuje do Embdenova-Meyerhofova cyklu, kde je pfeménén na laktat,
pyruvat a ATP; 2. ¢ast (5 az 10 %) vstupuje do hexd6zo-monofosfatového zkratu, kde je
preménéna na redukované meziprodukty, které také nasledné mohou vstoupit do Embdenova-
Meyerhofova cyklu; 3. nepatrny zlomek G6P (<1 %) je pfeveden na gluk6zo-1-fosfat a poté
na glykogen (obr. 2).
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Zdroj: internetovy vyhledava¢ — www.google.com- images, Stazeno: 23.11.2011
http://rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb1/part2/glycolysis.htm

1.7.1 Embdentv- Meyerhofuv cyklus

Embdentiv-Meyerhofiiv cyklus je hlavnim zdrojem ATP, 2,3-difosofglyceratu (2,3-DPG) a
redukované formy nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) v erytrocytu. VétSina energie je
V erytrocytech vytvofena pravé pres tento cyklus a nasledné¢ ulozena ve formé ATP nebo
glutationu, ¢i pyridinovych nukleotidd (NADH a NADPH). Touto cestou se metabolizuje asi
90 % z erytrocytarni glukoézy. Katabolismem 1 molu glukdzy jsou ziskdny 2 moly ATP a 2
moly laktatu. Ziskdni pouze 2 moli ATP z 1 molu glukézy se mlze zdat nepodstatné ve
srovnani s Krebsovym cyklem, kdy 1 mol glukézy je schopen vytvofit 38 moli ATP.
Nicméné, tato produkce ATP je dostatecna k obnoveni 150 az 200 % erytrocytarniho ATP za
hodinu.

Embdeniiv-Meyerhofiiv cyklus je také hlavnim zdrojem NADH, kofaktorem nezbytnym pro
NADH methemoglobin reduktazu, kterd udrzuje Zelezo v hemu v redukovaném stavu. Bez

této reakce by doslo k oxidaci hemového Zeleza na methemoglobin.
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Rapoporttiv-Lueberingiv zkrat v Embdenové-Meyerhofové cyklu produkuje 2,3-DPG,
slouceninu, ktera se nachazi ve vysokych koncentracich v erytrocytech. 2,3-DPG se
reverzibilné véaze s veétsi afinitou na tetrametry deoxyhemoglobinu nez na oxyhemoglobin.
Touto vazbou na deoxyhemoglobin reguluje uvolnéni zbyvajiciho kysliku vazaného na
hemoglobinu a zvySuje schopnost erytrocyti uvolnit kyslik ve tkanich, které ho nejvice

potiebuyji.

1.7.2 Hexo0zo-monofosfatovy zkrat ( Pentdésovy cyklus )

V hex6zo-monofosfatovém zkratu (HMP) podléhd GO6P oxidaci, po které nasleduje fada
reakci, diky kterym vznikd frukt6zo-6-fosfat a glyceraldehyd-3-fosfat, meziprodukty
v glykolytické draze. HMP je primarnim zdrojem erytrocytarni NADPH, kdy 2 moly NADPH

vzniknou pfi zmetabolizovani 1 molu glukozy.
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2 Diamondova-Blackfanova anémie

2.1 Definice

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je vzacna vrozena porucha erytropoézy, ktera je
fazena do skupiny syndromi selhani kostni diené. Incidence je udavana v rozmezi 5-7 na
milion zivé narozenych déti. Byva obvykle diagnostikovana jiz v raném kojeneckém véku, u
95 % pacientd je diagndza stanovena mezi 3 mésici az 2 roky véku [53-55]. DBA je
charakterizovana makrocytarni anémii s nizkym poctem retikulocytli a erytroblastopenii v
jinak normocelularni kostni dfeni. Pocet trombocytli a leukocytd je obvykle normalni, ale
v dob¢ stanovovani diagndézy se mize se objevit trombocytéza a/nebo neutropenie [55].
Zvysené hladiny fetalniho hemoglobinu a pfitomnost i antigenu jsou znamkami perzistujici
fetalni erytropoézy. Asi u 90 % pacientli s DBA, ktefi nejsou zavisli na transfizni terapii, je

popsano zvySeni erytrocytarni adenosindeaminazy (eADA) [56,57].

2.2 Etiologie a dédi¢nost

I ptes rozsahly vyzkum v oblasti etiologie DBA se v pribéhu dlouhych 60 let od prvniho
popisu onemocnéni nepodatilo odhalit jeji etiologii. Byly vylouceny mutace gent pro ristové
faktory a jejich receptory i gent kodujicich transkripéni faktory. Teprve v roce 1999 byla u
sedmileté svédské pacientky s DBA popsana reciproka translokace t (X;19) (p21;q13). Ve
zlomovém misté byla nalezena mutace genu pro ribozomalni protein (RP) S19 [58]. Pozdé¢;ji
byly mutace genu pro RPS19 prokazany u 25 % nemocnych s DBA [59-63]. U 30-60 %
pacienti s DBA byly nasledné nalezeny heterozygotni mutace v dalsich RP. Je velmi
pravdépodobné, Ze homozygotni mutace nejsou slucitelné se Zivotem [61,63].

V genu RPS19 byly pospany mutace ve vSech jeho Sesti exonech, a to prakticky vSechny typy
mutaci (mutace ménici smysl, nesmyslené mutace, delece, inzerce, sestfihové mutace). Udava
se, ze nejcastéji se mutace nachazeji mezi kodony 52 az 62 [83]. RPS19 je jednim z 80
ribozomdlnich proteini a je soucasti malé ribozomalni podjednotky 40S. Gen RPSI19
obsahuje 11 Kb a jedné se o vysoce konzervovany gen. M4 dva promotory, Sest exond, koduje
protein o 144 aminokyselinach.

Béhem poslednich 10-ti let byly u pacienti s DBA popsany mutace gend pro dalsi
ribozomalni proteiny: RPS7 (<1%), RPS10 (2,6%), RPS17 (<1%), RPS24 (2,4%), RPS26 (6,4
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%), RPL5 (6,6 %), RPL11 (4,8 %), RPL15 (<1 %), RPL26 (1 %) a RPL35a (3%) [64-68].
Jednonukleotidové polymorfizmy (SNP) byly nalezeny v genu kodujicim protein RPL3 a
RPL23a, jejich funkéni vyznam vSak dosud nebyl prokazan.

Ribozomalni proteiny, jejichz mutace byly popsany u DBA, jsou soucasti jak malé, tak velké
ribozomalni podjednotky. Doposud nebyl popsan pacient, u kterého by byla prokdzéana
mutace ve vice nez jednom genu ribozomalniho proteinu [66]. Pouze v jednom piipadé byla
u pacienta s mutaci RPL5 genu nalezena dalsi pfidruzenad mutace genu RPS24 jejiz funkéni
vyznam zatim nebyl stanoven [69]. U pacientii s mutaci genu pro RPS19 nebyly popsany
zadné typické pridatné anomalie, pouze nespecifické kraniofacialni dysmorfie. Naopak je
napiiklad zndma souvislost mezi nalezem mutaci genu pro RPL5 a rozs$tépem patra. Bylo
rovnéz prokazéano, ze zadny z pacientll srozStépem patra nema mutaci genu pro RPS19
[65,69,70]. Byly publikovany prace o ¢ast&jsim prikazu anomalii palce ruky u pacient s
vyskytem mutace genu pro RPL 5a 11 [69].

U vice nez 30-40 % pacientd S DBA nebyla doposud prokazana kauzalni mutace. Predpoklada
se tedy, Ze roli v patogenezi onemocnéni mohou hrat geny kodujici jiné proteiny, které jsou
zapojeny do biogeneze ribozomu. Velké diskuze vzbudila identifikace mutace genu
kodujiciho transkripéni hematopoeticky faktor GATAL u dvou pacienti s DBA, u kterych
nebyla prokdzana Zadnd zndma mutace gentll pro ribozomalni proteiny. Tento nalez poukazuje
na fakt, ze porucha erytropoézy spojena s DBA muze vzniknout i z jinych pficin [71].

DBA jako hereditarni aplazie Cervené fady vykazuje v rodinach s familidrnim vyskytem
onemocnéni autozomalné¢ dominantni typ dédiCnosti (asi 45 % pacientll). V ostatnich
ptipadech s vyskytem jediného ptipadu v rodiné jde pravdépodobné o nové vzniklé mutace
(55 % pacienti).

Nalez mutaci ribozomalnich proteinti jako kauzalni pii¢iny vzniku DBA byl jednim z
nejprekvapivéjsich objevu v oblasti hematologie po roce 2000. DBA tak dala vznik nové

skupiné€ onemocnéni dnes nazyvanych ribozomopatie.

2.3 Ribozomopatie

V minulém desetileti byly identifikovany genetické 1éze zpisobujici ribozomalni dysfunkce u
dalsich vrozenych i ziskanych onemocnéni. Tyto objevy byly podkladem vzniku nové
kategorie onemocnéni nazvanych ribozomopatie, u které hlavni patofyziologie souvisi

riznym zpisobem S poruchou funkce ribozomu.
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U 40-60 % pacienti s DBA byla identifikovana kauzalni mutace genu kodujicich RP [72].
Kromé¢ ojedinélého nalezu mutaci genu kodujictho GATA-1 protein nebyly zatim u pacient
s DBA dosud popsany dalsi genové zmény, které by mohly vysvétlit erytroidni fenotyp
onemocnéni. Detekce mutaci genti pro RP proto svéd¢i pro ptfic¢innou souvislost mezi
defektem ribozomalni biogeneze a poruchou erytropoézy a dokonce i vznikem piidatnych
anomalii. Spojeni mezi ribozomalni dysfunkci a postizenim erytropoézy bylo dale podpoieno
identifikaci genu pro RPS14 jako kandidatniho genu zptisobujiciho makrocytarni anémii u 509-
syndromu, podtypu myelodysplastického syndromu (MDS) [73]. Heterozygotni delece
chromozomu 5q u MDS je rozsahla a zahrnuje celou fadu gend, jejichz haploinsuficience
riznym zpusobem pfispiva k patogenezi onemocnéni [74]. In vitro a in vivo studie vsSak
podporuji domnénku, ze tézka makrocytarni anémie, ktera je soucasti fenotypu 5qg-syndromu
a ktera je velmi podobna Diamondové-Blackfanové anémii, je zpusobena pravé

haploinsuficienci genu RPS14 [73,75].

2.3.1 Modely ribozomalni haploinsuficience

Pro studium DBA byly vyvinuty in vitro a in vivo modely ribozomalnich haploinsuficienci. V
in vitro modelu bylo pomoci RNA interference provedeno umlceni genu RPS19, které v
normalni lidské hematopoetické progenitorové bunce vede k zavaznému postizeni proliferace
a diferenciace erytroidnich bunék [76,77]. Bylo prokazano, Ze tento defekt v hematopoéze 1ze
upravit zvySenim exprese RPS19. Podobné exprese cDNA genu RPS19 v bunkach kostni
dfeni pacientil S DBA vyrazné zlepSuje tpravu deficitni erytropoézy [78]. Stejnym zpGsobem
byly v pokusech k namodelovani ribozomalni dysfunkce vyuzity zebificky. Pomoci morfolin
(syntetickych molekul, které jsou produktem ,redesignu* ptirodni nukleové kyseliny) bylo
zjisténo, Ze u zebfiek s nedostatkem genu RPS19 se rozviji hematologické a vyvojové
abnormality, které se podobaji DBA [79,80]. Je nutné si uvédomit, ze je malo pravdépodobné,
ze geny kodujici ribozomalni proteiny jsou umléeny piesné na 50 %. Neni tedy znamo, zda
fenotyp DBA a del(5q) jsou ovlivnény pfesné specifikovanou urovni ribozomalni aktivity.
Mysi modely jsou pro simulovéani ribozomalni haploinsuficience vyhodnéjsi a v soucasné
dob¢ bylo vyvinuto jiz nékolik modelti. Pivodni mysi homozygotni RPS19 ,.knockout model*
nebyl slucitelny s zivotem a V heterozygotnim stavu ptekvapivé nemél fenotyp DBA. U
heterozygotnich mysi se dokonce ¢asem normalizovala hladina RPS19 [81]. Mysi S

heterozygotni mutaci ménici smysl v RPS19 a RPS20 maji jen mirnou makrocytarni anémii.

22



Tyto mutace mohou spiSe zpisobit hypofunkéni alely nez kompletni ztratu funkce alely [82].
Chronicky nedostatek RPS19 zpisobeny interferenci RNA vede v mysim modelu k vyvoji
anomalii skeletu. Potencialné velmi uzitecny model ribozomalni haploinsuficience je mysi
model s podminénou deleci genu RPS6. Tyto mysi maji vyznamnou makrocytarni anémii s

retikulocytopenii i zvySenou hladinu adenozindeaminazy [83].

2.3.2 Ribozomalni dysfunkce u DBA

Eukaryoticky ribozom je sloZzen z 40S a 60S podjednotky, které spojenim vytvoii translaéné
aktivni 80S ribozom. Podjednotka 40S obsahuje 18S rRNA a 60S podjednotka obsahuje 28S,
5.8S a 5S rRNA. U eukaryont dochazi k tvorbé ribozomalni RNA a ribozomalnich proteini za
spoluticasti proteini a nukleoldrni RNA Vv jadérku, kde vznikaji pre-60S a pre-40S
ribozomalni Castice. Tyto ¢astice jsou exportovany do cytoplazmy, kde probiha vyzravani a
finalizace sestavovani ribozomu. Ribozomalni proteiny vznikajici na podkladé transkripce
prekurzorové rRNA usnadiiuji fadu endonukleolytickych a exonukleolytickych Stépeni
potiebnych pro produkci vyzralé rRNA.

Haploinsuficience jednotlivych ribozomalnich proteinti byly spojeny s defekty v riznych
krocich zpracovani pre-rRNA. Mutace v genech RPS19 a RPS24, prvnich dvou mutacich
zjisténych u DBA, narusuji pre-rRNA zpracovani 18S rRNA, coz vede ke snizené produkci
40S ribozomalni podjednotky [84,85]. Deplece genu RPS14 blokuje zpracovani 18S rRNA a
blokuje produkci ribozomalni podjednotky 40S [73]. Existuji dikazy, Ze nedostatek
jakychkoli ribozomalnich proteinti zptisobuje redukci mnozstvi volnych 40s podjednotek a
vyznamné snizeni mnozstvi vyzralych 80S ribozom. Naopak, pokud jsou vycerpany RPL
proteiny vcetné RPL35A, jehoz mutace byly popsany u DBA, je snizené mnozstvi 60S
podjednotek i mnozstvi 80S ribozomu [86].

Mutace gent kodujicich rizné ribozomalni proteiny ve svém vysledku vedou k poklesu poctu
vyzralych ribozoml, coz ma cetné nasledky pro bunku. Zahrnuji i poruchy translace
specifickych proteinti, jejichz deficit by mohl logicky mit rozhodujici roli v erytropoéze.
Navic nékolik ribozomalnich proteinii ma i extraribozomalni funkce, k nimz patii replikace a
opravy DNA. Mutace gent pro ribozomalni proteiny se tedy mohou projevit i nezavisle na

procesu translace proteini [87,88].
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2.3.3 Aktivace p53 p¥i ribozomalni dysfunkci

Mutace genti pro ribozomalni proteiny by se mély projevit vlivem na cely organizmus.
Poruchy ribozomalni funkce vSak pravdépodobné zpisobuji u DBA jen urdité tkanoveé
specifické zmény se zvlasté vyznamnym vlivem na erytroidni bunky. Zakladni otazkou je,
proc jsou projevy fenotypu takto specifické. Bylo vyvinuto mnozstvi in vitro a in vivo modeli
ribozomalni haploinsuficience, které pomohly potvrdit jeji roli vV poruchach erytropoézy. Stale
je diskutovana tuloha p53 proteinu v tomto procesu. P53 protein oznacovany casto jako
,strazce genomu® ma v organizmu fadu velmi dulezitych funkci. Hraje vyznamnou roli
v karcinogenezi. Pokud p53 gen neplni svou funkci, sniZzuje se v organizmu schopnost
potlaceni vzniku nadori. Piikladem dysfunkce p53 proteinu je naptiklad Li-Fraumeniho
syndrom. P53 také dohlizi na ribozomalni funkci a je dulezity pti translaci proteint [89,90].
Mysi ,,double minute 2 protein® (MDM2, nebo HDMZ2 u lidi) je centralnim regulatorem p53
proteinu. Pusobi jako ubikvitin ligaza, ktera vede k degradaci p53 proteinu [91]. MDM2 také
specificky vaze nékteré volné ribozomalni proteiny, jako jsou RPL5, RPL23, RPL11, RPS7 a
RPL26 [92-98]. Nukleolarni disrupce V erytrocytech vyvolavané pisobenim actinomycinu
vedou K uvolnéni RPL11 a dalSich ribozomalnich proteini do nukleoplazmy a vazbé RPL11 k
MDM2. Cinnost MDM2 je timto inhibovana, coz vede k nasledné akumulaci p53 [95].

Bylo potvrzeno, ze snizena exprese genit RPS14 nebo RPS19 zpuisobi selektivni aktivaci p53
drdhy u erytroidnich progenitorovych bunék ve srovndni s buikami z jinych
hematopoetickych linii. Tato aktivace p53 drahy zpisobi zastavu bunééného cyklu a apoptozu
erytroidnich bunék. Snizeni exprese RPS14 zvysilo hladinu RPL11, ktera se vaze K HDM2,
coz vede k aktivaci p53. Dale bylo prokazano hromadéni jaderného p53 v erytroidnich
progenitorovych burnikach kostni diené pacientd s DBA a del (5g) MDS [99].

Pii pouziti morfolin zacilenych na gen RPS19 u zebiic¢ek dochazi ke hromadéni p53 proteinu
a pozastaveni erytropoézy [79]. V mysim modelu s heterozygotni mutaci ménici smysl v genu
RPS19 byla identifikovana indukce p53 a cilovych genti p53 v hyperpigmentovanych
polstafcich mysich nohou [82]. Pokud mys$i mutant RPS19 mél jednu alelu p53 geneticky
inaktivovanou, doslo k nartstu poctu cervenych krvinek a snizeni MCV. Homozygotni
inaktivace p53 u RPS19 mutantnich mysi zcela upravila jejich hematologicky fenotyp [82]. U
mysiho modelu s podminénou deleci skupiny gent Vv oblasti 59, ktera zahrnuje i gen pro
RPS14, se rozviji tézka makrocytarni anémie [75]. Kdyz byly tyto mysi zkiizené s mysi p53
-/-, erytroidni fenotyp byl pIn¢ upraven [75].
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2.3.4 Dalsi ribozomopatie

Poruchy ribozomalni funkce byly postupné prokdzany i u dal$ich onemocnéni jako je
syndrom Treacheruv-Collinsav, Cartilage hair hypoplasia, Dyskeratosis congenita a
Shwachmanutv-Diamonduv syndrom.

Mysi model Treachera-Collinsova syndromu poskytl moznost ovlivnéni nékterych ryst
onemocnéni prostifednictvim modulace drahy p53 [100]. Treacheriv-Collinsiiv syndrom je
autozomaln¢ dominantni onemocnéni zahrnujici charakteristické kraniofacidlni deformity,
které vznikaji z oboustranné symetricky zpomaleného riastu struktur vychazejicich z prvniho a
druhého faryngealniho oblouku, ryhy a vacku [101,102]. Gen TCOFL1 identifikovany jako gen
odpovédny za TreacherGv-Collinstv syndrom koduje protein znamy jako Treacle [103]. U
mysi doprovazi haploinsuficienci genu TCOF1 snizena produkce ribozomd, pii¢emz tento
deficit koreluje se snizenou proliferaci jak neuroektodermu tak i bunék neuralni listy [104].
Bylo prokazano, ze chemicka a geneticka inhibice aktivity pS3 u téchto mySi muze zabranit

vzniku kraniofacialnich anomalii [100].

2.4 Klinické priznaky

Prvnimi klinickymi ptiznaky DBA jsou bledost, dusnost, u kojenct je Casto popisovano
neprospivani. U 30-50 % pacienti s DBA jsou pfitomny vrozené anomalie [55,105,106].
Postihuji pfevazné oblast 1bi a obli¢eje (kraniofacialni dysmorfie, mikrocefalie, rozstép patra,
hypertelorismus a gotické patro). K dal§im anomaliim patii vyvojové vady palce, horni
koncetiny (tfi¢lankovy palec, duplikace palce nebo hypoplazie palce ¢i radia), srdce, ledvin,
urogenitalniho traktu a kosti.

U 30-50 % pacienti miize byt pozorovan maly vzrist. Na ristové retardaci u starSich pacientd

se muze podilet dlouhodoba 1é¢ba kortikosteroidy a pietizeni organizmu zelezem [107].

2.5 Diagnostika

Pro diagnozu DBA svédéi makrocytarni anémie s retikulocytopenii pfi normalnim poctu
trombocyti a leukocyt. V dobé stanovovani diagnézy se muze objevit trombocytopenie
a/nebo neutropenie, ¢i trombocytdza. Pro diagnostiku je stézejni vySetieni kostni dfené, kde je
klasickym nalezem nizky pocet erytroidnich prekurzorovych bun€k v jinak normocelularni
kostni dfeni [55]. K dal$im diagnostickym metodam patii vySetfeni hladiny fetdlniho
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hemoglobinu, ktery je zvySeny a také vySetieni pfitomnost i antigenu. U pacienti, ktefi nejsou
zavisli na transfuzni terapii, je pfinosné vySetieni erytrocytarni adenosindeaminazy (eADA),
jejiz hodnota je zvySena, jde ale vzdy o nespecificky nalez [56,57]. Jedinou metodou, ktera
jednoznacéné potvrzuje diagnozu, je vySetfeni mutaci genl pro ribozomalni proteiny. Dosud
neexistuje zadny dalsi specificky marker k prikazu DBA. Vzhledem k tomu byla stanovena
diagnosticka kritéria, kterd se d€li na hlavni a vedlejsi a vedou ke stanoveni diagndzy (tab. 1).
Pti diagnostice je vzdy nutné vyloucit nékterd jind onemocnéni, o kterych Ize diferencidlné
diagnosticky uvazovat. Pfedevsim, se jedna o: Fanconiho anémii, erytroblastopenii vzniklou
po infekci Parvovirem B19, tranzientni erytroblastopenii malych déti (TEC) a dalsi ziskané
erytroblastopenie [108].

Tabulka €. 1 Kritéria DBA

DIAGNOSTICKA KRITERIA
e V¢ék pod 1 rok
e Makrocytarni anémie bez dalsich signifikantnich cytopenii
¢ Retikulocytopenie
e Normalni bunécnost kostni diené s malym poctem erytroidnich prekurzori

PODPURNA KRITERIA
HLAVNI
e (Genové mutace popsané u “‘klasické”” DBA
e Pozitivni rodinnd anamnéza
VEDLEJST
e ZvySena aktivita erytrocytarni adenosindeaminazy
e Vrozeni anomalie popsané u “’klasick¢”” DBA
e Elevace HbF
e Nepfitomnost jin¢ho vrozen¢ho syndromu selhdni kostni diené

2.6 Lécba

U vétsiny pacientit s DBA je v novorozeneckém nebo kojeneckém veéku nutné podani jedné
nebo vice transfuzi erytrocyti. 60-80 % pacienti S DBA inicidlné odpovi pfizniv€ na terapii
kortikoidy, kterou je vhodné zahajit kolem 1 roku. Doporucovana davka peroralné
podavanych kortikosteroidi je 2 mg/kg/den prednisonu nebo jeho ekvivalentu po dobu 3

tydnti. Pokud nemocny na lécbu reaguje ptiznive, je patrné zvySeni poctu retikulocyti
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obvykle mezi 10. a 15. dnem podavani. Pokud tento nardst retikulocyti nastane, mé¢la by byt
denni davka po 3. tydnu postupné sniZena, a to az na hodnotu 0,5 mg/kg/ob den. Pacienti,
kteti vyzaduji vyss$i davky, by neméli byt dlouhodobé 1éc¢eni Kkortikosteroidy vzhledem
kriziku jejich Cetnych neZzadoucich ucinkt. Odpovéd na Kkortikosteroidni terapii se u
jednotlivych pacienti nedd piedvidat. U casti pacientli s pocatecni dobrou odpovédi na
steroidy se miize ¢asem vyvinout rezistence k 16¢b¢é [55]. U nemocnych bez ptiznivé odezvy
na terapii kortikoidy naopak vétSina hematologti doporucuje podani kortikosteroidiu jesté
jednou s odstupem cCasu, zejména pied zvazovanim transplantace kmenovych bunék.
Pacienti, ktefi nereaguji na terapii, jsou dale dlouhodobé¢ zavisli na transfuzni 1écbé. V téchto
ptipadech je nutné dbat na dislednou lécbu chelatory zeleza vzhledem k vysokému riziku
rozvoje pretizeni organismu zelezem, které mtize byt pfi¢inou mnoha organovych komplikaci
a muze ovlivnit pfezivani pacientl. Mezi nejcastéji pouzivané chelatory patii desferioxamin,
deferiprone a deferasirox [109]. Chelata¢ni 1écba je obvykle zahajovana pii hlading feritinu
Vv séru vyssi nez 1000 ng/ml, a to po vylouceni zanétu. Nékteti pacienti nevyzaduji zadnou
terapii, postaci pravidelné monitorovani hodnot hemoglobinu. V téchto pfipadech hovoiime o
remisi onemocnéni, kterd nastupuje v rizném veéku. Muze byt celozivotni, jsou vsak
popisovany i relapsy, které vyzaduji 1écbu. Pfechod onemocnéni do remise nemulze byt v
zddném ptipad€é povazovan za Uplné vyléceni, u vSech pacientll jsou nadéle patrné poruchy
erytropoézy, pro které svéd¢i pretrvavajici mirnd anémie, makrocytéza a vysoké hodnoty
eADA. Jedinou kurativni 1é€bou je transplantace kmenovych bun¢k (SCT).

Preferuje se SCT od shodného piibuzenského darce nebo transplantace pupecnikové krve. U
transplantaci od nepiibuzenského darce je zatim popisovano vys§i procento komplikaci.
V poslednich letech se vSak vzhledem k pokrokiim v myeloablativni 1é¢bé provadi i vice
nepiibuzenskych transplantaci. SCT je jednozna¢né indikovana u pacientii s DBA, ktefi maji
zavazné komplikace onemocnéni jako je leukémie, myelodysplasticky syndrom nebo rozvoj
tézké pancytopenie.

V ptipad€ piibuzenskych transplantaci je vZdy nutné dikladné vySetfit darce a vyloucit
lehkou formu DBA, ktera se mize projevovat pouze makrocytdzou nebo zvySenim aktivity
eADA 1 bez pfitomnosti anémie. V rodindch pacientil se znamym typem mutace je vzdy nutné
vyloucit tuto mutaci u potencionalniho darce kostni dfen¢.

Velky piinos v 1é¢bé DBA slibovala terapie metoklopramidem, induktorem prolaktinu, ale
lécebné studie provedené v souboru pacientil zdvislych na transfuzni terapii nepfinesly
uspokojivé vysledky: u méne nez 10 % pacientii byla pozorovéna pouze dil¢i odpoveéd na

lécbu [110-112]. Vzhledem k tomu, ze nezadouci Gcinky tohoto 1éku jsou mirné nebo zcela
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chybi, muze byt metoklopramid podavan pacientim zavislym na transfuzich erytrocytd, a tim
je mozné se pokusit prodlouzit casovy interval mezi transfizemi. U nékterych pacientii bylo
popsano vyhodné vyuziti nizkych davek kortikosteroidii spolu s metoklopramidem [112].

Dals§imi zkoumanymi moznostmi 1é¢by bylo podavani: [L-3, cyklosporinu, kyseliny
valproové, rituximabu a v posledni dobé leucin [113-118]. Nadale se rovnéz zkoumaji

moznosti genové terapie [119-121].

2.7 Vyvoj onemocnéni

Tézké komplikace onemocnéni ve vétSin€ piipadi souvisi hlavné s lécbou, a to diky
nezadoucim Uc€inkim dlouhodobé uzivanych kortikosteroidii nebo dlouhodobé transfiizni
1é¢bé. Po podani 20 transfuzi je vétSinou nutné jiz zahdjit chelatacni 1écbu. Ve vyjimecnych
ptipadech muze dojit k pfenosu infekci darcovskou krvi (viru riznych typt hepatitidy, viru
HIV, priond atd.). Béhem poslednich dvou desetileti je velkd pozornost vénovana praveé
nezadoucim ucinkim chronické steroidni terapie a vyvoji novych chelatort pro 1é¢bu
ptetizeni Zelezem u polytransfundovanych pacienta.

U pacientii s DBA je popisovano vyssi riziko rozvoje malignich onemocnéni. Byl popsan
vyskyt solidnich nadort (osteosarkomy, tumory prsu nebo gastrointestinalniho traktu), ale i
hematologickych malignich onemocnéni (leukémie, lymfomd i myelodysplastického
syndromu). Maligni onemocnéni se vyskytuji u 2-6 % pacientt [55,122,123].

Diky lepSim terapeutickym moznostem a celkové péci o nemocné s DBA se stava aktualni
otazka t€hotenstvi pacientek s DBA, které pfedstavuje vyznamné riziko a komplikace jak pro
matku, tak 1 pro plod. Bylo popsdno vys$si riziko hydropsu plodu, intrauterinni rlstové
retardace, preeklampsie a pfed¢asného porodu. Z vyse uvedenych skutec¢nosti vyplyva nutnost
uzké mezioborové spoluprace pii péci o téhotnou Zenu s DBA a to mezi porodniky,

hematology a neonatology.
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3 Deficit pyruvatkinazy

3.1 Definice

Deficit pyruvatkinazy (PK) je nejcastéji se vyskytujici enzymopatie systému glykolyzy, ktera
je spojena s anémii. Uvadéna incidence je 50 pfipadi na milion u bilé rasy [124]. Dosud bylo
popsano pres 500 pacientli, znichz vétSina pochdzi ze severni a stfedni Evropy.
Charakteristickymi rysy anémie doprovazejici deficit PK je rizné vyjadieny ikterus a
splenomegalie. Typickd je variabilita zdvaznosti anémie od tézké anémie manifestujici se

V intrauterinnim obdobi az po lehkou anémii, ktera muze uniknout pozornosti.

3.2 Etiologie

Enzym pyruvatkindza (PK) katalyzuje pfeménu fosfoenolpyruvatu na pyruvat v Embdenoveé-
Meyerhofoveé cyklu, pii které vznika jedna molekula adenosintrifosfatu (ATP). K udrzeni
aktivity PK jsou nezbytné dva divalentni kationty, obvykle Mg®* nebo Mn?*, a jeden
monovalentni aniont, obvykle K [125].

Erytrocyty jako neplnohodnotné bezjaderné buiiky neobsahujici organely nejsou schopny
syntetizovat bilkoviny a tuky a nemohou ziskavat energii oxidativni fosforylaci. Jsou tedy
zcela zavislé na produkci energie katabolizmem glukozy - glykolyzou. Embdentv-
Meyerhoftiv cyklus zuzitkovava ptiblizné 90 % dostupné glukoézy, z niz ziskava ATP jako
energeticky zdroj pro erytrocyty. Pfi metabolizmu glukézy vznikaji slouceniny, které jsou
schopné chranit bunéénou membranu a hemoglobin od oxidativniho stresu. Béhem glykolyzy
dale dochazi ke vzniku redukované formy nikotinamidadenindinukleotidu (NADH)
potiebného pro pfeménu methemoglobinu na hemoglobin (Hb) a 2,3-DPG, ktery ovliviiuje
afinitu hemoglobinu ke kysliku. Dojde-li k poruse tvorby nékterého z enzymu v pribéhu
tohoto cyklu, obvykle se objevi chronickd vrozend nebo ziskana nesférocytarni hemolyticka
anémie.

Deficit pyruvatkinazy je nej¢astéjsi enzymatickou abnormalitou Embdenova-Meyerhofova
cyklu. Spolecné s deficitem gluko6zo-6-fosfatdehydogenazy je také nejcastéjsi pri€inou vzniku
nesférocytarni hemolytické anémie. Projevuje se neefektivni glykolyzou, diky které je snizena
zivotaschopnost ¢ervenych krvinek. Okolnosti vedouci k hemolyze nejsou doposud piesné

znamy. Pfedpoklada se, Ze nedostatek ATP ovlivni sodiko-draslikovou adenosintrifosfatazu a
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dalsi na ATP zavislé bunécné pochody, které vedou ke ztrat¢ drasliku a vody z buniky a
zaroven ke kumulaci sodiku uvnitt bunky. Nésledkem je bunéény edém, podobny
ischemickym zménam buiky, ktery zpusobi rigiditu Cervenych krvinek vedouci k jejich
hemolyze pii priichodu slezinnymi sinusoidami. Nahromadéni mezi¢lanka glykolytické drahy
také muze zvysit hladinu jiz zminéného 2,3-DPG. Disledkem je pak pravostranny posun
v oxidacni kiivce hemoglobinu, zplsobujici snizenou afinitu hemoglobinu ke kysliku a jeho
rychlejsi vyvazani.

PK je téméf ve vSech organizmech homotetramer o velikosti 200-240kDa [126], ktery muize
existovat i v jinych formach od monomeru pies dekamer [127]. Jeho struktura je u mnoha
zivo¢isnych druhii obdobna. VsSechny ctyfi podjednotky jsou velmi podobné. Kazda
podjednotka je slozena ze ¢tyt hlavnich domén: A domény barelového (soudkového) typu, B
domény ve formé beta skladaného listu, kterd je vloZena mezi beta 3 vldkno a Sroubovici alfa
3 A domény , a C domény charakteru alfa a beta a malé N-termindlni Sroubovicovité domény.
Vicedoménové slozeni PK slouzi kregulaci aktivity enzymu, jelikoz muze existovat
v riznych strukturalnich stavech. U savcu existuji Ctyfi tkanoveé specifické izoenzymy - M1,
M2, L, R [128]. M1 PK se nachazi pfevazné v kosternim svalstvu, mozku a srdci, M2 se tvoii
hlavné ve fetalnich tkanich a tkanich s vysokou proliferaci bun¢k. Béhem vyvoje je postupné
nahrazovan a =zdastava jen v ledvinach, plicich, sleziné, tukové tkani, leukocytech a
trombocytech [129]. PK M2 je obsazen také v mnoha tumorech, kde nahrazuje tkanoveé
specificky izoenzym, ma tedy potencial stat se dal$im z tumor markert [130], jeho mozné
vyuziti je pti detekci kolorektalnich nadori [131]. PK L je pfevazné produkovan v jatrech, ale
také se nachazi v klife ledvin. R forma PK se vyskytuje vylu¢né jen v ¢ervenych krvinkach.
Izoenzymy PK-M1 a M2 jsou kodovany genem PKM lezicim na 15. chromozomu. PK-L a R
produkuje PKLR gen na chromozomu 1 (1q21). Jeho kodujici oblast je rozd€lena na 12
exont, kdy exon 1 je specificky pro transkripci erytrocytarni formy, exon 2 jaterni formy a
ostatnich deset exont je spolecnych pro oba izoenzymy. cDNA kodujici PK-R je 2060bp
dlouha a koduje 574 aminokyselin [132]. V promotorové oblasti PK-R se nachazi dvé CAC
ma aktivitu bazalniho promotoru a zbyla ¢ast slouzi jako zesilovac¢ - enhacer v erytroidnich

buiikach [133].
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3.3 Mutace genu pro pyruvatkinazu

Doposud bylo popsano celkem 180 mutaci souvisejicich s nesférocytarni hemolytickou
anémii. Pfevaznd ¢ast mutaci (69 %) jsou mutace ménici smysl, sestfihové mutace a stop
kodon (13 a 5 %), zatimco malé delece, inzerce a frameshift mutace jsou vzacné. Pouze dvé
varianty, -72G a -83G, byly identifikovany v promotorovém useku a funkéné
charakterizovany. V PK-LR genu bylo popséano jen nékolik deleci: ,,Gypsy - romska‘“ delece
0 1149bp, ktera vede ke ztrat¢ exonu 11; ,,Viet- vietnamska“ (del 4-10) a delece o 5006bp,
ktera konci na urovni cDNA, kde zpisobuje ztratu exond 4 az 11[125].

Mezi nejcastéji popsané mutace patii 1529A a 1456T. Jejich distribuce je vyrazné ovlivnéna
etnickymi a regiondlnimi vlivy. Mutace 1529A je bézna v USA (42 %) a v severni a stfedni
Evropé (41 %). Mutace 1456T se pievazné nachazi v jizni Evropé (32 % ve Spanélsku, 35 %
v Portugalsku a 29 % v Itélii). Dal§i mutace, zejména 721T a 994A, jsou také pfitomny s nizsi
frekvenci u bélochli. Nejcastéjsi mutace nachazend v Asii je 1468T. Jen dvé mutace 1151T,
1436A jsou spole¢né pro japonskou a bilou populaci. Ve slovanské populaci se hojné
objevuje mutace 1594T a témét se v ni nevyskytuje mutace typickd pro stfedni a severni

Evropu 1529A [125].

3.4 Klinické priznaky

Klinické projevy nemoci jsou variabilni. Abnormality v PK-LR genu by mély ovlivnit oba
izoenzymy stejn¢, ale klinické nalezy nasvédcuji tomu, ze prevaha symptomu je zpiisobena
poruchou erytrocytl. Deficit pyruvatkindzy je charakterizovan chronickou nesférocytarni
extrakorpuskularni hemolytickou anémii. Zavaznost klinickych projevi je rozdilna od mirné
anémie, ktera je velmi dobfe kompenzovana, pres anémii objevujici se pii infekcich,
vyCerpani ¢i v téhotenstvi az k tézké Zzivot ohrozujici anémii u novorozenci, vyzadujici
vyménnou transfizi a opakované podavani erytrocytarni masy. Pokud neni zadna tvorba PK,
muize skoncit t€¢hotenstvi az hydropsem plodu. U déti dochazi vétsinou s pribyvajicim vékem
k Gpravé zavaznosti anémie. Zajimavé je, ze vzhledem ke zvySené 2,3-DPG je anémie
obvykle velmi dobfe tolerovana. Deficit PK mize vést k riznym dalSim symptomam.
Obvykly je novorozenecky ikterus, dale se u pacientil s deficitem PK miize projevit 1 pretizeni
zelezem jako nasledek opakovanych transfuzi. V literatuie jsou popsany i piipady pretizeni
zelezem bez podani erytrocytarni masy. Spekuluje se o multifaktoridlnich pfi¢inach vzniku

ptetiZzeni zelezem, a to predevSim u chronické hemolyzy neefektivni erytropoézy. Dalsi roli

31



muze hrat 1 pfidruZzend piitomnost mutaci pro vrozenou hemochromatéozu (napt. C282Y a
H63D) spolecné s dalsimi genetickymi faktory [124]. Literarni zdroje popisuji i ptipad dvou
pacientq, ktefi nikdy nedostali erytrocytarni transfiizi, podstoupili splenektomii a nebyli nosici
mutaci genu pro hemochromatézu a ptesto se u nich projevilo pfetizeni zelezem, které vedlo
k cirhéze jater a kardiomyopatii [134].

Mezi dalsi komplikace patii zZluCové kameny, které se objevuji po prvni dekadé zivota az u
poloviny pacientt s deficitem PK, a to i u splenektomovanych. K mén¢ castym projeviim patii
aplastickd krize vyvolana Parvovirem B19, kernikterus, chronicka pankreatitida vznikla
sekundarné diky postizeni zlucovych cest, slezinné abscesy, extramedularni hematopoéza,
ktera zpusobi ttlak michy, a tromboembolickd nemoc [124]. U pacientti se zavaznou anémii
se muze objevit i hypertrofie myokardu vzhledem ke zvySenému srde¢nimu vydeji pii anémii.
Daéle je popsana 1 hypertriglyceridémie, jejiz vznik je davan za vinu podavani erytrocytarnich

piipravku [135].

3.5 Diagnostika

Pii vySetfeni krevniho obrazu dominuje mirné¢ makrocytarni anémie rizné tize s
pfitomnosti ovlaocytl, poikylocytli a eliptocytli doprovazena polychromazii a ojedinéle se
sféroechinocyty a normoblasty. Retikulocytoza je také variabilni, neni zavisla na tiZzi anémie a
hemolyzy. Mladé PK deficitni erytrocyty jsou selektivné vychytavany ve slezing, k rozvoji
vyraznéjsi retikulocytdzy dochédzi obvykle az po podstoupeni splenektomie. U pacienti
s chronickou hemolyzou byvd zvySend hladina laktatdehydrogendazy a hladina
nekonjugovaného bilirubinu, obvykle je v§ak nizsi nez 60 umol/l. Vyssi hodnoty se objevuji
vétSinou az po splenektomii. Pokud jsou hodnoty bilirubinu vyrazné vysoké, je nutné zvazit
moznost soucasné se vyskytujiciho Gilbertova syndromu.

Stanoveni hladiny PK patii k béZnym vySetfovacim postuptim, ovSem mira produkce PK ne
vzdy vypovidad o zédvaZnosti onemocnéni. U homozygotii je enzymova aktivita obvykle nizsi
nez 25 % a u heterozygotli se nachazi v rozmezi 40-60 %. Je znamo, Ze nckteti pacienti
S klinicky té€zkou formou deficitu PK maji laboratorné normalni, nékdy dokonce zvySenou
aktivitu PK. Vysledek miize byt ovlivnén pfedchozim podanim erytrocytarni transfize,
nedostateCnym odstranénim leukocytii pfi zpracovani krevniho vzorku, nebo kompenzacnim
mechanizmem izoenzymu M2. Jsou popsani nemocni s tak zvanou ,,null mutaci, tedy mutaci

kdy je tvorba PK-R nulova a je nahrazena izoenzymem M2 [124]. Je vhodné stanovit aktivitu
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PK jak pfi nizké tak vysoké koncentraci fosfoenolpyruvatu vzhledem k falesné pozitivnim
vysledktim in vitro i pfes omezenou tvorbu in vivo [136]. Za definitivni prikaz deficitu PK 1ze
povazovat pouze nalez kauzalni mutace.

Korelace mezi fenotypem a genotypem neni jednoznacna. Pokusili se o ni ital$ti autofi [124],
ktefi dé€li deficit PK na tézky, stfedni a mirny, a to dle zdvaznosti anémie (mén¢ nez 80 g/l Hb
— tézka forma, 80-100 g/l Hb — stiedné tézka forma a nad 100 g/l Hb — lehka forma). U tézké
formy popisuji casné stanoveni diagnozy s medianem 4 roky, t€Zké neonatalni iktery, které
mohou vést az k vyménnym transfuzim. Tito pacienti byvaji zavisli na podavani transfizi
erytrocyti a mize se U nich postupné rozvinout pietizeni zelezem. Molekularni analyzy
ptifazuji k tézké formé disruptivni mutace typu stop kodonu, mutaci ménicich ¢teci ramec,
sestfihovych mutaci, velkych deleci a mutaci ménicich smysl, které ovliviiuji aktivni misto
nebo stabilitu proteinu. Ptikladem je mutace 994A v homozygotni formé, ktera je spojena
s velmi tézkou anémii, stejné jako ,,null mutace®, kdy je zndma intrauterinni retardace, té¢zka
anémie po porodu, vétSinou s nutnosti vymeénné transfize a se zévislosti na transfuzich az do
provedeni splenektomie. V raritnich ptipadech byl popsan i hydrops fetalis. U stfedné tézké
formy byla pomérné €asto zastoupena mutace 1529A, ktera je typicka pro severni a stiedni
Evropu a bilou populaci Ameri¢anii. U nemocnych s homozygotni mutaci i pfes stfedné
tézkou formu onemocnéni byva nizka hladina aktivity PK spole¢né se sniZzenou stabilitou
enzymu. Pfi mirné formé& onemocnéni jen nékolik nemocnych vyzadovalo krevni transfuzi a
jen polovina déti méla neonatdlni uterus. VétSina nemocnych je velmi dobfe kompenzovéna a
onemocnéni se klinicky projevi jen pii téZSich infekcich nebo béhem porodu. Do této
kategorie lze zafadit mutaci typickou pro jih Evropy 1456T. Diky velmi ojedinélym

projeviim onemocnéni je zvazovano mozné nedostatecné rozpoznani tohoto onemocnéni.

3.6 Lécba

Terapie onemocnéni je symptomaticka, kauzalni 1éCba zatim neexistuje. Nekteti nemocni jsou
s tézkou anémii, u kterych muize vést k omezeni nutnosti transfuzni 1écby a ke stabilizaci
hodnot hemoglobinu. I pifes redukci poctu transfizi se u splenektomovanych nemocnych
mohou objevit nebo prohloubit znamky pfetizeni organizmu Zelezem, u které¢ho je

nevyhnutelna chelata¢ni 1écba.
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4 Parvovirus B 19 a jeho vliv na erytropoézu

4.1 Definice

Parvovirus B 19 (B19V), dle nov¢jsi terminologie Erythrovirus B 19, byl donedavna jen
jedinym z Celedi parvoviridae, ktery zpusoboval infekce u ¢lovéka. Patfi mezi nejmensi
znamé viry zpusobujici infekci lidskych bunék. Poprvé byl popsan v roce 1974 a asociace
s onemocnénim u ¢lovéka je znama od roku 1981 [137]. V posledni dobé jsou publikovany
informace i o infekcich lidskym Parvovirem 4 (PARV4) a lidskym Bocavirem [138,139].
Veskeré erytroidni viry, jak jiz nazev napovida, se velmi dobie replikuji v erytroidnich
progenitorovych buiikach, které¢ nésledné podléhaji apoptoze. Infekce timto virem vede tedy

k rozvoji anémie.

4.2  Struktura viru, prostup viru do bunék

Stejné jako vSechny viry z ¢eledi parvoviridae, BI9V je maly neopouzdieny virus, velikosti
ptiblizné 20 nm v praméru (obr. 3). Jadro viru je slozeno z 60 molekul kapsidovych proteinti
(virovy protein - VP). Hlavnim proteinem je VP2, ktera ma velikost 58 kDa a tvoti az 95 %
kapsidy. VP2 obsahuje vazebné domény jak pro receptor tak pro koreceptor a také tzv. ,self
assembly” domény vedouci k tvorbé velmi stabilnich castic. VP2 odpovidd C-termindlni
oblasti VP1, a prvnich 227 aminokyselin VP1 charakterizuje VP1 unikatni oblast (VP1u).
Pravé VP1u obsahuje prvky, které jsou dulezité pro vstup viru do buiiky - zejména doménu

fosfolipazy A2 (PLA2) [140].

Obrazek ¢. 3 Parvovirus B19

Zdroj: internetovy vyhledava¢ — www.google.com- images,
http://www.stanford.edu/group/virus/parvo/2005/B19.jpg&imgrefurl - stazeno 25.2.2011
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Hlavnim receptorem B19V je neutralni glykosfingolipid nachazejici se na povrchu
erytroidnich prekurozorovych bunck - P antigen krevnich skupin. Afinita BI9V k tomuto
proteinu je pfiinou vyrazného tropizmu k bunkam kostni diené (obr. 4). Replikuje se
zejména v progenitorovych buinikach (BFU-E, CFU-E), pronormoblastech a normoblastech, na
které plsobi pfimo cytotoxicky. P antigen se nachazi rovnéz na povrchu megakaryocyti,
endotelialnich bungk, kardiomyocytii a bunék placentarniho trofoblastu [141]. Zadna z t&chto
neerytroidnich bunck v§ak neumoziiuje efektivni replikaci viru. A581 integrinovy komplex je
také zapojen jako koreceptor pfi vstupu B19V do vhodnych bunék, stejné jako dalsi vazebny

protein kuBODNA [142,143].

Obrazek ¢. 4 Model vazby parvoviru B19 na P antigen a vstup do erytroidnich

prekurzord.
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Receptorem viru je P antigen pfitomny na erytrocytech a erytroidnich prekurzorovych buiikach. Ke vstupu do
buriky je vSak nutna ptitomnost koreceptoru B1 integrinu exprimovaného pouze na prekurzorovych buikach.

Pfevzato a upraveno: Weigel-Kelley KA et al., 2003.

Zkoumani mechanizmu vstupu B19V do buniky je velmi obtizné diky silnému tropizmu
K primarnim progenitorovym butikam in vitro. Jako model pro mozny vstup B19V do buiky
muze slouzit jiz detailn€é popsana cesta pruniku zvifecich typi parvoviru, predev§im psiho
parvoviru, do bungk.

Zviteci parvovirus se po vazbé na receptor nebo koreceptor dostdva endocytézou do
cytoplazmy, a to za pomoci klatrinu, dynaminu a cytoskeletalni sité. Postupnym vyzravanim
endozomil obsahujicich viriony dochdzi k transportu viru do blizkosti buné¢ného jadra. Nizké
pH endocytarnich vackl vede ke zménam konformace viru, pfi které se na povrchu kapsidy

odhaluje VPlu oblast, konkrétné PLA2 doména a nuklearni lokalizacni signal (NLS).

35



Parvovirova PLA2 doména obsahuje katalyticky konec a kalcium vazici doménu nezbytnou
pro enzymatickou aktivitu. PLA2 doména $§té€pi membranu vacku, pti cemz dojde k uvolnéni
Casti viru v blizkosti jaderné membrany. NLS umozni navazani proteinové kapsidy na
importin na jadrové membrané a poté translokaci virového genomu do jadra, pravdépodobné
pies komplex port jaderné membrany [144]. Tento model bunéného vstupu miize byt také
pouzit pro infekci B19V u c¢lovéka. Mala GTPaza ze skupiny Ras - Rapl, hraje roli
Vv cytoplazmatickém pienosu B19V regulaci 1 integrinovych koreceptorti a/nebo modulaci
mikrotubularni sité béhem pienosu virovych &astic cytoplazmou. Céstice BI9V bylo mozno
vizualizovat elektronovym mikroskopem v endocytarnich vaccich infikovanych erytroidnich
bun¢k, coz podporuje teorii, ze endocytéza je hlavnim mechanizmem priniku B19V do
bunky. PLA2 doména je umisténa mezi aminokyselinami 130 - 195 v oblasti VP1u B19V
[145] a je stejna u ruznych genotypt.. Tato doména je stézejni pro prinik B19V. Viriony s

mutaci v oblasti VP1u nejsou schopny proniknout do jadra infikovanych bunék [146].

4.2.1 Replikace viru a bunééna apotpéoza

Genom B19V tvoii jednovldknova molekula DNA. Negativni nebo pozitivni vlakno je do
virové kapsidy nahodné zavzato. Unikatni funkéni promotor P6 tidi syntézu alespon deviti
transkriptl, které koduji jeden nestrukturdlni protein (NS1), dva strukturalni proteiny kapsidy
(VP1 a VP2) a dva malé proteiny o velikosti 7.5 a 11 kDa [147]. NS1 funguje jako silny
transkripcni aktivator diky jeho schopnosti pfijimat mnoho bunéénych transkripénich faktort
a také se podili na virové replikaci, kdy je vyuzito jeho helikdzy a endonukleazy. Zablokovani
tvorby celé délky transkripti na vnitfnim polyadenylacnim misté je spojeno s omezenou
permisivitou infekce B19V, jelikoz je limitovana exprese VP proteind [148]. K této blokadé
muze dojit v pribchu translace a bylo prokdzano, ze miiZze byt prekonana replikaci genomu
viru, coz vede k tvorbé vSech virovych proteinli v permisivnich burikach. Replikace viru je
diky nékterym exogennim vliviim urychlena, naptiklad pfi sniZené koncentraci kysliku
Vv bunééné kultufe, pii expresi adenovirovych transaktivatori a také diky pisobeni
chloroquinu a jeho derivatd. In vitro produkce purifikovanych CD36+ primarnich
erytroidnich progenitort umoznila rutinné replikovat B19V v laboratornich podminkéch
[149].

Jiz vroce 1983 Mortimer a jeho kolegové naznacovali moZnou cytotoxicitu BI19V pro
erytroidni progenitory [150]. Teorie 0 mozné souvislosti mezi toxicitou viru a apoptézou byla

poprvé vyslovena béhem zkoumaéni fetdlnich erytroidnich prekurzort infikovanych B19V a
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poté u linie erytroidnich bunék, do kterych byl pienesen gen pro NS1 protein. V obou
ptipadech byla prokazana aktivace kaspazy 3 [151]. Pfedpoklada se, ze nukleosidova trifosfat
- vazebnd doména NS1 proteinu hraje roli pii apoptdze erytroidnich, ale i neerytroidnich
bunék vyvolané B19V [151]. Apoptoza erytroidnich buné¢k muze byt také spusténa interakci
mezi NS1 proteinem a signalni drahou TNF receptoru, kterd vede k aktivaci kaspaz 3 a 6
[152].

Funkce dal$ich dvou malych virovych proteini o velikosti 7,5 a 11kDa zatim nebyla dikladné
prozkoumana, pravdépodobné hraji velmi duleZitou roli v bunééném cyklu B19V nebo v jeho
patogenezi. Zablokovani exprese 1l1kDa proteinti v rekombinantnich virionech vyrazné
snizuje infek¢nost viru. Exprese tohoto malého proteinu tedy muze byt dilezita pro expresi
VP2 proteinu [153]. Chen a kolegové dokazali, ze 11kDa protein se nachazi ve velkém
mnozstvi (minimalné¢ 100 x vice nez NS1) v erytroidnich prekurzorech, ptevazné
V cytoplazmé, a byl hlavnim vyvolavatelem apoptoézy diky aktivaci kaspdzy 10, kterd
zahajuje kaspazovou signalni kaskadu v tzv. ,,death receptor signalni draze.

Krom¢ toho DNA BI9V muze také aktivovat tzv. ,Toll-like* receptor 9 v erytroidnich
bunikach a zpusobit tak inhibici bunééného rustu [154]. Zvazuje se, Ze toxicky vliv na
infikované buiiky mohou mit 1 kapsidové proteiny viru. Erytroblastopenie zplisobena B19V

ma tedy pravdépodobné multifaktoridlni pticinu.

4.2.2 Vliv viru na imunitni systém

Jsou zndmy imunopatologické stavy projevujici se béhem nebo po infekci BI19V. Toto
onemocnéni také muiize vyvolat nebo zhorsit pribéh autoimunitnich chorob [155]. Béhem
infekce B19V byla pozorovana polyklonalni stimulace imunitniho sytému s produkci riznych
autoprotilatek zahrnujicich i antinuklearni protilatky [156]. Pfi autoimunitni reakci mize hrat
ulohu zktiZena protilatkova reakce proti virovym epitopiim a nékterym strukturam bunécnych
membran (molekularni mimikry) spole¢né s tvorbou antiidiotypovych protilatek. Béhem
onemocnéni B19V byly pozorovany vysoké hladiny prozénétlivych cytokinli, zejména
interleukinu-1p (IL-1 B), interleukini-6 (IL-6), interferonu gama a TNF alfa (TNF-a) [157].
Produkce IL-6 a TNF-o mtze byt stimulovana virovym transaktivatorem NS1. Geneticka
variabilita odpovédi cytokini je spojovana s pravdépodobnosti rozvoje symptomu pii infekei
B19V [158].
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4.3 Prubéh infekce

Na pribéh akutni infekce Parvovirem B19 ma vliv doba neutralizace protilatek u
imunokompetentniho jednotlivce. Tranzientni zavazna virémie trva obvykle méné nez 7 dni.
K jejimu tstupu dochazi v dobé objeveni se specifickych IgM protilatek, které v organizmu
pretrvavaji 8 azl10 tydni. Postupné také nartsta titr protilatek tiidy IgG, které u
imunokompetentnich pacientii pietrvavaji po cely Zzivot. Perzistujici infekce mohou byt
pozorovany u imunokompromitovanych pacientl, ktefi nejsou schopni vytvofit neutralizacni
protilatky a tim virus eliminovat. To muze vést k jeho dlouhodobému piezivani v organizmu,
které muze byt doprovdzeno anémii [159-161]. Ptestoze prodélana infekce zajistuje
celozivotni ochranu proti B19V, je vzicné popisovana perzistence viru 1 u
imunokompetentnich jedinct jak v periferni krvi, tak v kostni dfeni, 1 n€kolik let po primarni

infekci [162-166]. Mechanizmus chronického ptezivani B19V je doposud nejasny.

4.4 Klinické priznaky

Infekce B19V je pomérné béznou virovou infekci s celosvétovym vyskytem. VétSina osob
prodéla infekci do 15 let véku. Nejvétsi promotenost je u predskolnich a Skolnich déti,
vzhledem k Sifeni v kolektivu. Nejéastéji se onemocnéni objevuje v zimé a na pocatku jara.
Virus se pienasi kapénkovou infekci, krvi nebo vertikalnim ptenosem z matky na plod [167].
Jsou popsany piipady pienosu pfi transplantaci kostni dien¢ a ledvin [168]. Uvadi se, ze
infekce u imunosuprimovanych osob nebo pacientil s hematologickymi onemocnénimi. U
vétSiny osob infikovanych B19V probihéd infekce asymptomaticky nebo pod obrazem bézné
respiracni infekce.

U casti pacientil infekce probihd pod obrazem klinicky dobfe definovanych jednotek, ke
kterym patii patd nemoc (erythema infectiosum), artropatie, tranzientni aplasticka krize,
chronicka aplazie erytropoézy, syndrom rukavic a ponozek a fetdlni hydrops. Mezi dalsi
onemocnéni uvadénd v mozné souvislosti s infekci B19V patii encefalopatie, epilepsie,
meningitida, myokarditida, dilatatni kardiomyopatic a autoimunitni hepatitida [169]. U
imunosuprimovanych pacienti se muZe vzhledem k nedostate¢né produkci ochrannych
protilatek objevit chronické aplazie erytropoézy, pancytopenie az aplasticka anémie, ojedinéle
byl popsan i fatalni pribéh infekce s multiorgdnovym selhanim po transplantaci kostni diené

[170]. Rozvoj molekularné -genetickych metod, piedev§im velmi citlivych technik
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polymerdzové fetézové reakce s moznosti pfimého prikazu DNA viru, roz§ifuje znalosti o
dalsich pestrych klinickych manifestacich parvovirové infekce u ¢lovéka, jejichz spektrum se
stale rozsifuje [170].

Obvykle postihuje déti ve véku od 4 do 10 let [171]. Prodromalni symptomy jsou mirné, 1ze
mezi né zatadit horecku, bolest hlavy a nauzeu. V prvni fazi onemocnéni se objevi vyradzka na
tvari, popisovana jako ,,zpoli¢kovana tvai*, coz je zarudnuti tvafe s okolnim vyblednutim (obr
5) Béhem jednoho az ¢tyf dnl nasleduje rozvoj druhého stadia koznich projevii na
koncetinach a trupu. Kize je zarudld s makulopapuldzni vyrazkou. Druhé stadium miize trvat
az 6 tydnt. Nasleduje tfeti faze, trvajici jeden az tii tydny, kdy vyrdzka postupné bledne a
znovu se muze objevit pii pusobeni tepla nebo sluneéniho zafeni na kuzi. Erythema
infectiosum muize byt u ¢asti pacientl provazena artropatii, ktera se vSak mutze vyskytovat i
jako samostatny projev infekce. Udava se, ze priblizné¢ 8 % déti infikovanych B19V ma
bolesti kloubl [172]. Artralgie je Castym projevem infekce hlavné u adolescenti a u
dospélych a postihuje az 60 % z nich. Vice se vyskytuje u Zen nez u muzt. U déti postihuje
artropatie Castéji klouby kolen, miiZze byt symetrickd 1 asymetrickd, zatimco u dospélych se
obvykle jednd o symetrické postizeni menSich kloubli, jak interfalangealnich  tak

metakarpofalangeélnich.

Obrazek ¢. 5 Exantém v obli¢eji — obraz zpolickované tvare
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Tranzientni aplasticka krize je dalSim projevem infekce B19V. Rozviji se u pacienti se
zvySenymi naroky na obrat erytropoézy. NejCastéji se v naSich podminkach jedna o
hemolytické anémie, jako je sférocytoza, ale jsou popsény i pfipady rozvoje tranzientni
aplastické krize u anémie z nedostatku Zeleza [173]. Virus, ktery se dostane do erytroidnich
bun¢k diky vazbé na P antigen, zpusobi jejich apoptdézu, coz vede k snizeni produkce
erytrocytll. Zvysené naroky na produkci erytrocytii tak nejsou kompenzovany a vznika tézka
anémie, kterda mlze ohrozovat pacienta na zivoté¢ a obvykle si vyzada podani transfuze
erytrocyti. Nahly pokles hladiny hemoglobinu miize vést az k srde¢nimu selhéni, mozkové
piihod¢ [174]. SouCasné se muze objevit leukopeniec a/nebo trombocytopenic. Béhem
tranzientni aplastické krize jsou pacienti velmi infekéni a méli by byt izolovani od jinych
nemocnych.

Jak jiz bylo zminéno, B19V muze perzistovat u imunokompromitovanych pacientli bez
vytvofeni protilatek. Vyrazka ani artropatie se u téchto nemocnych v souvislosti s B19V
neobjevuji, jelikoz chybi imunitni reakce organizmu na ukldddni komplexii antigenu s
protilatkou do kize a kloubl [175]. Obvyklymi symptomy jsou Unava a bledost zptisobené
anémii, ktera mize byt velmi tézka a rekurentni. Pfi pfetrvavani potizi byva nutné podani
imunoglobulint, po kterych se nasledné mohou projevit typické projevy infekce B19V, tedy
vyrazka s artropatii.

Syndrom rukavic a ponozek byl spojovén s infekci B19V, ale bylo prokdzéano, Ze se podobny
klinicky obraz muze objevit i u jinych virovych infekei jako je EBV, CMV, Herpes virus 6
atd. [176]. Jedna se o onemocnéni, kterym trpi ptevazné mladi dospéli. Na kuzi rukou a nohou
je bolestivé zarudnuti s otokem, které progreduje az do tvorby petéchii a purpury, nékdy se na
kGizi mohou objevit 1 vezikuly a buly, které se olupuji. Vyrazka je striktn€ ohrani¢ena na
kotnicich a zapésti, 1 kdyZ mohou byt postiZeny i jiné ¢asti téla. PotiZe pfetrvavaji jeden aZz tfi
tydny a miiZze se pfipojit 1 bolest kloubli a horecka. Kozni 1éze se hoji ad integrum bez
zanechani jizev.

Infekce B19V v téhotenstvi obvykle neohrozuje matku, ale mize mit zavazné nasledky pro
plod, u kter¢ho mtze dojit k infekci myokardu, jater a ke vzniku tézké anémie. V dasledku
toho hrozi srde¢ni selhani nebo vyvoji fetadlniho hydropsu. Obecné odhadované riziko pienosu
infekce z matky na plod je asi 30 % [177]. Nejvice zranitelny je plod ve druhém trimestru
téhotenstvi kvili zvySené hematopoéze v jatrech. U téhotnych zen, které jsou v kontaktu s
B19V, by vzdy mélo byt provedeno sérologické vysetieni na piitomnost IgM protilatek viru,
které by v ptipadé¢ pozitivity mélo byt nasledovano pravidelnymi ultrazvukovymi kontrolami

fetu po dalsich 12 tydnt, kdy pretrvava riziko hydropsu [178].
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4.5 Diagnostika

Diagnostika infekce B19V je zalozena na sérologickych a molekularné genetickych
metodach. V ptipad¢ jasného klinického nalezu erythema infectiosum je mozné diagndzu
stanovit 1 bez nutnosti laboratornich odbéru. U imunokompetentnich pacienti se doporucuje
Stanovit pfitomnost protilatek proti BI9V, IgM protilatky je mozno prokézat piiblizn¢ do ti
tydnti po infekci. Piitomnost IgG protilatek svéd¢i pro prodé€lanou infekci. U pacienti s
tranzientni aplastickou krizi a pfedev§im u imunodeficitnich pacienti s podezienim na
chronickou infekci pfi nedostate¢né produkci protilatek je vhodné vysSetfit pfitomnost virové

DNA PCR metodou [174].

4.6 Lécba

Lécba infekce B19V je odlisnd u riznych projevii nemoci. Pokud se jedna o erythema
infectiosum, vétSinou neni 1é¢ba nutnd nebo je jen symptomaticka. U artralgii byva nutné
krizi mohou vyzadovat podani transfuzi erytrocyti. U chronickych infekci, u pacientt
imunosuprimovanych nebo u tézkého priubéhu infekce je vhodné podani vysokych davek

imunoglobulint (IVIG) k eradikaci viru [179]. Doporuceno je schéma pét dni 0,4g /kg IVIG.
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B. PRAKTICKA CAST

5 Databaze pacienti s Diamondovou-Blackfanovou anémii

5.1 Klinicky popis pacientu a epidemiologické vysledky

Ceska narodni databaze pacienti s DBA byla zalozena v roce 1991, a to diky spolupraci viech
osmi détskych hemato-onkologickych center v Ceské republice. Pacienti jsou do ngj
kontinudln¢ zafazovani jiz od doby jeho vzniku az do soucasnosti. VSichni nemocni jsou
seznameni s vyuzitim jejich dat pro tuto databéazi a podepisi informovany souhlas. Pokud se
jedné o détské pacienty, informovany souhlas podepisuje jejich zdkonny zastupce.

Kazdy pacient, ktery splnil diagnosticka kritéria pro DBA, byl vySetfen hematologem a byly
od n¢j ziskdny podrobné anamnestické udaje.

V soucasné dob¢ je v registru zahrnuto 42 pacienttl (tab. 2). Jedna se o 16 muzi a 26 Zen,
kteti jsou z 36 rodin. Tti pacienti s klinicky i laboratorné jasn¢ prokdzanou DBA zemfeli
v dobé vytvareni databdze, a proto do n¢j nebyli zavzati. Jednalo se o pétiletého chlapce, u
kterého se vyvinula akutni myeloidni leukemie, které¢ podlehl. Druhou nemocnou byla
osmileta divka, ktera zemfela diky rozvoji portalni hypertenze (sestra pacienta CZUHO04).
Tteti pacient zemfel na nasledky pfetizeni Zelezem pfi t€Zké anémii ve veéku patnécti let.
Tento chlapec mél kromé typického nalezu makrocytarni anémie a tézké izolované hypoplazie

erytropoézy i aplazii thenaru .

Tabulka ¢.2 Databaze pacientli s DBA

BM eryt-

Cislo oaci Mutova: o Proteinovi Po- Naro- Vikvdobi  SGA Anomii Nizky Nyn&jsi  Létba EPO i BFUEin

islopacienta o pp € trove Groveii  hlavi zen  diagnézy  (BW (g)) omaie vzrist  létba  leucinem  (IU/L) o BM®
buiiky (%)

CZUH21  RPSL7 c2T>G p"‘f“er;'}in"i'r‘]i"l M 1975 1lmésic  Ne (2600) hypoplazie thenaru Ne s Ano 0866 186 171179
CZUH02  RPS19 (379 386dup p"-e“flj“-ys M 1989  3tydny  Ne (2970) Zadné Ano  BMT Ne 53200 <5 3373
CZUH06  RPS19  185GSA pa;%mgz M 1992 2mésice  Ne (3100) Rt Bt s et Ne R Ne 0527 18 184/258

CZUH10 sestra p.Arginin56 . e 1.

pac. CZUH11 RPS19 c.167G>A Glutamin Z 1990 Nov. Ano (2500) Kraniofacialni dysmorfizmus Ne T, DRX Ano 03200 <5 5/117

CZUH11 sestra p-Arginin56 e %5100

rao.Czubo PSI9 c1e7e>a PLOIISS 71083 ednd  Ne(2650) Zadne Ne R Ne 035 252 17/248
CZUH14 RPS19  c.196_206del p"-fes‘fsefrg 7 1986 2mésice  Ano (2450) Zadné Ano  T,DRX Ano 01342 <5 271228
CZUHI5  RPSI9  c.356dupG P-Gg}éi”g M 1992  Nov. A';‘; (vt‘)sfo' Kraniofacidlni dysmorfizmus, astenizmus  Ne S-LD Ne o128 34 13/212
CZUH38  RPS19 233 250del ""'g;ﬁg.e'” 7 2005 2mesice  Ne (3100) Zadné Ne R Ne NA 24 NA
Eil;;':j RPS19  ¢.195C>G pT)ggS;"% 7 2008 Nov. Ne(3320)  ASD, kraniofacidlni dysmorfizmus Ne T Ano 3800 <5 NA
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CZUH430tec RPS19  ¢195C>G  PTYOSINGS i 9974 gmesich  Ne (3200) K‘“““’f“‘“'“‘dycs(':l‘l‘;’ﬁzm“s’ plerygia

Ano S Ano 04000 176 NA
Stop

p.Alanin20

CZUH49 RPS19 ¢.58G>C Prolin

M 1980 6 tydni Ne (3300) Atypické postaveni palce Ano T Ne NA 15 Ne

CZUHo1 RPS26  c.231T>G ‘}gﬁ‘;’;ﬂzz M 1993 2mésice  Ne (3010) Zadné Ao T,DRX Ano 03008 14 14/54

CZUH42  RPS26 caG>A  PMethioninl 5 o007 pnsic  Ne (3100) K“ppe'“V_Fe'h;Zfz?:ir;m' Sprengelova

Ny Ne T Ano n566 <5 NA
Isoleucin

CZUH46  RPS26  c.6_9delAAAG P-'-Y)s(‘“g'“fs 7 2010 Nov. Ne Mikrocefalie Ne T Ne NA 10 NA

‘

Ano (1100 Hypoplazie thenaru, kraniofacidlni
CZUH04 matka  RPL5 C.74-1G>A P-Glu)Z(SZGIYfS 7 1959 1 rok Bw)* ' dysmorfizmus, vysoko vyklenuté patro, Ne R Ne 208 206 A
mikroftalmie

Hypoplazie thenaru, kraniofacialni

dysmorfizmus, vysoko vyklenuté patro Ano R Ne ©36 204 NA

CZUH24matka RPL5  c.854C>T p'A\'j‘glii';m 7 1966 8mesici  Ano (2400)

Hypoplazie thenaru, tfi¢lankovy palec,

p.Tyr49Leufs 7
Fallotova tetralogie

CZUH32 RPLS €.145dupT X64

1986 2 mésice  Ano (2080)

Hypoplazie thenaru, kraniofacialni
Nov.. Ano (1900)  dysmorfizmus, vysoko vyklenuté patro, Ne T, DRX Ano 02300 <5 NA
PDA

CZUH4L RPL5 c.169_é7A2delAA p.Asn57Gluf M 2004

sX12

Hypoplazie thenaru, tii¢lankovy palec,

p.Tyrosin119 ici
CZUH37 RPL11 .357T>G st Z 1988  7mésici  Ano (2010) vysoko vyklenuté patro

Ne T, DRX NC o611 14,4 NA

‘

p.Leucin94 Deformity palce, kraniofacialni
CzunaTmatka  RPLLL ©.281T>G Z 195 1rok Ne (2600) dysmorfizmus, kratsi horni koncetiny

Ano R Ne NA NA NA
Stop

CZUHO07 ? - - 7 1993  S5mésicd  Ne (3080) Zadné Ne S Ne 01743 32 9/157

CZUH17 ? - - 7 1986  Imésic  Ano (2150) Zadné Ano BMT Ne 03210 9,6 242265

CZUH19 ? - - Z 1971 3 mésice Ne (3800) Zadné Ano S-LD Ne 02914 112 18/186

Kozni syndaktylie, nizka hranice vlasi,

) i . 5 i
CZUH25 ? Z 1987 Gmésici  Ne (3150) kraniofacidlni dysmorfizmus

Ano S Ne o555 7,6 203/582

Deformity palce, VSD, kraniofacialni

CZUH36 ? - - 7 1977  4mésice  Ne (3150) )
dysmorfizmus

Ano T,DRX Ne NA 18 NA

CZUH48 ? - - M 2010 9 mésict Ne (3150) Zadné Ne R Ne NA 124 NA
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Vysvétlivky

SGA maly pro gestacni vék, jsou to déti narozené s vahou pod nebo rovné
hodnoté -2SD vzhledem ke gestaénimu véku.

BW porodni hmotnost

Short stature nizky vzrist, je definovan jako vyska mensi nebo rovna hodnoté -

2SD vzhledem k populaci stejného véku

BM erythroidni buiiky normalni hodnoty: 15-25%
® progenitors/100,000 BM MNC: 5637CM + EPO
medium/MethoCult™GF + medium; BFU-E median pacienti: 17/172,
BFU-E median kontrol 191/333

M muz

S steroidy

o meéteno RIA - normalni hodnoty: muzi: 9 - 26 IU/L; zeny: 11 -
30 IU/L

BMT transplantace kostni dfen¢

R remise

F zena

Nov. novorozenecky vék

T transfuze

DRX deferasirox

* narozen pied 38. gesta¢nim tydnem

S-LD nizké davky steroidt (tzn. méné nez 0,2 mg obden)

NA nevysetfovano

ASD defekt sinového septa

] meéfeno solid-phase chemiluminescentni immunochemickou reakei -
normalni hodnoty: muzi: 3.5 - 17.6 IU/L; zeny: 3.7 - 19.4 IU/L

e po 1é¢bé ristovym hormonem

GVHD graft versus host disease

PDA otevieny ductus arteriosus

VSD defekt komorového septa

NC non-compliance

° DLBCL- difusni velkobuné¢ny lymfom z B bunék

? mutace u analyzovanych RPSs a RPLs nenalezena

. publikovany pacient v remisi po podavani leucinu

Pomér muzi k zenam v registru je 1:1,625. Incidence DBA v Ceské republice je 8,1 na milion
narozenych déti.

U vSech pacienti zahrnutych v registru se riizn¢ zavazna anémie projevila jiz v prvnim roce
veéku. Ve 4 piipadech byla vSak spravna diagnéza DBA u rodict stanovena az na podkladé
diagnozy ditéte.

Z anamnestickych tdaji vyplyva, ze ¢tyfi déti byly narozeny nedonosené (9,52 %), tedy pied
38. gestacnim tydnem, a patnact déti (35,7 %) se narodilo s porodni hmotnosti niz§i pro
gestaéni vék (SGA). U 30 nemocnych jsou piitomny nékteré z vrozenych vyvojovych vad,
v nékterych piipadech 1 vice vad soucasné. Jedna se o anomadlie palce, gotické patro,
kraniofacidlni dysmorfie, Klippeli-Feiliv syndrom, Sprengelovu deformitu, pterygia coli,
anomalie srdce a ledvin, mikrocefalii a mikroftalmii. Nejcastéji jsou zastoupeny
kraniofacidlni dysmorfie, a to u sedmnacti pacienti (40,48 %), a anomalie palce (zdvojeni

palce, tficlankovy palec a hypoplasie thenaru) u 16 pacientt (38,1 %) Gotické patro ma sedm
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nemocnych (16,7 %), vrozenou vyvojovou vadu srdce (Fallotovu tetralogii, nebo defekt
sinového septa) trpi 7 pacient (16,7 %). Sedmnact pacientll je malého vzristu (40,4 %).
Jeden chlapec s DBA byl indikovan k [é¢bé ristovym hormonem a v soucasné dobé jeho
vyska odpovida popula¢nimu praméru.

Z celého souboru pacientti s DBA pouze Sest (14,2 %) nema zadnou vyvojovou anomalii nebo
maly vzrist.

Z dalSich udaju je tfeba zminit, Zze jedna pacientka s prokazanou kauzalni mutaci RPL11
onemocnéla ve veku tficeti Sesti let difiznim velkobunéénym lymfomem z B bunék. Tento
piipad spolecné¢ srozvojem AML u pacienta, ktery zemiel pfed zafazenim do registru,
potvrzuje tdaj o CastéjS$im vyskytu malignich onemocnéni u pacienti s DBA (4,8 %), a to

prevazné hematologického ptivodu.

5.2 Odpovéd’ na 1é¢bu

Jedinou dosud uznavanou medikamentozni 1é¢bou DBA, ktera sice neni kauzalni, ale muze
onemocnéni dlouhodobé stabilizovat, je terapie kortikoidy. Na 1é¢bu kortikosteroidy prvotné
odpovédélo dvacet dva pacientl (52,38 %). K dneSnimu dni stale kortikoidy uziva deset
nemocnych (23,8 %). Pokud tato 1écba nevede k zlepSeni anémie, pacientim zbyva jedina
vhodna lécba a to podavani transfizi. V ptipad¢ ptibuzenského déarce je mozno provést
transplantaci kmenovych bunék, ktera s sebou nese Cetna rizika a je urCena jen pro vybrané
pacienty. Nejedna se tedy o rutinni 1éebny pfistup. Sestnact 0sob z registru je zavislych na
pravidelné transfuzni terapii (38,1 %). Tti nemocni podstoupili transplantaci kostni diené
St€épem od HLA identického sourozence. Jeden z nich zemfel na multiorgdnové selhani pfi
generalizované infekci parvovirem B19 s tézkou akutni reakci $t€pu proti hostiteli (CZUH26),
zbyli dva pacienti jsou dvanact (CZUHO02) a tfinéact let (CZUH17), po transplantaci a jejich
stav je velmi dobry. Tfinact pacient je V remisi onemocnéni a nevyzaduje Zadnou 1écbu.

V minulosti jsme jiz prokazali pozitivni in vitro efekt L-leucinu na hladinu translace v
buiikach pacientil s DBA. Bylo prokazano, ze pravé tato aminokyselina aktivuje translaci
mRNA aktivaci mTOR dréhy, coz bylo pozdéji potvrzeno u embryi zebficek s deficitem
Rps19 nebo Rps14 [180]. Efekt leucinu na erytropoezu byl popsan rovnéz na mySim modelu
[181]. L-leucin byl podavan 11 pacientim s DBA zavislym na transfizich a 2 pacientim
1é€enym kortikoidy ve véku 2-28 let po dobu 1 roku. Byla pouzita davka 2000 mg/m2/den

rozdélend do tii dennich davek, ale u kazdého nemocného byla individuélné upravena dle
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vysledkti absorpce aminokyseliny do krevniho ob&hu. U pacienti byl kazdy mésic hodnocen
klinicky nalez, krevni obraz, jaterni funkce a hladina feritinu. U vSech pacienti byla
pozorovana zvysena chut’ k jidlu a ptirGstek hmotnosti. U 11/13 pacientli bylo po 9 mésicich
sledovani prokazano signifikantni snizeni sérového feritinu. U 5/13 pacientti bylo pozorovano
postupné zvyseni poctu retikulocyti a hemoglobinu nasledované prodlouzenim intervalu mezi
transfizemi. U jednoho pacienta bylo mozno postupné potiebu transfuzi zcela eliminovat a
navodit remisi onemocnéni. U prvniho z pacientd 1é¢enych steroidy bylo jejich ddvku mozno
redukovat o 30%, u druhého pacienta byly steroidy zela vysazeny. P&t pacientii odpovédélo
pouze zvyseni chuti k jidlu, zvySenim hmotnosti a snizenim hladiny fertinu, coz umoznilo
snizeni davky chelatoru Zeleza. K definitivnimu zhodnoceni efektu jsou nezbytné mezinarodni
studie na velkém poctu pacientti. O nase vysledky je veliky zajem jak ve Spojenych statech
americkych, tak v fadé¢ zemi Evropy. V fijnu 2014 byl ve Spojenych statech americkych
zahajena studie efektu leucinu u pacienti s DBA: LECINE TRIAL podle naSeho navrhu.

Bude nas nasledovat studie ptipravovana pro pacienty ve Spolkové republice Némecko.

5.3 Metodiky vySetireni

5.3.1 Stanoveni aktivity eADA

Venozni krev (3-5 ml) byla odebrana do EDTA, byly odstfedénim oddé€leny cervené krvinky
a dvakrat promyty ve fyziologickém roztoku. Nasledné byla provedena enzymova assay ke
stanoveni eADA aktivity, dle popsaného postupu [182] s koneénym zvySenim koncentrace
adenosinu na 300 uM. Reakéni produkty byly kvantifikovany pomoci HPLC (SpectraSeries

System, Thermo Separation Products). Byla uréena koncentrace hemoglobinu [183].

5.3.2 Stanoveni hladiny erytropoetinu

U pacientt byly sérové EPO koncentrace méfeny pomoci radioimmunoassay (RIA) [184] a od
roku 2007 chemoluminescentni imunochemickou reakci pomoci IMMULITE 2000 EPO
diagnostické soupravy a IMMULITE 2000 zafizeni, podle pokynli vyrobce (Siemens

Healthcare Diagnostics).

46



5.3.3 Cytologické vySetieni natéri kostni diené

Natéry kostni dfené byly provedeny z Cerstvych vzorkl kostni diené ziskanych béhem jeji
punkce v dobé diagnostiky pacienta. Byly barveny dle Maye-Griinwalda-Giemsho a
vyhodnoceny za pomoci mikroskopu - Olympus BX51. Byla hodnocena buné¢nost a u 200
bun¢k proveden diferencialni rozpocet (zvétsSeni 200x a 1000x). Fotografie z natérti kostni
dfen¢ byly zpracovany digitdlnim fotoaparatem DP70, software pouziva: DP regulator, DP

spravce.

5.3.4 Analyza erytroidnich progenitori kostni di‘ené

Po podepséani informované¢ho souhlasu byly ziskdny aspirdty kostni dfen¢ od 20 pacientl
s DBA. Jako kontrolni vzorky byly pouzity buiiky kostni dfené¢ od osmi déti, srovnatelného
veéku, trpicich akutni imunitni trombocytopenickou purpurou s normalni erytropoézou a
granulopoézou. Mononuklearni bunky kostni dien¢ byly oddéleny odstfedénim gradientem na
Histopaque ® -1077. Buiiky s expresi CD34 byly vybrany pomoci MiniMACS - systému
magnetické separace a CD34 isolacnim kitem progenitorovych bunék (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Némecko). BFU-E a CFU-GM progenitorové eseje byly provedeny na
methylcelulozovych kulturach podle Iscove et al.[185]. Byly pouzity dva typy kultivac¢nich
médii: (1) MethoCult ™ GF + medium (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada), které
obsahuji vysoké davky rekombinantnich lidskych ristovych faktord (HDGF): (SCF 50 ng/ml,
GM-CSF 20 ng/ml, IL-3 20 ng/ml, IL-6 20 ng/ml, G-CSF 20 ng/ml, EPO 3 U/ml) a (2) nase
standardni kultivaéni médium (5637CM + EPO): Iscovovo modifikované Dulbelccovo
Medium obsahujici 30% fetalni bovinni sérum, 0,1 mM 2-merkaptoethanolu, 0,1 mM heminu,
1 % detoxikovany hovézi sérovy albumin, 1,3 % methylcelulézu (Fluka, Buchs, SV}'Icarsko),
thEPO 4 U/ml (Cilag, Zug, Svycarsko) a 10 % 5637 medium bunééné linie karcinomu
mocového méchyie (5637CM) [186]. Na zakladé zvetejnénych dat [187], po piidani 5637
CM k jednomu mililitru kultury byly vytvofeny 0,01 ng SCF, 0,2 ng GM-CSF a 4 ng G-CSF.
Kultury byly inkubovany ve zvlhéené atmosféie 5 % CO», 5 % O, a 90 % N,. Kolonie byly
hodnoceny po 14 dnech. U 14 pacientii s DBA byly progenitorové testy opakovany nékolikrat

po dobu ctyt let, stfedni hodnoty opakovanych méfeni se pouzily pro statistické analyzy.
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5.3.5 Statistika

Statistické analyzy porovnavajici primémé pocty kolonii byly provedeny pomoci Mann-
Whitneyho U nonparametrického testu pro neparova pozorovani. Test populacniho podilu a
test rovnocennosti dvou rozmérti byly pouzity pro porovnani poméri poctu novorozenct
s porodni hmotnosti neodpovidajici gestaénimu véku (SGA) ve skupiné DBA pacienti a
populace zdravych novorozenct a dale ke stanoveni korelace vyskytu anomalii u rliznych
typy mutaci RP. VSechny statistické testy byly provedeny pomoci GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA), p-hodnoty niz8i nez 0,05 byly povazovany za

signifikantni.

5.3.6 Analyza mutaci ribozomalnich proteini

Mononuklearni buiiky z periferni krve od pacienti s DBA a od zdravych kontrol byly
izolovany gardientovou centrifugaci pristrojem Histopaque 1077. Genomickd DNA byla
izolovana pomoci Genomic DNA purification kit (Fermentas-Burlington, Ontario, Canada).
Bylo analyzovano 22 gent kodujicich nésledujicic RP: RPS2, RPS3, RPS3a, RPS10, RPS12,
RPS13, RPS14, RPS16, RPS17, RPS19, RPS24, RPS25, RPS26, RPS30, RPL5, RPL11,
RPL13, RPL23, PRL26, RPL27, RPL35a a RPL 36. Jednotlivé exony s flanking oblastmi
byly amplifikovany pomoci PCR a odpovidajici PCR produkty by izolovany z agarového gelu
pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilde, Germany).

Izolovana DNA byla pouzita pro piimé sekvenovani pfistrojem ABI3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

K potvrzeni kazdé identifikované mutace, bylo sekvenovéani také provedeno na druhém
nezéavislém PCR produktu, a pokud byl k dispozici, pouzil se jako templat také jiny
genomovy DNA izolat PCR. V ptfipadé deleci a inzerci, byly klonovany pftislusné PCR

produkty k rozliseni mutované a wild type alely.
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5.3.7 Zpracovani a analyza vzorki kostni dieni pacientii s DBA

metodami pritokové cytometrie

5.3.7.1 Zpracovani bunék kostni diené ke stanoveni odpovédi na leucin a
lithium in vitro
Vzorek kostni diené v transportnim médiu byl rozd€len do zkumavek s obsahem 5 mi
gradientu a centrifugovan po dobu 30 minut pii otackach 2200/min. Nasledn¢ byly
aspirovany leukocyty oddélené gradientovou metodou, promyty promyvacim médiem a
Vv ptipadé znec€isténi vzorku erytrocyty byly tyto lyzovany za pouziti tkanové vody. Po ptidani
ALL média byly buiiky spocitdny na Biirkerové komurce a poté nafedény na pozadovanou
hustotu.
Bunky nafedéné na 400 000 bun¢k ml byly rozd€leny do 4 jednotlivych zkumavek
s kultivaénim médiem o objemu 25 ml (vysledna koncentrace 10 x 10° bun&k/25 ml). Do
dvou byl pfidan phytohemaglutinin (PHA) a do jedné jesté navic N-Acetylcystein (N-ACC).
Zbylé zkumavky slouzily jako kontrola.
e Pro potieby experimentu bylo pouZito:

o 1.zk—25ml ALL média + 10 x 10° b+ PHA

o 2.zk-25ml ALL média+ 10 x 10° b — PHA

o 3.Zk-25ml ALL média + 10 x 10° b + PHA + N-ACC

o 4.Zk-25ml ALL média + 10 x 10 b — PHA - N-ACC
Kazda z téchto ¢tyt skupin byla nasazena do 6- ti jamkovych paneld a osetiena Lithiem (Li),
Leucinem (Leu), nebo jejich kombimaci o specifickych koncentracich, a to: Li 2 mM, Li 10
mM, Leu 100 pg/ml, Leu 500 pg/ml, Li 2 mM+Leu 100 pg/ml, Li 2 mM+Leu 500 pg/ml, Li
10 mM+Leu 100 pg/ml, Li 10 mM+Leu 500 pg/ml.

5.3.7.2 Analyza proteosyntézy (Click It kit/Invitrogen)

Po tiidenni kultivaci v CO; inkubatoru pfi 37°C byla ¢ast bunék z jednotlivych jamek sklizena
a promyta vytemperovanym Ix PBS. Ke kazdému vzorku byly pfidany 2 ml média bez
methioninu a bunky jednu hodinu opét inkubovéany. Nasledné byl ptidan Click-It AHA L-
Azidohomoalanine (Invitrogen) a vSe znovu hodinu inkubovano. Po promyti 1x PBS byl
aspirovan supernatant a zafixovan ve 4 % paraformaldehydu po dobu 15 minut. Po stoceni
Vv centrifuze byl pfidan 0,25 Triton X- 100 a v8e inkubovéno opét 15 minut. Poté znovu vSse
promyto v 3 % BSA v 1x PBS a byl pfidan 0,5 ml koktejlu Click- It Cell reaction buffer kit
(Invitrogen) a inkubovano po dobu 30 minut. Po dal$im promyti 3 % BSA v 1x PBS bylo
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piidano 300 pl propidium jodidu a vzorky analyzovany na pritokovém cytometru (FACS

Calibur).

5.3.7.3 Analyza progenitorovych bunék

Po tiidenni kultivaci v CO; inkubatoru pii 37°C byla ¢ast vzorku sklizena, promyta 1x PBS +
10% FCSI. Do aspirovaného supernatantu byl pfidan 100 pl Binding pufru a protilatky: 5 pl
APC Annexin Va 10 pul Monoclonal Mouse CD 235a, Glycophorin FITC. Vse bylo
inkubovano 30 minut a nasledn¢ promyto 1x PBS. Aspirovany supernatant byl doplnén do 1

ml 1x PBS a vzorky méfeny na pratokovém cytometru (BD FACS Aria II).

5.4 Vysledky provedenych laboratornich vySetieni

V dobé¢ nezavislosti na transfuzich byla hladina erytrocytarni adenosindeamindzy zvySena u
19 z 22 pacienti (86.4 %). Jeden pacient a jeho matka s mutaci v RPL5 (CZUH24) a jeden
nemocny bez identifikované RP mutace (CZUH33) vsak opakované méli normalni hladiny
eADA. Zvysend hodnota eADA byla zjisténa u 4 osob ve 3 rodindch pacientti s DBA, které¢
nemaji zadné klinické zndmky onemocnéni DBA: u otce pacienta CZUHO06, u matky a sestry
pacienta CZUHO7 (u obou byla zjisténa lehka makrocytoza erytrocytli pi1 vySetieni KO) a u
matky pacienta CZUHOL.

Tabulka ¢.3 hodnoty eADA u 22 pacinetl v dob¢ nezavislosti na podavani transfiznich
piipravki (normalni hodnoty: 24-95 nmol hod™ " mg Hb™ %)

Mutovany eADA

Cislo pacienta RP Pohlavi (nmol hod™* mg
Hb™?)
CZUH21 RPS17 M 212
CZUHO06 RPS19 M 136
g;ﬂgié sestra pac. RPS19 7 204
CZUH14 RPS19 7 254
CZUH15 RPS19 M 145
CZUHO01 RPS26 M 96
CZUH04 proband RPL5 M 487
CZUH04 matka RPL5 Z 330
CZUH24 proband RPL5 M 78
CZUH24 matka RPL5 Z 86
CZUH26 RPL5 V4 210
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CZUH09 RPL11 Z 142

CZUH37 RPL11 z 303
CZUHo7 Ne 7 429
CZUH12 Ne M 745
CZUH17 Ne Z 135
CZUH19 Ne z 387
CZUH20 Ne 7 191
CZUH25 Ne z 183
CZUH33 Ne 7 78
CZUH36 Ne z 183
CZUH48 Ne M 138

Sérova hladina erytropoetinu byla zvySena u vSech pacientti, u nékterych vice nez stonasobné.
Jenom tfi pacienti vykazali hladinu EPO v koncentraci pod 100 IU/L, vSichni tfi jsou nyni
Vv remisi onemocnéni (CZUH11, CZUH20, matka CZUH24).

Podil jednotlivych erytroidnych prekurzorovych bun¢k kostni diené se u pacienti s DBA
pohybuje od méné nez 1 % ptes normdlni poCet az po zvySené hodnoty u nékterych
nemocnych. U 13 pacienti (35.1 %), pficemz z nich 7 ma remisi onemocnéni, 5 je 1éceno
steroidy, 1 je zavisly na transfuzni terapii, v dob¢ jejich zatazeni do registru, byla nalezena
normalni nebo zvySenda hladina erytroidnich prekurzort v kostni dieni. U téchto nemocnych
byly popsany mirné dysplastické rysy erytroidnich prekurzorti: megaloblastické zmény, bi —
nebo vicejaderné mezijaderné mustky, a/nebo chudd hemoglobinizace. Piekvapivé byly u 5
pacientll nalezeny dysplastické rysy megakaryocyti. U jednoho pacienta s mutaci RPLS
(CZUHO04) a u pacienta smutaci RPS19 (CZUHI15) byly pozorovany hypolobularni
megakaryocyty, podobné tém u pacientii s myelodysplastickym syndromem typu MDS 5q- .
V celé skupiné pacientll vysledky vySetfeni erytroidnich progenitorovych bunck potvrdily
jednoznacny pokles poé¢tu BFU-E (u mononuklearnich (p=0.001) a CD34+ bunék (p<0.007))
Vv porovnani s kontrolni skupinou (5637 CM+EPO medium). Kolonie BFU-E u vétSiny
pacientli byly mensi a mén¢ hemoglobinizované. Po¢et CFU-GM progenitori u pacientll
s DBA byl téméf stejny jako u kontrolni skupiny pacientd.

Vyznamny rozdil byl pozorovan mezi 5637+EPO-stimulovanou kulturou a kulturou
stimulovanou vysokodavkovanym ristovym faktorem pro kmenové bunky (SCF). Median
po¢tu BFU-E byl desetinasobny u kultur s SCF (172 kolonii na 100tis bunék) proti 17
koloniim na 100tis bunék u kultur s 5637CM+EPO. V kontrolni skupiné byl median BFU-E u
HDGF kultur (333 kolonii na 100tisic bun€k) pouze 1,7nasobkem v komparaci
s 5637CM+EPO kulturou (191 kolonii na 100tis bun¢k, hodnota p nevalidni) (obr. 6,7).Vyssi
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naroky BFU-E na SCF rastové faktor u DBA pacientli pozorované u progenitorovych kultur

mononuklearnich bun¢k kostni diené byly podobné jako u kultur CD34+ bunék. Vysledky in

Vitro testovani progenitor nemély signifikantni vztah k vyskytu fyzickych anomalii nebo

odpovédi na terapii. Navic nebyla nalezena ani korelace poctu progenitorit BFU-E a CFU-GM

s vékem pacienta a nedoSlo ke snizeni po¢tu BFU-E u pacienti s DBA kontrolovanych po

dobu ctyt let, coz neni vsouladu se zavéry jinych praci popisujicich pokles poctu

progenitorovych bunék u pacientl sledovanych vice nez 3 roky.

Obrazek ¢. 6 BFU-E kultura stimulovana 5637+EPO
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U tfi pacientl byla provedena cytometrickd analyza bunck kostni dfené. Cilem bylo prokazat
vliv leucinu, lithia a N-acetlycysteinu na erytroidni bunky. K rozliseni mononukleart (bunék
lymfoidnich erytroidnich) bylo pouzito glycophorinu, k detekci bun€k vstupujicich do
apoptozy, respektive apoptotickych bun¢k ve vSech fazich bunécné smrti, vyvolané at’ uz
apoptozou nebo nekrézou byl pouzit annexin, K detekci proteosyntetickych bunék bylo
vyuzito Click-It Kitu. Vysledky odpovédi u jednotlivych pacientl nejsou jasné prikazné, t.c.
nelze stanovit jasny hodnotici trend. Nepodafilo se nam jednozna¢né prokazat vliv N-
acetlycysteinu, prekurzoru glutathionu, na prodlouzeni pfezivani erytrocytarnich bunck, které
literatura popisuje pii oxidativnim stresu, ani jiz opakované popsany ptiznivy vliv leucinu na
rast erytroidnich bunék ¢i zvySeni poctu erytroidnich prekurzoru pti kultivaci s lithiem. Tato

analyza bude nadale probihat a pii vétSim vzorku pacientl o¢ekdvame prikaznéjsi vysledky.

5.5 Mutace ribozomalnich proteinii

Do dne$niho dne je identifikovano 23 riiznych heterozygotnich mutaci v péti ribozoméalnich
proteinech. Mutace RPS17, RPS19, RPS26, RPL5, a RPL11, byly identifikované u 31/42
pacienti (73,8 %) ve 25/36 rodinach (69,4 %). Ve vyse zminénych 25 rodinach s mutaci RP
byla mutace u vice ¢lenti nalezena u 6 rodin (28%). Nejvétsi pocet pacientd ma mutaci RPS19
genu — 12 pacienti (28,6 %) z 9 rodin, nasleduji mutace genu pro RPL5 — 8 pacientt (19,1 %)
z 6 rodin, mutace genu RPS26 byla pozorovana u 5 pacientd (11,9 %) z 5 rodin, mutace
RPLI11 genu u 5 pacientil (11,9 %) ve 4 rodinach a mutace v genu RPS17 byla nalezena u 1
pacienta (2,3 %)(viz.tab. 1). Celkové mutace genu pro ribozomalni protein malé podjednotky
byla nalezena u 15 rodin (60 %) a mutace genti pro RP velké podjednotky u zbylych 10 rodin
(40 %)

Béhem sekvenace genti pro dalSich 17 ribozomalnich proteini (RPS2, RPS3, RPS3a, RPS10,
RPS12, RPS13, RPS14, RPS16, RPS24, RPS25, RPS30, RPL13, RPL23, RPL26, RPL27,
RPL35a, a RPL36) nebyly nalezeny nové mutace. Nové probihd detekce mutaci pomoci

vysokokapacitniho sekvenovani

5.5.1 Mutace RPS19
Mezi pacienty v Ceské republice jsme identifikovali 9 riznych mutaci v genu RPS19 - tii

bodové mutace, jednu nesmysinou mutaci, dvé delece a dvé duplikace. Dvé bodové mutace
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byly nalezeny v ,,hot-spot™ misté: ¢.167G>A (p.Arg56Gln) u dvou sester s DBA (CZUH10 a
CZUHI11); a c.185G>A (p.Arg62Gln) u pacienta CZUHO06. Ttreti bodova mutace byla
lokalizovana na misté ¢.58G>C u pacienta CZUHA45 a vedla k substituci p.Ala20Pro a nebyla
doposud popsana. Nesmyslna mutace c.195C>G (p.Tyr65X) byla identifikovana u pacientky
CZUH43 a u jejiho otce. Jde o nove€ popsanou mutaci. Ze Ctyt zjisSténych deleci/inzerci, pouze
jedna zména nezptsobovala frameshift - delece 18 nukleotidi, vedouci k eliminaci Sesti
aminokyselin ve velmi konzervované doméné (pacient CZUH38; ¢.233_250del;
p-Ile78 GIn83del). Druha delece 11 nukleotidl (c.196 206del) u pacienta CZUH14 vede k
frameshiftu a vzniku pfedcasného stopkodénu (p.Leu66ArgfsX84). Inzerce/duplikace 8
nukleotid v exonu 5 (¢.379 386dup) byla nalezena u jednoho pacienta (CZUHO02). Stoji za
zminku, Ze tato mutace eliminuje stopkodon pii transkripci genu RPS19, coz pravdépodobné
vede ke sniZeni stability mRNA a néasledné haploinsuficienci (p.Leul31Lysfs). Dal§i mutace
byla nalezena u pacienta CZUH15, a to inzerce jednoho nukleotidu na konci exonu 4
(c.356dupG), ktera vede k frameshiftu a eliminaci poslednich 26 aminokyselin
(p.Gly120ArgfsX34). Posledni zjisténa mutace byla prokdzana u 2- mésicniho kojence a poté
u otce ditcte, ktery byl do 6 let véku zavisly na transfizni terapii a diagndé za DBA u ngj
vV minulosti nebyla stanovena. Jedna se o opét o novou dosud nepopsanou mutaci.

Souhrnem v genu RPS19 jsme u 12 pacientt (7muzd, 5 Zen) identifikovali 9 riznych mutaci,

Z nichz 5 (55.5%) bylo lokalizovano na exonu 4 a popsali jsme ¢tyii nové mutace.

5.5.2 Mutace RPS17

V naSem registru byla mutace RPS17 zaznamendna pouze u jednoho pacienta (pacient
znemoziuje zahdjeni biosyntézy proteinu kodovaného genem RPS17 (p.MetlArg). Exprese
RPS17 na této mutované alele proto miZe byt kompletné ztracena a pacient je

haploinsuficientni v produkci RPS17 proteinu.

5.5.3 Mutace RPS26

Doposud je popsano 12 odlisnych mutaci tohoto genu, ¢tyfi z nich byly identifikované u
pacienti v naSi databazi. Dvé ruzné mutace postihuji inicia¢ni kodon v exonu 1 (pacient
CZUHO03: c.1A>C, p.MetllLeu; pacient CZUH42: c¢.3G>A, p.Metllle), coz se velmi

pravdépodobné projevuje piferusenim zahajeni translace. Jedna z mutaci byla nalezena na
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akceptorovém spojovacim misté intronu 1 (pacient CZUH44: ¢.4-1G>A) a piedpoklada se, ze
blokuje spravné napojovani nukleotidii a tim nasledné zpusobi rozpad tvofici se mMRNA. U
pacienta CZUH46 byla identifikovand zatim neznamé mutace, delece 4 nukleotida
(c.6 9AAAG) v exonu 2, vedouci kposunu &teciho ramce na Ctvrtém  kodonu
(p.Lys4GlufsX40), takze jsou zachovany pouze prvni tfi aminokyseliny kédované genem
RPS26.

Posledni mutace byla identifikovana v exonu 3, zaménuje Cys 77 za Trp (pacient CZUHOI;
c.231T>G, p.Cys77Trp). Tato mutace byla taktéz zachycena na tirovni mRNA. Je zajimavé,
ze nativni RPS26 nezahrnuje tryptofan, takze vlozeni tryptofanu muze negativné ovlivnit
vlastnosti mutované¢ho genu RPS26. Cystein na poloze 77 je identifikovatelny jak u kvasinek,
rostlin a samoziejmé u lidi, timto je urcena jeho dulezitost pro spravnou funkci RPS26.
Vsechny mutace jsou sporadické a svym charakterem vedou k haploinsuficienci RPS26
proteinu.

Je dilezité zminit, Ze krom¢ zamény p.Cys77Trp, vSechny Ctyfi zbylé mutace odstrainuji celé
nebo témer celé kodujici sekvence RPS26, coz ma za nasledek uplnou ztratu funkce mutované

alely.

5.5.4 Mutace RPL5

V Ceském registru je zatim pacientll s DBA pospano celkem 6 rGznych mutaci tohoto genu,
dvé byly identifikovany v rodinach s vice postiZenymi pacienty s DBA (CZUH04, CZUH24).
Ctyti mutace (66,7%) jsou lokalizované na exonu 3 nebo v jeho tésné blizkosti, jedna mutace
je na exonu 6 a jedna na exonu 8. Charakter mutaci je nasledovny: jedna mutace je bodova —
postihuje spojovaci akceptorové misto (rodina pacienta CZUHO04), dal§i mutace je duplikace
jednoho nukleotidu (pacient CZUH32), u pacientt CZUH41,CZUH26 a CZUH40 jsou
popsany tii malé delece, posledni mutaci je dal$i bodova mutace (rodina pacienta CZUH24).
U pacienta CZUHO4 a u jeho matky byla detekovana bodovd mutace ménici AG ve
spojovacim akceptorovém misté intronu 2 na AA (C.74-1G>A), coz pravdépodobn¢ vede k
aberantnimu napojovani. Dalsi tfi mutace jsou lokalizované v exonu 3 a zplsobuji posun
Cteciho ramce s pied¢asnym ukoncenim syntézy fetézce - duplikace ¢.145dupT u pacienta
CZUH32 (p.Tyr49LeufsX64), delece 4 nukleotidt (c.169-172delAACA) u pacienta CZUH41
(p-Asn57GlufsX12) a delece 2 nukleotidd (c.175-176delGA) u pacienta CZUH26
(p-Asp59TyrfsX53). Dalsi delece c¢.565delG byla identifikovdna u pacienta CZUH40 na

exonu 6 (p.Glul89AsnfsX23). Bodova mutace ¢.854C>T na exonu 8 se nasla u rodinného
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piislusnika pacienta CZUH24 a je zodpovédnd za zaménu alaninu 285 za valin
(p.Ala285Val).
Zadna z vy$e popsanych mutaci RPL5 nebyla identifikovana na urovni cDNA, coZ znamené,

ze pacienti s DBA jsou haploinsuficientni v RPL5 produkci.

5.5.5 Mutace RPL11

U pacientt v Ceské republice byly zatim identifikovany 4 mutace, jedna z nich dosud
nepopsand (rodina pacienta CZUH47). Tato nova nesmyslnd mutace ¢.281T>G je v exonu 4,
jeji podstatou je zména leucinu na pozici 94 vedouci ke stop kodonu (p.Leu94X), pacientka ji
dédi po matce. Dalsi nesmyslna mutace €.357T>G u pacienta CZUH37 byla lokalizovana
také na exonu 4 a vede ke stop kodénu na pozici 119 (p.Tyr119X).

U pacienta CZUHO09 byla nalezena bodovd mutace €.59T>A na exonu 2, vedouci
k p.Leu20His. Tato mutace je detekovatelna i na trovni cDNA, a proto by se méla pienést i
do proteinu. Pfi porovnani sekvenaci lidského RLP11 genu s dal§imi 79 organizmy pies
houby, bezobratlé zivocichy a obratlovce, se u vSech z nich prokézal leucin na pozici 20 a
lysin na pozici 19 (Cislované podle potadi aminokyselin lidského proteinu RPL11), z ¢ehoz
vyplyva, Ze tyto dvé aminokyseliny mohou byt mimoiadné dulezité pro funkci RPL11 a proto

evolu¢né konzervované. Tato mutace tedy piisobi dominantné negativnim zptisobem.

5.6 Rodiny

V registru je 6 rodin s vice nez jednim pfipadem DBA a u vSech se nam podatilo identifikovat
kaizalni mutaci genu pro ribozomalni protein. Tfi rodiny maji mutaci RPS19, dvé€ rodiny maji
mutaci RPL5 a jedna RPL11.

U prvni rodiny s mutaci RPS19 jsou anémii postizeny dvé sestry (CZUH10, CZUHI11), které
maji kompletné rozdilny fenotyp onemocnéni. Star$i sestra (CZUHI11) je poslednich 15let
V remisi onemocnéni, ma hrani¢ni vysku, je bez télesnych anomalii a ma zvySeny MCV a
vysokou hladinu eADA. Mladsi ze sester (CZUH10) ma tézkou formu nemoci, je zavisla na
pravidelné transfuzni terapii, ma mirnou obli¢ejovou dysmorfii bez dalSich pfidruzenych
anomalii. Ob& sestry maji stejnou heterozygotni mutaci meénici smysl c¢.167G->A

(p.Arg56GIn) genu RPS19. Je zajimavé, ze u rodi¢u sester nebyla nalezena zadna mutace
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genu RPS19, z ¢eho vyplyva, ze mutace velmi pravdépodobné vychazi z gonadalnich bun¢k
jednoho z rodic¢i. Oba rodice maji normalni hodnoty MCV, HbF a eADA.

U druhé rodiny s identifikovanou mutaci RPS19 genu je postizen otec a dcera (CZUH43), oba
maji diskrétni obli¢ejovy dysmorfismus, otec ma pterygia colli, dcera ma defekt septa sini.
Otec je zavisly na steroidech a ma maly vzrist. Dcera je zavisld na transfizich, ani jeden
z nich se nenarodil s nizsi porodni hmotnosti. V posledni rodiné s novou dosud nepopsanou
mutaci RPS19 je postizen otec a syn. Otec je nyni v plné remisi onemocnéni, jeho diagnéza
byla zjiSténa az po stanoveni diagndézy DBA u syna. Syn (5 mésicti véku) je nyni zatim stale
zéavisly na transfuzich.

V dalsi rodin¢ s prokdzanou mutaci RPL5 genu (CZUHO04) jsou postizeni matka a syn. U
obou jsou vyjadfeny anomalie charakteru oblicejovych dysmorfii a hypoplazie tenaru, oba
maji gotické patro. Syn je sledovan pro maly vzrist a matka ma mikroftalmii. Oba se narodili
S nizkou hmotnosti vzhledem ke gestatnimu véku, matka se narodila pfedcasné ve 33.
gesta¢nim tydnu s porodni hmotnosti 1100 gramti. U obou je nyni onemocnéni v remisi. Starsi
sestra pacienta zemiela 5 let pred zahajenim zafazovani pacientll do databaze ve véku 8let na
komplikace portalni hypertenze, trpéla chronickou erytroblastopenii a méla stejné anomalie
jak jeji bratr.

Ve druhé roding s identifikovanou mutaci genu RPL5 jsou postiZzeni rovnéZ matka a syn
(pacient CZUH24), u obou jsou ptitomné facidlni dysmorfie, vysoké patro, anomalie palce
ruky a oba byli rovnéz narozeni S niz$i porodni hmotnosti vzhledem ke gestacnimu véku.
Zatimco syn byl pro nizky vzrist 1é¢en ristovym hormonem a dosdhl primérné normalni
vysky pro muzskou populaci, jeho matka nepodstoupila 1é¢bu ristovym hormonem a jeji
vyska je pod 3. percentilem pro dospélou zenskou populaci. Matka je v remisi, syn je zavisly
na kortikoidech, nepravidelné dostava transfuze.

V rodin€ s mutaci genu RPL11 jsou postiZzeny dcera (pacient CZUH47) a matka, ob¢é maji
facialni dysmorfie, anomalie palce a mirnou anémii. Matka ma kratsi horni koncetiny. Dcera
byla narozena s nizkou porodni hmotnosti ke gestatnimu véku, dosahla ale primérné vysky.
Matka je nyni v remisi onemocnéni, dcera je dlouhodobé¢ 1é€ena kortikoidy. Ve véku 36 let

podstoupila 1é¢bu pro difuzni velkobunécny lymfom (DLBCL), nyni je v remisi onemocnéni.
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5.7 Korelace genotyp — fenotyp

Pacienti s identifikovanou mutaci ribozomalniho proteinu byli rozd¢leni do skupin podle typu
mutace RP za ucelem zjisténi korelace mezi typem mutace RP, klinickym projevem nemoci a
odpovédi na 1écbu. Nejzajimavéjsi vztah mezi genotypem a fenotypem je mezi anomaliemi
doprovazejicimi DBA a vztahem porodni hmotnosti ke gestacnimu veku.

VSsichni pacienti ¢eského registru DBA s mutaci genu RPL5 anebo RPL11 maji defekt tvaru
palce obvykle s dalsi minimalné jednou télesnou anomalii (ve vétSiné piipadu se jedna o
oblicejovy dysmorfismus a vysoké patro). Na druhou stranu, defekt tvaru palce nikdy nebyly
pozorovany u mutace genu RPS19 (p<107), jen jeden pacient ma atypické postaveni palce.
Velice zajimavy je rovnéz fakt, ze vétSina pacientd s identifikovanou mutaci ribozomélniho
proteinu bez ptidatné anomalie s vyjimkou malého vzristu patii do skupiny mutaci genu
RPS19. Podobné jako u vrozenych anomalii byly pozorovany vyrazné rozdily i mezi porodni
hmotnosti pacienti s DBA. Nemocni s mutaci genit RPL5 nebo RPL11 se obvykle rodi
S nizkou hmotnosti vzhledem k jejich gestacnimu véku (87,5 % respektive 60 %), kdezto u
pacientll s mutaci genu RPS19 se maly vzrist vzhledem ke gestaénimu véku vyskytuje pouze
ve 25 %. U pacientti s mutaci RPLS5 (jeden pacient po 1é¢bé rustovym horménem) nebo
RPL11 je rovnéz Castéjsi maly vzrist nez u pacientll s mutaci RPS19 (50 %, 40 % a 33 %).
Pokud se tyka pacientti s mutaci genu RPS26, zda se, ze tvoii odlisnou klinickou jednotku.
Nemaji deformity tvaru palce a ani facialni dysmorfie, jsou u nich vSak pfitomny rtizné formy
postizeni skeletu: mikrocefalie, Sprengelova deformita, Klippelav-Feiliv syndrom nebo
deformity Zeber. Pouze jeden pacient se narodil s hrani¢ni hmotnosti vzhledem ke gestacnimu
veéku a vSichni nemocni dosahli primérné vysky. Zda se, ze jen u této skupiny pacientli lze
prokézat vztah mezi genotypem a pribéhem nemoci, jelikoZ vSichni pacienti s mutaci genu
RPS26 jsou dependentni na transfuzich. Naopak, skupina pacient s mutacemi RPS19, RPL5
a RPL11 zahrnuje jak pacienty v remisi, pacienty kortikodependentni tak i pacienty zavislé na
transfuzni terapii.

Analyza laboratornich nélezli (eADA, sérovy EPO, procento zastoupeni erytroidnich bunék
Vv kostni dieni a BFU-E Vv kostni dfeni) riznych skupin pacientli neprokazala zadny vztah mezi
vyslednymi hodnotami a specifickou mutaci ribozomalniho proteinu a ani mezi laboratornimi

vysledky a zavaznosti klinického pribéhu nemoci nebo odpovédi nemoci na 1écbu.
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5.8 Diskuze

Incidence DBA v Ceské republice je podobné jako v ostatnich registrech (4-10:1 milion Zivé
narozenych), i kdyz pomér Zeny:muzi je v Ceské republice 1:1,625 i piesto e obé& pohlavi
obvykle byvaji postizena stejnou mirou. Vék v dobé diagndzy a pocet piredcasnych porodi
taktéz koresponduje s publikovanymi pracemi. Rodinny vyskyt onemocnéni byl identifikovan
jen u 6/36 rodin (16,6 %), co je lehce nizsi pocet ve srovnani se zahrani¢nimi registry, kde se
popisuje vyskyt v rodinach mezi 17,5 — 40 % [55,122,189,190]. V naSem registru je popsan
vys$i vyskyt ptidatnych vrozenych anomalii (31 pacientd — 73,8 %), to je 1,5 - 2,5krat vice
nez v ostatnich dosud publikovanych souborech pacientd (30-50 %) [55,189]. 17 pacienti ma
nizky vzrist (40 %) a jenom u 6 pacientl (14,3 %) nebyla pozorovéna zadna télesnd anomalie
a ani nizky vzrust. VSichni ¢esti pacienti s mutaci RPL5 nebo RPL11 maji vadu palce ruky
obvykle s jesté jednou nebo vice piidruzenymi anomaliemi (obli¢ejovy dysmorfismus, vysoké
patro, srde¢ni anomalie), ve srovnani jen s 50 % vyskytu vrozenych vad u pacienti s mutaci
RPS19. Rozdil ve vyskytu anomalie palce spojenych s mutaci genu RPL5 nebo RPL11 oproti
mutaci RPS19 je statisticky vysoce vyznamny. Podobné vysledky byly zjistény ve velké
mezinarodni databazi zahrnujici 50 pacientli S mutaci RPL5 36 pacientll S mutaci RPL11 a
166 pacientti S mutaci RPS19, u nichZ byly nékteré malformace pozorovany u 84 %, 72,2 %, a
33,1 % pacient. Opét plati, Ze anomalie palce, kraniofacialni dysmorfismus a rozstépu rtu
a/nebo patra vysoce pievazovaly u pacient s mutaci RPL5 nebo RPL11 ve srovnani se
skupinou s mutaci RPS19 [191].

Cetnost déti s DBA, které maji maly vzrist pfi narozeni vzhledem ke gesta¢nimu véku (35,7
%), je signifikantné vy3si neZ u zdravé populace novorozencii v CR (p<0.001). Tato hodnota
je vyrazné vyssi v porovnani s publikovanymi vysledky. Boria et. Al. [191] popisuje incidenci
pouze 3,2 % (9/285) a Chen et. al. [107] ve Francouzském DBA registru udava 20 %
incidenci intrauterinni riistové retardace. VétSina déti malych pro sviij gestacéni vék (n=10/15)
ma mutaci genu RPLS nebo RPL11.

Pii porovnani fenotypu pacientli s mutaci RPS26 s nemocnymi s jinymi mutacemi RP je
patrné, ze pacienti s mutaci RPS26 se spiSe projevovali kosternimi abnormalitami nez
defektem palce a kraniofacialnim postizenim, maji normalni postavu a vSichni jsou zavisli na
transfuzich. PoCet nemocnych S touto mutaci v jinych registrech je vSak pfili§ nizky a je
popsano pouze nékolik anomalii, aby bylo moZno nase pozorovani potvrdit.

Bylo zjisténo vyssi riziko moZnosti vzniku asociovanych malignich onemocnéni u pacientti

s DBA. Popsali jsme 2 ptfipady — prvni pacient zemiel na AML jesté pred jeho zafazenim do
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naSeho registru, druha pacientka byla 1éena pro DLBCL a je druhym reportovanym
pacientem Vv celosvétovém pisemnictvi [192] s timto typem maligniho onemocnéni u DBA a
soucasné prvnim pacientem s DLBCL s mutaci genu pro RPL11.

Sestnact pacientl z ¢eské narodni databaze DBA je zavislych na transfuzich, 13 nemocnych je
VvV remisi a nepotiebuje Zadnou terapii a 10 pacientl je 1éCeno kortikosteroidy. Tii pacienti
podstoupili transplantaci kostni dfen¢ od svého HLA identického sourozence. 13 nemocnych
jsme zaradili do studie s leucinem. Jak jiz bylo uvedno u vSech pacientii byla pozorovana
zvysena chut’ k jidlu a ptirtstek hmotnosti. U 11/13 pacientli bylo po 9 mésicich sledovani
prokazano signifikantni snizeni sérového feritinu. U 5/13 pacientl bylo pozorovano postupné
zvySeni poctu retikulocyti a hemoglobinu nasledované prodlouzenim intervalu mezi
transfuzemi. U dvou pacientd bylo podavani leucinu ukonceno pro nespolupraci. Dosli jsme
k zavéru, ze i kdyZ neni leucin 1é¢ebnym prostiedkem pro vétsinu pacientt, jeho podavani se
zda byt pro pacienty s DBA prospesné. Ke zlepSeni diferencidlni diagnostiky pacienti s DBA,
zejména v pripadech bez popsané mutace RP gentl, byla vyvinuta fada laboratornich metod,
jako je vysetfeni aktivity eADA, hladiny sérového EPO, piipadné stanoveni BFU-E
Vv materidlu kostni diené a klonogeni testy. Aktivita eADA je u vétSiny pacientii s DBA
zvySend. Vysledky vySetfeni jsou vSak validni pouze u pacientd, ktefi nejsou zavisli na
podavani transfizi. U pacientd z ¢eského registru byla aktivita eADA zvysend u 19/22 (86,4
%) netransfundovanych pacientli, ale u tii pacienti (CZUH 33, CZUH 24 a jeho matka)
dosahovala opakované normalnich hodnot. Stanoveni hladiny eADA u netransfundovanych
pacientli mize urychlit ur€eni spravné diagnézy, zejména u pacientil bez prokazané mutace
RP genu a taktéz miize byt napomocné pti vyhledavani potencialnich darct kostni diené mezi
rodinnymi pfislusniky pacienta. Na druhé stran€ normalni aktivita eADA nevylucuje diagnozu
DBA. Navic je zvySena aktivita eADA nejpravdépodobnéji nespecificky fenomén spojeny
s defektni erytropoézou, protoZze byl pozorovan i u myeloproliferativnich onemocnéni, akutni
lymfoblastické leukemii a akutni myeloidni leukemii [56,193]. Aktivita eADA u
transfundovanych pacientl je zfeteln¢ ovlivnéna darcovskymi erytrocyty a proto vétSina
Z téchto pacientli ma faleSné normalni aktivitu eADA.

Nase zjisténi normalniho nebo dokonce zvySeného poctu erytroidnich prekurzorovych bunck
Vv kostni dfeni u 13 pacientli poukazuji na potencialni problémy v diagnostice DBA, zejména u
,»heklasickych® pfipadd. U nékterych pacientd mize byt pfitomen normalni nebo dokonce
zvyseny pocet erytroidnich prekurzorovych bunék spolu s retikulocytopenii a pfesto tito p
acienti s DBA jiz dale nespliiuji diagnosticka kritéria. Pokud je takovy pacient vySetien

hematologem az v pozdé€jsim veéku, nemusi byt u lehCich forem anémie stanovena spravna
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diagn6za DBA, zejména u jedinci bez znamé mutace RP genu a/nebo normalni aktivitou
eADA. Tato situace nastala u vSech tfi matek pacientti s mutacemi genu RPL5 nebo RPL11 a
u otce pacienta s mutaci genu RPS19. Spravna diagndza byla u téchto pacienti stanovena az
poté, co bylo onemocnéni DBA diagnostikovdno jejich détem. Navic pro pfitomnost
dysplastickych ryst erytroidnich prekurzorii a megakaryocyti byla matka pacienta CZUH04
puvodné sledovana s diagnézou myelodysplastického syndromu. Jeji syn mél taktéz pomérné
vyrazné dysplastické zmény megakaryocyti. Podobnost nékterych morfologickych vlastnosti
kostni diené u téchto DBA pacientt s mutaci RPL5 s MDS 5¢-syndromem je velmi zajimava
a je pavdépodobné¢ dusledkem haploinsuficience RP. Podobné dysplastické zmény
megakaryocyti dosud u pacientti s DBA nebyly popsany.

Vysledky in vitro kultivaci progenitorovych bunék potvrdily vysledky jinych vyzkumnych
tymu, tedy rozli¢ny stupen erytroidni odpovédi na podani SCF in vitro, a to i za neptitomnosti
erytroidniho vyzravani in vivo. Pocet kolonii BFU-E u vétsiny pacienti s DBA byl i pfes
limitované moznosti rastovych faktori (5637 CM+EPO) jednozna¢né nizsi nez u kontrolni
skupiny pacienti. Avsak u ¢tyf nemocnych jsme zaznamenali témét normalni hodnoty hladin
BFU-E (u dvou pacientli vremisi a u dvou kortikodependentnich pacientil). Také jsme
prokazali, ze kombinace supranormalnich koncentraci rekombinantnich ristovych faktort -
EPO, GM-CSF, IL-3, SCF a IL-6 nebo jen samotného SCF, mohou v kostni dfeni u pacientli
trpicich DBA vyznamné zvysit rist BFU-E, a to az na témé&f normdlni nebo normalni
hodnoty. Tento rast neni zavisly na klinické aktivité nemoci, nebo na pfitomnosti mutace
genu RP. Dle naSich zkuSenosti je zfejmé, Ze nelze jednozna¢n€ vyuZit stanoveni rlstu
erytroidnich kolonii pro urceni diagné6zy DBA, mtze byt pouze ¢astecné piinosné u pacientl
bez prikazu mutace v genu RP. Klinické pouziti SCF ke zlepSeni riistu kolonii neni mozné

pro jeho potencidlni zavazné vedlejsi tcinky.
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6 Deficit pyruvatkinazy

Deficit pyruvatkinazy (PK) byl prokdzan sekvenovanim genomické DNA u ¢tyt déti ve véku
10 mésict az 7 let. VSichni pacienti byli primarné vySetfovani v hematologické ambulanci pro
hemolytickou anémii nejasného pivodu. Jedna se o prvni détské pacienty s deficitem PK

v diagnostikované v Ceské republice

6.1 Soubor pacientii

Prvni dva nemocni jsou sourozenci, divka a chlapec ve v€éku jeden a ¢tvrt roku a sedm let.
Ob¢ déti se narodily v terminu. Chlapec byl eutroficky s porodni hmotnosti 3130 g a délkou
51 cm, divka hypotrofickd s hmotnosti 2100 g a délkou 44 cm. Po porodu byly obé déti
vyrazné ikterické. Hyperbilirubinémie byla protrahovand s nutnosti fototerapie. U chlapce
byla dokonce indikovadna i vyménna transfuze. V kojeneckém véku byly ob¢€ déti sledovany
pro hemolytickou makrocytarni anémii, ktera Sivyzadala opakované podani transfuzi.
V klinickém nalezu dominovala napadna bledost a mirna hepatosplenomegalie..

Divka po uplynuti prvniho roku Zivota postupné piestala byt zavisla na substituci transfuzemi,
jejich podani bylo obvykle potieba po prodélanych infekcich. Chlapec nadale vyzaduje
opakované podani erytrocytarni masy. Rodi¢e sourozenct jsou zdravi.

Tfetim pacientem je osmilety chlapec, ktery byl odeslan k dovySetfeni pro chronickou
makrocytdrni anémii. Stejné¢ jako u predchozich déti se u n& anémie objevila jiz
V novorozeneckém véku. Po porodu mél protrahovany neonatalni ikterus, pro ktery mél osm
dni fototerapii. Hemolytickd nemoc novorozence byla vylouc¢ena. Pro anémii bylo opakované
ticba podavat transfuze. Zvazoval se defekt membrany erytrocytu, proto byl proveden test
kryohemolyzy, ktery wvyloucil sférocytézu. Vzhledem k pietrvavajicim diagnostickym
rozpakiim byla provedena v jednom roce v€ku i punkce kostni diené, ve které byla zjisténa
akcentovana erytropoeza bez prukazu jiné patologie. Dale byl proveden test stability
hemoglobinu, vySetfena hladina fetdlniho hemoglobinu alkalickou denaturaci a autohemolyza,
vse s fyziologickym nalezem. Chlapec byl nadale sledovan hematologem pro stfedné t€zkou
makrocytdrni anémii spojenou s retikulocytozou a mirnou elevaci nekonjugovaného
bilirubinu. Terapii nevyzadoval. Pii klinickém vySetieni byla na chlapci napadna jen bledost,
organomegalie pfitomna nebyla. Matka chlapce je sledovana pro sideropenickou anémii, jiné

onemocnéné krve se v rodiné nevyskytuje.
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Ctvrty pacient je 18 mési¢ni chlapec, ktery byl poprvé vysetfen v hemato-onkologické
ambulanci 38. den svého Zivota pro hemolytickou anémii nejasného piivodu. Na nase
pracovisté byl odeslan pfimo z novorozenecké kliniky, kde byl hospitalizovan az do 30. dne
zivota. Jedna se o prvni dité¢ nezletilé matky, ktera méla v dobé porodu pouze 16 let.
T¢hotenstvi bylo sledovdno az od 20. tydne gravidity. Porod prob¢hl ve spadové nemocnici
akutné cisafskym fezem ve 40+2 gestatnim tydnu. Plodovd voda byla zkalend. Dité bylo
donosen¢, porodni hmotnost 3020 g a délka 49 cm. Po vybaveni byla nutna kratka insuflace
kysliku pro bezdesi a bradykardii. Ve 3. minuté se objevilo lapavé dychani a pozdéji poklesy
saturace, (SI02 40-70 %) které si vyzadaly intubaci a transport do neonatologického centra.
Opakované odesla smolka s piimeési krve. V klinickém nalezu dominovala apatie, hypotonie s
miotickymi zornicemi a vyrazné¢ iktericka barva kaze i sklér. Jiz pfi prvnim biochemickém
vySetfeni krve se objevila vysoka hladina bilirubinu (228 umol/l) spoleéné se zvySenymi
hodnotami jaternich testi (ALT 4,01 ukat/l). Byla zahajena intenzivni fototerapie.
Hemolytickd nemoc novorozence byla vyloufena, matka ma krevni skupinu O+ a
Vv t¢hotenstvi byly 2x vysetfovany protilatky, vzdy s negativnim nalezem. Nebyly pfitomny
znamky zanétu. V krevnim obraze dominovala tézka anémie s hemoglobinem 75 g/l, proto
byla podana erytrocytarni transfiize. V nasledujicich Sesti hodinach doslo opét k vyznamnému
nartstu hodnoty bilirubinu na 246 pmol/l, byla indikovdna vyménna transfize. Druhy den
zivota se objevila 1 tézkd trombocytopenie (14 X 1012) a byla aplikovana transfuze
trombocytll. Vzhledem k velmi intenzivnimu ventilaénimu reZimu a vysokym narokiim na
kyslik bylo provedeno echokardiografické vySetfeni, pfi kterém byly zjiStény znamky plicni
hypertenze. B&hem druhého dne Zivota se objevily kiece koncetin, ale na EEG bez prukazu
kiecové aktivity. Hodnoty bilirubiny se pohybovaly ve IIl. pasmu dle Hodra, proto bylo
pokracovano ve fototerapii. Tteti den Zivota se pfidala dal$i komplikace ve formé plastového
pneumotoraxu, ktery byl feSen konzervativné. Opét se objevila trombocytopenie s nutnosti
substituce trombocyti. Hladina bilirubinu kulminovala 5. den na hodnoté 351 umol/l s vyS§im
podilem konjugovaného bilirubinu (197 umol/l) a to i pfes kontinualni fototerapii dvéma
svétly. Celkovéa doba fototerapie byla 6 dni. 6. den byl hoch extubovan a jesté¢ do 13. den
vyzadoval oxygenoterapii. Poté byl jiZ stav stabilizovan, v dalSim prib&hu hospitalizace doslo
opakované k anemizaci, ale bez potieby podani transfizi.

U ditéte byla patrna mikrognacie, polydaktylie hornich 1 dolnich koncetin se syndaktylii na
levé noze, vyrazna hepatosplenomegalie a levostranny kryptorchismus. Polydaktylie pravé
ruky byla feSena jiz v novorozeneckém véku, kdy byl nadbyte¢ny prst plastickym chirurgem

odstranén
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6.2 Metody

U vsech déti bylo provedeno zékladni vysetieni krevniho obrazu a to véetné natéru periferni
krve k morfologickému zhodnoceni erytrocyti. Biochemické vySetfeni zahrnovalo vySetieni
laktatdehydrogenazy, volného hemoglobinu, haptoglobinu a bilirubinu (konjugovaného i
nekonjugovaného) a markerti metabolizmu Zeleza. Ze specializovanych vysetieni se jednalo o
test kryohemolyzy, prikaz Heinzovych télisek, elektroforézu hemoglobinu a test tepelné

stability.

6.2.1 Stanoveni aktivity pyruvatkinazy a G6PD

Z periferni krve odebrané do heparinu byly odstranény leukocyty a trombocyty filtraci pies
smeés mikrokrystalické celulozy s a-celulézou a poté byl piipraven enzymovy lyzat. Po
odstranéni plazmy centrifugaci byla vytvofena bunécna suspenze ve fyziologickém roztoku
(1:1). Konecny enzymovy lyzat byl zhotoven po pfidani bunééné suspenze do stabilizaéniho
roztoku obsahujictho EDTA a merkaptoethanol (1:9). Aktivita PK (E.C.2.7.1.40) byla
stanovena spektrofotometricky v temperované smési (37 °C) obsahujici laktatdehydrogenazu,
ADP, fosfoenolpyruvat a NADH sledovanim poklesu absorbance pii 340 nm (Infinite 200
NanoQuant, Tecan, Svycarsko). Specificka aktivita (U/g) byla vztazena k mnoZstvi
hemoglobinu v lyzatu stanoveném také spektrofotometricky pii 414 nm [136].

Aktivita G6PD byla urena rovnéZ spektrofotometricky pomoci komeréniho kitu (The

microplate neonatal G6PD screening assay, Bio-Rad Laboratories, Anglie).

6.2.2 Sekvenace genu PKLR a HFE1

Genomicka DNA byla izolovana z periferni krve pomoci QIAamp DNA Kitu (Qiagen, USA).
Vsechny exony byly amplifikovany pomoci PCR. Pro sekvenacéni reakci odpovidajicich PCR
fragmentl byl pouzit BigDye terminator kit v1.1 (Applied Biosystem, USA) a sekvenaéni
analyzy byly provedeny na sekvenatoru ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, USA).

6.2.3 Stanoveni hladiny hepcidinu
Hladiny hepcidinu byly stanoveny v plazmé (bioaktivni forma hepcidinu-25). Plazma byla

zamrazena pii -80°C. K méteni hladin hepcidinu bylo pouzito komeréniho ELISA-kitu (DRG

64



Instruments, Némecko). Parametry metody dle vyrobce byly nésledujici: dynamicky rozsah
0,9-140 ng/ml, senzitivita této metody byla stanovena na 0,9 ng/ml, reprodukovatelnost —

intra assay CV 4,86 %, inter assay test CV 11,42 %.

6.3 Vysledky

U vSech déti byla potvrzena makrocytarni anémie provazena retikulocytézou s hladinou
hemoglobinu v rozmezi 64-97 g/l a po¢tem retikulocyt od 8 do 19 % (tab. 4). Hodnoty LDH
a bilirubinu byly také u vSech nemocnych mirn¢ zvysené, bilirubin se pohyboval v rozmezi od
38 po 89 umol/l. U druhého pacienta (chlapec ze sourozeneckého paru) byla nalezena zvysena
hodnota feritinu 716 umol/l a v natéru jeho periferni krve byly prokazany nespecifické
morfologické zmény erytrocyti: polychromazie spolu s anizocytdzou (tab. 4).

Vyse zminénd specidlni vySetieni vyloucila poruchu membrany erytrocytll i nestabilni
hemoglobinopatie.

U ctvrtého chlapce byla v natéru periferni krve rovnéz ptitomna polychromazie, anizocytdza,
ale i terCovité erytrocyty, stomatocyty a echinocyty (obr. 8). Mél i vysoky pocet normoblastti -
38 %. Biochemické vySetfeni navic na rozdil od ostatnich déti potvrdilo velmi vysoké
hodnoty feritinu (3798 umol/l) a elevované jaterni enzymy. Hodnota erytropoetinu byla
Vv mezich S$irS§i normy. Ultrazvukové vySetieni prokézalo hepatomegalii 1 mirnou
splenomegalii., Pro opakovanou anemizaci bylo nutno opakované podavat transfize a pro
nartst hladiny feritinu aZz na 4853 umol/l bylo indikovano i zahdjeni chelatacni lécby
intraven6zné¢ podavanym desferioxaminem, V odstupu 3 meésici postupné doslo

k pozvolnému poklesu feritinu (1539 pmol/l).

Tabulka ¢. 4 Vysetfeni krevniho obrazu a biochemickych nalezii u pacientti
s deficitem PK

Hemoglobin g/l  Erytrocyty MCV fl MCH p/g Retikulocyty Bilirubin LDH Feritin ug/l
x 1091 % umol/I ukat/I
Pacient ¢.1 71 2,2 102,3 32,3 0,124 54 15,4 19
Pacient ¢.2 64 2,46 92,6 31,5 0,190 81 13,16 716
Pacient ¢.3 97 3,12 88,8 31,1 0,081 38 5,58 205
Pacient &4 77 2,76 84,4 27,9 0,024 89 3,75 4853
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Obrazek ¢. 8 Natér periferni krve pacienta ¢. 4 s deficitiem PK

U tf pacientl byla provedena i punkce kostni dfené, kterd vyloucila sideroblastickou anémii.
U divky a tfetiho pacienta bylo zjiSténo vyrazné zmnoZeni bunék erytroidni fady, a to
pfedevS§im mladych forem se znamkami mirné dysplazie.

U ctvrtého chlapce byla také vySetfena kostni dfefl s ndlezem pocetné pfiméiené erytropoezy,
ktera méla rovnéz dyserytropoetické rysy. Hoch podstoupil punkci kostni dfené opakovang,
béhem 6 mésict doslo k vyraznému zvyseni poétu prekurzorovych bunék az na 73,2 % a ke
zvyraznéni dyserytropoetickych rysu.

U vSech déti byla hodnocena aktivita enzymu pyruvatkinazy, ktera byla ve vSech piipadech
snizena. Jeji hodnoty odpovidaly pfiblizné tietinové hladin€ v porovnani se zdravymi jedinci.
Je zajimavé, Ze pfi stanoveni hladin aktivity G6PD a PK na jiném pracovisti nebyl deficit
enzymu u déti ani u rodi¢h prokazan.

K potvrzeni diagnozy byl u déti sekvenovan gen pro PK, u vSech byla nalezena kauzalni
mutace (tab. 5). Oba sourozenci jsou smiSeni heterozygoti pro v literatufe jiz popisované
mutace €.1529C>A(p.Arg510GIn) a ¢.1594C>T(p.Arg.532Trp) (obr. 9), které jsou
lokalizované na 11. exonu. Tteti pacient mé také smiSenou heterozygotni mutaci
€.1493G>A(p.Arg498His) a ¢.1529C>A(p.Arg510GIn) (obr. 10). U c¢tvrtého ditéte byla

nalezena delece v 11 exonu, jedna se o homozygotni mutaci, ktera vede k posunuti ¢teciho
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ramce prepisu mRNA do kratSiho proteinového fetézce, kde pravdépodobné chybi ¢ast nebo

cela aktivaéni doména.

Tabulka ¢. 4 Vysledky molekularné genetickych analyz pacientt s deficitem PK

Mutace Aktivitaenzymu  Aktivita
pyruvatkinaza G6PD

V Kkostni di‘eni %

Zastoupeni
cervené Fady

Pacient ¢.1 €.1529C>A (p.Arg510GIn) a 25% 8,48
c. 1594C>T (p.Arg532Trp)

Pacient ¢.2 €.1529C>A (p.Arg510GIn) a 56% 8,13
c. 1594C>T (p.Arg532Trp)

Pacient ¢.3 ¢.1493G>A (p.Arg498His) a c.1529C>A 32% 5,77
(p-Arg510GIn)

Pacient ¢.4 homozygotni delece v exonu 11, ktera vede 30% 5,83

k posunu ¢teciho ramce a piepisu mRNA do
kratsiho proteinového fetézce, kterému chybi cast
nebo cela aktivacni doména

74,1

40

73,2

Obrazek €. 9 Mutace genu pro PK u pacienta ¢.1 a 2

nl, ’w
e,

c. C1594T c. G1529A
(p. Arg532Trp) (p. Arg510Gin)

Obrazek €. 10 Mutace genu pro PK u pacienta ¢. 3

c1520C>A  c1493G>A
(p.Arg498His) (p.Arg510Gln)
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U nemocnych bylo doplnéno i vySetfeni hladiny hepcidinu, ktera byla u prvniho chlapce na
dolni hranici normy, coz nekorelovalo se zvySenou hladinou feritinu. U dalSich dvou déti byly
hladiny hepcidinu fyziologické.

ProtoZe u Ctvrtého pacienta 1 nadéle pretrvaval obraz tézkého pietizeni Zelezem a vySetiovana
hladina hepcidinu byla paradoxné vyrazné snizena (11,3 ng/ml), bylo u néj provedeno
vySetfeni k vylouceni vrozené hematochromatozy. Molekularné-genetické vysetfeni mutaci
c.845C>A (p.Cys 282Tyr), c.187C>G (p.His63Asp), c.193A>T (p.Ser65Cys) a mutaci pro
hemojuvelin, hepcidin a transferinovy receptor 2 Zadnou z nich neprokazalo. Dalsi vysledky
DNA analyzy vyloucily Pradertiv-Willyho syndrom i pfitomnost ¢astéjSich mikrodelecnich
syndromt. Dle klinického nalezu byla zvazovana i diagnéza Bardetova-Biedlova syndromu,
ptipadné i mutace genu pro karnitin-palmitoyl-transferatu 1A (CPT1A). Tuto koincidenci by
mohla vysvétlit velmi suspektni kosanguinita, ale ani jedna z moznosti zatim nebyla
genetickym vySetfenim potvrzena. Dité je také v péci hepatologa pro hemosiderozu IV.
stupné, neurologa pro opozdény psychomotoricky vyvoj a alergologa pro asthma bronchiale.

Nadale je zavisly na transfuzni a chelata¢ni terapii.

6.4 Diskuze

Vyse popsany soubor pacientll poukazuje na riznorodost klinickych projevil pii deficitu PK.
Dle jiZ v teoretické ¢asti zmin€nych italskych autori by mutace 1529A méla vést ke stfedné
tézké (Hb 80-100 g/1, podani 10 a méné transfizi) a mutace 1594T mirné (vice nez 100 g/l
Hb) anémii [125]. Pfesto u obou sourozencl s potvrzenou smiSenou mutaci c.1529C>A
(p-Arg510GIn) a c.1594C>T (p.Arg532Trp), byla nutna transfuzni terapie. Stejné tak hodnoty
Hb v rozmezi 64-73 g/l také spiSe svédci o t€zké forme anémie. Zajimavy je 1 fakt, Ze mutace
c.1529C>A (p.Arg510GIn), kterda byla prokazana u tii déti, je typickd pro stfedni Evropu,
nepodafilo se ovSem u Zzadného pacienta prokizat mutaci c.1594C>T, kterd ma byt
charakteristickd pro slovanskou populaci. Korelace mezi genotypem a fenotypem neni tedy
pfesné znama, ale piepoklada se, Ze velké delece a mutace, které méni Cteci ramec, patii mezi
formu nemoci.

Na pfetiZzeni organizmu Zelezem u nemocnych s deficitem PK muliZe mit podil mnoho faktord,
a to jak opakované podavani transfiznich ptipravkl, tak probihajici hemolyza, ale i

neefektivni erytropoeza. Vzdy je vhodné vylou¢it mutace genid pro hemochromatézu
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p.C282Y, p.H63D a p.S65C. Mozna koincidence obou nemoci neni neobvykla. Literarni
zdroje udavaji, ze az u 20 % Evropani lze nalézt mirnou zménu v metabolismu zeleza
spojovanou s heterozygotnim nosi¢stvim pro hlavni mutaci hemochromatézy p.C282Y, zatim
co jeSté vice je v populaci zastoupena heterozygotni mutace p.H63D. Recentni studie
objevily abnormality v HFE-genu u 35 % pacientii s PK deficitem nezavislych na podavani
transfiznich pfipravkl. Tyto abnormality jsou spojeny se zvySenim hladiny feritinu a Fe
v séru [134]. U posledniho chlapce se nepodatilo prokazat zadnou z téchto mutaci, mizeme se
domnivat, ze za extrémné vysokou hodnotou feritinu stoji tedy ¢asté podavani erytrocytarnich
transfizi spolu s vyraznou hemolyzou, hypofunkcni erytropoézou a paradoxné nizsi hladina
hepcidinu. Pfetizeni organizmu Zelezem bylo popsano i polytransfundovanych pacientd s
deficitem PK, kteti podstoupili splenektomii.

Hepcidin je kli€ovou molekulou, regulujici pfisun Zeleza do lidského organismu a jeho
rovnovahu jak na urovni bunék, tak celého organizmu. Erytropoetické aktivita pravdépodobné
kontroluje hladinu hepcidinu signdlnimi molekulami GDF15 a TWSGI. Tyto molekuly
reaguji na anémii. Zda se, ze stav erytropoezy je nadfazen v§em mechanizmim regulujicim
hladinu hepcidinu a tim i metabolizmus Zeleza v organizmu. Pfi anémii klesd hladina
hepcidinu, zejména u stavilt spojenych se zvySenou potiebou zeleza. Piikladem je
sideropenicka anemie, kdy se organizmus snazi kompenzovat zvySenym vstiebavanim Zeleza
sttevem. To je umoznéno poklesem hladiny hepcidinu. Jeho hladina naopak stoupd u
vrozenych hemochromatéz, u chorob sekundarn€ zvySujicich hladinu Zeleza a u akutniho
zan&tu. U pacientll s prokdzanym deficitem pyruvatkindzy se prokazala kombinace obou
faktori ovliviiyjicich hladinu hepcidinu. Jednim faktorem je anémie se zvySenymi naroky na
ptisun zeleza pfi zvySené erytropoeze, druhym faktorem je zvySend nabidka zeleza s vysokou
hladinou feritinu. V tomto ptipadé, jak jiz bylo dfive uvedeno, je tézka anemie nadfazena
signalim z pfetizeni Zelezem. Produkce hepcidinu je negativné regulovana GDF15, ¢imz je
snizena hladina hepcidinu. To vede ke zvySené rezorpci Zeleza ze stieva, a to zhorSuje
miru pietizeni Zelezem. U posledniho ditéte byla prokazana snizend hladina hepcidinu, ktera
mohla participovat na velmi vysoké hladin¢ feritinu. K vylouceni koincidence s ostatnimi
typy vrozené hemochromatozy bylo pro tGplnost provedeno sekvenovani HFE2A genu pro
hemojuvelin a HFE3 genu pro transferinovy receptor 2 S negativnim nalezem.

Je tftebaé upozornit na nutnost opatrné interpretace vysledka stanoveni hladiny PK, jelikoz u
pacientll po transfuzi mize dojit k hodnoceni aktivity enzymu déarcovskych erytrocytt. Pokud
nejsou odstranény kompletné leukocyty, jsou hodnoty také zkreslené. Aktivita PK enzymu je

az 300x vyssi v leukocytu nez v erytrocytu [125].
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Timto je teoreticky mozné vysvétlit faleSn€ negativni vysledek pii stanoveni aktivity PK na
predchozich pracovistich.

Ptesto, ze deficit pyruvatkinazy je nejcastéjsi enzymatickou abnormalitou glykolytické drahy,
ktera zptisobuje dédi¢nou hemolytickou nesférocytarni anémii, v Ceské republice bylo u déti
zatim popsano pouze nékolik ptipada. Je tedy ziejmé, ze mnoho onemocnéni deficitem PK je
V nasi zemi poddiagnostikovano, nebo jsou pacienti vedeni pod Spatnymi diagnézami. Dle
celosvétové prevalence 1:20.000 [125] by v Ceské republice mélo byt pfibliznd 500 osob
trpici touto nemoci. U naSich pacienti jde o prvni détské pacienty s priukazem kauzalni
mutace genu PK-LR. Soubor pacientli poukazuje na variabilitu klinickych ptiznakl u pacienti
s deficitem PK, ktera mize byt vzacné provazena zavaznym pietizenim zelezem. U pacientll
nesta¢i ke stanoveni diagnozy pouze urceni aktivity enzymu, kterd muize byt faleSné

negativni. Sekvenace genu pro PK je nezbytna.
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7 Parvovirus B19

7.1 Pacienti

Infekce parvovirem B19 byla prokdzana u osmi détskych pacientl ve v€ku 3 az 14 let, u
sedmi z téchto pacienti byla pfitomna anémie. Jednalo se o Sest chlapct a dvé divky.

Prvnich pét pacientit bylo vySetfovano v hematologické ambulanci nebo na hematologickém
oddéleni Détské kliniky pro tézkou anémii nejasné pfiCiny. Jednalo se o dvé divky a tii
chlapce ve veékovém rozmezi 7 az 11 let. Podle anamnestickych tidaji prob&hla u vsech
pacientti v piedchorobi infekce s teplotou. U dvou déti se jednalo o gastroenteritidu, u
jednoho o tracheobronchitidu a u poslednich dvou o celkovou slabost doprovazenou teplotou.
Krom¢ jedné divky, kterda byla sledovdna s podezienim na morbus Gilbert vzhledem
k napadnému ikteru sklér, nebyly ostatni déti nikde dispenzarizovany a s zadnym
onemocnénim se neléCily. Pti ndsledném vysetieni krevniho obrazu byla u vSech déti zjisténa
z4vazna anémie, a to v rozmezi 44-79 g/l hemoglobinu. Pfi detailnéjs$im fyzikalnim vySetfeni
u pacientl dominovala bledost, subikterus sklér a zvétSena slezina, ktera byla i sonograficky
potvrzena.

DalSim pacientem byl 14ti-lety chlapec, ktery byl pfijat na jednotku intenzivni péce Détské
kliniky pro febrilie s kaslem a dyspnoi. Tento hoch byl od tfi let véku sledovan pro
recidivujici infekce dychacich cest. Po piijeti bylo provedeno rentgenové zobrazeni srdce a
plic a doplnéno i echokardiografické vysetfeni srdce, kde byl prokazan vypotek v obou
pleuralnich dutinach a také v perikardu s pocinajicimi znamkami srde¢ni tamponady. U ditéte
byla ihned zahijena tfidenni lécba vysokodavkovanymi kortikoidy. Pfi sledovani
laboratornich odbérti se postupné u chlapce rozvijela trombocytopenie, pocet trombocyti klesl
k 10x10%1, a objevila se i mirnd neutropenie a anémie s hodnotami hemoglobinu kolem
115 g/l.

DalSim nemocnym byl 3,5lety chlapec, ktery byl oSetfen na pohotovostni ambulanci Détské
kliniky pro Ctyfi dny trvajici febrilie spojené se zvracenim, nechutenstvim a bolesti bficha. Pti
fyzikdlnim vySetfenim byla u chlapce prokazana pocinajici dehydratace a byl piijat na
standardni oddéleni k parenterdlni rehydrataci s diferencidlné diagnostickou diagnézou
gastroenteritidy. Klinicky byl hoch bledy, mél chladnéjsi periferii, byl zpoceny, kozni turgor
byl snizeny a palpatné byla hmatnd mirnd hepatomegalie. Byly provedeny zékladni

laboratorni odbéry a zahajila se rehydratacni terapie. Po dvou hodinach doslo k progresi

71



hepatomegalie a rozvoji tachykardie (170 pulsii za minutu). Pacient byl pieloZzen na jednotku
intenzivni péce, kde bylo provedeno rentgenové vysetieni srdce a plic s ndlezem rozsifeni
srde¢niho stinu (obr. 11). Bylo doplnéno echokardiografické vysetfeni, které odhalilo
zéavaznou dilataci levé komory a systolické selhanim myokardu, trikuspidalni insuficienci 2.
stupné a mitralni insuficienci 3. stupné. Ejek¢ni frakce byla jen 12 %. V laboratornich
vysledcich byla nalezena zvySend hodnota troponinu T. Thned byla zahajena 1écba kardidlniho
selhavani podanim dobutaminu, milrinonu a levosimendanu. I pies tuto lécbu za 3 hodiny
doslo k asystolii, pacient byl ihned kardiopulmonaln¢ resuscitovan a napojen na umélou plicni
ventilaci. I pfes protrahovanou kardiopulmonalni resuscitaci se u néj nepodafilo obnovit

sinusovy srde¢ni rytmus a osm hodin od pfijeti chlapec zemiel.

Obrazek ¢.11 RTG snimek hrudniku u pacienta s parvovirovou infekci a
Myokarditidou

Q Vieze 28 'g
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Posledni pacient je nyni dvanactilety chlapec, ktery byl od narozeni sledovan pro rozséhly
hemangiom v malé panvi. V roce véku podstoupil exstirpaci hemangiomu zasahujiciho do
sacrococcygealni a preacoccygealni oblasti véetné€ odstranéni kostréni kosti. Od Sesti let véku
uziva preparaty Zeleza pro sideropenickou anémii. V deseti letech byl piijat na hematologické

oddéleni k doSetfeni pro tézkou anémii a leukopenii. Primarné byl hospitalizovan ve spadové
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nemocnici, kde pro hladinu hemoglobinu 49 g/l byla podana transflize erytrocytarni masy a
vzhledem k tvodnim febriliim az 40,3 °C a pietrvavajicimi subfebriliemi byl pieloZzen na

klinické pracoviste.

7.2 Metody a vySetieni

U vSech nemocnych byly provedeny zakladni laboratorni vysSetfeni: krevni obraz a
biochemické vysetieni krve k vylouc¢eni hemolyzy a zhodnoceni funkce jater. U konkrétnich
pacientii byly sledovany markery srde¢nich funkei ¢i doplnéno specializované imunologické
vySetieni. U posledniho pacienta se pravideln¢ sleduje metabolismus Zeleza, proto byly
odbéry doplnény o markery metabolizmu Zeleza, resorpni test zeleza a test kryohemolyzy,
ktery byl proveden také u souboru déti sledovanych pro nejasnou anémii. U dvou pacientl

byla vySetfena kostni dfen.

7.2.1 Sérologické vysetieni
Titr protilatek IgG a IgM byl u vSech pacientii stanoven metodou ELISA za pouziti
komer¢niho kitu (Genzyme Virotech GmbH).

7.2.2 Izolace DNA ze vzorki kostni diené
Kizolaci DNA byla pouZita separace na mikrokolonkdch Nucelosin Blood Kit (Macherey-
Nagel, Diiren, Némecko). Izolovand DNA byla uchovéavana pfi teploté -20 °C. Postup izolace

byl dle ndvodu vyrobce.

7.2.3 Kvantifikace DNA Parvoviru B19 metodou qPCR

Pro stanoveni mnozstvi Parvoviru B19 z materialu byla pouzita kvantitativni real-time PCR
(qPCR) (dle Gruber F,2001). Amplifikacni reakce probihala v 20ul purifikované DNA
z klinickych vzorka a 30ug PCR amplifikacni smési (50mM KCl, 10mM Tris-HCI, pH 8,3,
5mM MgCl,, 200mM kazdého deoxynukleosidtrofosfatu, 2,5U Hot Start Taq Polymerase
(Sigma Aldrich) a 200nM kazdého promeru s 100nM TagMan hydrolyzac¢ni sondy znacené
FAM (Generi Biotech,s.r.o, Hradec Kralov¢é). Amplifikacni reakce prob¢hla
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Vv mikrozkumavkach v piistroji RitirGene 6000 (Corbett). S nasledujicim teplotnim profilem:
pocatecni denaturace 10 minut pti 95 °C a nésledn¢ amplifikaéni 40 cykla (95° C 15 s, 60 °C
60 s). Validace metody byla provedena externi kontrolou kvality v mezinarodnim systému
Quality Control for Molecular Diagnostics, Glasgow, UK. Pozitivni vzorky byly pouZity jako
kalibratory.

7.3 Vysledky

U vSech déti z prvniho souboru byla prokdzana anémie s Gtlumem erytropoézy s naslednou
retikulocytozou s hladinou hemoglobinu v rozmezi 44-79 g/l (tab. 6). Z biochemickych
parametrt byly hodnoty LDH a bilirubinu zvys$ené, haptoglobin byl spotiebovan (tab. 7). Pii
zjistovani typu anémie u vSech déti ze souboru potvrdil test kryohemolyzy sferocytozu, ktera
byla zfejma i z natéru periferni krve. Metodou PCR se podatilo prokazat DNA Parvovira B19
v krevnich vzorcich od vSech déti. Byla stanovena diagnéza aplastické krize pii infekci
Parvovirem B19 jako prvni manifestace hereditarni sférocytarni anémie. U dvou pacientl se
do Ctrnacti dnt vyvinul typicky exantém potvrzujici spravnost nasi diagnézy. Pozitivni
rodinnd anamnéza byla jen u jednoho ditéte, které nikdy nebylo pro toto onemocnéni

vySetfovano.

Tabulka €. 6 Hodnoty krevniho obraz u souboru pacientt s hereditarni
sférocytozou a aplastickou krizi pfi parvovirové infekci

Eg%’zl’l‘ MCVf  HBgll Ret% H(gg)r Y Lex10%1 Trx 1071 Hkt
1,65 83,6 55 19 39.9 77 143 0,13
1,9 80 54 11 28,4 34,4 531 0,154
2,64 80,2 77 5.2 325 15,99 196 0,27
1,68 : 44 0,6 : 4,6 157 0,11
278 78.4 79 6 36,2 8,21 335 0,26
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Tabulka €. 7 Hodnoty biochemickych vysetieni u souboru pacientti s hereditarni
sférocytozou a aplastickou krizi pii parvovirové infekci

LDH ukal/l Bilirubin umol/l Haptoglobin g/l Test kryohemolyzy
5,79 79 0,39 17,7%
5,61 32 0,04 39%
10,71 36 0,06 41%
8,42 19 0,04 23,7%
8,94 39 0,04 62,5%

U 14 ti-letého chlapce byla provedena punkce kostni diené, ktera vyloucila hemoblastozu a
cytologickym hodnocenim byla stanovena normalni bunécnost kostni dien¢ s lehce niz§im
zastoupenim prekurzorovych bun&k erytropoézy. Byl nalezen vétsi pocet aktivovanych
makrofagl s hemofagocytézou. Diagnosticka kritéria pro hemofagocytujici lymfohistiocytozu
krom¢ pancytopenie a vyssi hladiny feritinu vSak nebyla splnéna. Soucasné byl vzorek kostni
diené odeslan k detekci Parvoviru B19 pomoci PCR, diky které byla pfitomnost viru
prokazana (obr. 12). V periferni krvi byly nalezeny protilatky ttidy IgG i IgM jako potvrzeni
probéhlé infekce Parvovirem B19. Vzhledem k zdvaznému celkovému zdravotnimu stavu
nemocného byla zahdjena eradikacni lécba parvoviru B 19 imunoglobuliny (IVIG) ve
vysokych davkach — 0,4 g/kg po dobu péti dni. Lécbu bylo po Sesti tydnech nutné zopakovat a
to ve formé dvou davek IVIG 0,8 g/kg v odstupu 72 hodin. V navaznosti na tuto terapii
postupné doslo k Gstupu vypotkil a témét k normalizaci krevniho obrazu s pretrvavanim lehké
normocytarni anémie. Chlapec byl nasledné¢ kompletné¢ imunologicky vysetfen, byla u ngj
prokazana vrozena porucha imunity - bézna variabilni imunodeficience (CVID), kterd si

vyZaduje pravidelné podavani imunoglobulint a je v trvalé pé¢i imunologu.

Obrazek ¢. 12 Patologicky obrovsky proerytroblast v kostni dieni
nalez typicky pro infekci parvovirem B19
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U 3,5 letého definitivni diagnézu stanovila az pitva, byla prokdzana akutni lymfocytarni
myokarditida a gastroenteritida. Bioptické vySetfeni myokardu prokazalo vyraznou
lymfocytarni infiltraci v intersticiu a nekrézu myocyt (obr. 13). U ditéte se bohuzel infekce
parvovirem B19 potvrdila také aZ ze sekéniho materialu, ¢imZ byla zpétné€ prokazana etiologie
myokarditidy. Laboratorni vysledky neprokéazaly postiZzeni erytropoézy, ale potvrzuji literarni
informace o moznost postizeni nezralych bunék myokardu Parvovirem B19, ktery muze

zpusobit fulminantné probihajici myokarditidu.

Obrazek ¢. 13 Lymfocytarni infiltrace v intersticiu myokardu

U posledniho pacienta byla provedena punkce kostni difen¢ s vyloucenim hemoblastézy a s
nalezem tézké hypoplazie erytropoézy (5,2 %). PCR metodou byl prokazdn masivni nalez
DNA Parvoviru B19 jak v kostni dfeni, tak v periferni krvi. U chlapce byla diagnostikovana
tranzientni aplasticka krize pti parvovirové infekci. Pacient byl 1é¢en vysokodavkovanymi
imunoglobuliny, po kterych se jeho stav vyrazn¢ zleps$il. Az 14 dni po propusténi se objevil
celotélovy enantém (obr. 14), typicky pro patou détskou nemoc, v tu dobu byly hodnoty Hb a

leukocytt jiz normalizovany.
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Obrazek €. 14 Parvovirovy exantém na horni koncetiné

V jedenacti letech se opét objevila sideropenickd anémie. VySetfeni stolice prokdzalo infekci
Helicobacterem pylori, kterd byla potvrzena i endoskopicky a nasledné¢ byla zahdjena
eradikacni 1écba. Za Sest mésicti doslo k dal§imu poklesu hemoglobinu, opakované byla
prokazana krev ve stolici testem na okultni krvéaceni, proto gastroenterolog indikoval
provedeni MR enterografie. V oblasti colon descendens a oralni ¢asti colon sigmoideum byla
nepravidelné rozsifena sténa stfevni s vyraznéjSim sycenim Kontrastni latkou (obr. 15).
Endoskopicky byla potvrzena progrese hemangiomu sigmoidea (obr. 16). Vzhledem k
proliferacni aktivit¢ byla zahdjena lécba propranololem, po které nasledovaly opakované
transrektalni sklerotizace hemangiomu etanolem. Postupné doslo k zmenSeni hemangiomu,

ale 1é¢ba nadale trva.
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Obrazek €.15 Magneticka rezonance - vysetfeni malé panve
Rozsahly hemangiom

Obrazek ¢.18 Hemangiom v sigmoideu pti kolonoskopii
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7.4 Diskuze

V piipad¢, kdy jsou vyjadieny klasické klinické projevy nemoci, necini diagnéza infekce
parvovirem B19 u pacienta obvykle potize. Rozpaky pii diagnostice vS§ak mohou nastat u
vzacnych manifestaci choroby, pfedevsim u imunosuprimovanych jedinct. 14lety chlapec mél
prvotni klinické ptiznaky nespecifické, hematologické piiznaky vSak vzbudily podezieni na
parvovirovou infekci. VSechny projevy onemocnéni u pacienta odpovidaji popsanym
piiznakiim parvovirové infekce. Pleurdlni a perikardialni vypotky jsou popsany vzacné
[194,195], a to pravé u imunosuprimovanych pacientii. Pomérné Casto jsou u parvovirové
infekce zaznamendny anemie a trombocytopenie. U naseho pacienta se na jejich vzniku,
kromé& cytopatického pulisobeni viru a protilatek proti trombocytim, mohla podilet i
hemofagocyt6za, nami prokazana v kostni dieni. Obzvlasté téZky a protrahovany pribch
infekce vedl Kk patrani po diagnéze vrozeného deficitu imunity s naslednym odhalenim CVID.
Pravé u pacientd s primarnim a sekunddrnim imunodeficitem je popisovan velmi zavazny
prub¢h infekce parvovirem, ktera se miize manifestovat hepatitidou [196], pancytopenii [197],
hemofagocytujici lymfohistiocytézou, vzdcné generalizovanou infekei s multiorgdnovym
selhanim, se kterym jsme se setkali u pacientky po transplantaci kostni diené [198].
Protilatkova odpovéd’ byva insuficientni a infekce mtze ptejit do chronického stadia.
Enteroviry, Coxackie B a adenoviry jsou povazovany za nejcastéjSi pivodce myokarditidy
[199]. Vzhledem K rychlému rozvoji molekularni diagnostiky je v poslednim desetileti ¢asto
diskutovana otdzka vlivu parvovirové infekce na vznik myokarditidy, dilatacni
kardiomyopatie sizolovanou dysfunkci levé komory u dospélych i détskych pacientd.
Ptitomnost DNA viru se prokazuje metodou PCR z materidlu ziskaného pii biopsii myokardu
nebo z autoptického materialu pacientti s fulminantni formou myokarditidy. Jsou publikovany
kazuistiky o smrtelném prib&hu parvovirové myokarditidy u 8 a 5 letého chlapce [200,201] a
zavazném prub¢hu parvovirové myokarditidy u dalsi 3 déti [202]. V souboru 11 déti s tézkou
akutni myokarditidou byl parvovirus nalezen u 2 z 5 déti s virovou etiologii myokarditidy. Ve
studii 172 dospélych pacientli s myokarditidou byla po endomyokardialni biopsii pomoci
PCR metody prokazana DNA parvoviru B19 u 37 % ptipadt [203]. V souboru 38 dospélych
pacientd s izolovanou dysfunkci levé komory byla ptitomnost DNA viru potvrzena metodou
PCR u 84 % pacientd [204]. Parvovirova myokarditida (Parvovirus B19) byla divodem umrti
u 9% [205] a 11 % [206] kojenct se syndromem nahlého imrti. U parvovirem indukované
kardiomyopatie byva postiZzeni intrakardidlnich endotelidlnich bun€k malych arteriol a vén,

které se miize projevit dysfunkci endotelu, porusenim myokardidlni mikrocirkulace, penetraci
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bun¢k zanétu a sekundarni nekréozou myocyti [207]. Fulminantni pribéh parvovirové
myokarditidy je nastésti vzdcny, myokarditida ale miize probéhnout subklinicky a nendvratné
poskodit srde¢ni sval, poskozeni vede k nezvratnému srdecnimu selhani, smrti pacienta nebo
do obrazu dilata¢ni kardiomyopatie. Vzhledem k nizké séroprevalenci ve vékové skupiné déti
do 5let (2 %) a 5-9 let (21 %) jsou tyto déti nejvice ohrozenou skupinou pfii parvovirové
infekci.

U vSech stavl se zvySsenymi naroky na erytropoézu muze infekce Parvovirem B19 vést ke
vzniku t€zké anémie (pacienti s hemolytickou anémii, anémii z nedostatku Zeleza) [208,209].
U uvedenych nemoci je pro upravu anemie nutna zvysSena tvorba erytrocytti. Pfi parvovirové
infekci vzdy dochazi ke zpomaleni az zastaveni tvorby erytrocytl, u zdravého jedince se vSak
tento utlum vétSinou nijak neprojevi. Naopak, u stavll se zvySenym narokem na obrat
erytropoezy, tento utlum vede k rychlému rozvoji t€zZké anémie, mluvime o tzv. tranzientni
aplastické krizi (TAC), ktera ojedinéle miZe skoncit smrti jedince. Jak ukazujeme na souboru
pacienti s doposud nediagnostikovanou sférocytarni anémii, TAC muize byt u mirnéjsich
forem hemolytické anemie jeji prvni manifestaci. U pacienti s TAC je proto vzdy nutné
peclivé hematologické vySetfeni.

Za zminku stoji fakt, ze v akutni fazi aplastické krize u hemolytickych anémii nemusi byt
pritomen ikterus a pocet retikulocytl je relativné snizen, coz ji diferencuje od hemolytické
krize, pti které je hemolyza doprovazena Zloutenkou a retikulocytézou. Dva nasSi pacienti ze
souboru méli podle anamnézy pied vypuknutim parvovirové infekce kolisavy ikterus,
Vv jednom ptipad¢ na podkladé morbus Gilbert. U ditéte s intermitentni Zloutenkou by mélo
byt nutné vysetieni krevniho obrazu s retikulocyty, které miize 1 v ptipadé s lehce nizsi nebo
vzacné 1 normdlni hladinou hemoglobinu demaskovat dobfe kompenzovanou hemolyzu u
vrozené hemolytické anémie.

KoZni exantém paté détské nemoci je povaZzovan za nasledek ukladani imunokomplext do
kize, objevuje se s ndstupem protilaitkové odpovédi (vétSinou 2-3 tydny od vypuknuti
nemoci). U dvou pacientll se sférocytarni anémii se exantém objevil aZ za 10-12 dni od
zacatku febrilii, byl vSak hodnocen nespravné jako kozni alergicka reakce, nikoliv jako pata

nemaoc.
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Souhrn

Cilem prace je poukazat na vzacné specifické vrozené a ziskané poruchy erytropoézy a
poruchy energetického metabolizmu erytrocyti v détském véku. Prace je zaméfena na
onemocnéni Diamondovou-Blackfanovou anémii, deficitem pyruvatkindzy a anemii pfi
infekci Parvovirem B19.

Diamondova-Blackfanova anémie je vzacna vrozena aplazie erytropoézy, ktera je definovana
normochromni makrocytarni anémii, retikulocytopenii a normoceluldrni kostni dfeni se
selektivnim nedostatkem erytroidnich prekurzorovych bunék. Patii mezi syndromy selhdni
kostni dfené. Témér u poloviny pacienti s DBA jsou pfitomny dal§i vrozené vyvojové
anomalie (vrozené vady ledvin, srdce, kostni zmény aj.) a nej€astéjSim patologickym nélezem
je maly vzrist. Anémie je rtizné zavaznosti. Prace popisuje Ceskou narodni databéazi pacientt
s DBA a jeji vysledky. K dneSnimu dni probéhla analyza u 22 gent ribozomalnich proteint,
véetné¢ RPS14, ale mutace byly zjiStény jen u péti z nich: RPS19 (28,6 % pacientli), RLP5
(19,1 % pacient), RPS26 (11,9 % pacientt), RPL11 (11,9 % pacienti) a RPS17 (2,3 %
pacienti). 73,8 % pacientl z naSeho registru ma tedy uréenou mutaci RP. Mezi nejzajimavéjsi
udaje patii ty, které se tykaji korelace genotypu-fenotypu. Vsichni CeSti pacienti s mutaci
RPL5 nebo RPL11 maji vadu palce ruky obvykle s jesté jednou nebo vice pridruzenymi
anomaliemi (obli¢ejovy dysmorfismus, vysoké patro, srdeéni anomalie), ve srovnani jen s 50
% vyskytu vrozenych vad u pacientd s mutaci RPS19. Rozdil ve vyskytu anomalie palce
spojenych s mutaci genu RPL5 nebo RPL11 oproti mutaci RPS19 je statisticky vysoce
vyznamny.

Ve srovnani s jinymi narodnimi registry, je Cesky narodni DBA registr pomérné maly, ale
stale poskytuje nepfeberné mnozstvi novych zajimavych tudaji. Prace uvadi integrovany popis
42 DBA pacientit véetné jejich genotypu (73,8 % pacient G S identifikovanym mutace RP),
fenotypu (71,4 % pacienti S alesponn jednou souvisejici anomalii), laboratornimi nalezy
(eADA, sérovy EPO, analyzou dien¢ a klonogennimi testy) a 1écby.

Deficit pyruvatkinazy je druhy nejcastéjsi enzymaticky defekt vedouci k hemolytické anemii.
Cilem této ¢asti prace je demonstrovat klinické a laboratorni nalezy u deficitu PK u prvnich
détskych pacienti v Ceské republice definovanych na molekularni arovni. Jsou zde popséni
Ctyfi détsti pacienti se zavaznou nesférocytarni makrocytarni hemolytickou anémii, u kterych
se prokazala diagndza deficitu pyruvatkindzy. Byla u nich stanovena aktivita PK a provedena
sekvenace genu kodujiciho PK. Pro zvySeni hladin feritinu byla vySetfena hladina hepcidinu.

Aktivita PK je u vSech déti snizend (23-32 %). Dva pacienti jsou smiSeni heterozygoti pro
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mutace ¢.1529C>A (p.Arg510GIn) a ¢.1594C>T (p.Argb32Trp) a jeden pro mutace
€.1493G>A (p.Arg498His) a c.1529C>A (p.Arg510GIn). V jednom pfipadé se jedna o
pribéhem nemoci ma vysokou hladinu feritinu, avSak snizenou hladinu hepcidinu, coz se
muze podilet na pietizeni Zelezem.

Posledni cast dizertacni prace se zabyva onemocnénim parvovirem B19, virem, ktery je
puvodcem nékolika klinicky definovanych jednotek: paté nemoci u déti predskolniho véku,
hore¢naté infekce s artralgiemi, tranzientni aplastické krize u pacienti s hemolytickou anemii
a neimunitniho hydropsu plodu. Cilem prace je zhodnotit priabéh infekce parvovirem B19 u
déti s méné obvyklymi klinickymi projevy, které nejsou u parvovirové infekce bézné
popisovany. Infekce parvovirem B19 byla prokdzdna u 8 pacienti s nasledujicimi
diagnézami: perikarditidou s pleurdlnimi vypotky a trombocytopenii, téZkou anemii s
neutropenii, myokarditidou s fulminantnim pribéhem a ndhle vzniklou téZkou anemii
vyzadujici transfuzi. K prukazu infekce bylo pouzito vySetfeni protilatek tiidy IgG a IgM
(ELISA) a/nebo detekce DNA viru metodou polymerazové tetézové reakce. Parvovirova
infekce byla sérologicky a/nebo prikazem DNA viru prokidzédna u 5 pacientl s akutné
vzniklou téZzkou anemii, u kterych byla poté prokdzédna dosud nerozpoznana hereditarni
sférocytoza. U pacienta s perikarditidou, pleurdlnimi vypotky a trombocytopenii byla DNA
parvoviru prokazana v kostni dfeni i periferni krvi. Zavazny a protrahovany priab¢ch infekce
vedl k odhaleni vrozeného imunodeficitu: bézné variabilni imunodeficience. U dalSiho
pacineta se na vzniku tézké anemie doprovazené neutropenii se podilela chronicka
sideropenickd anemie se zvySenymi naroky na obrat erytropoezy. U pacienta s téZce
probihajici myokarditidou byla parvovirova infekce prokazana aZ v autoptickém materialu.
Pribéh parvovirové myokarditidy mize byt u déti vzacné velmi téZzky a skoncit fatalné.
Uvedené piipady demonstruji variabilitu klinickych pfiznakl infekce parvovirem B19, které
zavisi do zna¢né miry na imunologickém profilu hostitele a aktudlnich narocich na obrat
erytropoezy.

Z prace je ziejmé, Ze problematika vrozenych a ziskanych poruch erytropoézy a poruch
energetického metabolismu u déti je velmi rozsédhla a pomérné slozitd. Nase dil¢i vysledky

ukazuji na dal$i moznosti vyzkumu v této oblasti.
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Summary

The aim of the paper is to highlight specific rare congenital and acquired disorders of
erythropoiesis and disorders of energy metabolism of erythrocytes in children. The paper
focuses on the following diseases: Diamond-Blackfan anemia, pyruvate kinase deficiency and
anemia in Parvovirus B19.

Diamond-Blackfan anemia is a rare congenital aplasia of erythropoiesis, which is defined as a
macrocytic normochromic anemia, retikulocytopenia and normocellular bone marrow with
selective deficiency of erythroid precursor cells. It is included in a group of bone marrow
failure syndromes. Almost a half of patients with DBA have additional congenital anomalies
(defects of the kidney, heart, bone changes, etc.) and the most common pathology is small
sature. The anemia is of varying severity. The paper describes the Czech national database of
patients with DBA and its results. To date, we have analyzed 22 RP genes, including RPS14,
but mutations have been identified in only five of them — RPS19 (28.6% of patients), RPL5
(19.1% of patients), RPS26 (11.9% of patients), RPL11 (11.9% of patients), and RPS17
(2.3% of patients), together amounting to 73.8% of resolved cases. Most interesting data
relate to genotype—phenotype correlations. All Czech patients with RPL5 or RPL11 mutations
have a thumb defect usually with one or more other anomalies (facial dysmorphism, high-
arched palate, heart anomalies), compared with 50% of patients with RPS19 mutations. The
difference in the incidence of thumb anomalies associated with RPL5 or RPL11 mutations
versus RPS19 mutations is statistically highly significant. Though the Czech National DBA
Registry is relatively small in comparison with other National Registries, it still provides a
wealth of new interesting data. The paper presents 42 DBA patients including genotype
(73.8% patients with an identified RP mutation), phenotype (71.4% patients with at least one
associated anomaly), laboratory findings (eADA, serum EPO, bone marrow analysis and
clonogenic assays) and treatment.

Pyruvatekinase deficiency is the second most common enzymatic defect leading to a
hemolytic anemia. The aim of this paper is to demonstrate the clinical and laboratory findings
in the first paediatric patients with PK deficiency defined at a molecular level in the Czech
Republic. It identifies four paediatric patients with a severe nonspherocytic macrocytic
hemolytic anemia with a proven diagnosis of a pyruvate kinase deficiency. PK activity was
measured and sequencing of the PK encoding gene performed. Because of the increased
serum ferritin level, the hepcidin level was examined too. PK activity is reduced in all

children (23-32%). Two patients are mixed heterozygous for mutations ¢.1529C > A
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(p.Arg510GIn) and ¢.1594C > T (p.Arg532Trp) and one for the mutation ¢.1493G > A
(p.Arg498His) and ¢.1529C > A (p.Arg510GIn). In one case, there is a homozygous deletion
in exon 11, which has not yet been described. The patients with the most severe course of the
disease have a high level of ferritin but reduced levels of hepcidin, which may contribute to
iron overload.

The last part of the paper deals with the Parvovirus B19 infection. It is a virus that has caused
several clinically defined units: fifth disease in children of preschool age, febrile infection
with arthralgias, transient aplastic crisis in patients with a hemolytic anemia and non-immune
fetal hydrops. The aim is to evaluate the course of parvovirus B19 infection with less common
clinical manifestations in children that are not commonly described in parvovirus infections.
Parvovirus B19 was found in 8 patients with the following diagnoses: pericarditis with pleural
effusion and thrombocytopenia, severe anemia with neutropenia, myocarditis with fulminant
course and suddenly developed severe anemia requiring transfusion. For the purposes of
infection confirmation, a test for IgG and IgM (ELISA) antibodies and/or the detection of
viral DNA by the polymerase chain reaction were used. The parvovirus infection was detected
serologically and/or by evidence of viral DNA in 5 patients with an acute onset of a severe
anemia. They were later diagnosed with a previously unrecognized hereditary spherocytosis.
In a patient with pericarditis, pleural effusions and thrombocytopenia, parvovirus DNA was
detected in bone marrow and peripheral blood. A severe and prolonged course of infection has
led to the detection of congenital immunodeficiency: common variable immunodeficiency. In
another patient the emergence of a severe anemia accompanied by neutropenia was involved
in a chronic iron deficiency anemia with increased demands on the turnover of erythropoiesis.
In patients with severely ongoing myocarditis, parvovirus infection was proven only in the
autopsy material. The course of parvovirus myocarditis in children can be very severe and
rarely fatal. These cases demonstrate the variability of clinical signs of Parvovirus B19
infection, which largely depends on the host immunological profile and the current demands
on turnover of erythropoiesis.

The results of the paper indicate that the issue of congenital and acquired disorders of
erythropoiesis and metabolism disorders in children is very large and quite complex. Our

partial results point to a possibility of further research in this area.
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