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Sthrn: Hereditirna hemochromatéza sa povazuje za jedno z najcastejsich dedi¢nych ochoreni v populdciach kaukazoidného
povodu. Novsie sa ukazalo, Ze ochorenie je u viac ako u 80 % pacientov podmienené jedinou $pecifickou muticiou (mutacia
C282Y génu HFE). Ciel’ prdce: Overit vyznam uréovania muticie C282Y a H63D génu HFE metodou PCR v diagnostike heredi-
tarnej hemochromatézy v klinickej praxi. Pacienti: V obdobi od janudra roku 1999 do marca roku 2005 sme uskutoc¢nili analyzu
DNA u 500 pacientov s klinickymi priznakmi, ktoré sa mézu vyskytovat v stwvislosti s hereditdrnou hemochromatézou (cirhé-
za pecene, hepatopatia nejasnej etioldgie, diabetes mellitus, reumatologické problémy, bronzové sfarbenie koze, resp. labora-
térne nalezy hypersiderémie, zvysenej hladiny saturicie transferinu a hladiny sérového feritinu). Vysledky: Homozygotny stav na
muticiu C282Y sa zistil u 29 pacientov, heterozygotny stav u 75 a 10 pacientov bolo dvojitych heterozygotov pre mutacie C282Y
a H63D. U ostatnych 386 osob sme pritomnost mutacie C282Y nezistili. U 22 homozygotov bolo zobrazovacimi a/alebo histo-
logickymi metédami dokdzané postihnutie pecene. Casto sa vyskytoval diabetes mellitus 2. typu alebo porucha glukézovej to-
lerancie (10 pacienti), artropatia (9 pacienti), menej casto kardiomyopatia (2 pacienti), bronzovy kolorit koze sa zistil u 9 pa-
cientov. U homozygotov pre muticiu C282Y bola priemernd saturdcia transferinu signifikantne vy$sia v porovnani s C282Y he-
terozygotmi (p < 0,001), ako aj C282Y/H63D dvojitymi heterozygotmi (p < 0,05), resp. s pacientmi bez dokdzanej muticie
(p < 0,001). Priemerna koncentricia sérového feritinu bola u C282Y homozygotov signifikantne vyssia nez u C282Y/H63D dvo-
jitych heterozygotov (p < 0,001), u C282Y heterozygotov (p < 0,001) a pacientov bez pritomnosti mutacie (p < 0,001). Zdver: Na-
e pozorovania potvrdzuju, ze analyza DNA indikovana na ziklade fenotypickych prejavov je vyznamnym prinosom pre dife-
rencidlnu diagnostiku tejto zavaznej choroby. Dolezitost véasnej neinvazivnej diagnostiky hereditdrnej hemochromatézy pomo-
cou analyzy DNA poddiarkuje aj dostupnost jej jednoduchej, lacnej a i¢innej liecby, ktord spociva v opakovanych pustaniach
krvi (venesekciou alebo flebotémiou. Na zaklade nasich vysledkov odporticame geneticky skrining hereditarnej hemochroma-
tézy u jedincov s nalezom opakovane zvysenej saturacie transferinu, a to aj pri predpokladanej sekundarnej etiol6gii hemochro-
matdzy. Genetické vySetrenie je plne indikované aj u prvostupiiovych pribuznych homozygotov na muticiu C282Y génu HFE.

Klicové slova: hereditirna hemochromatéza - diagnéza - analyza DNA - skrining

Uvod

Hemochromatéza je znama od roku
18635, kedy Trousseau popisal zvlast-
nu formu diabetu s hyperpigmenta-
ciou koze (,,bronzovy diabetes*). Na-
zov ,hemochromatéza“ pouzil ako
prvy Recklinghausen v roku 1889 a ku
klasickej klinickej tridde (cirhéza
pecene, diabetes mellitus a bronzové
sfarbenie koze) pridal Sheldon v ro-
ku 1935 este poskodenie myokardu
a zliaz s vnuitornou sekréciou a Schu-
macher v roku 1964 aj postihnutie
kibov. Spolo¢nou pric¢inou tychto za-
vaznych zmien je dedi¢nd porucha
metabolizmu Zeleza, ktord sa klinic-
ky prejavuje az v dospelosti, obycajne
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po 40.-50. roku zivota. V dobe kli-
nickej manifestacie choroby je obsah
zeleza v organizme uz 15-20ndsobne
zvySeny v porovnani s jeho obsahom
(3-5 g) u zdravého dospelého clove-
ka [1,2].

Zaujem o tuto chorobu opit vy-
razne stapol po objaveni génu HFE
v roku 1996. Gén kéduje transmem-
branovy protein enterocytov duodéna,
keory sa viaze na transferinovy recep-
tor a zvySuje jeho afinitu k transferi-
nu saturovanému zelezom. Zistenie,
ze viac ako 80 % pacientov s heredi-
tdirnou hemochromatézou st ho-
mozygoti na mutdciu C282Y cha-
rakterizovanti zimenou cysteinu za

tyrozin v 282. polohe génového pro-
duktu otvorila moznost priamej mo-
lekulovej diagnostiky tohto stavu
v klinickej praxi [2]. Zaroven sa uka-
zalo, ze tato forma hereditdrnej he-
mochromatézy (oznacend aj ako HH
typ 1) nie je zriedkava porucha meta-
bolizmu Zeleza, ako sa to v minulos-
ti predpokladalo, ale naopak, je jed-
nou z najcastejsich dedi¢nych cho-
rob u Tudi eurépskeho povodu. Plati
to aj pre slovenskt populdciu, v kto-
rej je asi kazdy tisici (1 000. az 1 200.)
¢lovek homozygotom na tdto muté-
ciu a Zije preto so zvySenym rizikom
hromadenia zeleza v organizme [34].
ESte Castejsie sa vyskytuje toto ocho-
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Molecular genetic diagnostics and screening of hereditary hemochromatosis

Summary: Background: Hereditary hemochromatosis is considered one of the most common hereditary diseases in population
of Caucasian origin. In recent years, a candidate gene for HLA-linked hemochromatosis, HFE, has been cloned, and a single
G-to-A mutation resulting in a cysteine-to-tyrosine substitution (C282Y) has been identified in up to 80 % of study patients with
type 1 hereditary hemochromatosis. The purpose of the paper was to confirm the importance of genetic testing for HFE muta-
tions in making the diagnosis of hemochromatosis and find out a suitable diagnostic algorithm for the indication of this form
of diagnostics in patients suspected of hereditary hemochromatosis. Patients and methods: The examination of C282Y mutation
was conducted in 500 subjects. The most frequent indications for DNA analysis were hepatopathy of unknown ethiology, liver
cirrhosis, diabetes mellitus, bronze skin pigmentation in connection with high serum iron concentration, elevated transferrin
saturation and elevated serum ferritin levels. Results: In our group of patients, 29 homozygotes and 75 heterozygotes for C282Y
mutation were identified, 10 patients carried both C282Y and H63D mutations of HFE gene (compound heterozygotes), whe-
reas in 386 subjects the mutation was not found. The genotype-phenotype correlation showed that 22 homozygotes had liver
affection proved by imaging and/or histologic methods. Except the liver disorders, the most common symptoms of these pa-
tients were type 2 diabetes mellitus or glucose tolerance disorder (10 patients), arthritis or joint pain (9 patients) and cardio-
vascular disorders, such as cardiomyopathy (2 patients). Bronze skin pigmentation was present in 9 homozygotes. Transferin sa-
turation values were significantly higher in homozygotes for C282Y mutation as compared to C282Y heterozygotes (p < 0.001),
C282Y/H63D compound heterozygotes (p < 0.05) or wild type subjects (p < 0.001) respectively. Also serum ferritin levels were
significantly higher in homozygotes for C282Y mutation as compared to C282Y heterozygotes (p < 0.001), C282Y/H63D com-
pound heterozygotes (p < 0.001) and wild type subjects (p < 0.001) respectively. Conclusions: Our observations confirm that DNA
analysis significantly contributes to differential diagnostics of this severe, but in early recognition curable disease. Early de-
tection and phlebotomy treatment prior to the onset of cirrhosis can reduce morbidity and normalize life expectancy. It is readi-
ly identified through biochemical testing for iron overload using serum transferrin saturation and genetic testing for C282Y ho-
mozygosity. DNA analysis is recommended in patients whose transferrin saturation is 45 % or more on a repeated test. General
population screening has been waived in preference to targeting high-risk groups such as first-degree relatives of affected indi-
viduals and those with secondary iron overload, especially patients with chronic liver disorders and chronic anemia. This scree-
ning strategy is likely to continue until uncertainties regarding the natural history of the disease, age-related penetrance, and
management of asymptomatic individuals are clarified.

Key words: hereditary hemochromatosis - diagnosis - DNA analysis - screening
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renie v Ceskej republike, kde sa frek-
vencia C282Y homozygotov odhadu-
je na 0,11-0,15 % [5,6]. Zriedkavejsie
moze byt choroba podmienend mu-
taciami inych génov véitane génu he-
mojuvelinu (HH typ 2A), hepcidinu
(HH typ 2B), transferinového re-
ceptora (HH typ 3), feroportinu (HH
typ 4), a H subjednotky feritinu (HH
typ S) [71].

Hereditdrnu hemochromatézu je
potrebné odliSovat od sekunddrnych
foriem hromadenia Zeleza v organizme
(oznacuju sa ako ,,hemosiderézy“),
ktoré vznikaji najmi po opakovanych
transfuzidch krvi, pri chronickych
ochoreniach pecene alebo po dlhodo-
bom podavani preparitov zeleza.

Objavenie mutacii génu HFE a za-
vedenie molekulovej diagnostiky vy-
razne zmenilo pri tejto chorobe dia-
gnostické postupy. Kym donedavna
patrila biopsia pecene k $tandardné-
mu postupu pri diagnostike tohto
stavu, jej diagnosticky vyznam sa za-
vedenim genetického testovania vy-

razne obmedzil [8]. Délezitost véas-
nej neinvazivnej molekulovej diagnos-
tiky hereditirnej hemochromatézy
podc¢iarkuje aj dostupnost jednodu-
chej, lacnej a Gcinnej liecby tohto
ochorenia, ktord spociva v opakova-
nych venesekciach. Napriek obrovské-
mu ndrastu novych informacii o tejto
progresivnej a zadvaznej, no pri vcéas-
nej diagnostike plne lie¢itelnej cho-
robe, sme pri resersi slovenskej litera-
tary na MEDLINE nasli o tejto pro-
blematike iba ojedinelé kazuistické
spravy. Preto povazujeme za potreb-
né referovat o nasich skdsenostiach
v molekulovej diagnostike 29 pripa-
dov ochorenia, zistenych pocas selek-
tivneho skriningu na HH typ 1 a z4-
rovent zhodnotit indika¢né kritérid
na uskutocnenie tohto vySetrenia.

Metody a pacienti

Do $tudie sme zaradili 500 pa-
cientov, ktori boli v obdobi od janua-
ra roku 1999 do marca roku 2005
svojimi o$etrujicimi lekdrmi poukd-

zani na genetické testovanie pre he-
reditdirnu hemochromatézu. U kaz-
dého pacienta sa Standardnymi me-
tédami urcovali parametre metabo-
lizmu zeleza (sérovd koncentricia
zeleza, saturacia transferinu, celkova
vizobna kapacita pre zelezo (TIBC),
nesaturovand vizobnd kapacita pre
zelezo (UIBC) a tiez koncentricia fe-
ritinu v sére). Na analyzu DNA sa
odobrala vzorka 3-5 ml periférnej
krvi do 0,5 ml 0,5 M EDTA, geno-
mova DNA bola izolovand a sklado-
vand pri -20 °C az do vysetrenia.

V priebehu 5-ro¢ného obdobia sa
vysetrili vzorky krvi od 500 pacientov
s rovnakym zastipenim oboch pohla-
vi, ktori boli poukazani svojimi oSe-
trujacimi lekdrmi s podozrenim na
hereditirnu hemochromatdzu. Ana-
lyza DNA bola u 212 z nich (42,2 %)
indikovana v ramci diferencidlnej diag-
nostiky ochoreni pecene - najcaste-
jSia pracovnd diagnéza bola hepato-
patia nejasnej etioldgie (59 %) a cir-
héza pecene (31,6 %), menej ¢asto sa
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Tab. 1. Parametre metabolizmu Zeleza u 29 homozygotév pre muticiu C282Y génu HFE.

Muzi (22) Zeny (7)
priemer maximum minimum priemer maximum minimum

Vek 4972 70 17 497 61 39

Sérové zelezo (pmol/l) 4314 52,30 36,50 33,32%* 51,20 24,70
ST (%) 92,65 130,00 74,20 71,16%* 91,82 52,37
TIBC (pmol/l) 46,16 54,38 36,10 47 74 69,00 26,90
UIBC (umol/I) 442 12,69 0 14,42* 23,09 2,20
Feritin (ng/ml) 1503,85 3 536,00 55,00 294 94%** 766,00 78,00

TIBC - celkovd vizobnd kapacita pre Zelezo, UIBC — nesaturovand vizobnd kapacita pre Zelezo

*p < 0,001, **p < 0,01

vyskytovala diagnéza chronickej he-
patitidy (9,4 %). V druhej podskupi-
ne 245 o0s6b (49,2 %) uviedli lekari
pri indikovani vySetrenia na prvom
mieste hematologickt diagnézu (naj-
md hypersiderémiu nejasnej etioldgie).

V prvej Casti referovaného obdobia
sa analyza DNA uskutociiovala na za-
klade klinickych priznakov a jedno-
razového nalezu zvySenej saturicie
transferinu ¢i feritinu. V nasleduju-
com obdobi sa pouzil modifikovany
diagnosticky algoritmus, podla kto-
rého sa na vykonanie analyzy DNA
okrem klinického podozrenia vyza-
dovala aj opakovanym vysetrenim
potvrdend zvySena saturicia transfe-
rinu nad 45 %.

Analyza DNA sa uskuto¢nila v La-
boratériu klinickej a molekulovej
genetiky 2. detskej kliniky LFUK
a DFENsP met6dou polymerazovej re-
tazovej reakcie (PCR) s naslednou
analyzou velkosti restrikénych frag-
mentov. Vysetrenie mutdcie C282Y: z izo-
lovanej DNA sa amplifikoval regién
cielového tiseku DNA metédou PCR
pomocou primerov C282YF: STGG
CAA GGG TAA ACA GAT CC 3
a C282YR: S’CTC AGG CAC TCC
TCT CAA CC3’ [2]. Amplifikovany
fragment s velkostou 393 parov baz
(pb) sa stiepil restriktdzou Rsal
a vysledok sa vyhodnotil elektrofore-
tickou separaciou fragmentov DNA
na agarézovom géle. Pri normalnom
genotype sa zistili 2 fragmenty s vel-
kostou 251 a 142 pb, u homozygotov
na mutdiciu boli pritomné 3 fragmen-
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ty s velkostou 251, 112 a 30 pb, kym
pritomnost vietkych Styroch fragmen-
tov (251, 142, 112 a 30 pb) svedcila
o0 heterozygotnom nosi¢stve mutacie.
Vysetrenie mutdcie H63D: regién cielo-
vého tseku sa amplifikoval metédou
PCR pomocou primerov: H63DF: 5’
ACA TGG TTA AGG CCT GTT GC
3’aH63DR: 5’ CTT GCT GTG GTT
GTG ATT TTC C 3’ [2]. Amplifiko-
vany fragment s velkostou 294 pb sa
Stiepil restriktdzou Dpn II a vysledok
sa vyhodnotil elektroforetickou se-
paraciou fragmentov DNA na agaro6-
zovom géle. Pri normalnom genotype
sa zndzornili 3 fragmenty s velkostou
138, 99 a 57 pb, u homozygotov na
muticiu boli pritomné 2 fragmenty
s velkostou 237 a 57 pb, kym pri-
tomnost vSetkych Styroch fragmen-
tov (237, 138, 99 a 57 pb) svedcila
o heterozygotnom nosicstve muticie.

Kvantitativne premenné sa vyjadri-
li ako priemer + SE a Statisticky sa
hodnotili pomocou t-testu, resp. tes-
tu ANOVA. Kvalitativhe premenné
sa vyjadrili v percentich a Statisticky
sa hodnotili pomocou y testu, resp.
Fischerovho exaktného testu (pri men-
$om pocte pozorovani).

Vsetky vySetrenia boli v salade s etic-
kymi predpismi a pred analyzou
DNA boli pacienti oboznameni s ciel-
mi vy$etrenia a k jeho vykonaniu sa
vyziadal ich informovany stihlas.

Vysledky
Celkovo sme molekulovo-genetic-
kym vySetrenim zistili homozygotny

stav na muticiu C282Y u 29 (5,8 %)
pacientov. Tychto 29 oséb s vyraz-
nou prevahou muzov tvori doteraz
v slovenskej literattire. Heterozy-
gotny stav sa zistil u 85 (17 %) osob,
z nich 10 pacientov bolo dvojitych
heterozygotov pre mutacie C282Y
a H63D génu HFE (2 %). U ostat-
nych 386 0s6b sme pritomnost mu-
tacie C282Y génu HFE nedokazali.
Priemerny vek homozygotov na
muticiu C282Y bol v ¢ase diagnoézy
49,3 roka (medidn 51, rozsah 17-70 ro-
kov), vi¢sinu pacientov tvorili muzi
(v pomere 22/7). VacSina mala pokro-
¢ilé organové postihnutie - zobrazo-
vacimi a/alebo histologickymi met6-
dami bolo dokdzané poskodenie pece-
ne u 22 pacientov, z toho 10 pacientov
bolo vedenych pod diagnézou hepa-
topatie nejasnej etiologie, S malo so-
nograficky nalez steatézy pecene,
u 5 bola hlavnou diagnézou cirhéza
pecene a 2 pacienti mali chronickd
hepatitidu (1 pacient hepatitidu B
a 1 hepatitidu C). Dalej sa pomerne
casto sa vyskytoval diabetes mellitus
alebo porucha glukézovej tolerancie
(10 pacientov). Prejavy postihnutia
kardiovaskularneho systému (kardio-
myopatia) boli pritomné u dvoch osob,
postihnutie kibov u 9 pacientov,
bronzovy kolorit koze sa zistil u 9 jed-
notlivcov. Zeny homozygotky mali
miernejsie fenotypické prejavy ocho-
renia, ¢o u nich korelovalo s niz$imi
hladinami sérového Zeleza a feritinu
(tab. 1). Zo 7 zien bolo 42,9 % preme-
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Tab. 2. Priemerné hodnoty saturicie transferinu (ST), nesaturovanej vizobnej kapacity pre Zelezo
(UIBC) a sérového feritinu podla genotypu génu HFE. Udaje sii uvedené ako priemer + SE.
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C282Y/C282Y C282Y/H63D
ST (%) + SE 87,28 + 3,26 65,32 + 5,55%*
UIBC (umol/l) + SE 715 + 1,45 21,08 + 3,31%*

Feritin (ng/ml) + SE 1 216,01 + 229,56 163,10 + 135,90%

*p < 0,001, **p < 0,01

C282Y/0 0/0
57,42 + 2,88%
21,85 + 1,80%

222,97 + 47,79%

59,82 + 1,37*
2322 + 0,98*
388,84 + 49,02*

Klinické podozrenie na HH

Pl

saturacia transferinu (ST
.. ( )v — >
> 45 % u zien a > 50 % u muzov nie

l ano

opakované vysetrenie ST,
vySetrenie feritinu

nejednd se o HH, pri ST < 15%
pétrat po pricindch sideropénie

ST <45 % u zien
a < 50 % u muzov

v

opakované vysetrenie ST o rok

ST > 45 % u zien a > 50 % u muzZov

¢

genetické vySetrenie muticie

C282Y genu HFE
C282Y homozygot C282Y heterozygot muticia nepritomna

v v

vysetrit mutdciu H63D génu HFE

v v

C282Y homozygot, C282Y heterozygot sekundarna alebo
C282Y/H63D ina primarna
zmie$any heterozygot hemochromatéza

v v

hereditirna stanovenie koncentracie zeleza v peceni (MRI,
hemochromatéza biopsia pecene len ak je feritin > 1 000 pg/,
l pacient ma > 40 rokov, zvysené AST, ALT)

v

vySetrenie metabolizmu Zeleza feritin > 200 pg/l u zien
a genetické vySetrenie u prvo- a> 300 pg/l u muzov, zvy$ena

stupniovych pribuznych pacienta koncentricia zeleza v peceni
pnovych p yeh p P

ano L nie

flebotomicka liecba, pokial
nie je feritin < 50 pg/l

sledovanie, opakované vysetrenie para-
metrov metabolizmu Zeleza o rok

Schéma. Skriningovy algoritmus pre hereditirnu hemochromatézu.

nopauzilnych, z toho len 1 mala kli-
nické priznaky hemochromatézy.
Z postmenopauzalnych zZien (4) mali
3 hemochromatézu s priznakmi
hepatopatie.

U 10 zmieSanych heterozygotov
C282Y/H63D bol indikdciou ku ge-
netickému vysetreniu ndlez hypersi-
derémie, pripadne v kombinicii s he-
patopatiou neznamej etioldgie (6 pa-
cienti), resp. artropatiou (2 pacienti).

Diagnostickd efektivita analyzy
DNA sa lisila signifikantne (p < 0,001)
v zavislosti od inicidlnej klinickej dia-
gnodzy. V skupine 212 pacientov po-
ukdzanych v rdmci diferencialne;
diagnostiky ochorenia pecene bolo
identifikovanych 22 homozygotov
a 12 heterozygotov pre muticiu
C282Y a tiez 5 zmieSani heterozygo-
ti C282Y/H63D. V druhej podskupi-
ne 245 osob, ktori boli poukdzani
oSetrujicimi lekdrmi pre hematolo-
gickt diagnézu, sme identifikovali
5 homozygotov a 36 heterozygotov
na muticiu C282Y a tiez 5 zmiesa-
nych heterozygotov C282Y/H63D.
Genetickym skriningom rodinnych
prislusnikov C282Y homozygotov
(n = 43) boli zachyteni 2 homozygo-
ti pre mutaciu C282Y, 10 heterozy-
gotov pre tiito muticiu a jeden zmie-
$any heterozygot C282Y/H63D.

Efektivita genetického vySetrenia
sa vSak menila v zavislosti od pouzi-
tych fenotypickych kritérii na vyko-
nanie analyzy DNA. V prvej casti re-
ferovaného obdobia, kedy sa analyza
DNA uskutocriovala uz na zaklade
klinickych priznakov a jednorazové-
ho nélezu zvySenej saturicie transfe-
rinu ¢i feritinu, sa homozygotny stav
diagnostikoval v 10 z 369 pripadov.
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V nasledujicom obdobi sa pouzil
modifikovany diagnosticky algorit-
mus, podla ktorého sa na vykonanie
analyzy DNA okrem klinického po-
dozrenia vyzadovala aj opakovanym
vySetrenim potvrdend zvySend satu-
ricia transferinu nad 45 % (schéma).
Pri tomto postupe sa z 88 pacientov
zachytilo 17 homozygotov, ¢o zna-
mend viac ako 7-nasobné zvysenie
vytaznosti analyzy DNA (p < 0,001).

Parametre metabolizmu Zeleza (sa-
turdcia transferinu, nesaturovana vi-
zobnd kapacita pre Zelezo a koncen-
tracia sérového feritinu) sa hodnotili
v zavislosti od genotypu a tiezZ od
pohlavia vysetrenych osoéb. Homozy-
goti pre muticiu C282Y mali signifi-
kantne vys$iu priemernt saturdciu
transferinu v porovnani s heterozy-
gotmi na tito muticiu (p < 0,001),
s osobami s genotypom C282Y/H63D
(p < 0,05), ako aj s pacientmi bez do-
kazanej muticie (p < 0,001). Hodnoty
vol'nej vizobnej kapacity pre Zelezo
boli signifikantne niz$ie u homozy-
gotov pre mutaciu C282Y v porovna-
ni s ostatnymi genotypovymi sku-
pinami. Aj priemernd koncentrcia
sérového feritinu bola u C282Y homo-
zygotov signifikantne vyssia, nez u dvo-
jitych heterozygotov C282Y/H63D
(p < 0,001), u heterozygotov pre mu-
taciu C282Y (p < 0,001), resp. u pa-
cientov bez pritomnosti muticie
(p < 0,001), tab. 2.

Diskusia

Cielom danej prace bolo aplikovat
cieleny molekulovo-geneticky skri-
ning HH typ 1 v nasej klinickej praxi
a zaroven urcit indika¢né kritéria pre
jeho vykondvanie. V priebehu 5-ro¢né-
ho obdobia sme potvrdili homozy-
gotny stav na mutaciu C282Y u 5,8 %
z 500 0s6b poukazanych osetrujtci-
mi lekdrmi na genetické vySetrenie
v ramci diferencidlnej diagnostiky he-
patopatie, resp. hypersiderémie nejas-
nej etiolégie. Kedze ide o selektivhu
skupinu pacientov, vyskyt homozy-
gotov je vyrazne vyssi nez je ich pre-

valencia v slovenskej populacii, ktora
sa odhaduje na 0,1 % [3].

Tychto nami diagnostikovanych
29 homozygotov tvori doteraz naj-
vidsi subor pacientov s danou choro-
bou v slovenskej literattire. Prevaha
muzov medzi identifikovanymi ho-
mozygotmi je v stlade s literdrnymi
udajmi a moze svedcit o zniZenej pe-
netrancii ochorenia u zien (pravdepo-
dobne néisledkom strat zeleza v prie-
behu Zivota menstruaénymi krvaca-
niami, pri graviditich, pérodoch
a laktaciou) [9]. Priemerny vek ho-
mozygotov na muticiu C282Y bol
v case diagnézy 49,3 roka a bol tak-
mer rovnaky u muzov ako u Zien
(49,2 vs 49,7 roka). Rozdiel v pene-
trancii ochorenia medzi pohlaviami
bol vyrazne vyznaceny, az 90,9 % ho-
mozygotnych muzov malo klinické
priznaky hemochromatdzy, u zien
bolo toto percento nizsie (57,1 %,
p < 0,05). Manifestnd hemochroma-
téza bola Castejsia u postmenopauzal-
nych zien, ¢o stihlasi s idajmi o nes-
korSom nastupe ochorenia u tohto
pohlavia. Najmladsi pacient mal
v Case diagnézy len 17 rokov a bol
diagnostikovany na zdklade opako-
vane zvy$enej saturicie transferinu,
klinické priznaky ochorenia u neho
eSte neboli pritomné. Pacienti boli
v ase stanovenia diagndzy v roznych
stadidch ochorenia a mali variabilné
klinické prejavy z akumulacie Zeleza
v organizme. Priznaky poskodenia
pecene boli pritomné u viac ako 75 %
homozygotov, menej ¢asto sa vysky-
toval diabetes mellitus, resp. poru-
cha glukézovej tolerancie bez poru-
Senia exokrinnej funkcie pankreasu,
artropatia a kardiomyopatia. Bron-
zové sfarbenie koze sa manifestovalo
u menej nez 50 % homozygotov.

Hereditarna hemochromatéza typ
1 splna viaceré kritéria na zavedenie
plo$ného skriningu: ide o ¢asté ocho-
renie s dlhou presymptomatickou
faizou a naslednym progresivnym
organovym poskodenim, existuje
pomerne lacny neinvazivny diagnos-
ticky test v podobe analyzy DNA a je

znama aj jednoduchd, lacna a efek-
tivna liecba (pastanie krvi, fleboté-
mia), ktord sa dspesne pouziva v te-
rapii tohto stavu uz vyse 50 rokov
[10,11]. Napriek tomu v sti¢asnosti
zastava vic¢sina odbornikov zdrzanli-
vy postoj k jeho zavedeniu [8,12,13].
Ako hlavny argument sa uvadza ge-
netickymi a pravdepodobne aj envi-
ronmentalnymi faktormi podmiene-
nd relativne nizka penetrancia ocho-
renia a z nej vyplyvajlce potenciilne
etické problémy. Skutocne, iba u asi
50 % muzov a 25 % zien homozy-
gotnych pre muticiu C282Y génu
HFE sa vyvinie klinicky manifestné
ochorenie [14,15] a niektori autori
dokonca udédvaja eSte nizsie per-
centd [16,17].

Preto sa skor uprednostiiuje ciele-
ny, selektivny skrining hereditdrne;
hemochromatézy typ 1 na zaklade
fenotypovych prejavov v skupinich
pacientov, ktori st potencionélne
ohrozeni akumuldciou zeleza v orga-
nizme, ako napr. osoby s chronicky-
mi chorobami pecene a chronickymi
anémiami. Najcastej$ie pouzivanym
skriningovym testom je urcenie sa-
turdcie sérového transferinu (ST).
Senzitivita a Specificita saturacie ST
pri urcovani homozygotnosti na
muticiu C282Y sa meni v zavislosti
od zvolenych prahovych hodnét,
ktoré sa pohybuju v rozsahu medzi
45 % a 70 % - pri vyssich hodnotach
saturdcie ST je S$pecificita vyssia,
kym pri nizsich hodnotach sa zase
zvySuje pravdepodobnost, Ze sa za-
chytia aj pacienti vo véasnych Sti-
diach s menej pokrodilym orgino-
vym poskodenim [18,19,20]. Rovna-
ko spolahlivym markerom moze byt
aj nesaturovand vizobnd kapacita
pre zelezo (UIBC) v sére, avSak opti-
mélna prahovd hodnota nebola ani
pre tento test doteraz urcend [21].
Z druhej strany, koncentracia sérové-
ho feritinu nie je spolahlivym mar-
kerom ochorenia, ale v spojitosti so
saturdciou transferinu méze byt uzi-
tocnd pre hodnotenie G¢innosti fle-
botomickej liecby [8].
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Nase skiisenosti svedcia v prospech
selektivneho genetického skriningu
na zdklade hematologickych fenoty-
povych prejavov (najmi hodnot satu-
racie transferinu). Efektivita relativne
nédkladnej analyzy DNA sa az 7-na-
sobné zvysila po zavedeni diagnos-
tického algoritmu, podla ktorého sa
k vykonaniu analyzy DNA pozado-
vala okrem klinického podozrenia aj
opakovanym vysetrenim potvrdena
zvy$end saturdcia sérového transferinu
(schéma 1). Zistili sme pritom signi-
fikantny rozdiel (p < 0,001) pri po-
rovnani vytaznosti genetického vy-
Setrenia u pacientov s opakovane zvy-
$enou hodnotou saturicie sérového
transferinu nad 45 % oproti tym, kto-
ri tato podmienku nemali splnend.
Zaujimavym zistenim bolo, Ze rozdiel
v saturacii ST medzi pohlaviami bol
zisteny v nasom stbore len u pa-
cientov homozygotnych pre muta-
ciu C282Y a u zmieSanych heterozy-
gotov C282Y/H63D. U pacientov he-
terozygotnych pre mutaciu C282Y
a u pacientov bez pritomnosti muté-
cie sme takyto jav nepozorovali.
Vysvetlujeme to rozdielnym stupriom
akumuldcie Zeleza pri primérnej
a sekundidrnej hemochromatoze,
pricom rozdiel medzi pohlaviami
v miere pretaZenia zelezom je zre-
telny len u primarnej (hereditarnej)
formy hemochromatézy.

Existuje zhoda v tom, Ze selektivny
geneticky skrining je potrebné usku-
to¢niovat aj u rodinnych prislusnikov
pacientov homozygotov na mutaciu
C282Y, najmi u ich sturodencov,
u krorych je 25% pravdepodobnost,
ze zdedia obidve mutované alely. Na-
opak, vySetrenia pri ochoreniach,
keoré sa casto vyskytuju aj u pacien-
tov s hereditirnou hemochromaté-
zou (napr. diabetes mellitus 2. typu,
artropatie a kardiovaskuldrne ocho-
renia) nedokdazali vyraznejsi rozdiel
v zastupeni mutacii C282Y a H63D
génu HFE v porovnani s kontrolnou
populdciou, a preto sa selektivny
skrining na hemochromatézu v uve-

denych skupinach ochoreni v sticas-
nosti neodporuca [13,22].

Klinicky vyznam heterozygotného
nosicstva mutacie génu C282Y, kroré
sme dokdzali u 75 osob, nie je jed-
noznacne urceny. Za normdalnych
okolnosti nie je nosi¢stvo muticie
C282Y rizikové pre vznik hemochro-
matdzy, avSak klinicky manifestné
ochorenie sa méZe rozvinut aj C282Y
heterozygotov v koexistencii s vysky-
tom inych ochoreni, ako st chronic-
ké ochorenia pecene, porphyria cuta-
nea tarda a alkoholizmus, ktoré tak-
tiez vedd k zvySeniu mnoZstva Zeleza
v peceni [9]. Frekvencia heterozygo-
tov pre mutdciu C282Y bola v na-
$om stbore 17 %, ¢o je viac ako troj-
nasobok oproti beznej populdcii na
Slovensku (5,5 %) [3]. Tento rozdiel
poukazuje na vplyv muticie na zvy-
$ené vstrebavanie zeleza a jej nosic-
stvo je preto jednym z rizikovych fak-
torov pre vznik hemochromatézy.

Niektoré price zistili dvojnasobne
zvysené riziko infarktu myokardu
u muzov heterozygotov a tiez zvyse-
né riziko exitu z kardiovaskuldrnych
pricin u zien heterozygotiek pre mu-
taciu C282Y [23,24]. Iné tdaje viak
nedokézali potvrdit podstatny zdra-
votny dopad nosi¢stva mutacie [23].
K nim mézeme zaradit aj nase pozo-
rovanie o identickom zastpeni he-
terozygotov C282Y v kontrolnej po-
puldcii mladsich jednotlivcov a 0s6b
star$ich ako 80 rokov [25]. V budtc-
nosti st preto potrebné dalsie prace
na definitivne zhodnotenie mozné-
ho negativneho vplyvu heterozy-
gotného stavu vo vyvoji niektorych
kardiovaskularnych ochoreni ako aj
predpokladaného protektivneho po-
sobenia tejto mutdcie proti anemiza-
cii, napr. u pacientov s celiakiou.
Dalsie prace si vyzaduje aj overenie
efektu interakcie muticie C282Y
s inymi genetickymi faktormi v pa-
togenéze niektorych multifakto-
ralnych stavov.

Mutéicia H63D génu HFE nezabra-
nuje vizbe HFE proteinu na B,-mik-
roglobulin, a preto maja H63D ho-
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mozygoti len mierne zvysenti akumu-
laciu Zeleza v organizme. V sticas-
nosti sa uvazuje o tom, Ze mutacia
H63D ma maly, ak vobec nejaky kli-
nicky vyznam a samotnd nemoze
zapricinit nadmerné hromadenie Ze-
leza v organizme [27,28]. Na zaklade
tychto poznatkov sme muticiu H63D
v nasom subore vysetrovali len u pa-
cientov s dokdzanou muticiou C282Y
v homozygotnom alebo heterozygot-
nom stave. Identifikovali sme 10 pa-
cientov s tymto genotypom, pricom
hypersiderémia nebola natolko vyraz-
né ako u pacientov homozygotnych
pre muticiu C282Y génu HFE a kli-
nické priznaky ochorenia boli mier-
nejsie. Na zdklade nasich vysledkov
aliterarnych ddajov sa da usudzovat,
ze genotyp C282Y/H63D je samotny
v porovnani s genotypom C282Y/
C282Y menej rizikovym pre vznik
hemochromatézy. Jeho vyznam pre
vznik klinicky manifestného ochore-
nia z pretaZenia Zelezom sa moze pre-
javit najmd u pacientov, ktori st ohro-
zeni sekunddrnou hemochromatézou.

Véasnd diagnostika predstavuje
rozhodujici moment pre prognézu
pacienta. Nazory odbornikov sa zho-
dujt v tom, ze v¢asnd diagnostika
a primerand liecba dedi¢nej hemo-
chromatézy terapeutickymi fleboté-
miami zabranuje hromadeniu zeleza,
a tym aj vzniku zdvaznych komplika-
cii ochorenia a pacienti maji nor-
malnu dlZku preZivania. Flebotémie
zlep$uja kvalitu Zivota a mézu mat
vplyv na jeho predizenie aj u pa-
cientov s ireverzibilnymi komplika-
ciami, akymi sd cirhéza pecene alebo
diabetes mellitus [29-32].

Na zaklade nasich vysledkov odpo-
racame geneticky skrining hereditar-
nej hemochromatézy u jedincov s na-
lezom opakovane zvySenej saturicie
transferinu, a to aj pri predpoklada-
nej sekundarnej etiolégii hemochro-
maté6zy. Genetické vysetrenie je plne
indikované aj u prvostupriovych pri-
buznych homozygotov na mutaciu
C282Y génu HFE.
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