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Souhrn

Pfehledny ¢lanek pfiblizuje molekuldrné-genetickou podstatu hemoglobinopatii, jejich klasifikaci a fenotypické
projevy. Popis jednotlivych podskupin je doplnén o kazuistické ptiklady nemocnych z ¢eské populace. Je uveden
prehled 14 typl a-talasemickych mutaci, 34 3-talasemickych alel, 4 63-talasemické alely a 22 hemoglobinovych va-
riant identifikovanych v ¢eské populaci u 876 osob z 579 rodin. Podrobnéji jsou popsany hemoglobinopatie, které
zde byly diagnostikovany prioritné: B-talasemicka alela CD 38/39 (-C); Hb Olomouc; Hb Hangd; Hb Hradec Kralové
a a-tal.-2 delece DNA o délce 18,3 kb, jejiz identifikace umoznila odhalit novy mechanizmus vzniku a-talasemie-2.
Skute&nost, Zze hemoglobinopatie byly v CR do konce roku 2017 diagnostikovéany u téméF 900 nemocnych, ukazuje,
Ze u nés nejsou vzacné. To klade zvysené néroky na jejich diagnostiku, véetné diagnostiky prenatalni.

Klicova slova: hemoglobinopatie — hemoglobinopatie s vysokou afinitou ke kysliku — nestabilni hemoglobiny —
srpkovitd anémie — talasemické hemoglobinopatie - talasemie

Hemoglobinopathies

Summary

This article summarize molecular-genetic basis of hemoglobinopathies, their classification and phenotypic manifestations.
The description of individual subgroups is supplemented with a case reports of patients diagnosed in the Czech popula-
tion. This paper provides an overview of 14 types of a-thalassemic mutations, 34 3-thalassemic alleles, 4 53-thalassemic al-
leles and 22 hemoglobin variants identified in the Czech population in 876 persons from 579 families. In more detail are de-
scribed hemoglobinopathies, that have been diagnosed and described as novel: 3-thalassemic mutation CD 38/39 (-C); Hb
Olomouc; Hb Hana; Hb Hradec Kralove and 18.3 kb deletion downstream of a-globin cluster leading to a new mechanism of
a-thalassemia-2. The fact that until the end of 2017 hemoglobinopathies were diagnosed in nearly 900 patients shows that
they are not rare in the Czech Republic. This brings increased demands for their diagnostics, including prenatal diagnosis.

Key words: hemoglobinopathies — hemoglobinopathy with high affinity to oxygen - sickle cell anemia - thalasse-
mia - thalassemic hemoglobinopathy — unstable hemoglobins

Definice

Hemoglobinopatie jsou vrozend onemocnéni zptsobena
poruchou tvorby jednoho nebo vice globinovych fe-
tézca. Pficinou jsou mutace nebo delece v genech kéduiji-
cich globinové fetézce. Patogeneticky hemoglobinopatie
délime na (1) hemoglobinopatie zptisobené kvantitativ-
nim sniZzenim syntézy globinovych fetézcti hemoglo-
binu - talasemie a (2) hemoglobinopatie zplisobené po-
ruchou struktury molekuly hemoglobinu - strukturalni
hemoglobinopatie.

Uvod
Lidsky hemoglobin je tetramer tvoreny 2 pary polypep-
tidovych (globinovych) fetézcl - 2 dimery. Tyto dimery

jsou v definitivni erytropoéze tvoreny kombinaci jed-
noho a a jednoho non-a (B, y nebo 6) fetézce. Kazdy fe-
tézec obepind hem umistény v hemové kapse. Hem je
protoporfyrin tvofeny ctvefici pyrolovych jader - tetra-
pyrol. Ve stfedu tetrapyrolového jadra je Sestivazny
a dvojmocny iont zeleza (obr. 1), ktery je schopen rever-
zibilné vazat molekulu kysliku. Tim umozriuje hemo-
globinu plinit jeho hlavni funkci — pfenos kysliku z plic
do tkani.

V letech 1977 a 1978 zjistili Deisseroth et al [1,2], ze
a globinové geny fidici syntézu a globinovych fetézct
jsou lokalizovany na chromosomu 16 v tzv. a-globino-
vém lokusu (HBA lokus) a 3-globinové geny fidici syn-
tézu B-globinovych fetézcl jsou lokalizovany na krat-



kém rameni chromosomu 11 v tzv. 3-globinovém lokusu
(HBB lokus). Jednotlivé geny jsou na téchto lokusech uspo-
fadany v poradi jejich postupné exprese od embryo-
ndlniho obdobi do dospélosti. Na HBA lokusu jsou geny
ulozeny v poradi od 5" k 3’konci: {2, g1, 2 pseudogeny
a a2 aglobinové geny pojmenované jako a2 a al. Tzv.
,pseudogeny” jsou nefunkénimi homology globinovych
genl a znaci se pismenem Y. Na konci lokusu se nachazi
gen 6 s nezndmou funkci (schéma 1). Na HBB lokusu

Obr. 1. Molekula hemoglobinu
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(schéma 2) jsou geny usporadany v poradiod 5k 3’konci:
€, dva y globinové geny (Gy a Ay), ¥, 6 a  gen. Tran-
skripce globinovych genl se spousti po interakci tran-
skrip¢nich faktorG s promotory a vzdalenymi tkarové
specifickymi zesilovaci genové exprese: ,hypersensitive
site 40" (HS-40) na HBA lokusu a ,3-locus control region”
(B-LCR) na HBB lokusu. Jednotlivé globinové geny jsou
tvoreny tfemi do mRNA se prepisujicimi exony, které jsou
od sebe oddéleny dvéma introny. V neprepisované
5" oblasti (5’'UTR) mRNA globinového genu lezi konzer-
vované sekvence odpovédné za transkripci genu [3]. Ne-
prepisovana oblast 3'UTR je kdédovand sekvenci zodpo-
védnou za signdl pro sestfih 3" konce primarniho trans-
kriptu a pfidani poly (A) konce slouzi k udrzeni stability
vysledné RNA molekuly (schéma 3). U zdravych jedinct
je exprese a a B-globinovych genl balancovana. V do-
spélosti tvoii vétsinu hemoglobinu krve (asi 97 %) hemo-
globin A (a,B,). Hemoglobin A, (a,6,) tvoii asi 1,5-3 %.
Zvysena hladina HbA, je typicka (diagnosticka) pro
velkou vétsinu nosi¢ B-talasemické alely. Snizena hla-
dina HbA, se vyskytuje u nosicl a-, 8- nebo &B-talase-
mické alely. Hemoglobin F (a,y,) tvofi v dospélosti 1 %
hemoglobinu. Mnozstvi HbF se miiZe u novorozence po-
hybovat v rozmezi 60-95 %. V dospélosti je jeho mnoz-

Schéma 1. Schematické znazornéni a globinového lokusu na chromosomu 16. HS-40 je regulaéni oblast globi-

nové genoveé rodiny pusobici v poloze cis. Funkéni geny na lokusu jsou vyznacgeny sytou barvou, svétlé

obdélniky jsou pseudogeny (g - pismeno psi)
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Schéma 2. Schematické znazornéni B-globinového lokusu na chromosomu 11. 3-LCR je regulaéni oblasti ptisobici
v poloze cis. Funkéni geny na lokusech jsou vyznaceny sytou barvou, svétlé obdélniky jsou pseudogeny

(g - pismeno psi).

Schéma 3. Struktura B-globinového genu. (A) Promotor 3-globinového genu s konvencénimi sekvencemi elementt,
ke kterym se vazou transkripéni faktory nezbytné pro zahajeni transkripce. Sipkou je oznaéen
startovaci nukleotid. (B) B-globinovy gen sestavajici z promotoroveé oblasti (PR), 5’ a 3’ nepfekladané
oblasti (UTR, 3rafované), 3 exont (Ex) a dvou 2 (IVS). Upraveno podle Divoky et al 2005 [27]

GATA-1 EKLF NF1

TFID RNA-pol Il

GATA CACCC CCAAT ATAAAA @
B

5

//;. Ex1

PR
—
100bp

IVS-I Ex2

3
IVS-II Ex3 /

Poly (A)

Vnitf Lék 2018; 64(5): 476-487

477



478 ‘ Indrak K et al. Hemoglobinopatie

stvi ovlivnéno vékem a pohlavim (mirné vys$si byva
u zen). U nékterych jedincll pretrvava zvysena hladina
HbF i v dospélosti. Dlvodem muze byt hereditarni perzi-
stence fetdlniho hemoglobinu (HPFH).

Kvantitativni hemoglobinopatie - talasemie
Talasemie se vyskytuji predevsim v malarickych oblastech,
v nichz je jejich zvy3end incidence a prevalence disled-
kem selekéniho tlaku malarického parazita - talasemicka
alela ¢astecné chrani svého nosice pred malarii. Talas-
emie se vétsinou dédi autosomalné recesivné.V zemich
zépadni, severni a stfedni Evropy, v nichz byly talas-
emie vzacné, se v dusledku popula¢ni migrace oby-
vatel z malarickych oblasti jejich vyskyt zvysuje. Mo-
lekuldrné-genetickou podstatou talasemii jsou bodové
mutace, delece ¢&i inzerce rGzné dlouhych Gsekl DNA
v oblasti globinovych gend. Talasemie se projevuji sni-
zenou (x*) nebo chybéjici (x°) expresi nékterého z glo-
binovych genl. Globinovy fetézec, jehoz syntéza je
mutaci alterovana, déva talasemii jméno - tedy a-talas-
emie maji snizenou produkci a-globinovych fetézc(,
[-talasemie maiji snizenou produkci -globinovych fe-
tézcU atd. Vzacné jsou 6f- a eydp-talasemie. Snizend
produkce nékterého globinového retézce nastoluje ne-
rovnovahu v poméru a a non-a-globinovych fetézcl
v erytrocytech. Velikost této nerovnovéhy se pfimo
umérné projevuje tizi anémie. Molekularné-geneticky
i klinicky se a-talasemie a -talasemie lisi. 3-talasemie
jsou nejcastéji zpisobeny bodovymi mutacemi, dele-
cemi ¢i inzercemi nékolika nukleotidd v 3-globinovém
genu. a-talasemie vznikaji nejcastéji v dusledku dlou-
hych deleci DNA, a protoze volné (3-globinové a y-glo-
binové fetézce jsou schopné tvofit nestabilni solubilni
tetrametry (napft. B4-Hb-H), projevuji se a-talasemie kli-
nicky méné zdvazné.

A-talasemie

A-talasemie jsou ve vice nez 80 % zpUlisobeny jednodu-
chou deleci funkénich a-globinovych gend. Protoze,
na rozdil od pouze jednoho 3-globinového genu, ma
haploidni lidsky genom dva a-globinové geny, zna¢ime

Schéma 4. Genotypové varianty delecnich forem
a-talasemii

I a a { I a a

C ——a delece — D — delece —
——-a delece — | a a

E — delece — F — delece —
—a delece —1 — delece 1

A - normalni aa/aa B - tiché nosicstvi a-talasemie -a/aa
C a D - nosi¢stvi a-talasemie -a/-a; --/aa E - choroba HbH --/-a; (34)
F - Hb Bart's --/-- (y4 - hydrops fetalis)fetalis)

normalni genotyp schematicky aa/aa. Podle rozsahu

DNA postizeni a klinickych ptiznakli mizeme a talas-

emie rozdélit do 4 skupin (schéma 4):

a) u heterozygotd pro a*-talasemii (-a/aa) mluvime

o némém (tichém) nosi¢stvi

u homozygot( pro a*-talasemii (-a/-a) nebo u hetero-

zygotl pro a’-talasemii (- -/aa) hovofime o nosi¢stvi

a-talasemie, heterozygoti mivaji mirnou mikrocy-
tarni hypochromni anémii (MCV 60-70 fl)

) ztréta tfi a-globinovych gent (- -/-a) vede k chorobé
HbH s produkci HbH (34)- pacienti jsou bledi a ikte-
ri¢ti (maji hemolytickou anémii), mivaji hepatospleno-
megalii, masivni otoky a hydrops podobny jako pfi
inkompatibilité Rh faktoru

d) chybéni viech ¢tyf a-globinovych genl (- -/- -) neni
slucitelné se zivotem a vede ke vzniku ,hydrops feta-
lis“ nebo syndromu Hb Bart's (y4) - vétsinou se rodi
hydropicky zménéné dité

b

=

Delece postihujici a-globinové geny a zpUsobujici a-talas-
emii mohou byt rizné dlouhé. Nedele¢ni formy a-talas-
emii jsou vzacnéjsi. Prvni pfehledné sdéleni o vyskytu
a-talasemii v CR publikovali Divoka et al v roce 2016 [4].
V CR jsme do konce roku 2017 molekularné-geneticky
diagnostikovali 14 typu dele¢nich i nedelecnich a-talas-
emickych mutaci u 147 osob ze 130 neptibuznych rodin
(tab. 1). Jedinci postizeni a-talasemii jsou v CR vesmés

Tab. 1. Typy a-talasemickych deleci

identifikovanych v CR a jejich incidence

=
-a37 (z toho homozygota) 56 61(11)
--SEA 40 42
delece celého HBA lokusu 7 12
delece HS-40 4 6
a'®* delece 1 1
delece a2/a1 (blize nespecifikovana) 3 3
-a*? 3 3
kombinace delece HS-40/-a*” (HbH) 1 1
kombinace -a*?/--Y° (HbH) 1 1
kombinace delece --*4/-a*” (HbH) 1 1
duplikace celého HBA lokusu 1 1
triplikace a (anti-3.7) 2 2
(a*™a/aa) 3 3
o UTR+8326=Ag /qa 1 1
Hb Hasharon a247AsHis/-q37 1 1
HbCS (Constant Spring) 4 5
kvadruplikace HBA, genu 1 8
celkem 130 147



heterozygoti. Nejcastéjsi u nas identifikovanou a-talas-
emickou mutaci je delece DNA o délce 3,7 kb zahrnujici
¢asti a2- i al-globinovych gent (-a37), kterd vytvaii jeden
HBA,/HBA hybridni gen (schéma 5). Druhd, v CR nejéas-
téji detekovana mutace, je delece DNA oznacovana jako
--5EA zahrnuijici nejen celé geny a2 i a1, ale i pseudogeny
Va2 a Yal. Deleci celého HBA lokusu jsme identifikovali
u 12 osob ze 7 rodin. Delece regulacni oblasti HS-40 byla
v CR detekovéna u 6 osob ve 4 a-talasemickych rodinéch,
z nichz 3 byly ¢eského plvodu. Dale jsme v souboru ne-
mocnych odhalili 2 unikatni delece zahrnujici a2- i a1-glo-
binové geny (regulacni oblast HS-40 byla zachovana),
vsichni postizeni byli ¢eského pdvodu. U 37letého muze
polského plvodu s hrani¢ni mikrocytarni hypochromni
anémii (Hb 126 g/I, Ery 5,84 x 10'%/I, MCV 67,8 fl, MCH
21,6 pg, MCHC 31,6 g/dcl, HbA, 2,3 %) byla diagnostiko-
vana a-tal.-2 delece DNA o délce 18,3 kb (schéma 5),
ktera vede diky negativnimu pozi¢nimu chromosomal-
nimu efektu k utlumeni exprese obou a-globinovych
genl a projevuje se mikrocytézu a hypochromazii, tedy
fenotypem a-tal.-1, fenotypem typickym pro genotyp
(--/aa), byt se jedna o deleci a-tal.-2 s genotypem (-a/aa).
Jednd se o novy, do té doby nezndmy mechanizmus
vzniku a-tal.-2 [5,6]. HbH [B4, ztrata tii a-globinovych
gend (--/a)] jsme diagnostikovali u 3 nemocnych. Jedna
z nich byla Ce3ka, jejiz pfedkové pochézeli z Italie, dal3i
dvé nemocné pochazely z Vietnamu a z Afriky. Ceska
nemocnd byla vysetfovana pro tézkou mikrocytarni
hypochromni anémii: Hb 87 g/I; Ery 4,96 x 10%%/I; Hkt
0,29; MCV 59,3 fl, MCH 17,5 pg. Hladiny Zeleza a feritinu
méla v normé, hladina HbA, byla na spodni hranici
normy (1,3 %) a hladina HbF byla normalni (0,5 %). Elek-
troforéza Hb ukazovala standardni hemoglobinové
spektrum (HbH Ize detekovat elektroforeticky jen u zcela
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Cerstvé pfipraveného hemolyzatu). V néatéru periferni
krve obarveném brilliant-kresylovou modfi jsme v erytro-
cytech nalezli H-inkluze typické pro HbH onemocnéni
(volné B-globinové fetézce vytvareji tetrametry, které
precipituji na membranéch erytrocytt), obr. 2. Moleku-
larné-geneticky jsme identifikovali deleci regulac¢ni ob-
lasti HS-40 na jednom chromosomu a deleci -a* na
druhém chromosomu, a tedy inaktivaci exprese 3 a-glo-
binovych genll. Nemocné z Afriky a z Asie mély po-
dobné hodnoty krevniho obrazu s odpovidajici klinikou
a pfi obarveni natéru periferni krve briliant-kresylovou
modjii jsme u nich identifikovali typické H-inkluze. Na
molekuldrni drovni jsme zjistili genotyp HbH (ztratu
3 a-globinovych gentl) u nemocné plvodem z Afriky
zpUsobeny -a*?/--&, resp. u nemocné z rodiny pocha-
zejici z Vietnamu, zpuUsobeny deleci ~StA/-a37. Vyskyt

Obr. 2. H inkluze typické pro HbH onemocnéni
a retikulocyty

Schéma 5. Vyskyt deleci postihujicich a-globinové geny v nasi populaci. Cerné je vyznacena a-tal.-2 delece
18,3 kb prioritné popsana v nasi populaci, ktera vede diky negativnimu pozi¢nimu chromosomalnimu
efektu k utlumeni exprese obou a globinovych gent a projevuje se mikrocyt6zou a hypochromazii, tedy
fenotypem a-tal.-1 typickym pro genotyp --/aaq, byt se jedna o deleci a-tal.-2 s genotypem -a/aa [5,6]

inter CHVR

s e

3"HVR

|-

-o*?
-- SEA

- MED

—q'83

-- delece celého lokusu

(aa) HS-40

Vnitf Lék 2018; 64(5): 476-487

479



480 ‘ Indrak K et al. Hemoglobinopatie

a-talasemii je v CR zfejmé daleko vétsi, nez se dosud
soudilo. Da se predpokladat, ze a-talasemické alely zde
budou se stupnujici se migraci pfibyvat.

B-talasemie

Molekularné-genetickou podstatou (-talasemii jsou
vétsinou bodové mutace. Jak jiz bylo fec¢eno, rozhodu-
jicim faktorem ovliviujicim tizi klinickych projevu talas-
emii je velikost nerovnovéhy v syntéze a a 3-globino-
vych fetézcli. Nerovnovaha nemusi byt podminéna jen
redukci tvorby B-globinovych fetézc(, ale maze byt vy-
znamné ovlivnéna i navysenim (napf. triplikaci a-globi-
nového genu) nebo redukci produkce a-globinovych
fetézcl (a-talasemie). Podle typu genetického posti-
zeni aklinickych ptiznakl se 3-talasemie projevuje jako:

B-talasemie major (Cooley’s anemia): geneticky se
jedna o homozygoty nebo slozené heterozygoty, s po-
stizenim obou B-globinovych gend f°mutaci nebo s po-
stizenim jednoho genu 3°a druhého 3* mutaci. Nemocni
maji hepatosplenomegalii, deformity kosti a casto trpi
i retardaci rdstu, v krevnim obraze nachédzime tézkou
mikrocytdrni a hypochromni anémii, pro kterou jsou po-
stizeni jedinci celozZivotné transfuzné zavisli. V dospé-
losti u nich byva detekovan pouze HbF, minoritni frakce
HbA, a vyrazné snizeny HbA (oznacovany také jako zbyt-
kovy HbA) u B%pB* slozenych heterozygotl nebo zadny
HbA u B%/B° homozygot(l. Disledkem cetnych transfuzi
a nizké hladiny hepcidinu [7], ktera vede ke zvyseni ab-
sorpce Zeleza ve stievé, jsou projevy pretizeni organi-
zmu Zelezem.

B-talasemie intermedia: geneticky se jednd o homo-
zygoty nebo slozené heterozygoty, z nichz jeden gen
nese 3°a druhy mirnou 3* mutaci nebo oba B-globinové
geny nesou 3" mutaci. PostiZzeni jedinci maji stfedné
tézkou mikrocytarni hypochromni anémii. Transfuzni
substituci vyzaduji sporadicky. Pficinou pretizeni orga-
nizmu Zelezem je predevsim nizka hladina hepcidinu
[71.

B-talasemie minor: geneticky se jednd o heterozy-
goty, nosice B-talasemické alely s B° nebo B+ mutaci
na jednom B-globinovém genu. Druhy B-globinovy
gen je intaktni. V nasi populaci je to nej¢astéjsi forma,
pfi niz maji postizeni jedinci lehkou anémii s mikrocy-
tézou (MCV 60-70 fl) a hypochromazii (MCH < 27 pg)
a s erytrocytézou (> 5 x 10'¥/I). Nemocni jsou klinicky
asymptomati¢ti a nevyzaduji transfuzni lé¢bu. Dia-
gnoza byva vétsinou stanovena nahodné, pfi vysetieni
krevniho obrazu z jiného didvodu nebo pfi vysetreni
talasemického rodu. V ramci diferencidlni diagnostiky
nahodné zjisténé mikrocytarni hypochromni anémie
vylucujeme v prvni fadé nedostatek Zeleza. Pro dia-
gnozu B-talasemie minor svédci mirné zvysena hladina
HbA, (3,5-6 %) a nékdy i zvysena hladina HbF (vétsinou
2-5 %), erytrocytdza a samoziejmé vétsinou také pozi-
tivni rodinna anamnéza. Pomoci molekularné-genetic-
kych vysetfeni ur¢ujeme typ mutace.

Autosomalné dominantni B-talasemie, resp. talas-
emické hemoglobinopatie: jako dominantni -talas-

emie oznacujeme velmi vzacné B-globinové mutace,
které produkuji hypernestabilni B-globinové retézce
a vytvéreji extrémné nestabilni hemoglobinové vari-
anty. Nestabilni B-globinové fetézce precipituji jesté
pfed spojenim s a globinovymi fetézci. Volné a-globi-
nové fetézce se v krvi hromadi a diky inefektivni erytro-
poéze davaji vzniknout fenotypu 3-talasemie interme-
dia. Jak fikd nazev, tyto mutace se dédi autosomalné
dominantné. Jsou-li rodice postizeného jedince hema-
tologicky normalni, mize se jednat o spontanni mutaci.
Diagnézu potvrzuje sekvenacni analyza HBB genu.
Do této skupiny tzv. talasemickych hemoglobinopa-
tif patii i Hb Hradec Kralové popsany u matky a dcery
z Cech [8]. Nemoc byla identifikovana u 32leté matky
a jeji 6leté dcery. Obé mély stfedné tézkou hemolytic-
kou anémii s Heinzovymi télisky (Hb 96, resp. 98 g/I,
Ery 3,37, resp. 3,84 x 10'%/I, bilirubin 71, resp. 40 pmol/I).
Zvysené hladiny HbA, 4,2 %, resp. 3,2 % svédcCily pro ta-
lasemii. Zvy3ena hladina HbF 4,0 %, resp. 13,4 % ukazo-
vala na moznost pretrvavani vysoké produkce tohoto
hemoglobinu. Matce byla v 5 letech provedena splen-
ektomie, kterd ale klinicky obraz choroby nijak ne-
zménila. Na moznost hemoglobinopatie ukazovala pfi
normalnim elektroforetickém nalezu pozitivita izopro-
panolového testu. Diagnéza nestabilniho hemoglo-
binu byla stanovena az pomoci analyzy -globinového
genu, kterd odhalila mutaci GCC-GAC v kodonu 115,
ktera vede k zdméné alaninu za aspartat (Ala-Asp). Tato
mutace méni aminokyseliny v misté 3-globinového fe-
tézce, které je zodpovédné za vazbu al132 fetézcl. Tato
mutace byla doc. Divokym a spol. popsana prioritné
a podle mista bydlisté obou nemocnych dostala jméno
Hemoglobin Hradec Kralové [8].

Prvni souborny prehled o vyskytu 8 -talasemickych
alel u 97 osob z 36 rodin v CR publikovali v roce 1992
Indrék et al [9]. V CR se vétsinou vyskytuiji nosici B-talas-
emické alely, ktefi v 80 % nesou mediterdnni mutace.
Jen vyjimecné se zde vyskytuje B-talasemie intermedia.
Nékdy muze byt v rodiné kombinovan vyskyt (-talas-
emické alely s jinou poruchou produkce globinovych
fetézcl. Pfi analyze souboru nemocnych Indrak zjistil
u 17leté divky s vrozenou mikrocytarni a hypochromni
hemolytickou anémii nevyzadujici transfuzni lécbu
(Hb 95 g/l, Hkt 0,35, Ery 5,24 x 10'%/I, MCV 66 fl, MCH
18,1 pg, bilirubin 60 mg/ml), u jejiho bratra z Olomouce
a pfi nasledném vysetienii u dalsich 5 ¢lend rodiny s mir-
né&jsi mikrocytarni a hypochromni anémii talasemicky fe-
notyp s vysokou hladinou HbA, (5,1-6,0 %) a nizkou hla-
dinu HbF (cca 0,3 %). Molekuldrné-geneticka analyza
ukdzala, Ze se jedna o 3° mutaci v kodonech 38/39 (-C)
[10]. Tato mutace byla popsana prioritné, a jak se béhem
let ukazuje, je specifické pro CR (nikde jinde zatim nebyla
popsdana), do dnesniho dne byla zjisténa ve 12 nepfibuz-
nych rodinach u 34 osob. Sestra matky propozity (teta
propozity) je také heterozygot pro tuto 3°-talasemii, ale
byla u ni zjisténa 10krat vyssi hladina HbF (3,1 %) nez
u ostatnich nosicl této B-talasemické mutace. Analyza
HbF ukazala, Ze je tvofen z 95 % Sy fetézcem a jen sto-
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Tab. 2. Piehled -talasemickych alel pami Ay a Ay fetézcl. Dva synové tety nezdédili 3-talas-
emickou alelu (v krevnim obraze neméli mikrocytézu,

hypochromazii anizvyseny HbA,), a hladinu HbF méli cca

identifikovanych v CR do konce roku 2017

typy mutaci pocet rodin (%) pocet jedincd (%) 0,8 %, ale ten byl tvofen z 94-99 % ©y fetézcem, jen sto-
IVS-1-1 (G-A) 93 (25,6) 176 (28,8) pami “y a nebyl identifikovan zadny #y' fetézec. S ohle-
IVS-1-110 (G-A) 70(19,3) 109 (17,9) dem na normalni hodnoty KO obou bratranct propo-

zity je tento nalez hodnocen jako tzv. Svycarsky typ

IVS-1-6 (T-C) 39(10,7) 51(84) N . ; i
p—— E—— py— pretrvavani hladiny hemoglobinu F (HPFH - Hereditary
< 2 Persistence of Fetal Hemoglobin). Molekuldrné-gene-
DATHD (fey 22(61) s c2) ticka analyza ukazala, ze pfi¢inou je mutace C-T v pozici
IVs-11-745 (C-G) 13(3,6) 1931 -110 Sy [10,11]. Dalsi zajimavé B-talasemické mutace po-
CD 38/39 (-C) 12(33) 34 (5,6) psali Divoky et al [12,13] a Divoka et al [14]. K dnednimu
CD 8 (-AA) 1233) 22(3.,6) dni bylo v CR popsano 34 B-talasemickych alel v 363 ro-
pozice -87 (C-T) 1027) 1A dinach u 610 osob. Specifické pro nasi populaci je jiz zmi-
néna alela 38/39 (-C). Nejvétsi incidenci/prevalenci maji
CD 121 (G-T) 4(1,1) 12(2,0) T
mediteranni alely IVS-I-1 (G-A) s 25,6 %, IVS-1-1110 (G-A)
€D 41/a2 (T1CT) 1160 108 $ 19,3 %, IVS-1-6 (T-C) 10,7 % a alela CD 39 (C-T) 10,2 %.
poly A (A-G) 822 11(1.8) Tyto 4 alely reprezentuji 69 % viech mutaci identifiko-
CD 82/83 (-G) 3(08) 8(1,3) vanych v nasi populaci. U imigrantd nebo jejich potomkd
IVS-I-5 (G-C) 1003) 3(0,5) byly diagnostikovany 2 pfipady 3-talasemie major a 2 pfi-
D17(AT) 601,7) 61,0 pady dvojité heterozygotniho, resp. homozygotniho po-
. stizeni (HbS). Zajimavé je srovnani incidence -talase-
okl 202 202 mickych alel v CR a SR. V SR se nej¢ast&ji vyskytuje alela
poziceis4C0) 2(06) 303 IVS-II-1 (G-A) v 30,3 % (v CR jen 6,7 %), IVS-I-110 (G-A)
CD 112(T-A) 1(0.3) 2(03) v 29,9 % (v CR 19,3 %) a IVS-1-6 (T-C) 12,9 % (v CR 10,7 %).
CD 7/8 (+G) 1(03) 2(03) Tyto 3 mutace reprezentuji 73,1 % viech -talasemickych
44 nt deletion 1003) 2(0,3) alel identifikovanych na Slovensku. V SR se nevyskytuje
D5 (CT) 103) 2003) pro CR spe;iﬁcka’ mutace”v kodonec’h %8/39 -Q). (Data'
E By By o slovenskych B-talasemiich byla ziskdna s laskavosti
: : pani doc. V. Fabryové, primarky v Nemocnici sv. Michala
SIS 103) 102 v Bratislavé a docentky na Slovenskej zdravotnickej uni-
CD 71/72 (+A) 1(03) 1(0,2) verzite a Vysokej skole sv. Alzbety). Piehled 34 B-talase-
CD 45 (-T) 1(0,3) 2(03) mickych alel identifikovanych v nasi populaci a incidenci
IVS-1I1-765 L1 1(0,3) 2(0,3) jejich zachytu ukazuje tab. 2
CD 46/47 (+G) 1(03) 3(0,5) .
©52 A 03 105 AB-talasemie
: : Jsou relativné vzacné, pricinou je nejcastéji delece 6-
OiRlpetiae [ 102 a B-globinovych gend. Syntéza 8- a B-globinovych Fe-
CD 95 (+A) 1(0,3) 1(0,2) tézcl je v téchto pfipadech nahrazena syntézou y-glo-
CD 8/9 (+G) 1(03) 1(0,2) binovych fetézch. Typy nékterych deleci v HBB lokusu
CD 45 (-T) 1(03) 102 vedouci k &B-talasemii, které byly diagnostikovany
IVS-11-849 (A-G) 103) 102) v nasi p?pulaci, ukazuje §Fhéma 6: Kllinick)'/ obra?? hfete-
P —— 08 e rozygotl pro 6B-talasemii pfipomina -talasemii minor
: : s lehkou mikrocytarni anémii; produkce HbF je u nich
celkem 363 610

vsak zvysena az na 5-20 %. Homozygoti pro §3-talas-

Schéma 6. Typy deleci v HBB lokusu vedouci k 8B-talasemii, které byly diagnostikovany v nasi populaci

sicilska delece

Hb Lepore
makedonska delece
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emii tvoii jen HbF a hematologicky pfipominaji -talas-
emii intermedia s lehkou anémii a mirnou splenomegalii.
V diferencialni diagnostice poméha urceni hladiny HbA_,
ktera je u heterozygot( s 53-talasemii normalni.V CR byla
v jedné rodiné diagnostikovana makedonsk3, ve ¢tyfech
rodinach sicilska delece, v 1 rodiné se rozsah 5p-delece
zatim nepodafilo blize ur¢it (tab. 3). Vznik hybridnich &/
globinovych gent vede ke vzniku talasemickych hemo-
globinovych variant, napt. Hb Lepore, kdy dochazi k fuzi
N termindini aminokyselinové sekvence normalniho
6-globinového fetézce s C terminalni ¢asti normalni se-
kvence B-globinového fetézce (HBD-HBB fuze) [15]. Hb
Lepore se dédi autosomdlné recesivné. Heterozygoti
maji KO podobny jako nosici 3-talasemii — lehkou anémii
s vyraznou hypochromazii a mikrocytézou. Homozygoti
maji béhem prvnich dvou let Zivota fenotyp podobny
B-talasemia major. V CR byl Hb Lepore s heterozygotnim
postizenim diagnostikovan v 11 rodinach.

Hemoglobinopatie zpiisobené poruchou
struktury molekuly hemoglobinu
(strukturalni)

Jedné se o onemocnéni zplisobena zdménou aminoky-
selin v globinovém fetézci, jejimz vysledkem je strukturni
zména v molekule hemoglobinu. Nej¢astéjsi pfi¢inou na
genové urovni jsou bodové mutace v kédujicich sekven-
cich globinovych gent. Kazda mutace vsak jesté nemusi

byt provdzena zménou funkénich vlastnosti hemo-

globinu. Fenotyp postizenych jedincli se mize projevo-

vat jako tézka anémie s hemolyzou nebo mize byt témér

bezptiznakovy. Fenotyp se odviji od stability a ev. zmény

afinity hemoglobinu ke kysliku. Obecné mazeme struk-

turdini hemoglobinopatie rozdélit do 4 skupin:

= abnormadlnivarianty (nestabilni hemoglobiny) s hemo-
lyzou a tendenci precipitovat

= hemoglobinové varianty tvotici srpkovité krvinky

= hemoglobinové varianty s abnormalni vazbou ke
kysliku (napf. Hb Olomouc) a varianty s kongenitalni
cyanézou (abnormalni methemoglobiny)

= hemoglobinové varianty s abnormalni syntézou hemo-
globinu - tzv. talasemické hemoglobiny (napf. HbE,
Hb Lepore)

Nestabilni hemoglobiny

Nestabilni hemoglobiny jsou zptsobeny mutacemi, které
meéni sekvenciaminokyselin jednoho zglobinovych fetézcd
a zpUsobuiji jeho nestabilitu, jejimz fenotypickym dusled-
kem je anémie nemocného. Vyskyt nestabilnich hemoglo-
bind je v CR vzacny. Vice nez 80 % téchto mutaci postihuje
-globinovy gen. Jedna se o autosomalné dominantné dé-
di¢na onemocnéni, ale nékdy muze nestabilni hemoglobi-
nopatie vzniknout jako ,de novo” mutace. U heterozygottd
nachazime vedle hemoglobinu A i nestabilni hemoglobin.
PFicinou nestability hemoglobinu muize byt:

Tab. 3. Hemoglobinové varianty identifikované v ceské populaci

Hb varianta misto mutace stabilita fenotyp (heterozygoti)

Hb Doha B1 (Val>Glu) normalni normalni

HbS (z toho homozygot) 6 (Glu—Val) deoxy forma precipituje normalni u heterozygotd, HA u homozygotd

HbC B6 (Glu—Lys) normalni mikrocytéza, talasemie minor, mirnd HA u homozygott
HbE 26 (Glu—Lys) mirnd nestabilita mikrocytéza, talasemie minor

Hb Knossos 27 (Ala—>Ser) normalni mikrocytéza, talasemie minor

Hb Monroe 330 (Arg—Thr) mirna nestabilita mikrocytéza, talasemie minor

Hb Hoshida B43 (Glu—GIn) normalni normalni

Hb Hana B63 (His—>Asn) nestabilni, T Met-Hb HA u dcery s deficitem glutation reduktazy

HbM-Saskatoon B63 (His—>Tyr) nestabilni, Met-Hb

Hb Sydney B67 (Val—>Ala) nestabilni

Hb Seattle B70 (Ala—>Asp) nestabilni

Hb Olomouc B86 (Ala—Asp) 10, afinita

HbM Milwaukee2 B92 (His—>Tyr) nestabilni

Hb Koln 398 (Val->Met) nestabilni

Hb Nottingham 98 (Val—>Gly) nestabilni

Hb New York B113 (Val—>Glu) mirna nestabilita
Hb Hradec Kralové B115 (Ala—>Asp)  vysoce nestabilni

HbD Los Angeles (Punjab) B121 (Glu—>GIn)  normalni
HbO-Arab B121 (Glu—Lys)  normalni
Hb Lepore SB-hybrid normalni

familiarni cyanéza, Met-Hb

HA

mirna chronickd HA

erytrocytéza

methemoglobinemie

mirnd HA

tézka HA, transfuze

normalni

tézka HA, transfuze, talasemie intermedia
normalni

normalni u heterozygotd, mirna anémie u homozygott

mikrocytéza, talasemie minor



= zaména nepolarni, hydrofobni aminokyseliny hemo-
vé kapsy za hydrofilni aminokyselinu (Hb St. Louis,
Hb Santa Ana) nebo zeslabeni vazby hemu na globin,
které snizuje stabilitu celé podjednotky (Hb Sydney,
Hb KolIn). Hemolyticka anémie je v téchto pfipadech
dlsledkem uvolnéni hemu a vzniku vysoce nestabil-
nich tetramerl s naslednou tvorbou hemichrom(
a Heinzovych télisek, Hb St. Louis a Hb K&In byly dia-
gnostikovany i v ¢eské populaci [16,17].

= mutace histidinu (proximalniho nebo distalniho),
tj. hem-kontaktni aminokyseliny, za aminokyselinu,
kterd nemuze vézat hem (Hb Hand). Hemoglobin Hana
byl diagnostikovan u 26leté matky a jejich 2 dcer ve
véku 6 a 0,5 roku [18,19]. Sestileta dcera méla mirnou
hemolytickou anémii s Heinzovymi télisky (Hb 110 g/I,
Ery 4,0 x 10'%/I, MCV 85 fl, retikulocyty 0,063, bilirubin
56 pmol/l), hladiny HbA, (2,7 %) a HbF (0,53 %) byly
v normé a zvysena byla hodnota methemoglobinu
(5,5 %). Pozitivita testd tepelné stability a izopropano-
lového testu ukazovala na nestabilni hemoglobin. Po-
dobné hodnoty krevniho obrazu méla v té dobé pdl-
ro¢ni sestra nemocné, zatimco matka méla normalni
hodnoty (Hb 148 g/I, Ery 5,0 x 10%/l, MCV 87 fl, reti-
kulocyty 0,014), hrani¢ni hodnoty HbA, (3 %) a HbF
(1,02 %) a mirné zvysenou hodnotu methemoglobinu
(2,3 %). 1 u matky svédcily pozitivni testy tepelné stabi-
lity a izopropanolovy test na nestabilni hemoglobin.
Molekularné-geneticka analyza odhalila u viech 3 je-
dinctd v 3-globinovém genu v pozici 63 (E7) zdménu his-
tidinu za asparagin. Tento mirné nestabilni hemoglo-
bin dostal ndzev hemoglobin Hand podle regionu, ve
kterém rodina nemocné Zila. Tento nalez ale nevysvét-
loval rozdily v hodnotéach krevniho obrazu mezi matkou
a jejimi dcerami se stejnou genetickou abnormitou. Ani
podrobné vysetieni 3- a a-globinovych gent a poméru
a- a B-globinovych fetézcl nepfineslo vysvétleni. To
pfineslo az vysetfeni erytrocytarnich enzymd, které
ukazalo, Ze pfi¢inou rozdild mezi dcerami a matkou
je castec¢ny deficit glutationreduktazy (GR) v erytro-
cytech obou dcer, zatimco u matky je hladina tohoto
enzymu v erytrocytech v normé [19].

= mutace narusujici a1f31 nebo a1f32 vazby (Hb Hradec
Kralové, [8]) zpUsobuji nestabilitu hemoglobinu. Do-
chézi k naruseni vazby a1p1 nebo a1p2 dimert a k jejich
precipitaci. Vzniklé precipitaty tvofi Heinzova té-
liska, a ta narusuji plasticitu erytrocytarni membrany
a diky zhorsené deformabilité erytrocytu zhorsuji pri-
chodnost erytrocytd mikrocirkulaci. To vede k defor-
maci a rozpadu cervené krvinky a k anemizaci posti-
zeného jedince. Homozygoti a slozeni heterozygoti
pro mutace vedouci k nestabilité hemoglobinu dosud
nebyli identifikovéni, protoze pravdépodobné nejsou
schopni Zivota. Nemocni s hemoglobinopatii s nesta-
bilnim hemoglobinem maji vétsinou fenotyp heredi-
tarni nesférocytarni hemolytické anémie s Heinzovymi
télisky. Fenotypicky projev téchto nestabilnich hemo-
globind je dan stupném jejich nestability. V dlsledku
kompenzacni nadprodukce erytropoézy v kostni dieni
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nachazime v periferni krvi zvysené hodnoty retikulo-
cytd. Hemolytickou krizi mohou u nemocnych s nesta-
bilnim hemoglobinem vyvolat infekce nebo oxidativné
pulsobici 1éky. Ve fyzikdlnim nalezu dominuje bledost,
ikterus a splenomegalie, ¢asta je cholelitidza. Pacienti
mivaji v obdobi krize tmavou moc. V krevnim obraze na-
chéazime snizené hodnoty hemoglobinu, makrocytézu
(predevsim v dlsledku retikulocytézy), hypochromazii,
poikilocytézu, polychromazii, anizocytézu a bazofilni
teckovani erytrocytll. Bézné se v natéru periferni krve
pfi barveni brilantni kresylovou modfi objevuji i Hein-
zova téliska. Pro diagnostiku nestabilnich hemoglobint
je dulezity priikaz Heinzovych télisek v natéru periferni
krve obarveném brilantni kresylovou modfi (obr. 3).
Elektroforéza Hb muze, ale nemusi odhalit abnormalni
frakci Hb. Spolehlivy screening poskytuji testy tepelné
denaturace (stability) a izopropanolovy test. Stanoveni
definitivni diagnézy nestabilniho Hb umozniuje analyza
globinovych fetézcl pomoci vysokotlaké kapalinové
chromatografie. Nejnestabilnéjsi fetézce vsak precipi-
mery (vedou k inefektivni erytropoéze). Nejdou proto
pomoci téchto metod identifikovat — diagnézu umozni
stanovit az analyza DNA na urovni sekvenace globino-
vych gent. Do této skupiny patfi i Hb Hradec Kralové
[8]. Tyto hemoglobinopatie je proto mozné deteko-
vat jen molekuldrné-genetickymi metodami. Lécebné
muze byt u nemocnych s nestabilnim hemoglobinem
pfinosna splenektomie, ale pfi rozhodovani o jeji indi-
kaci je vhodné vychazet z empirickych zkusenosti do-
stupnych v odborné literature.

Hemoglobinové varianty tvofici srpkovité
krvinky
HbS vznika zdménou kyseliny glutamové za valin v misté

6. aminokyseliny B-globinového fetézce (86 Glu-Val). Pi-
¢inou je tedy bodova mutace v 3-globinovém genu. HbS
je charakterizovan polymerizaci a agregaci neokyslice-

ného HbS a formaci nitrobunéc¢nych polymert, které

deformuiji ¢ervené krvinky do typické podoby srpkovi-

Obr. 3. Heinzova téliska u nemocného s Hb Kdln
a retikulocyty
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tého erytrocytu (obr. 4). Polymery méni biofyzikalni
vlastnosti erytrocytl, které jsou hdre deformovatelné
a adheruji k endotelu. Srpkovaténi je zpocatku reverzi-
bilni, ale opakované srpkovaténi erytrocytu poskozuje
jeho membranu a srpkovity tvar erytrocytu se stane ire-
verzibilni. Vznik srpkovaténi zavisi na fadé faktord, jako
jsou intraceluldrni koncentrace hemoglobinu, pfitom-
nost jiné hemoglobinopatie, nedostate¢né okysli¢eni
krve a snizeni hladiny 2,3-bisfosfoglyceratu. Srpkovité
erytrocyty zvysené adheruji k endotelu cév. Jejich shluky
zpUsobuji stazu krve, zvyseni mikrovaskularni viskozity
a v dlsledku tromboz vedou k infarzaci a poskozeni
tkani. Gen pro srpkovitou anémii je nalézan predevsim
v Africe, kde je az 40 % heterozygotli pro HbS, ale vy-
skytuje se i v celé fadé dalSich oblasti (Stfedni Vychod,
Recko, Indie). Geograficka souvislost vyskytu HbS v ob-
lastech s vysokym vyskytem maldarie je i zde disledkem
genetického tlaku zvyhodnujiciho nosice HbS proti
vzniku malarické infekce. Srpkovitd anémie se klinicky
projevuje jen u homozygott (HbSS); heterozygoti (HbA/
HbS) jsou hematologicky normalni. Onemocnéni ma vy-
razné rozdilny interindividualni klinicky pribéh, jehoz
tize zavisi na fadé faktor( - napt. jsou-linemocni homo-
zygoti (HbSS) nebo dvojiti heterozygoti pro HbS a jinou
béznou hemoglobinopatii (napf. HbS/HbC), na mife pre-
trvavajici exprese fetdlniho hemoglobinu (HbF) v dospé-
losti apod. U heterozygott pro HbS tvofi méné nez 50 %
hemoglobinu v erytrocytu hemoglobin S (pfiblizné
40 %) a zbytek tvoii normalni hemoglobin, hlavné HbA.
Ten postizeného jedince Gcinné chrani proti srpkovaténi,
s vyjimkou zvlastnich situaci, jakymi je hypoxie a hyper-
osmolarita. Morbidita a mortalita nosi¢l srpkovité anémie
je mimoradné nizka. U homozygotnich déti (HbSS) patfi
k prevazujicim klinickym projeviim bolesti, infekce
a rlizné zanéty. Hyperplazie erytropoézy zpusobuje
rozsifeni meduldrnich prostor v kostni dieni a ztenceni
kortexu. Obratle mohou byt bikonkévni a mohou pfi-
pominat rybi patef. Nekrézy kosti mohou byt prova-
zeny periostalni reakci a oblastmi osteosklerézy. U dospé-
lych homozygotl maji klinické projevy raz chronického
onemocnéni s postizenim riznych organd. Rada ne-
mocnych ale po vétsinu Zivota nema zadné zdravotni
problémy. Vazookluzivni krize nebo ataky bolesti patfi
k nejcastéjsim manifestacim srpkovité anémie a u jed-
notlivych nemocnych se jejich incidence vyrazné lisi -
od denné se vyskytujicich potizi az k potizim objevuji-
cim se jednou za rok a néktefi jedinci nemaji potize po
celou dobu Zivota. Generalizované okluze mohou zpU-
sobit syndrom akutni srpkovité krize. Ta je charakterizo-
vana nesnesitelnymi bolestmi v kostech a v kloubech.
Tkanova hypoxie a infarkty se mohou vyskytnout kde-
koliv. Mezi casté lokalizace patfi cévni mozkové piihody
(predevsim u déti), nekrézy kosti, priapizmus, ,acute
chest syndrome” charakterizovany teplotou, leukocy-
tézou, plicnimi infiltraty a akutnim plicnim edémem.
V détstvi je Casta splenomegalie, ale v disledku opako-
vanych infarktl nachazime v dospélosti malou, fibro-
ticky zménénou slezinu (autosplenektomie). Chronicka

vazookluze vede k papilarni nekréze ledvin s hematurii,
mikroalbuminurii a proteinurii zhorsujici se s vékem
a konéici €asto uremii. Castou komplikaci u dospélych je
plicni hypertenze, srde¢ni selhani a bércové viedy. Sek-
vestracni krize se vyskytuji u kojencl nebo vzacné
u starsich déti a pfilezitostné u dospélych se zvétsenou
slezinou. Pfi nich dochazi k ndhlému masivnimu shluk-
nuti erytrocytd ve slezing, které mlze zpUsobit hypo-
tenzni ok a pfipadné i smrt. Srpkovité anémie jsou cha-
rakterizovany vyraznym zkracenim prezivani erytrocytd.
Infekce, predevsim parvovirem B19, mohou vést k pre-
chodné aplastické krizi s dramatickym poklesem hodnot
hemoglobinu. Dsledkem chronické hemolyzy je vyskyt
cholelitidzy u 50-75 % dospélych jedincd. V gravidité se
incidence bolestivych krizi zvySuje a mize dojit k pre-
eklampsii. Hladina Hb se u homozygott vétsinou pohy-
buje mezi 50-110 g/l. Anémie je normochromni a nor-
mocytarni s vétsi distribucni Sifi velikosti erytrocytd
(RDW). V natéru periferni krve nachézime retikulocy-
tézu, a srpkovité krvinky a ter€ovité bumnky (obr. 4). Casta
je ileukocytoéza a trombocytemie, pfedevsim u nemoc-
nych s akutnimi problémy, a mirné zvyseni hladiny
Zeleza, ale onemocnéni z pretizeni zelezem je vzacné.
HbS mizeme identifikovat pomoci elektroforézy a po-
tvrdit molekuldrné-geneticky. Prenatélni diagnostika
se provadi vysetfenim DNA z vil( choria, které se ziska-
vaji amniocentézou. Nesmirné dulezita je pecliva dife-
rencidlni diagnostika k odliseni bolesti v disledku srp-
kovité krize od bolesti, které byly vyvolany z jiného
dlvodu. Pacienti se srpkovitou anémii by se méli vyhy-
bat vysokym nadmofiskym vyskam, prochlazeni a infek-
cim, které v disledku hypoxemie vedou k srpkovaténi
erytrocytll. Pfinosné muze byt podavani kyseliny lis-
tové. Déti by mély byt vakcinovany pneumokokovou
vakcinou. Co nejdfive by méla byt zahajena |é¢ba kazdé
infekce. Omezeni srpkovaténi pfindsi zvyseni hladiny
HbF pomoci hydroxyurey, ktera stimuluje tvorbu y-globi-
novych fetézcll a tvorbu HbF. Chronickd Ié¢ba hydro-
xyureou by méla byt volbou lécby u nemocnych s ¢astymi

Obr. 4. Natér periferni krve nemocného se srpkovitou

anémii - napadné srpkovité krvinky, tercovité
buriky, sférocyt, anizocytéza




a tézkymi srpkovitymi krizemi. Alogenni transplantace
krvetvornych bunék je jedinou kurativni [é¢bou srpko-
vité anémie. Transfuze zvysuji hladinu hemoglobinu
a snizuji podil srpkovitych erytrocytd. Chronické poda-
vani transfuzi proto pusobi jako prevence mozkovych
pifihod. Nemocni s cévni komplikaci by méli byt sou-
bézné s transfuzni lécbou i dostate¢né hydratovani
a méli by dostavat adekvétni analgetickou [é¢bu. Peclivé
sledovani vyzaduji zvIasté gravidni Zzeny s HbS, ale pfinos
pravidelné transfuzni |é¢by je u nich sporny. Nizka po-
rodni vaha a zvysené potraty Zzen s HbS jsou pravdépo-
dobné zpusobeny cévnimi okluzemi v placenté. Cho-
lestdza zpUsobend srpkovitou anémii muze byt velmi
vaznou a dokonce fatalni komplikaci a i v tomto pfipadé
muze mit Iécebny efekt vyménna transfuze krve. V ob-
lastech s vysokym vyskytem HbS existuji specializované
klinicko-diagnostické jednotky pro tyto nemocné (Sickle
cell centres).

Hemoglobinopatie s vysokou afinitou ke
kysliku

Prvni hemoglobinopatii s vysokou afinitou ke kysliku
u starého muze s familidarnim vyskytem erytrocytézy
popsali v roce 1966 Charache et al [20]. Hemoglobin byl
oznacen jménem nemocnice, ve které byl diagnostiko-
van — Hb Chesapeake. Vétsina dosud znamych Hb vari-
ant s vysokou afinitou ke kysliku ma aminokyselinovou
substituci v jedné ze tii oblasti, které hraji zasadni roli
pro fungovani hemoglobinu:

= sty¢na plocha al1p1 spojeni

= C-termindlni konec B-globinového fetézce

= misto vazby 2,3-bisfosfoglyceratu (BPG)

Projevem zvysené vazby Hb ke kysliku je posun disoci-
acni kiivky kysliku doleva. Musime si ale uvédomit, ze
k posunu disociacni kfivky mohou vést i intracelularni
faktory — napf. zména pH, zména hladiny 2,3-bisfosfo-
glycerétu (2,3-BPG), modifikace hemové skupiny u methe-
moglobinemie nebo karboxyhemoglobinemie. Vsichni
nemocni s hemoglobinopatii se zvysenou afinitou ke
kysliku jsou heterozygoti — kauzalni mutace jsou auto-
somalné dominantni. Mnozstvi hemoglobinu A je
v jejich erytrocytech pfinejmensim stejné jako mnozstvi
hemoglobinové varianty. Homozygoti nejsou schopni
Zivota. Vétsina nemocnych nemd zadné klinické pro-
jevy. Pri fyzikadlnim vySetfeni dominuje cervené zbar-
veni celého téla. Zcela vyjimecné byva nevelka spleno-
megalie. Diagndza byva stanovena na zakladé vysetieni
krevniho obrazu a ndhodné zjisténé erytrocytézy bez
znadmek hyperviskozity ¢i projevl tkariové hypoxie.
Hodnoty Hb se pohybuji kolem 190 g/I, zvyseni erytro-
cytarni masy byva mensi nez u pravé polycytemie.
Hodnoty leukocytd a trombocytl byvaji v normé a ne-
nachédzime JAK2 V617F mutaci. Podezieni na hemoglo-
binopatii se zvysenou afinitou ke kysliku podporuje
ndlez erytrocytézy u vice ¢lend rodu. Pfi elektroforetic-
kém vysetieni hemoglobinu na acetétu celulézy se dari
odseparovat od HbA jen asi polovinu hemoglobino-
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vych variant. U ostatnich variant jsou k separaci nutné
zménéné podminky elektroforézy. Podezieni na tuto
hemoglobinopatii podporuje snizena hodnota pO,,
nebo vysetieni disocia¢ni kfivky hemoglobinu ke kys-
liku s ndlezem posunu doleva. Vétsina nemocnych ne-
vyzaduje zéddnou lé¢bu, v piipadé vzacného vzestupu
hematokritu > 0,55 s projevy hyperviskozity je vhodné
snizeni hodnot hematokritu < 0,50 erytrocytaferézou
nebo venepunkci. Zdména této erytrocytézy s pravou
polycytemii by mohla vést k nevhodnému zahdjeni cyto-
reduké¢ni [é¢by se zvySenim kancerogenniho rizika nebo
k nadmérné venepunkéni 1é¢bé s naslednou hypoxemii.
Od roku 2005, kdy byla u nemocnych s pravou polycy-
temii identifikovana mutace JAK2 V617F [21-24], kterou
nese vice nez 95 % nemocnych, je ale riziko této zamény
malé. Vysoka afinita Hb ke kysliku byla prokazéana také
u asi tfetiny nestabilnich hemoglobinovych variant. Do-
minujicim klinickym projevem zde v3ak je akcelerovana
destrukce erytrocytld (hemolyza). VSechny uvedené
znaky hemoglobinl s vysokou afinitou ke kysliku spl-
novaly i nalezy u 45letého muze sledovaného 8 let pro
nejasnou absolutni erytrocytézu s normalni saturaci ar-
teridIni krve kyslikem (Hb 193 g/I, Ery 6,0 x 10'%/I, leuko-
cyty a trombocyty v normé, objem erymasy 37 ml/kg,
saturace arteridlni krve kyslikem 98 %). Az vysetfeni
PO, arterialni krve ukazalo snizenou hodnotou
2,77 kPa (N = 3,2-4,2) na moznost hemoglobinopatie
s vysokou afinitou ke kysliku. Podezieni jesté zvysil
nalez podobnych laboratornich hodnot u syna nemoc-
ného a potvrdila jej elektroforéza hemoglobinu na ace-
tatu celulézy. Separace a izolace HbX s naslednou izo-
laci B-globinovych fetézcl a jejich analyza ukazala, ze
se jednd o dosud neznamou variantu hemoglobinu
386 Ala-Asp, ktera dostala podle mista bydlisté nemoc-
ného nazev Hb Olomouc [25].

Dalsi formou hemoglobinopatii se zvysenou afini-
tou ke kysliku jsou methemoglobinemie zplsobené
hemoglobinovymi variantami oznacovanymi souborné
jako HbM. Methemoglobin (Met-Hb) je heterodimer, ve
kterém jsou jeden nebo vice fero-iontl (Fe?*) hemu oxi-
dovany na feri-ionty (Fe*). Vzhledem ke zndmé dyna-
mice oxygenace deoxyhemoglobinu na oxyhemoglo-
bin vede pfitomnost feri-iontu (Fe*), byt jen v jednom
hemu, ke zvysené afinité hemoglobinu ke kysliku
u zbyvajicich 3 hemovych skupin hemoglobinové mo-
lekuly. Pfitomnost Met-Hb tedy vede k posunu diso-
cia¢ni kfivky Hb doleva a ke snizeni schopnosti posti-
zeného hemoglobinového fetézce véazat a prenaset
kyslik. Dlsledkem je snizené uvolnovani kysliku do
tkani. Pfitomnost Met-Hb proto zpUsobuje lehkou poly-
globulii s mirnou trvalou cyanézou. Vrozené methemo-
globiny jsou velmi vzacné a maji autosomalné domi-
nantni dédicnost. Vrozené methemoglobinemie se
u heterozygott manifestuji nahnédlym nebo bridlicové
Sedym zbarvenim kize. Pro hemoglobinopatii s pfi-
tomnosti HbM je typickd pfitomnost cyandzy a mirné
polycytemie i u dalSich ¢lent rodiny ve vice generacich.
P¥i HbM je bridlicové-sedé zbarveni déno spise moleku-
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lou Met-Hb nez vzestupem deoxyhemoglobinu. Krev
se zvy$enou hladinou methemoglobinu ma typicky ¢o-
koladové hnédou barvu, ktera se neméni ani v pfitom-
nosti vzdusného kysliku. U nékterych forem HbM m(ize
byt pfitomna mirnd hemolytickd anémie. Postizeni je-
dinci obvykle nejsou dyspnoicti, nemaji zadna omezeni
fyzické aktivity a maji predpoklad normalni pridmérné
délky Zivota. Pfi patrani po vrozené methemoglobin-
emii je dulezitd dikladna rodinna a osobni anamnéza
s cilenymi dotazy na vyskyt cyandzy u ostatnich ¢len(
rodiny a na pouziti [ékd nebo kontakt s chemikaliemi
zplsobujicimi cyanézu. K presnému stanoveni dia-
gnozy je nutné urceni hladiny Met-Hb v krvi. Klasicka
pulzni oxymetrie v téchto pfipadech neni spolehliva,
protoze odliSuje pouze oxyhemoglobin a redukovany
hemoglobin. Moderni analyzatory krevnich plyna jsou
vybaveny optickym systémem, ktery umoznuje stano-
vit koncentraci hemoglobinu a jeho derivat pfimou
spektrofotometrii. K vylou¢eni vrozeného enzymového
defektu je nutno spektrofotometricky stanovit hladinu
methemoglobinreduktédzy. Pritomnost patologického
hemoglobinu M je mozno prokazat pomoci elektro-
forézy hemoglobinu, pfipadné pomoci sekvena¢niho
vysetieni globinovych gent. Lé¢ba nemocnych s HbM
vétsinou neni nutna. Nékteré pridruzené stavy jako
anémie, kardiopulmondlni choroby nebo poziti 1éki
s oxida¢nim uc¢inkem vsak mohou stav pacienta zhor-
Sit a vyzaduji 1écbu.

Hemoglobinové varianty s abnormalni
syntézou hemoglobinu - tzv. talasemické Hb
(napf. HbE, Hb Lepore)

Hemoglobin E je abnormalni hemoglobin vznikly za-
ménou glutamové kyseliny v pozici 26 3-globinového
genu. Mutace vytvéii alternativni sestfihové misto mRNA
v kodonech 25-27 3-globinového genu. Vysledkem je
mirny nedostatek normalni  mRNA a snizena tvorba
[ fetézcu, kterd maze vést ke vzniku 3-talasemie. Tato
hemoglobinopatie je charakterizovéna i slabym spoje-
nim mezi a-globinovymi a $-globinovymi fetézci, coz
vede k nestabilité v pfipadé oxidativniho stresu nebo
pfi virové infekci. Hemoglobin E je velmi casty v jihovy-
chodni Asii a v Indii. MGzeme jej detekovat pomoci elek-
troforézy. Néktefi nemocni jsou asymptomaticti (hetero-
zygoti nebo homozygoti pro HbE) s mirnou mikrocytarni
hypochromni anémii, zatimco nemocni s ¢astou kombi-
naci HbE a (-talasemie (slozeni heterozygoti pro HbE
a B-talasemii) mohou mit tézkou anémii a mohou byt
transfuzné zavisli. V ceské populaci jsme u 13leté divky
s tézkou vrozenou hemolytickou anémii (Hb 55 g/I,
Ery 1,99 x 10%%/1, MCV 94 fl, MCH 27,6 pg, retikulocyty
0,28 %o; erytroblasty 1 000/100 Le) s transfuzni zavis-
losti a znamkami pfretizeni zelezem identifikovali HbE
[-talasemii. Otec a teta nemocné z otcovy strany méli
jen mirnou mikrocytarni hypochromni anémii v du-
sledku nosicstvi B-talasemie (Hb 11,5, resp. 10,9 g/I,
Ery 5,96, resp. 4,89 x 10'%/I, MCV 63,4, resp. 66,9 fl, MCH
19,3, resp. 22,3 pg, HbA, 5,2, resp. 4,7 % a HbF < 1 %),

matka nemocné a bratr nemocné méli mirnou anémii
(Hb 118 g/1), resp. normalni hodnoty Hb (138 g/I) a byli
nosici HbE s 26 %, resp. 28,4 % HbE. Molekularné-gene-
ticka analyza ukazala, ze otec a jeho sestra jsou nosici
B-talasemické mutace IVS-I-1 (G-A), matka nemocné
a bratr nemocné jsou nosici HbE. Nemocna ziskala od otce
B-talasemickou mutaci IVS-1-1 (G-A) a od matky mutaci
pro HbE. Kombinace téchto mutaci je vzacna a vede ke
vzniku tézké chudokrevnosti, kterd vesmés, na rozdil
od nasi nemocné, nevyzaduje transfuzni |é¢bu. Mozné
vysvétleni tézké anémie nemocné pfinesla az analyza
a-globinovych gen, kterd ukazala, ze ma vedle dvou
mutaci v B-globinovém genu i tfeti mutaci - triplikaci
a-globinového genu (aaa/aa), kterd u ni zvysuje nerov-
novahu mezi a-globinovymi a B-globinovymi fetézci
a déle prohlubuje chudokrevnost, makrocytézu a hypo-
chromazii nemocné [26]. Mezi talasemické hemoglobi-
nové varianty se fadi i nékteré varianty s hypernesta-
bilnimi globiny vedouci k autosomalné dominantnimu
B-talasemickému fenotypu (napi. Hb Hradec Kralové,
viz vyse) [8,27,28].

Pfehled 20 hemoglobinovych variant s mutaciv 3-glo-
binovém fetézci identifikovanych do konce roku 2017
v CR pfinasi tab. 4. Dalsi dvé varianty s mutaci v a globi-
novém fetézci jsou uvedeny v tab. 1.

Zaver

Hemoglobinopatie nejsou v CR tak vzacné, jak se dfive
myslelo. Do roku 2017 byly diagnostikovany u 876 osob
z 579 rodin. Jejich incidence/prevalence se v CR v po-
slednich letech stale zvysuje, coz souvisi s lepsici se in-
formovanosti Iékaft o téchto chorobnych jednotkach
a s lepsi dostupnosti specializované diagnostiky. Da se
vsak predpoklddat, ze se v nasi populaci stale vyskytuji
jedinci s nerozpoznanou hemoglobinopatii. Proto zde
chceme pfipomenout charakteristické znaky zaklad-
nich typl hemoglobinopatii a jejich diagnostiku i né-
které vzacné typy a klinické projevy, z nichz nékteré
byly prioritné popsany pravé v nasi populaci. Poddia-
gnostikovani jsou pfedevsim nosici talasemickych alel,
ktefi maji nendpadny fenotyp mikrocytarni hypochro-
mii anémie s mirnou erytrocytézou a normalni hla-
dinou feritinu i sérového Zeleza. Klinicky jsou tito je-
dinci asymptomaticti, ale v dasledku zmén v krevnim
obraze jim nékdy byvala mylné stanovena diagnéza
sideropenické anémie. Nasledna ,1é¢ba” zelezem, ktera
nemd zadny vliv na zmény v krevnim obraze, mlze

Tab. 4. Piehled 8B-talasemickych alel

identifikovanych v CR do konce roku 2017

typy deleci pocet rodin pocet jedinct
sicilska 4 7
makedonska 1 1

Hb Lepore 11 19

8P delece blize neurcena 1 1



tyto jedince s charakteristicky nizkou hladinou hepci-
dinu naopak poskodit. Problematiku hemoglobinopatii
v CR pfipominame i proto, Ze jejich vyznam stoupa i se
soucasnou vlnou migrace obyvatelstva z malarickych
oblasti do Evropy. V uzavienych a dnes jiz relativné po-
¢etnych komunitach mladych migrantl s vysokou preva-
lenci heterozygotniho postizeni hemoglobinopatii jsou
¢asto uzavirany sfatky uvnitf komunity (napf. mezi Viet-
namci). S ohledem na zavaznost klinickych projev( u ho-
mozygotd a slozenych heterozygotl proto nabyva na
vyznamu i prenatalni diagnostika homozygotniho po-
stizeni. Tu dnes jiz rozvinulo centrum vzacnych chorob
na Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze a na
Klinice détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN
Motol Praha ve spolupraci s Oddélenim Iékafské ge-
netiky FN Motol Praha a Centrem vzacnych chorob na
Hemato-onkologické klinice LF UP a FN v Olomouci.
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