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ZKRATKY A SYMBOLY

% - procento

ng/l — mikrogram na litr

ng/L — mikrogram na litr

ul — mikrolitr

wm — mikrometr

pmol/l — mikromol na litr

AMK - aminokyselina

cel. — celkovy

cm — centimetr

CR - Ceska Republika

DFO — deferoxamine

DFP — deferiprone

DNA - deoxyribonucleotid acid (deoxyribonukleova kyselina)
EDTA - ethylendiamintetraacetat (ethylendiamintetraoctova kyselina)
ELFO - elektroforéza

ery — erytrocyt

Fe’* - Zeleznaty kation

Fe’* - Zelezity kation

fl - femtolitr

FN Motol - fakultni nemocnice Motol
g/dl — gram na decilitr

g/l - gram na litr

Hb - hemoglobin

Hb A - hemoglobin dospélych (adult)
Hb F - hemoglobin fetalni (fetus)

HbA1C - glykovany hemoglobin

KRATKY A SYMBOLY
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HbC - varianta hemoglobinu

HbD - varianta hemoglobinu

HbH — varianta hemoglobinu

HbS - varianta hemoglobinu

HC1 - kyselina chlorovodikova

HCT - hematokrit

HIV - human immunodeficiency virus

hod — hodina

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (vysoce ucinna kapalinova
chromatografie)

KO — krevni obraz

kon. - konjugovany

LVEF — Left Ventricular Ejection Fraction (leva komorova ejekéni frakce)
MCV — mean cell volume (stfedni objem erytrocytu)

més. — mésic

mg — miligram

mg/kg — miligram na kilogram

mg/kg/den — miligram na kilogram za den

MCH - mean cell hemoglobin (stfedni mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu)

MCHC - mean cell hemoglobin concentration (stfedni koncentrace hemoglobinu

v erytrocytu)

ml — mililitr

mm — milimetr

MPa — mega pascal

MPYV — mean platelet volume (stfedni objem desticky)

MRI - Magnetic Resonance Imaging (magneticka resonance)
napr. — napiiklad

nm - nanometr

ATKY A SYMBOLY
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°C — stuperi Celsia

pg — pikogram

PLT - platelets (krevni desticky)

RBC - red blood cell (Cervena krvinka)

RDW - red cell distribution width (distribu¢ni objem erytrocytu)

RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism (polymorfismus délky restrikénich
fragmenti)

RNA - ribonucleotid acid (ribonukleova kyselina)
rtg — rentgen

SQUID - Superconducting Quantum Interference Device

SR - Slovenska Republika

tyd. — tyden

tzn. — to znamena

tzv. — tak zvané

UKBP - Ustav klinické biochemie a patobiochemie
USA - United States of America (spojené staty americké)
WBC - white blood cell (bila krvinka)

a - alfa

B - beta

Y — gama

0 — delta

g - epsilon

{—zeta

KRATKY A SYMBOLY




B-talasemie. Indikace a interpretace laboratornich vy§etient Kldra Jindrikova

Uvod

Talasemie jsou vrozena anemickd onemocnéni charakterizovana poruchou syntézy
nékterého z globinovych fetézcl hemoglobinu. Charakteristickym znakem je mikrocytoza.
Jsou 2 hlavni typy: a-talasemie (vzacna), zde je potlaena tvorba a globinovych fetézci,
a P-talasemie, u které se tvoii jen nepatrné mnozstvi B globinovych Fetézcl, proto taktd
postizeni jedinci maji nepatrné mnozstvi HbA,, ale zvySené hodnoty HbA; a HbF. Existuje

vSak vice typl talasemickych syndromu (napf. d-talasemie, y-talasemie a dalsi).

B-talasemie je autozomalné recesivni onemocnéni. Homozygoti nebo slozeni heterozygoti
s mutantnimi B globinovymi alelami jsou pficinou klinickych forem: talasemie major,
intermedia, minor a minima. Pacienti postiZzeni talasemii major jsou obvykle diagnostikovani
v prvnim roce zivota a jsou zavisli na transfuzich. Talasemie intermedia se diagnostikuje
pozdg€ji a transfuze jsou zapotrebi jen obéas. U talasemie minor se vyskytuje lehk4 anémie,

talasemie minima ma sotva znatelné klinické priznaky a je odhalena ndhodné.

Kazdy globinovy fetézec je fizen jednotlivym genem. Beta, gama a delta geny lezi blizko
u sebe na kratkém raménku chromozomu 11 (11pl15.5), tvorba o globinového fetézce

je podminéna 2 geny lezicimi blizko sebe na kratkém raménku chromozomu 16 (16p13.3).

Klinicky je mnohem dutlezit&js§i B-talasemie. Za poruchu syntézy B globinového fetézce
Jjsou zodpovédné vzacné delece a vice nez 200 mutaci, ty jsou prevazné bodové, typu
missense (kdy je AMK nahrazena jinou AMK) i typu nonsense (AMK je nahrazena jinou
AMK, ktera zpUsobi tzv. stop kodon, po kterém nemuze syntéza pokracovat). Molekularni
defekty jsou pfi¢inou proménlivého snizovani produkce B fetézce To se pohybuje v rozmezi
od minimalnitho snizovani u velmi mirné Btalasemické mutace aZ po celkovy deficit
v By mutacich. AvSak syntéza o fetézci pokraCuje normalné, takze se hromadi nadbytek
a fetézel. Ty urychluji prekurzory erytroidnich bunék, coz vede k destrukei v kostni dfenti,

neicinné erytropoéze a tézké anemii, ktera jesté vice zvysuje periferni hemolyzu.
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1 Prehled souasného stavu znalosti (teoreticky tvod)

1.1 Hemoglobin

Hemoglobin (Cervené krevni barvivo) je tetramerni molekula, sklada se ze 4 globinovych

fetézch a 4 hemu.

Obrizek 1: Struktura hemoglobinu

Globin se syntetizuje v granularnim endoplazmatickém retikulu zrajicich erytroblastt
a predstavuje 96 % molekuly hemoglobinu. Poté co je pfi rozpadu hemoglobinu uvolnén,

rozklada se na jednotlivé AMK, které jsou organismem dale vyuzivany pro tvorbu bilkovin.

Globinové fetézce jsou bilkoviny slozené z AMK, vzdy 2 a 2 fetézce jsou po chemické
strance identické. Alfa fetézec je tvoren 141 AMK. Retézce beta, gama a delta obsahuji 146
AMK a jejich sekvence je velmi podobna, li§i se pouze na nékolika mistech. Retézec gama
méa odlisnych 37 AMK od AMK Fetézce beta. Retézec delta ma v 16. pozici globinového

retézce arginin, u beta retézce je glycin.

Hem tvofi 4 % molekuly hemoglobinu, je syntetizovan v mitochondriich erytroblastu.
Zikladem je cyklicky tetrapyrol (protoporfyrin), ktery vznika odbouravanim nékterych
- AMK. Enzymatickym plsobenim ferrochelatazy se do tetrapyrolu navaze Ctyfmi vazbami

zelezo a vznika hem. Hemoglobin je tedy chromoprotein (bilkovina obsahujici kov).

Hlavni funkci hemoglobinu je prenos kysliku do tkani. Béhem vyvoje lidského
organismu od embryonalniho obdobi do dospélosti se pozadavky na zplisob a mnoZstvi
prenosu kysliku méni. Organismus se tomu v jednotlivych etapach vyvoje prizpiisobuje

tvorbou riznych hemoglobini. HbF vaze aktivné méné 2,3 bifosfoglycerat nez HbA, tudiz

- Piehled soutasného stavu znalosti (teoreticky wvod) -2-
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obsahuje vice kysliku a usnadnuje tim prestup kysliku z krevni cirkulace matky do krevni

cirkulace plodu.®
Za fyziologickych podminek ma €lovék 3 ontogeneticka stadia hemoglobinu:

e Embryonalni hemoglobin: HbGower
e Fetalni hemoglobin: HbF
e Hemoglobin dospélych: HbA

Embryonalni hemoglobin je nejéasnéjsi hemoglobin vyvijejiciho se lidského plodu.
Béhem fetalniho obdobi jsou syntetizovany embryonalni hemoglobiny Hb Gower 1, Hb
Gower 2 a Hb Portland. Jejich produkce vymizi po 10. tydnu, kdy jsou nahrazeny fetalnim
hemoglobinem. HbGower 1 ma 2 fetézce zeta a 2 fetézce epsilon ({2, €2), Hb Gower 2
ma 2 fetézce alfa a 2 feté€zce epsilon (02, €2), Hb Portland ma 2 fetézce zeta a 2 retézce

gama

(€2, v2).

Fetalni hemoglobin se vyskytuje v Cervenych krvinkach plodu b&hem nitrodélozniho
zivota. JeSt€ po narozeni obsahuji krvinky 70 — 90 % HbF a pouze 10 — 30 % HbA.
Po 5. - 7. mé&sici klesa jeho hladina pod 2 %. HbF obsahuje 2 fetézce alfa a 2 fetézce gama

(@2, v2).

Hemoglobin dospélych se sklada z nejrozsifenéjSiho lidského hemoglobinu HbA, (98 %
Hb), ktery je tvofen 2 fetézci alfa a 2 Tetézci beta (a2, B2) a z HbA; (1,2 - 3,5 % Hb),
ktery je sloZen ze 2 Fetézcl alfa a 2 Fetézcl delta (02, 82). HbAs je produktem starnuti HbA,,

kdy se na fetézce beta vaze glutation.

Hb Gower Epsilon , Gama Hb F

Alfil 2

Hb A, Beta, Delta , Hb A,

Obrizek 2: Globinové Fetézce lidského hemoglobinu

Pieliled soucasného stavu znalosti (teoreticky wivod) -3-
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1.2 B-talasemie

B-talasemie jsou hlavn€ zplsobeny mutacemi, které ovliviiuji regulaci nebo expresi
B globinového genu (ulozen na kratkém raménku chromozomu 11). Méné Casto je toto

onemocnéni zpusobeno delecemi.

Hlavni problém je nerovnovaha v tvorbé globinovych retézci. I kdyz jsou postizeny
B fetézce, tak tvorba a Tfetézci zastava zachovana. To vede k precipitaci pfebyte¢nych

a fetézcl v erytrocytech a k poskozeni membrany krvinek s naslednou hemolyzou.

U B°-talasemie (delece B globinového fetézce) je tvorba P fetézcl zcela zastavena,

u B"-talasemie (mutace v promotorové &asti) je tvorba tohoto fetézce pouze sniZena.

B-talasemie minor (heterozygotni) je nejCastéjsi formou a v naSich podminkach neni
vyjimecna. V naprosté pievaze je klinicky néma a je zachycena spiSe ndhodné. Pouze jeden
B gen je postiZen B° mutaci nebo B mutaci. Z krevniho obrazu je patrna vyrazna mikrocytoza.
Pocet erytrocytl je normalni nebo zvySeny. Hladina hemoglobinu je obvykle okolo 100 — 110
g/l, ale mize byt 1 v normé€. V natérech nachazime terCovité erytrocyty, bazofilni teCkovani,
polychromazii. Pocet retikulocytd je lehce zvySen. Prezivani erytrocyti oznaCenych
radioaktivnim chromem je normalni nebo lehce zkracené. Hladina HbA; je zvySena nad
3,5 — 8 %. Hladina HbF muZze byt lehce zvySena nad 2 — 6 %. Setkavame se také s lehkou
hyperplazii erytropoézy se zvySenymi zasobami zeleza. Lécba v naprosté vétsiné ptipadl neni

nutna. '®

B-talasemie intermedia. Jeden B gen ma& B° mutaci, druhy B gen ma mirnou formu
B" mutace nebo oba B geny jsou postizeni B° mutaci. Zatizeni Zelezem neni tak zavazné
jako u P-talasemie major. Z krevniho obrazu je patrna stfedné tézka anémie, ale transfuze
Je potiebna jen vyjimecn€. Hodnoty HbA; jsou vétsi nez 30 % oproti normalu. HbF je mensi

nez 70 %8

B-talasemie major (homozygotni nebo dvojité heterozygotni forma) byla poprvé popsana
americkym pediatrem Thomasem Cooleyem v roce 1925. Tato forma mé t€zky priubéh, i kdyz

Jsou rozdily podle toho, jaké alely jsou zdédény. Moznosti kombinace alel: ° - B°, B° - B,

B - B°. Precipitujici a Fetézce vedou k hemolyze, coZ vede ke splenomegalii. Jsou-li

Prehled soutasného stavu znalosti (teoreticky fivod) -4 -
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erytrocyty schopny syntetizovat y fetézce, dochazi ke vzniku HbF s vysokou afinitou

ke kysliku. Nasledna tkafova hypoxie pak dale zvySuje naroky na krvetvorbu. Preziti téchto
jedincl je zkraceno. K umrti maze dojit jiz v 1. roce Zivota. Onemocnéni je obvykle zjisté€no
po uplynuti prvnich 4. tydnl Zivota, asi v 6. tydnu dochazi ke vzniku anémie s pritomnosti
jadernych bunék v periferni krvi. V 8. tydnu pozorujeme splenomegalii. V pozdé&Sim vyvoji
dochazi kretardaci rastu, postizeni sexuélniho vyvoje, ale 1 jinych endokrinnich tkani
(diabetes mellitus, hypoparatyreoidismus, atd.). Diky vystupfiované erytropoéze dochazi
k typickym zménam na skeletu, rozSifuje se dferiovd dutina a ztenCuje se kompaktni kost
(nejCastéji se zmény objevi na rukou a chodidlech). Na rtg snimku hlavy je vidét typicka
JkartaCovita lebka“ (hair-on-end). Prominence licnich kosti a maxily, s relativné zanikajicim
nosem a protruzi zubt horni Celisti, to je typicky vzhled talasemikl (facies thalassemica)
se splenomegalii. Postupné dochazi k postizeni ostatnich organovych systémut. Hepatobiliarni
trakt, zde nejprve extramedularni hematopoéza, postupné se objevuje cirhdza.
Kardiovaskularni komplikace predev§im v souvislosti s pretizenim organismu zelezem
vznikaji po prvni dekad€ zivota. Na pfitomné splenomegalii s podili mimo jiné

i extramedularni hematopoéza. '*

Diagnostikujeme tézkou mikrocytarni hypochromni anémii s hodnotami Hb pod 70 g/I
se zretelnou anizocytézou (RDW nad 15,2 %). V natérech je vidét poikilocytdza, Cetné
terCovité erytrocyty, Howellova — Jollyho téliska, bazofilni teckovani. Normoblasty
v periferni krvi mohou byt az v poctu 200/100 leukocytti. Retikulocyty jsou snizené
v dusledku neefektivni erytropoézy. V natérech barvenych na zelezo jsou pfitomny Cetné
sideroblasty. Ztetelna erytroidni hyperplazie, napadné zmnozeni sideroblastd (nad 65 %)
| zasob zeleza (zvlasté u nemocnych po transfuzich). Hladina haptoglobinu v plazmé
je snizena diky chronické intravaskularni hemolyze. Hodnota bilirubinu v séru je zvy$ena.
HbF
je zvySen na hodnoty presahujici 30 %, HbA; je zvySe o 1 — 6 %, nebot je zvySena tvorba

y a d retézcu pii defektni tvorbé P retézce.

Hodnoty KO a hemoglobinl jsou u déti odlisné, zejména do jednoho roku.
Proto se talasemie definitivné diagnostikuje az po 1 roce zZivota. Velice zkreslujici vysledky
mohou byt patrny i u pacientl po krevni transfuzi, proto je nutné vySetfeni provést

az po degradaci cizich erytrocytu.

Pichled soutasného stavu znalosti (teoreticky avod) -5-
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Definitivni diagnostika je molekularné genetickymi metodami, hlavné DNA analyzou,

ktera se vyuziva v prenatalni diagnostice jako prevence.

Existuji zatim 4 hlavni 1é€ebné postupy — substitucni 1é¢ba, odstraniovani nadbyte¢ného
Zeleza chelata¢nimi latkami, splenektomie a perspektivni moznosti je transplantace kostni

drené. Ve fazi vyvoje je farmakologicka reaktivnost syntézy y a O fetézci a metody
8

genetického inzenyrstvi. '
Diky riznému stupni stability B globinovych fetézcl se vysvétluj Siroka skala
fenotypovych projevai [ thalasemickych mutaci od bezpfiznakového nosiCstvi

pfes neefektivni erythropoézu u B-thalasémie intermedia a major, az po hemolytickou anémii.

1.3 Incidence a prevalence talasemie

Talasemie se vyskytuje v kazdé populaci, oviem nejCast&ji v Jihovychodni Asii ve statech
jako jsou Vietnam, Laos, Thajsko, Singapur, Filipiny, Kambodza, Malajsie, Barma,
Indonésie. Dale pak v Cing, Africe, Recku, Italii a na stfednim Vychodé. Incidence talasemie
v celkové populaci je 0,16 %, v Ceské populaci to €ini 0,02 %. Vys§i procento nové

objevenych pripadii je v CR u cizinct, az 3,5 %.

Prevalence u nejasnych &eskych anemickych pacientti je 11 %, u cizincti v CR je to 30 %.

Predpoklada se, ze [ talasemicky gen maji 3 % populace na celém svété. RozSifeny
je predevS§im v tzv. malarickych oblastech (oblast Stiedozemniho more, Afrika a Asie).
Jedinci v té€chto oblastech s talasemickym genem jsou selektivné zvyhodnéni, pusobi
ochranné  proti malarii u talasemickych heterozygoti (B-talasemie minor a dvojité

heterozygotni forma B-talasemie major).

Vzacnéji se talasemie objevuje vzemich Zapadni, Severni a Stfedni Evropy,

zde je nejrozSifenési P-talasemie. Rozsifeni do netypickych oblasti vyskytu je dano hlavné

migraci.

Prehled soucasného stavu znalosti (teoreticky uvod)
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Incidence mutace 1VS-I-1 (G — A) je u pacientt vCR 46,3 %. Spolednd s dal§imi
4 mutacemi, které se vyskytuji ve Sttedomoii (CD 39 (C —T), IVS II-1 (G — A), IVS I-110
(G — A) a IVS 11-745 (C — G)) predstavuje 80 % B talasemickych mutaci v CR a SR. Tyto

mutace k nam byly pravd&podobng importovany ze Sttedomoii v dobé nasi spole&né historie.®

Distribution of a-thalasemia B a-thal 2
o a-thal ]

Obrizek 3: Vyskyt a a B-talasemie ve svété

1.4 Laboratorni diagnostika
1.4.1 Krevni obraz

Patfi mezi zakladni hematologickd vySetfeni. VySetfovani krevniho obrazu zavedl|
do praxe némecky internista Josef Arnech (1873 — 1955) v roce 1904. Vysetfeni mohlo
vzniknout diky metodé barveni krevnich bunék, kterou v roce 1877 vyvinul némecky lékar

Paul Ehrlich (1854 — 1915).

Soucasti krve jsou krevni elementy, krevni obraz urCuje jejich pocet a charakter v krvi.
Mezi krevni elementy fadime WBC — bilé krvinky (leukocyty), RBC — Cervené krvinky
(erytrocyty) a PLT — krevni desticky (trombocyty). Jejich sprdvna funkce je nezbytna.
Erytrocyty pomoci Cerveného krevniho barviva prenaSeji kyslik a oxid uhlicity. Leukocyty
se podileji na obranyschopnosti organismu pred infekci. Trombocyty se ucastni zastavy
krvaceni a podili se na regeneraci cév. Mezi dal$i zakladni parametry krevniho obrazu patfi
HB — mnoZstvi hemoglobinu v erytrocytu, HCT — pomér erytrocyti k objemu krve,
MCV - sttedni objem erytrocytu, RDW — distribuéni objem erytrocytu, MPV — stfedni objem

Prehled souGasného stavu znalosti (teoreficky uvod) -7-
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trombocytu. Hodnoceni zakladnich méfenych a wvypocitanych parametrd usnadiiuji
diagnostiku wvnitfnich chorob (nadory, zanéty), morfologie Cervenych krvinek vypovida

o puvodu anémie, zmény morfologie leukocytl napomahaji pri diagnostice hematologickych

onemocnéni, lymfomu a leukémii.

Pro stanoveni krevniho obrazu potfebujeme tekutou, nesrazenou krev. Odebira se Zzilni
nebo kapilarni krev do zkumavky s fialovym uzavérem (pisemny kod K3E nebo K2E),
pro standardni odbér je na sténach pevné KoEDTA nebo K3EDTA jako protisrazlivé ¢inidlo,
pri pediatrickém odbéru se jako chemické aditivum pouziva kapalné KsEDTA. Odebirané
mnozstvi krve je podle mnozstvi EDTA s dodrzenim objemu krve dle vyrobce. Thned
po odbéru je nutné krev s EDTA dobfe promichat, je to prevence proti mikrotrombum.
Optimalni provedeni je do 3 hodin po odb&ru. Vzorek se transportuje a je uchovavan

pti pokojové teploté (asi 20 °C), nedava se do chladnicky.

1.4.1.1 Erxrytrocyty

Jsou to bezjaderné burky bikonkavniho tvaru o priméru 7,2 + 3,5 um. Vnitfek ery

je vyplnén Hb.

Tabulka 1: Referencni rozmezi — fyziologické hodnoty ERYTROCYTY

DETI DOSPELI \

Jednotka 0.-1. den 2.-30. den 1.-3. 3.mésic 1-5 let 5-12 let muzi Zeny |

mésjc -1 rok |

RBC x 10" 4,1-7,0 3853 | 35445 3,5-4,5 3,8-5,2 4,2-5,4 4,5-6,3 42-54 |

Mozné morfologické zmény erytrocytl a diagnosticky prinos tykajici se talasemie:

¢ mikrocyty — ery o priméru mensim nez 6,7 um a objemu pod 80 f],
vyskyt: porucha syntézy hemu nebo anémie z deficitu Zeleza

¢ leptocyty = terCovité ery — zretelna redukce tloustky ery, centralni tmava zona
Je obklopena projasnénim a vlastni Hb tvofi dalsi kruh kolem obvodu buriky,
vyskyt u  hemolytické anémie zporuchy hemoglobinu (talasemie
a hemoglobinopatie)

¢ poikilocyty —u tézkych forem anémii

e Howell — Jollyho téliska — kulaté, tmavé purpurové se barvici téliska, jsou

to fragmenty jadra, nachazi se po splenektomii au perniciozni anémie
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e bazofilni teCkovani erytrocyti — jde o tmavé modra granulka rizné velikosti

a tvaru, predpoklada se, ze vznikaji nahromadénim ribozoma, fyziologicky 1 — 3

bazofilné teCkované erytrocyty na 10000 erytrocytu,

1.4.1.2 Hemoglobin

Tabulka 2: Referencni rozmezi — fyziologické hodnoty HEMOGLOBIN

DETI | DOSPEL]
Jednotka 0.-1. den 2.-30. den 1.-3. 3.mésic 1-5 let 5-12 let muzi Zeny
| mésic | -lrok ‘
Hb | g/l 140-220 110-170 100-130 | 100-130 110-150 120-155 | 140-180 120-160

Snizeni hladiny hemoglobinu vede k anémii. Je tfeba dat pozor na graviditu s fale§né

nizkymi hodnotami. Vlivem hemodiluce (zfedéni krve zvysenim objemu tekutiny v cévach,

vznika v dusledku zadrzeni vétSiho mnozstvi tekutiny v téle) dochazi od 8. tydne téhotenstvi

k poklesu hemoglobinu primérné na 110 g/l. Po porodu se hodnoty navraci do referenénich

mezi.

1.4.1.3 Hematokrit

Je to objem Cervenych krvinek v krvi vyjadieny jako procento celkového objemu krve.

Tabulka 3: Referenéni rozmezi — fyziologické hodnoty HEMATOKRIT
|

DETI DOSPELI
Jednotka 0.-1. den 2.-30. den 1.-3. 3.mésic 1-5 let 5412 let muzi Zeny
| mésic -1 rok
HCT % | 43-63 1-49 29-41 33-39 33-41 35-45 38-52 37-46

Je tfeba dat pozor na graviditu s fale$né nizkymi hodnotami. Vlivem hemodiluce dochazi

od 8. tydne téhotenstvi k poklesu hematokritu prumérné na 33 %. Po porodu se hodnoty

navraci k normalu do referenénich intervald.

1.4.1.4 MCV

Vypodet MCV: MCV = HCT/ RBC

pottu erytrocytt ve vySetfovaném vzorku krve.

Zprimérovana hodnota objemu jednotlivych erytrocyti (vyjadiena hematokritem) proti

Piehled souéasného stavu znalosti (teoreticky uvod)
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Tabulka 4: Referendni rozmezi — fyziologické hodnoty MCV

DETI DOSPELI
Jednotka 0.-1.den | 2.-30.den 1.-3. 3.mésic 1-5 let 5-12 let muii | Zeny

mésic -1 rok 1
[ MCV fl 90-121 80-110 7595 70-86 71-88 7590 8292 | 8292

MCV < 84 f] — mikrocytarni anémie

MCV 84 - 98 fl — normocytarni anémie

MCV > 98 (100) fl — makrocytarni anémie

1.4.1.5 MCH

Zpramériiovana hodnota hemoglobinu v jednotlivych erytrocytech proti poctu

erytrocytll ve vysetfovaném vzorku krve.
Vypocet MCH: MCH = Hb / RBC

Tabulka S: Referenéni rozmezi — fyziologické hodnoty MCH

DETI DOSPELI
Jednotka 0.-1. den P.-30.den = 3mésic | 1-5let 5-12let muzi Zeny
mésic -1 rok
MCH pg 3137 | 28-34 25-31 2429 | 25-31 25-3] 27-33 27-33

1.4.1.6 MCHC

Zprumérnovana hodnota hemoglobinu v jednotlivych erytrocytech proti objemu

erytrocyty, ktery zaujimaji v plazmé, tj. proti hematokritu.
Vypocet MCHC: MCHC = Hb / HCT

Tabulka 6: Referenéni rozmezi — fyziologické hodnoty MCHC

DETI ' DOSPELI
Jednotka 0.-1. den 2.-30. den ‘7 1.-3. 3.mésic 1-5 let 5-12 let muZi zeny
| mésic -1 rok
MCHC g/dl 30-36 | 2937 | 30-36 30-36 30-36 3236 3236 3236

MCHC =32 — 37 g/dl — normochromni anémie
MCHC < 32 g/dl — hypochromni anémie

MCHC je relativné pozdni ukazatel hypochromie, dfive se objevi pokles MCH.

Piehled soutasného stavu znalosti (teoreticky iivod) -10-



p-talasemie. Indikace a interpretace laboratornich vySeti‘eni

Klara Jindrakova

Tabulka 7; Komplexni posouzeni anémie podle kvantitativnich kritérii

anémie

mikrocytarni normocytamni makrocytarni
hypochromni normochromni normochromni
MCV (f) -~ 84 84-98 > 98 (100)
MCH (pg) 26 27-34 - 34
MCHC (g/) <32 32-36 32-36

1.4.1.7 Retikulocyty

Retikulocyty se pocitaji v obarveném (brilant krezolovd nebo methylenovd modr)

krevnim natéru pod mikroskopem.

Jsou to velmi mladé, nezralé erytrocyty, které obsahuji jeste¢ zbytky ribozomalni RNA

z cytoplazmy ménég zralych bun€k ervené fady. Neobsahuji jadro.

Urcuji proliferaci bunék v kostni dreni. Snizend tvorba nebo jejich nedostatek vede

ke snizeni erytropoézy (utlum krvetvorby). Naopak zvySend tvorba vede ke zvySeni

erytropoézy (krvaceni, hemolyza).

Tabulka 8: Referen¢ni rozmezi — fyziologické hodnoty RETIKULOCYTY

OBE POHLAVI
VEK 0-1 den 1-3 den 3-7 den 7-30den 30-45den | 45-60den | 60-75den 75den-3 3més.-10 10-99 let
més. let
RET % 3,0-7,0 1,0-3,0 0-1,0 0,2-2,0 0,3-3,5 0,4-4,8 0,3-4,2 0,3-3,6 0,2-2,8 0,5-1,5

1.4.1.8 RDW

Podle distribuénitho objemu ery délime morfologicky anémie s anizocyt6zou

a s homogenni populaci.
Fyziologicka hodnota pro vsechny vékové kategorie a obé pohlavi: 11,6 — 13,7 %

1.4.2 Dopliujici biochemické vysetireni
1.4.2.1 Zelezo

VySetfovanym materidlem je sérum nebo plazma. Odebira se srazliva vendzni krev
do sklenéné nebo plastové zkumavky bez Gpravy nebo se separacnim gelem (sérum). Pokud
kvySetfeni pouzijeme plazmu, tak odebirame do sklenéné nebo plastové zkumavky
s heparinatem sodnym jako protisrazlivym cinidlem. Odbér lze provést 1 do specialni
zkumavky (metal free plastic) nebo do sklenénych specialné umytych zkumavek. Je tfeba

oddelit krevni elementy a zabranit hemolyze, jinak ziskame falesné pozitivni (vyssi) vysledky.
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Vzhledem k cirkadiannimu rytmu Zeleza je vhodné provést odbér vzdy rano, kdy je hodnota
0 10 — 30 % vysSi nez veCer (maximum 6 — 9 hod, minimum 22 — 24 hod). Odebrany material
musi byt zpracovan nejpozdéji do 8 hodin po odbéru a skladovan pfi teploté¢ odbérove

mistnosti, coz je zhruba 25 °C. Pro delsi uchovani je mozné vzorek zmrazit (-20 °C),

po rozmraZeni jiz nemrazit.

Vysetfeni rusi lipémie, oxalaty, citraty, hemolyza.

Tabulka 9: Referenéni rozmezi — fyziologické hodnoty ZELEZO

| Obé pohlavi Muzi Zeny
| Jednotka 0-6 tyd. 6 tyd.-1 rok 1-15 let 15-60 let nad 90 let 15-60 let nad 90 let
[ Fe umol/} 11-36 6-28 4-24 7,2-29 7-23 7,2-29 6-24

Hodnoty mezi 60 — 90 lety nehodnotit ani u muzi ani u zen.

Zvysené hodnoty jsou u talasemie.

Zelezo se vyskytuje vzdy v chelatované formé, €ili vazané na bilkovinu. Primérna denni

strava obsahuje 10 — 15 mg elementarniho Zeleza, vstfeb4d se ovSem pouze 10 %

2

takze z potravy do organismu se dostane 1 — 1,5 mg Zeleza. V Zaludku se pomoci HCI

redukuje na Zeleznaty kationt (Fe*"). Prestupuje do stievni sliznice velmi aktivn& a rychle,

pak do plazmy, kde za 2 — 4 hodiny je vétsina vstfebaného Zeleza. Zasoba Zeleza se vytvari

pfimo ve sliznici ve formé ferritinu, 17 — 23 % jeho hmotnosti tvorli Zelezo. Existuje urcita

rovnovaha mezi erytroidnimi elementy v kostni dfeni, zasobami Zeleza a jeho resorpci

pres sliznici stfeva. Ve je regulovano zpétnou vazbou. Zelezo je transportovano bilkovinou

transferinem, ktery se tvori v jatrech. Zasoby Zeleza jsou ve formé ferritinu a hemosiderinu.

1.4.2.2 Bilirubin — celkovy

VySetfovanym materialem je sérum nebo plazma. Odebira se srazliva venozni krev

do sklenéné nebo plastové zkumavky bez Upravy nebo se separaénim gelem (sérum). Pokud

k vySetfeni pouzijeme plazmu, tak odebirame do sklenéné nebo plastové zkumavky

s protisrazlivym cCinidlem. Je nutné zabranit hemolyze a chranit vzorek pred primym svétlem,

jinak ziskame falesné negativni vysledky. Hodnota bilirubinu na svétle klesa az o 50 %

za hodinu. Odebrany material musi byt zpracovan nejpozdéji do 8 hodin po odbéru
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a skladovan pri teploté odbérové mistnosti, coz je zhruba 25 °C. Pro delsi uchovani je mozné

vzorek zmrazit (-20 °C), po rozmrazeni jiZ nemrazit.

| Tabulka 10: Referencni rozmezi — fyziologické hodnoty CELKOVY BILIRUBIN

' Ob& pohlavi
|| Jednotka 0-1 den 1-2 dny 2-20 dni 20dni-1 rok 1-60 let 60-90 let 90 a vice let
| 12‘:"}’\‘;5;‘ pmol/| 0-38 0-85 0-171 0-29 2-17 3-19 3-15

Zvysené hodnoty bilirubinu nachazime u hemolytickych anémii, coz je dano zvySenym

rozpadem erytrocytu.
1.4.2.3 Bilirubin — primy (konjugovany)
Odbér stejny jako u celkového bilirubinu.

Tabulka 11: Referencni rozmezi — fyziologické hodnoty PRIMY BILIRUBIN {
[ Obé& pohlavi
Jednotka do I5 let 15-60 let 60-90 let 90 a vice let |
Bilirubin pfimy umol/! nehodnotit 0-5,1 0-2 0-3

1.4.2.4 Ferritin

VySetfovanym materidlem je sérum nebo plazma. Odebira se srazliva vendzni krev
do sklenéné nebo plastové zkumavky bez Gpravy nebo se separacnim gelem (sérum). Pokud
k vySetfeni pouzijeme plazmu, tak odebirame do sklenéné nebo plastové zkumavky
s heparinatem lithnym nebo K;EDTA jako protisrazlivym ¢inidlem. Silné protiepani
zkumavky mutze zpusobit jeho denaturaci. Ferritin je stabilni 7 dni pfi teploté 4 — 8 °C.
Je to makromolekularni bilkovina, ktera obsahuje 20 — 25 % zeleza, skladuje bunécné zelezo
v netoxické formé. Pro del§i uchovani je mozné vzorek zmrazit (-20 °C), po rozmrazeni
jiZ nemrazit.

Tabulka 12: Referenéni rozmezi — fyziologické hodnoty FERRITIN
I OBE POHLAVI] MUZI ZENY

i Jednotka 0-6 tyd. 6 tyd.-1 rok 1-15 let nad 15 let nad 15 Jet
. Ferritin ug/l 145 - 458 52 -200 7-142 17 - 304 8-95

U dospélych hodnoty nad 400 pg/l jsou jiz znamkou ptebytku zeleza v organismu.

Takto vysoké hodnoty mizeme ocekavat u talasemie a u jedincu po transfuzi.
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1.4.3 Elektroforéza

Spole¢né s izoelektrickou fokusaci a isotachoforézou patfi mezi elektroforetické
metody. Pomoci té€chto metod se déli latky, které nesou elektricky naboj (bilkoviny, AMK,

onty).

Deéleni se dé&e podle rozdilné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli.
Pohyblivost latky hlavn€ zavisi na velikosti elektrického naboje, velikosti molekuly, pH
prostfedi, méné na tvaru délenych castic, iontové sile pufru a na vlastnostech nosic¢e. Tudiz
se ruzné velké a rizné nabité molekuly budou pohybovat rozdilnou rychlosti. pH je velice
dilezité, nebot bilkoviny, AMK, peptidy jsou latky amfoterni povahy, tudiZ nesou rtzny
elektricky naboj podle pH prostredi. V kyselém prostiedi se chovaji jako zasady, tzn. maji
kladny naboj a v elektrickém poli se budou pohybovat k zaporné elektrode, ke katodé.
V alkalickém prostiedi se chovaji naopak jako kyseliny, tudiZ maji zaporny néboj a pohybuji
se ke kladné elektrodg, k anodé. Pri urcité pH se molekula jevi jako elektroneutralni, ionizuje
se stejny pocet zasaditych 1 kyselych skupin, takze vysledny naboj je nulovy, v tomto pripadé
hovofime o izoelektrickém bodé pl, ktery je pro kazdou amfolytickou latku charakteristicky.
Pokud je pH prostiedi stejné jako pl, tak se latka ve stejnosmérném elektrickém poli

pohybovat nebude. HbF ma nizsi elektroforetickou vodivost nez HbA, protoze obsahuje jiné
AMK.

Zakladatelem elektroforézy byl Svédsky chemik A. W. K. Tiselius (1902 — 1971),

ktery v roce 1948 ziskal za jeji vyzkum Nobelovu cenu.

Kit HYDRAGEL 7 HEMOGLOBINE(E) je urCen k separaci HbA, HbA,, HbF
a pro detekci hlavnich variant hemoglobinu: S nebo D, C nebo E. Vyuziva se elektroforézy
na agarézovych gelech o pH 8,5, které se pouZzivaji ve spojeni s poloautomatickym systémem
HYDRASYS. Gel je nosné médium pro elektroforézu hemoglobini, obsahuje agar6zu
0,8 g/dl, TR1S-Barbital pufr o pH 8,5 a aditiva nezbytna pro optimalni provedeni. Kontakt
mezi gelem a elektrodami zajiStuji pufrovaci stripy, které¢ obsahuji TRIS-Barbital pufr o pH
8,5, azid sodny a aditiva nezbytna pro optimalni provedeni. K barveni geli s rozdélenymi

hemoglobiny po elektroforéze se pouziva amidocerii, k hemolyze erytrocytl hemolyzacni
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roztok, coz je alkalicky pufr saditivy. Vysledné elektroforeogramy jsou vyhodnocovany

vizualn€ nebo denzitometricky.

+C SFA

Obrazek 4: Elektroforéza: B-talasemie minor (HbA; 5,5 %, HbF 2,5 %)

1.4.4 HPLC

Pomoci vysoce ucinné kapalinové chromatografie se stanovuje HbA; a HbF

pro posouzeni, zda jde o talasemii. Podrobn& je HPLC popsana v kapitole 4.2..

1.4.5 DNA analyza

B-talasemie (delece nebo inzerce DNA v restrikénim fragmentu) lze diagnostikovat
pomoci nepiimé diagnostiky napr. prostiednictvim RFLP (polymorfismus délek restrikénich
fragmentii). Lze stanovit i konkrétni mutaci, ktera je primo zodpovédna za onemocnéni,

a to pomoci ptimé diagnostiky. K analyze se pouzivaji restrikéni endonukleazy.

Modemi ptistup je detekce mutaci pomoci real-line PCR a sekvenovani.
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| 2 Cil prace

1. Ziskat soubor pacientll se suspektni B-talasemii, soustfedit se na v€asny zachyt
| v pediatrické oblasti.

{ 2. Stanovit u pacientl se suspektni klinickou B-talasemii parametry hematologické (Hb,
ery, ret, MCV, RDW, hematokrit, MCH, MCHC), biochemické (zelezo, ferritin,
bilirubin) a diagnostické (HbA,, HbF).

3. Vyhodnotit ziskané vysledky statistickou analyzou a posoudit vyznam laboratornich
vysetfeni pro diagnostiku B-talasemie minor a minima.

4. Diskutovat vyznam zatizeni Zeleza u pacientl s t€zkou formou B-talasemie.
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3 Metody

3.1 Soubor pacientu

Do této bakalarské prace jsme zahrnuli 35 pacientt, u kterych byla diagnostikovana
B-talasemie. Jednalo se o pacienty UKBP a Oddéleni klinické hematologie FN Motol. 15 déti
od 1 roku do 17 let, 12 Zen ve véku 21 — 49 let a 8 muzi od 22 let do 53 let. Jejich vék
byl zaznamenan v dobé vySetreni. Pacienti ¢. 11, 12 a 13 jsou v pfibuzenském vztahu, stejné
tak jako pacienti ¢. 16 a 17, 18 a 19, 20 a 21, 24 a 25, 26 a 27. Na Oddéleni klinicke
hematologie jsme jim stanovili parametry krevniho obrazu: Hb, Ery, MCV, RDW, Ret, Htc,
MCH, MCHC. Na UKBP jsme zanalyzovali celkovy i konjugovany bilirubin, Fe, Ferritin,
HbA,, HbF.

3.2 VysSetieni HbA, pomoci HPLC

HPLC = High Performance Liquid Chromatography = vysoce ucinnd kapalinova

chromatografie

Nekdy se tato metoda nazyva také High Pressure Liquid Chromatography, oviem toto
oznaceni je méné vhodné. Skutecnost, ze separace je vykonavana za vysokého tlaku je méné
dilezita, nez skuteCnost, Ze oddéleni jednotlivych slozek je vysoce UCinné. Byla objevena
M. S. Cvetem (1872 — 1919) vroce 1903 v uspofadani kapalina — adsorbent, ktery prvni
rozdélil na sloupci sorbetu listova barviva. Diive byl pratok mobilni faze zajistovan pouze
gravitatni silou. Bylo nutné v koloné urychlit separaci, coz se docililo tim, Ze zmensily

rozméry Castecek naplné. Proto jsou nyni nutna Cerpadla, ktera prekonavaji vysokeé tlaky.

Chromatografie je separacni metoda, pfi které se ze vzorku oddéluji jednotlivé slozky.
Poskytuje nam kvalitativni i kvantitativni informace o vzorku. Vzorek se nanasi mezi dvé
faze, ty jsou mezi sebou nemisitelné. Faze stacionarni (sorbent) je nepohybliva, faze mobilni
(eluent) je pohybliva. Mobilni faze (v pfipadé kapalinové chromatografie se jedna o kapalinu)
se pohybuje pfes stacionarni fazi, na jejiz zacatek byl nanesen vzorek, ktery je kapalinou
unaSen. Jednotlivé slozky vzorku mohou byt na stacionarni fazi zadrzovany a tudiz
se nepohybuji tak rychle. Slozky se postupné od sebe separuji a na konec stacionarni faze

se drive dostanou ty slozky, které jsou méné zadrzovany stacionarni fazi. Na separaci vzorku
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ma velky vliv stacionarni faze a jeji interakce sjednotlivymi slozkami, ale i mobilni faze.

Podle uspotadani nepohyblivé faze délime kapalinovou chromatografii na tenkovrstvou

a kolonovou, ktera je nejstar§i ze vech chromatografickych metod viibec. Zékladem HPLC

je kolonové usporadani stacionarni faze.
Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu pro HPLC:

e kolona s chromatografickym materialem
e zafizeni pro davkovani a nastrik vzorku
e Cerpadlo a rezervoar na mobilni fazi

e gradientovy mixeér

e detektor

e vystup analyzovanych dat
3.2.1 Kolona s chromatografickym materialem

Pouziva se kolona kapilarniho typu. Ta je naplnéna malymi zrni¢ky sorbetu (3 — 10 um,
¢im krat$i kolona, tim jemné&j$i napli), ty kiadou prostupujici kapaliné znacny odpor, proto
je nutné pracovat pii vysokém tlaku. Kolony mohou byt sklenéné, ale pro vétsinu rutinnich
analyz jsou vyrobeny z nerezové oceli a jsou pomérné kratké (10, 15 nebo 25 cm). Vnitini
primér je 4,6 nebo 5 mm, vnitfni prutok eluentu je 1 — 2 ml za minutu a je regulovan
¢erpadlem. Pouzivaji se i rlizné ochranné kolony, které zachycuji nelistoty a chrani
tim analytickou kolonu. Casto to jsou tzv. predkolony, které vétinou byvaji umistény mezi
cerpadlem a davkovacim zafizenim, nebo tzv. saturacni kolona, ktera obsahuje velké

mnozstvi stacionarni faze a zajistuje tak rovnovahu mezi fazemi.
3.2.2 Zarizeni pro davkovani a nastrik vzorku

Diive se davkovalo injekéni stiikackou, coz zpusobovalo ur¢ité nevyhody z hlediska
tésnosti, udrzeni tlaku a zejména dochazelo ke vnaseni stop materialu injek¢ni strikacky. Nyni

s¢e u HPLC pouziva tzv. obtokovy davkovaci kohout nebo automatické davkovace.
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3.2.3 Cerpadlo a rezervoar na mobilni fazi

Do kolny je kapalina Cerpana pistovymi nebo membranovymi cerpadly, ktera jsou
vyrobena z nerezové oceli, keramiky ¢i plastu. Do mobilni faze nesmi byt uvoliovany zadné
latky, nesmi byt nijak kontaminovana. Cerpadla zaji¥tuji konstantni tlak (7 — 20 MPa)
i priutok (od mikroliti do desitek mililitrd za minutu), diky systému zpétné vazby. Jsou zde

ventily z pryZe nebo safiru, které ridi tok eluentu.

SloZzeni mobilni faze miZze =zistavat stejné, potom hovorime o izokratické eluci

nebo se béhem separace méni a pak se jedna o gradientovou eluci (€ast&jsi vyuziti).

3.2.4 Gradientovy mixér

Zajistuje vhodny gradient eluentu (propojené nadoby nebo specialni nadoby,

které na podkladé fotometrie a refraktometrie fidi slozeni eluentu pomoci pocitace).

3.2.5 Detektor

Me¢l by byt selektivni pro analyty a malo citlivy na mobilni fazi. Nejcastéji se pouzivaji
detektory fotometrické, refraktometrické a fluorescencni. Nejb&€znéjsi jsou fotometrické,
kdy se mé&fi absorbance eluatu, ktery vychazi z kolony. Refraktometricky detektor méfi
rozdily indexu lomu fluatu a cisté mobilni faze. Neni pfili§ citlivy, ale je univerzalni.
Fluorescen¢ni detektor vyuziva schopnosti latek absorbovat ultrafialové zareni a pak vysilat

zafeni o vyssi vinové délce, které je méreno fotonasobicem.
3.2.6 Vystup analyzovanych dat

Vysledkem HPLC analyzy je graf, chromatogram, ktery je nej€ast&ji zaznamenavan

pfimo do pocitaCe, ktery je napojen na analyzator.

3.2.7 Stanoveni HbA, a HbF na automatickém chromatografickém
analyzatoru Tosoh HLC-723 G7

Tento analyzator separuje hemoglobinové komponenty na zdkladé rozdilného naboje

jednotlivych molekul (na principu HPLC). Pfistroj pracuje ve dvou nezdvislych modech
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(tzv. glykovany a talasemicky). Lisi se kalibraci, mobilni fazi, kdy pro talasemicky mod
se pouzivaji specialni pufry, kolona je o néco delSi. Glykovany mod je specificky navrzen
k oddéleni a kvantifikaci glykovaného hemoglobinu HbA1C, separace trva piiblizné
3 minuty. Talasemicky mod je prizpusoben k separaci (po dobu priblizné¢ 8 minut)
a kvantifikact HbA2 a HbF. V tomto modu je mozné identifikovat 1 dalsi hemoglobinové
varianty jako HbS, HbC, a HbD na zdklad¢ jejich retenénich ¢ast.

Obriazek S: Analyziator Tosoh HLC-723 G7

3.2.7.1 Analyzator Tosoh HL.C-723 G7, talasemicky mod

K analyze je potieba nesrazlivad krev s EDTA nebo heparinem. Ke zpracovani vzorku
by mélo dojit do 2 hodin po odbéru pri jeho uchovani pii teplote¢ asi 20 °C. Vzorek
lze uchovavat i1 déle, pii 4 — 8 °C po dobu 48 hodin. Vhodné je si hned po prijeti vzorku
pripravit hemolyzat, ktery navodi hypertonické prostredi, erytrocyty prasknou a vylije
se hemoglobin potfebny pro stanoveni. Tento hemolyzat miize byt 1 zmrazen. Ke stanoveni

sta¢i 3 pl krve, spole¢né s mrtvym objemem je nutno pro samotnou analyzu poditat alesponi
s 50 pl krve.

Analyzator pracuje s katexovou délici kolonou TSKgel G7 B-Thal. HSi, kterou vyrabi
japonska firma Tosoh. Uchovava se pri teploté 4 — 15 °C na temném misté, nejlépe v lednicce.
Uvnitt kolony dochazi k separaci hemoglobinovych komponenti na nékolik subfrakci

na zakladé rozdilného naboje jednotlivych molekul. Pracovni tlak je 6 — 9 MPa.
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Pro separaci subfrakci a eluci zkolony je pouZivana mobilni faze s ménicim
se gradientem PB-Thalasemia Elution Buffer Kit, ktera obsahuje 3 citratové pufry o riznych
koncentracich soli a s odliSnym pH. Tyto pufry jsou barevné rozlisené (zeleny, zluty, rizovy).
Vyrobce, firma Tosoh, zpochopitelnych divodd neudava slozeni jednotlivych pufri.
Pred viastnim chromatografickym rozdéleni prida analyzator ke vzorku hemolyzalni pufr,

zplsobi prasknuti ¢ervenych krvinek a vylije se hemoglobin.

K detekci se wvyuziva fotometricky detektor, ktery méfi absorbance eluovanych
hemoglobinovych subfrakei v prutokové kyveté pri 2 vinovych délkach (415 a 510 nm).
Vysledkem je chromatogram, ze kterého pristrojovy software na zakladé retencnich Cast urci,
jaky pik odpovidd jakému typu hemoglobinu. Mnozstvi stanovovaného hemoglobinu

se vyhodnoti v procentech z celkového mnozstvi eluovanych frakci hemoglobinu.

Pro stanoveni HbA, a HbF je zavedena jednobodové kalibrace, pouziva se Hemoglobin
F&A2 Calibrator, po otevieni se skladuje pri 2 — 8 °C. 4 lahvicky lyofilizovanych kalibratorta
se rozpusti v 0,2 ml redestilované vody. Kalibraci je nutno provést vzdy po kazdé manipulaci
s kolonou, nebo pokud jsou vysledky kontrolnich vzork( opakované mimo nastavené
rozmezi. Pred kazdym meérenim se provadi interni kontrola kvality (kontrolni material

Lyphochek Hemoglobin A2 Control Bilevel od firmy Biorad).

Neni znama zadné interference nebo kfiZzova reakce. Vysledek je udavan v procentech

zaokrouhlen na jedno desetinné misto.

Zvyseni HbA; na Gkor snizeni HbA; vede k podezfeni na onemocnéni B — talasemie
minor. HbA, mlzZe byt zvySen i pfi megaloblastické anemii, pfiblizné u 1/3 HIV pozitivnich
pacienti uZzivajicich zidovudin je hladina HbA, zvySena. Naopak niZ§i hladiny jsou

u sideroblastické anémie, Hb H nemoci a erytroleukemii.

Stanoveni HbA, a HbF pomoci HPLC spolecné se stanovenim krevniho obrazu je velice

dulezité pro spravnou diagnostiku f — talasemie.
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Tabulka 13: Fyziologické hodnoty HbA;, HbA,; a HbF

3.3 Statistika

L Vék  HbA% HbA, % | HbF % ]
. 0-1 mésic | 17,7-540 0,0-13 ] 46,0 — 81,0 |
2 mésice 37,1-70,6 0,4-1,9 290-61,0 |
3 mésice  41,0-840 [ 1,0-390 15,0 - 56,0
4 mésice 68,2 — 88,6 2,0-2,8 | 9,4 -29,0
| Smésich | 74,9-956 1 21-31 23-220 |
6 — 8 mésicii ~ 835-958 - 1,9-35 2,3-13,0
9 — 12 mésici 91,7 - 96,7 2,0-3,3 1,3-50
| 13-24 mésici . 9%4,5-982 . 1,6-35 o 0,2-20
| 25 mésicii— dosp&li [ 94,3985 o 15-37 00-20 |

Vysledky jednotlivych parametri (aritmeticky pramér, smérodatna odchylka a median)

jsme vypocitali pomoci pocitaového programu Excel 2003. Zpracované hodnoty jsou

prezentovany v nasledujici kapitole.
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4 Vysledky

Naméfené hodnoty Hb, ery, MCV, RDW, ret, bilirubinu, Zeleza, ferritinu, HbA,, HbF,
hematokritu, MCH, MCHC u 35 pacientl jsou uvedeny v pfiloze 1. ZvySenné hodnoty HbA,

nad 3,5 % jsou ziejmé pro P-talasemii a podle hodnot HbF rozliSujeme formy minima, minor,

intermedia a major. Z naméfenych hodnot Ize vytvorit zavér, ze u dvou pacientt (€. 22 a 23)
byla zjisténa [-talasemie intermedia. U ostatnich pacientt se jedna o lehCi formy, B-talasemii

minima nebo minor.

35 pacientt bylo rozdéleno do 3 skupin na déti, Zeny a muze. V jednotlivych skupinach

byl spocitan aritmeticky primér, smérodatna odchylka a median u v§ech parametra.

Tabulka 14: HbA,, HOF — 15 déti ve véku 1-17 let
| HbA, | HbF |

Dt
% %
Prémér | 522 | 156
SD 1,40 | 1.06 |
Median | 5,00 [ 1,40 |

Tabulka 15: Biochemické parametry - 15 déti ve véku 1-17 let

Daéti Bilirubin cel. | Bilirubin kon. Fe Ferritin
umol/I pmol/I pmol/I ug/l
Priimér 9,47 4,14 14,07 44,15
SD 3.79 2,02 6,61 50,76
Median 8,75 3,70 13,80 30,80

Tabulka 16: Hematologické parametry - 15 déti ve véku 1-17 let

D&ti Hb Ery | MCV | RDW | Ret | Hic | MCH | MCHC |
g/l x10'% fl % % % pg g/l
Pimér | 1194 | 5,56 | 66,52 | 15,23 | 1,31 | 36,71 [ 21,69 | 32,43
| _SD 22,08 | 0,74 [ 10,75 | 1,64 | 0,51 | 604 | 4,16 1,00
[ Median | 113,00 | 5,60 | 62,20 | 15,50 | 1,24 | 33,80 | 20,00 | 32,20

Tabulka 17: HbA,, HbF — 8 muzi ve véku 22-53 let
Muzi | HbA, | HbF

% %
Primér | 4,56 8,46

sD | 053 | 11,50
[ Median | 4,55 [ 1.10
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Tabulka 18: Biochemické parametry - 8 muzi ve véku 22-53 let

Muzi Biluubin cel. | Bilisubin kon. Fe Ferritin
pmol/l umol/1 umol/I ug/l

Pramér 40,27 32,62 17,28 156,75
SD 36,88 60,67 4,79 81,51

Median 30,50 12,10 17,70 135,85

Tabulka 19: Hematologické parametry - 8 muzu ve véku 22-53 let

Muzi Hb Ery MCV | RDW | Ret Htc MCH | MCHC
g/l X101 fl % % % pg g/l
Pramér | 114,50 | 561 | 6572 | 19,16 | 2,75 | 36,33 | 20,76 | 31,52
SD 16,35 125 | 6.05 | 448 0,99 | 531 | 2,24 0,65
Median | 114,5 5,68 | 68,85 | 18,10 [ 2,67 [ 36,90 | 21,80 | 31,50

Tabulka 20;: HbA,, HbF — 12 Zen ve véku 21-49 let

Zeny | HbA, | HbF
% %

Primér | 4,54 | 1,07

SD 0,40 [ 1,00

Medidn | 4,55 | 0,70

Tabulka 21: Biochemické parametry - 12 Zen ve véku 21-49 let

Zeny Biltrubin cel. | Bilirubin kon. Fe Ferritin
pumol/I umol/l umol/I ug/l
Primér 18,35 7,62 21,45 53,95
SD 12,11 735 11,82 39,76
[ Median 16,20 4,75 18.65 | 48,95

Tabulka 22: Hematologické parametry - 12 Zzen ve véku 21-49 let

Zeny Hb Ery | MCV | RDW | Ret | Htc | MCH | MCHC
g/l x10'%/1 fl % % % pg g/
Primér | 107,08 | 521 | 64,98 | 16,05 | 2,14 | 33,80 | 20,63 | 31,71
SD 1279 | 072 386 | 2,01 [ 1,30 | 419 | 134 0,57
Median | 111,00 | 532 [ 6510 | 1515 | 1,62 | 34,70 | 20,40 | 31,75
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5 Diskuze

| Klinicky pribéh a stav pacientl s riznymi formami B-talasemie se vyrazné lisi. Zavazné

komplikace 1é¢by se objevuji u B-talasemie major a intermedia.

Dusledkem opakovanych nutnych transfuzi u pacientdl s talasemii je zatiZzeni Zelezem.
Jedna se o nejvétsi pri¢inu nemocnosti a umrtnosti u téchto pacientld a vyzaduje peclivé
sledovani. Vsechny chronické transfuzni 1éCby jsou spojeny se zatizenim zZelezem. Jedna
jednotka transfuzni krve obsahuje okolo 200 — 250 mg zeleza, takze chronicky transfundovani
pacienti maji nadbytek zeleza, pfiblizné o 0,4 - 0,5 mg/kg/den. To znamena, ze pacienti
mohou byt pretizeni zelezem uz po 10 - 20 transfuzich. Protoze u ¢lovéka nejsou mechanismy
pro vylu€ovani nadbyteCného mnozstvi Zeleza, musi byt toto mnozstvi odstranéno chelatovou
terapii, o které se obvykle uvazuje po 1 roce krevnich transfuzi. U pacientd s talasemii
intermedia je nahromadéni Zeleza hlavné dusledkem zvySené absorpce Zeleza
gastrointestinalnim traktem a neucinnou erytropoézou. U transfundovanych talasemickych
pacientl se zalina objevovat toxicky efekt Zeleza, kdyz kapacita transferinu v plazmé,

ktery vaze Zelezo, neni dostadujici (zelezo nenavazané na transferin), coz zpusobuje tvorbu

volnych hydroxylovych radikali, nebo kdyz se ukladaji nerozpustné Zelezné komplexy
v tkanich a organech. Zelezo se uklada intracelularng ve visceralnich organech jako je srdce,
jatra a endokrinni zZlazy, a tim postupné Skodi tkdnim a kone€nému orgéanu, ktery je potom
nefunkéni nebo je jeho funkce nedostateCna. Nejb€zné;si klinické projevy ptetizeni zelezem
jsou:  zpomaleny rist, hypogonadismus, poruchy metabolismu glukoézy, cukrovka,
kardiomyopatie, srdecni selhani a arytmie, jaterni fibréza a cirhéza. U netransfundovanych
pacientl s talasemii intermedia je nahromadéni Zeleza pomalejsi. Vyskyt a zavaznost
komplikaci spojenych s pretizenim Zeleza u pacientd s talasemii se postupné snizuje

od té doby, kdy byla zavedena chelatova terapie.

Spravné a vyhodnégjsi neinvazivni meéfeni zasob Zeleza je rozhodujici pro hodnoceni
zavaznosti pretizeni Zelezem a .pro spravné zavedeni chelatové terapie. Hladina ferritinu
vséru je nejbéznéjsi ukazatel zasob Zeleza a miZe byt snadno méfitelnd komercné
dostupnymi kity. Nicméné, rozmanitost stavii jako jsou zanét, prijem askorbatu a zloutenka
pozméiiuje zdanlivé jednoduchy vztah hladiny u v séru se zasobou zeleza v téle. Kazdodenni

zmény jsou obzvlasté patrné u pacientii s vysokou hodnotou Zeleza, inter a intra individualni
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variabilita pacienta. Sériova méreni, nejméné€ kazdé 3 mesice, jsou nutné k fadnému
hodnoceni dulezitosti Zeleza u talasemickych pacientd. Hladina ferritinu trvale pod 2500 pg/l
ukazuje na mensi riziko srdeCnich komplikaci, ale cilova hodnota se doporuuje pfiblizné
1000 pg/l nebo mensi. U pacientd s talasemii major je v soucasné praxi chelatova terapie
zahajena po 10 - 20 transfuzich nebo kdyz hladina ferritinu stoupne nad 1000 pg/l.
Je uznavané, zZe jatra obsahuji Zelezo (méfi se obsah Zeleza v jatrech) a poskytuji tak presné
méfeni koncentrace zeleza v tkanich vyjadrené v mg/kg. ReferenCni metoda pro stanoveni

Zeleza je biopsie jater a méfeni v jaterni tkani atomovou absorpci.

| Problém invazivni biopsie jater muze byt prekonan pomoci SQUID technikou
(Superconducting Quantum Interference Device), kterd je pfesnou neinvazivni metodou
pro odhadnuti obsahu Zeleza, je zaloZzend na paramagnetickych vlastnostech z&sob zeleza
v lidském téle jako ferritin a hemosiderin. Velikost paramagnetické odezvy je pfimo umeérna
mnozstvi Zeleza v urCitém objemu tkané. Tato technika je draha a je dostupni pouze

v neékolika centrech (celkem pouze S center v Evrop€ a v Severni Americe).

Dal§i metodou pro méfeni mnozstvi zeleza v jatrech je Magnetic Resonance Imaging

(MRI). Mnozstvi zeleza v jatrech urené MRI prokazuje dobrou korelaci s vyhodnocenou
jaterni biopsii. MRI mize zhodnotit cely organ a muze také nalézt fibrozy. Tato metoda
je neinvazivni a dobfe dostupna, je také vhodna pro zakladni hodnoceni pretizeni zelezem
a sledovani ucinnosti chelatové terapie. Pfes vyznamnost méfeni ulozeného Zeleza v jatrech
pfi hodnoceni zatizeni zZelezem, MRI neméii zelezo vylu€ované v jinych Zzivotné dillezitych
organech, jako je srdce. SrdeCni problémy jsou stale hlavni pfi€inou umrti u talasemickych
pacientl. Proto je nezbytné méfit myokardidlni siderozu jak nejrychleji je to mozné.
Rovnéz zlepSenim terapeutickych postupll je potreba predejit srdeCnim komplikacim. Studie
v Evrop€ a USA prokazuji nevyznamny vztah mezi Zelezem v jatrech nebo ferritinu v séru
a levou komorovou ejekéni frakci (LVEF), navrhujici, Zze klinické posouzeni
kardiovaskularnich rizik nemize byt zalozeno pouze na zhodnoceni zeleza v jatrech nebo
hladiny ferritinu. Uplné nové kardiovaskularni magnetické rezonanéni techniky maji mit

schopnost presného stanoveni kardialniho pretizeni zelezem.

Optimalni zelezo-chelatova latka musi mit velkou afinitu a specificitu pro zelezité

; 3 , .. v . v , v ; .
kationy Fe’”, nizkou toxicitu, prodlouzené vyluovani pologasu rozpadu, nizkou afinitu
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k ostatnim koviim, lépe rozpustny v tucich (lipofilni) a s nizkou molekularni hmotnosti.
Ale potreba snizovat Umrtnost, ktera je spojena s pretizenim zeleza, musi vést k vyvoji

novych léku.

Deferoxamine (DFO) byl zaveden v roce 1960 jako prvni Zelezo-chelatovy 1ék, ktery byl
Siroce pouzivan. Je to hexadentat cheldtor a UCinkuje Zeleznou chelaci — jedna molekula
DFO se vaze k jednomu atomu Zeleza — vytvari ferrioxamin, ktery je vylu€ovan stolici a moci.
Lék snizuje toxicitu zeleza eliminaci volnych radikald. Je poddvan v davce po 10 - 20
transfuzich v davce 30 — 50 mg/kg denné a kdyz je hladina ferritinu nad 1000 ug/L. Zptsob
podani je obvykle injekéné subkutalné nejmén€ po dobu osmi hodin, 5-7 noci za tyden.
Pouziti DFO hodné snizuje nemocnost a umrtnost talasemickych pacientl, ale jsou zde
nékteré nevyhody. Ty zahrnuji nevhodnost parenteralniho podani, lokalni kozni reakci,
vedlejsi ucinky (sluchovd a sitnicova toxicita) a cena (nedostupny v rozvojovych, malo
rozvinutych zemich). Z téchto divodi se mnoho usili soustfeduje na rozvoj novych

perordlnich chelatora.

Deferiprone (DFP) je peroralni chelator (tfi molekuly obklopuji jeden ion Zeleza).
Klinické pokusy ukazuji, ze davka 75 mg/kg/denné ve trech davkach je efektivni ve snizovani
pfetizeni zelezem v téle. Zda se, ze pacienti svelmi vysokou hladinou ferritinu
(nad 2500 pg/L), dosahuji velkych 1ééebnych pokroku pii pouziti tohoto 1éCiva. Vyhoda této
slouCeniny je ta, ze je to chelatové zelezo bez zbytkové davky a je rozpustny v tucich. Mze
tedy proniknout snadné¢ji membranami a tak vyjmout potencionalné toxické zelezo z tkané.
Nedavno bylo ukazano, ze DFP poskytuje vétsi kardialni ochranny efekt proti pfetizeni
zelezem. Vedlejsi ucinky deferipronové terapie zahrnuji malou neutropenii a agranulocytozu,
zvy§ené transamindzy v séru, gastrointestinalni disturbanci, postizeni kloubt (artropatii).

Docasné preruseni 1€Cby je doporucovano pfi vyskytu agranulocytozy.

Kombinace pouziti deferoxaminu a deferipronu je popsano v literatufe. To ukazuje,
ze pfi kombinovane terapii mize klesat pfetizeni zelezem, nejvétsi dopad byl nalezen
u pacientl, ktefi nebyli schopni reagovat samostatné na deferiprone nebo na deferoxamin.
Pacienti podstupuji podkozni terapii s deferoxaminu a kdo mél zhorSenou ejekéni frakei,

tak ukazuje zlepSeni ve funkci kontrakce srdce po zavedeni deferipronu v kombinované

terapii.
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Nova latka deferasirox, podavana jednou denné, byla zkoumana u dospélych
i u dvouletych pediatrickych talasemickych pacientd. Lék je dobfe snasen a je GCinny. U Casto
transfundovanych pacientdl (2 - 4 jednotky Cervenych krvinek za mésic) vede jedna davka
20 mg/kg denné k udrzeni obsahu zeleza v jatrech, neutralnimu stavu zeleza a stabilni hladiné
ferritinu v séru, kdyz je davka 30 mg/kg denné, vede to k vyznamnému poklesu mnozstvi
zeleza v jatrech, negativni bilanci Zeleza a klesa hladina ferritinu v séru. Lék vyluCuje Zelezo
témeér v plném rozsahu pres zluCové cesty a stolici. Nejb&znéjsi vedlejsi uCinky jsou bolest
bficha, nevolnost, zvraceni, prijem, zacpa a vyrazka na kizi, tyto symptomy jsou mirné
az stiedni zdvaznosti a mohou byt &asto dobte snageny. Zadna sluchova ani sitnicova toxicita
ani toxicita v kostni dfeni nebyla zjisténa. Studie nyni posuzuji efekt léku na myokardialni

siderozu.
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6 Zaveéer

3. Vyhodnocené ziskané vysledky:

Tabulka 23: Aritmeticky primér + SD, Zeny

1. Ve spolupraci s odd€lenim klinické hematologie v Motole jsme ziskali 35 pacienty,
u kterych se predpokladala diagndza B-talasemie na zakladé laboratornich vySetfeni.
2. U pacientl se suspektni B-talasemii jsme stanovili nasledujici parametry: Hb, ery, MCV,

RDW, ret, bilirubin, Zelezo, ferritin, HbA,, HbF, hematokrit, MCH, MCHC.

Parametr, jednotka Prumérna hodnota + SD
Hemoglobin, g/l 107,08 £ 12,79
Erytrocyty, x10'%/1 521+0,71
MCV, fl 64,98 + 3 86
RDW, % 16,05+ 2,11
Retikulocyty, % 2,14 £ 1,30
Bilirubin cel., umol/l 18,35+ 12,11
Bilirubin kon., pmol/I 7,62 £ 7,35
Zelezo, umol/I 21,45+ 11,82
Ferritin, ng/l 53,95+ 39,76
HbA, % 4,54 % 0,40
HbE, % 1,07 = 1,00
Hematokrit, % 33,80+ 4,19
MCH, pg 20,63 + 1,34
MCHC, g/l 31,71 £ 0,57

Zaver
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Tabulka 24: Aritmeticky primér = SD, Déti

Parametr, jednotka Primérna hodnota + SD
Hemoglobin, g/l 119,40 £ 22,08
Erytrocyty, x10'7/I 5,56 + 0,74
MCV, fl 66,52 = 10,75
RDW, % 15,23 + 1,64
Retikulocyty, % 1,31+ 0,51
Bilirubin cel., umol/l 9,47+ 3,79
| Bilirubin kon.. gmol/] 414+2.02
| Zelezo, pmol/ 14,07 + 6,61
| Ferritin, pg/l 44,15 £ 50,76
HbA,; % 5,22 + 1,40
HbF, % 1,56 £ 1,06
Hematokrit, % 36,71 + 6,04
MCH, pg 21,69+ 4,16
MCHC, g/ 32,43 £ 1,00

Zavér -30 -
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Tabulka 25; Aritmeticky priumér + SD, MuZzi

Parametr, jednotka Pramérna hodnota = SD
Hemoglobin, g/l 114,50 £ 16,35
Erytrocyty, x10'%/I 561 1,25
MCV, fl 65,72 + 6,05
RDW, % 19,16 £ 4,48
Retikulocyty, % 2,75+ 0,99
Bilirubin cel., umol/I 40,27 + 36,88
Bilirubin kon., pmol/I 32,62 + 60,67
Zelezo, umol/Il 17,28+ 4,79
Ferritin, pg/l 156,75 + 81,51
HbA, % 456 + 0,53
‘ HbF, % 8,46 + 11,50
Hematokrit, % 36,33 £5,31
MCH, pg 20,76 + 224
MCHC, g/] 31,52 + 0,65

B-talasemie.

4. 'V diskuzi jsme se vénovali problematice pfetizeni zelezem u pacientu s tézkymi formami

Zavér

=t
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7 Souhrn/Summary

U pB-talasemie je potlacena tvorba P fetézce. P-talasemie je nejCast&ji zpusobena
bodovymi mutacemi B globinového genu na 11 chromozomu. Existuji rizné zavazné formy:
B-talasemie minima, minor, intermedia, major. Vodicim znakem je mikrocytoza, HbA, vyssi
neZ 3,5 % a zvySenné hodnoty HbF. Z laboratorniho vySetfeni je dilezity Cerveny krevni
obraz, hladina Zeleza, ferritinu, bilirubinu a pomoci HPLC nebo elektroforézy stanoveni HbA,
a HbF. U pacientu, ktefi potiebuji transfuzi, se setkavame se zatizenim zelezem,

které se odstraniuje napi. chelata¢nimi pfipravky.

There is lower production of the B globin chain in B-thalassaemia disease. B-thalassaemia
is mainly caused by site mutations of globin gene located on the 11 chromosom. There are
some P-thalassaemia variants, differing by scope of affliction: B-thalassaemia minima, minor,
intermedia, major. Regular symptoms for this disease are microcytosis, value of HbA; is
higher than 3,5 % and increased value of HbF. Other indicators needed to be claimed from
laboratory work-up, esp. red blood count, value of iron, ferritin, bilirubin and using methods
of HPLC or electrophoresis receiving values of HbA, and HbF. Patients which are dependent

on blood transfusion have iron overload. This overload is eliminating by the chelate drugs.

Souhrn / Summary -32-
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Pfiloha 1 — Namérené hodnoty

Naméiené hodnoty Hb, Ery, MCV, RDW, Ret, bilirubinu, zeleza, ferritinu, HbA,, HbF,
hematokritu, MCH, MCHC u 35 pacientii. ZvySené hodnoty HbA2 nad 3,5 % jsou ziejmé
pro B-talasemii a podle hodnot HbF rozliSujeme formy minima, minor, intermedia a major.
Z naméfenych hodnot lze vytvofit zavér, ze u dvou pacientd (C. 22 a 23) byla zjisténa
B-talasemie intermedia. U ostatnich pacienti se jedna o lehCi formy, B-talasemii minima

nebo minor.

Priloha 1 — Namérené hodnoty Pl-1
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prciont Hb Ery | MCV | RDW | Ret f;}”/:sf Fe | Fetin | HbA2 | HbF | Hic | MCH | MCHC
: 1012 0 o . - 0 0 0 :
gl | X0 | Y, % e | MmOVl | ugl % % % oz gl
r — 1 5 5 =
¢l 94 419 | 685 | 181 | 138 | 82005 63 9.9 50 08 | 287 | 224 328
21 let 7
= — ik
&2
5 7 7 .7
3 roky,M 102 5,46 58, 16,1 1,23 6,2/3,1 13,0 30,8 5,5 1, 32,1 18, 31,8
T T T o | T — 1 T _‘—_ T T —‘
¢3 114 622 | 599 | 156 | 185 | 375128 | 167 | 1781 | 41 10 | 372 | 183 | 306
29 let, M
¢ 4
e |13 804 | sS4l | 206 i ; B | 2238 | 50 08 | 436 | 167 | 307
B S U N . S U R R R R
€3 121 615 | 632 | 157 | 230 | 18346 | 182 | 459 | 46 03 | 389 | 197 | 311
36 let, 7
¢ 6
o | 104 572 | 575 | 158 - nons | o147 | 197 59 14 | 330 | 182 | 315
&7
o | 176 626 | 827 | 125 | 118 | 11147 | 138 i 35 17 | s18 | 281 | 340
- i - ] - I ]
&8 |
oM 13 419 | 7187 | 132 ; i 81 333 42 09 | 330 | 270 | 342
I | B |
€9 131 44 891 | 131 | 038 | 20788 | 99 | 201 41 08 | 392 | 208 | 334
14 1et, 7 ’ , ,
¢ 10 143 52 807 | 137 : 8,3/- 92 26,5 40 07 | 420 | 275 | 340
9let. M

Pl-2
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Pacicnt Hb Ery MC RDW | Ret }2;;”/1‘;221 Fe Ferrtin | HbA2 | HbF Htc MCH | MCHC
g/l x10'/1 ] % % wﬁom umol/1 ng/t % % % pg g/l
¢ 11
9 let, M 125 6,21 622 | 155 | 083 7153, 12,1 53,2 7.2 14 386 | 201 32,4
¢ 12
17t M | 142 6,51 669 | 150 | 172 11249 | 316 | 2115 | 58 1,5 $35 | 218 | 326
-+ -
¢ 13
Hlet, M 128 5,58 707 | 156 | 305 | 68433 207 | 2597 | 55 12 394 | 229 32,5
¢ 14
4roky,Z | 109 578 58,5 170 | 126 | 89538 14,6 154 6,4 3.1 338 | 189 322
¢ 15 95 4,81 613 188 | 159 | 52/ 3.0 9.8 8.7 24 295 19,8 323
1 rok, M
¢ 16 105 584 565 | 164 | 248 | 160094 | 206 733 52 0.5 33.1 180 | 317
32 %et, 7
¢ 17, 118 6,52 571 163 | 113 104/6.1 238 308 51 44 372 | 181 31,7
9 let, Z
¢ 18 11 5,33 653 151 | 149 | 83532 9.0 9.9 4.1 0.7 348 | 208 319
49 let, Z
¢ 19 118 6.00 624 | 170 | 225 | 80122 10,4 62,4 45 0.8 375 | 197 31,5
Bt Z
| -
€20 119 5.23 706 | 139 | L6 | 97 17,2 40,0 37 0.7 370 | 228 322
32let, 7
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Pacient Hb Ery MCV | RDW | Ret Ee‘ilﬁf)’;“ Fe Ferrtin | HbA2 | HbF Htc MCH | MCHC
12 . .
o/l x10'%] fl % % "t umoll | pg/l % % % pg "
€21
et 129 6,45 63.8 148 | 100 | 6915 134 34.0 3.9 1.6 412 20.0 313
& 22
25 e M 112 5.22 634 | 220 | 267 | 305121 16.1 62.0 4,0 302 | 357 215 314
¢.23
M 90 4,06 70,1 231 | 433 | 109,1/170 213 92.3 4.0 208 | 285 222 316
C.24 93 430 68.8 144 | 281 | 17.2/4.9 40,8 32.0 47 0.6 29.6 216 31,4
33 Jet, Z ’ ’
€. 25 08 5.20 59.5 161 | 238 | 87/18 13.8 513 5.0 0.7 31,0 18.8 316
9let, Z
€26 108 523 64.9 150 | 161 16 4/- 153 54.3 47 0.7 34.0 207 318
27 let, Z
6°1'ef7z 100 5,60 56,7 157 | 186 | 8855 13.8 66.0 45 0.6 318 17.9 314
¢.28 130 5.87 69,3 145 | 135 | 12772 8.3 2540 | 47 0.7 407 22,1 31,9
53t M
¢.29
21l M 115 578 633 154 | 253 | 159100 134 936 48 0.7 36.6 19.9 31,4
¢. 30 106 5.13 64.4 149 | 126 | 73836 163 15,7 46 0.5 33.0 207 32,1
12 let, M
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Bilirubin

Pacient Hb Exy MCV | RDW | Rer | DoiOD Fe Fertin | HbA2 | HbF Hic MCH | MCHC
12 o o = : o o o 1
g/l x10'/1 fl % % umoll umol/1 g/l % % % pPg g/
¢ 31
s 116 531 68,5 151 | 1,59 | 11,032 19,1 417 4,9 0,7 36,4 218 31,9
¢. 32 93 414 700 | 265 | 3.49 | 694/130 | 187 90.5 4.4 12,3 29,0 225 32.1
31 let, M
¢.33 11 5,54 65.5 152 | 115 | 24477 413 62.0 4.4 3.2 63,4 20,0 30,5
24 let, Z ;
¢. 34 78 3,88 634 | 217 | 593 | 357241 | 357 1640 | 4.4 0,7 246 201 317
24 let, Z
¢35 111 5,56 62.1 151 | 164 | 4717164 | 23.1 52.0 43 32 34.6 20,0 321
25 let, Z

Piiloha 1 — Naméi‘ené hodnoty
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Pfiloha 2 — Posouzeni pretizeni zelezem

KLADY ZAPORY

¢ hodnoty jsou ovlivnény infekci, zanétem
e série mefeni nebo kombinace s ostatnimi |

jsou Zadané |
e neprimé méfeni zatéZe Zeleza

e Neinvazivni metoda

e méfeni miZe byt provadéno Casto a
dovoluje pravidelné sledovani
e levné

KLADY ZAPORY
e invazivni; spojené s nebezpecim vykrvaceni,

infekci a bolesti

e oveieny srovndvaci standard e vyzaduje vySkoleny persondl

e pirimé méfeni a standardizované laboratomi techniky

e  piipousti doprovodny histologicky posudek e nemiiZe piedstavovat rozloZeni Zeleza

e  piipustna pro méfeni ukladani Zeleza v jatrech

v hemu e miZe mit vliv na privodni jaterni

onemocnéni

Metoda: Technika SQUID

KLADY ZAPORY

e nepiimé méfeni obsahu Zeleza v jatrech
omezena dostupnost

e vysoka cena

e souhmny postup

e neinvazivni metoda

e primy vztah s obsahem Zeleza v jatrech
| ' hodnocenou biopsii

e méfeni miZe byt b&Zné opakovano

Metoda: Magneticka resonance

KLADY ZAPORY

e neinvazivni metoda vy Y -
| e nepfimé méfeni obsahu Zeleza v jatrech

¢ snadnd dostupnost . o . o
) 1P s e metodologie zbytkl je standardizovidna
e schopna analyzovat cela jatra a potvrzena

e dovoluje zhodnotit patologicky stav jater

Priloha 2 — Posouzeni pretiZeni Zelezem P3-1
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Priloha 3 — Chromatogramy
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Kalibrace: HbF 4,0 %, HbA, 7,6 %
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' Normalni nalez: HbF 0,8 %, HbA, 1,6 %
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B-talasemie intermedia: HbF 30,2 %, HbA, 4,0 %
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