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SOUHRN

UVOD: Hereditarni hemochromatéza (HH), jedno z nejéastéjsich dédiénych onemocnéni
euroamerické populace, je onemocnéni zpusobené zvysSenou absorpci zeleza ze stieva bez
ohledu na vysi jeho aktudlni zadsoby v organismu, nadbytecné zelezo se uklada v tkanich a
organech a je pric¢inou jejich vyznamného poskozeni. Lécba HH spociva v pravidelnych
odbérech krve, aktivace erytropoézy vede k utilizaci nadbytecného Zeleza a k normalizaci jeho
zasob. Standardnim zptisobem odbéru krve jsou venepunkce, alternativni metodou s moznosti
odbéru ndsobného mnozstvi erytrocytli pti jednom vykonu je erytrocytaferéza. Cilem vyzkumu
bylo vytvofit soubor nemocnych s nové diagnostikovanou HH, aplikovat erytrocytaferézy,
ovéftit jejich Gcinnost, optimalizovat a standardizovat 1écbu s cilem sniZit u pacientl hladinu
feritinu v induk¢ni fazi 1é¢by pod 50 pg/l a nésledné udrzovat hladinu feritinu pod 100 pg/l v

udrzovaci fazi.

SOUBOR NEMOCNYCH A METODIKA: Soubor nemocnych byl vytvofen ve spolupraci
s hepatologickymi pracovisti hradeckého regionu, testovanim ptibuznych pacienti s HH a
screeningem darcii krve. Pro erytrocytaferézu byl pouZit piistroj Haemonetics MCS+
(Haemonetics Corp., Braintree, MA, USA), jehoz SW dokéze ptizptsobit odbér erytrocyti na
miru kazdému pacientovi. Odbéry v indukéni fazi byly provadény s planovanym intervalem
10-14 dnd mezi dvéma odbéry s cilem odebrat pii kazdém vykonu 25-35 % z celkového
mnoZstvi erytrocytll pacienta (TEV, total erythrocyte volume). V udrzovaci fazi byly EAF

provadény individualné v zavislosti na rychlosti vzestupu hladiny feritinu.

VYSLEDKY: Erytrocytaferézou bylo 1é¢eno celkem 47 nemocnych (37 muzd a 10 Zen),
pramérny vék v dob¢ zahdjeni 1é¢by byl 52 let. 33 pacientu bylo nositeli homozygotni mutace
C282Y, 4 pacienti byli homozygoti H63D, 3% heterozygot C282Y/H63D. Priimérna hladina
feritinu pfed zah4jenim 1écby byla 1429 ng/l, 51 % pacientti mélo hladinu feritinu nad 1000
ug/l. Celkem bylo hodnoceno 1086 erytrocytaferéz, 501 v indukcni fazi a 585 v udrzovaci fazi.
V indukéni fazi bylo pti jedné EAF odebrano priimémeé 532 ml erytrocytti (550 ml u muzt a
464 ml u Zen), coz ptedstavuje odbér 26,5 % TEV u muza a 31,6 % TEV u zZen. Lécbu v
indukéni fazi dokoncilo 42 pacientil, u 5 pacientll nebyla 1é¢ba dokoncena (zdravotni divody,
odstéhovani, umrti). U pacienti s dokoncenou 1é¢bou klesla priimérna hladina feritinu na 26
ug/l, u vsech bylo dosazeno poklesu hladiny feritinu pod 50 pg/l. U 10,4 % vykont v induk¢ni
fazi au 6,8 % vykonl v udrzovaci fazi byly zaznamenany nezadouci reakce: lehké vazovagalni

reakce nebo lehké projevy citronanové toxicity. Pouze 2 reakce byly klasifikovany jako stiedné
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tézké (1% hypotenze a 1x citronanova toxicita). Udrzovaci 1écbu podstupovalo celkem 33

pacientil, podle rychlosti vzestupu hladiny feritinu se provadély 1-3 erytrocytaferézy ro¢né.

ZAVER: Erytrocytaferéza je uéinnou, bezpeénou a dobfe tolerovanou metodou 1é¢by pacientil
s HH, coz plyne z analyzy zkoumaného souboru, ktery je jednim z nejvétSich publikovanych
soubord o 1écbeé HH. Cile vyzkumu byly beze zbytku splnény, byly ziskany dals$i poznatky
mimo piivodni zdmér: vyznamnost sledovani feritinu jako jednoduchého parametru v prevenci
vyznamného snizeni zasob Zeleza u prvodarcti jesté pred jejich vstupem do darcovstvi krve a

krevnich slozek.
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SUMMARY

INTRODUCTION: Hereditary hemochromatosis (HH) is one of the most common hereditary
diseases of the Euro-American population. The disease is caused by increased absorption of
iron from the intestine, regardless of its current stores in the body. Excess iron is stored in
tissues and organs and causes their significant damage. HH treatment consists of regular blood
withdrawal, activation of erythropoesis causes the utilization of excess iron and normalization
of its reserves. The standard method of blood withdrawal is venipuncture, an alternative method
with the possibility of collecting larger red cell volume in one procedure is erythrocytapheresis.
The aim of the research was to create a group of patients with newly diagnosed HH, apply
erythrocytapheresis, verify their effectiveness, optimize and standardize treatment to reduce
ferritin levels in the induction phase of treatment below 50 pg/l and subsequently keep ferritin

levels below 100 pg / 1 in the maintenance phase of treatment.

METHODS: The group of patient was created in cooperation with hepatology departments of
the Hradec Kralové region, by testing related patients with HH and by screening blood donors.
For erythrocytapheresis, a Haemonetics MCS+ separator (Haemonetics Corp., Braintree, MA,
USA) was used. The SW of MCS+ can modify red cell collection to each patient.
Erythrocytaphereses in the induction phase were performed with a planned interval of 10—14
days between two procedures in order to collect 25-35 % of the patient's total erythrocyte
volume (TEV) in each of procedures. In the maintenance phase, erythrocytapheresis was

performed individually depending on the rate of increase of the ferritin level.

RESULTS: A total of 47 patients (37 men and 10 women) were treated with
erythrocytapheresis, the average age at the start of treatment was 52 years. 33 patients carried
the homozygous C282Y mutation, 4 patients were H63D homozygous, 3x C282Y/H63D
heterozygous. The average ferritin level before treatment was 1429 pg/l, 51 % of patients had
ferritin level above 1000 pg/l. A total of 1086 erythrocytapheresis, 501 in the induction phase
and 585 in the maintenance phase were evaluated. In the induction phase, an average of 532 ml
of red cells were collected in one apheresis (550 ml in men and 464 ml in women), which
represents a collection of 26.5 % TEV in men and 31.6 % TEV in women. Treatment in the
induction phase was completed by 42 patients, in 5 patients the treatment was not completed
(medical reasons, moving, death). In patients with completed treatment, the average ferritin
level dropped to 26 pg/l, and in all of them a decrease in ferritin levels below 50 pg/l was

achieved. Adverse reactions were observed in 10.4 % of induction and in 6,8 % of maintenance
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procedures: mild vasovagal reactions or mild manifestations citrate toxicity. Only 2 reactions
were classified as moderate (1x hypotension and 1x citrate toxicity). A total of 33 patients

underwent maintenance treatment, and 1 — 3 erythrocytaphereses were performed annually.

CONCLUSION: Erythrocyteapheresis is an effective, safe and well-tolerated treatment
procedure for patients with HH. The effectiveness, safety and tolerability of this method is
proven by the analysis of the test group. This analysis is one of the largest published files on
the treatment of HH. The aims of the research were fully met, other findings were processed
outside the original intention: the importance of monitoring ferritin as a simple prevention
parameter of significant reduction of iron stores in first-time donors before entering the

donation of blood and blood components.
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1. UVOD

Hereditarni hemochromatéza (HH) je jednim z nejcastéjSich autozomalné recesivné
dédicnym onemocnénim euroamerické populace [1-6]. Jednd se o onemocnéni zpiisobené
zvySenou absorpci Zeleza ze stieva bez ohledu na vysi jeho aktudlni zdsoby v organismu;
nadbytecné zelezo se uklada v tkdnich a organech a je pfic¢inou jejich poskozeni [2, 7].
Onemocnéni se nejcasteji projevuje az po 40. roce veéku, predevsim u muza [5]. Pokud je HH

diagnostikovana a léCena vcas, neovliviiuje pravdépodobnost doziti [2, 8].

2. ZELEZO A JEHO METABOLISMUS

Zelezo je esencialnim biogennim prvkem, ktery je soudasti viech Zivych bunék, od
jednobunéénych organismtl az po savce, Gcastni se mnoha biologickych procestl. Zelezo je
nezbytné k syntéze DNA, RNA a proteint, k transportu elektront, respiraci, proliferaci,
diferenciaci a k regulaci genové exprese [9-11]. Je nezbytné k piechodu bunék z G1 do S faze
bunécného cyklu a také ovlivituje expresi molekul, které kontroluji pribéh bunééného cyklu
[11]. Zelezo je soudasti enzyml, napf. oxidazy, katalazy, peroxidazy, ribonukleotidreduktazy a

cytochromti [12, 13]. Vazané je soucasti hemoglobinu (hemu) a dalsich bilkovin.

Naproti tomu volné Zelezo je siln€ reaktivni a toxické pro svoji schopnost tvorby volnych

radikali pfi reakci s kyslikem. Katalyzuje Fentonovu reakei,
Fe’* + H,0, — Fe*" + OH + OH"

pfiniZ vznikaji volné kyslikové radikaly (zeyjména hydroxylovy radikal), které oxidaci bilkovin,

tukli a DNA zpiisobuji poskozeni bunéénych membran, bungk, tkani a organti [10, 11].

Obsah Zeleza v organismu dospélého muZe je 35 — 45 mg na kg télesné vahy, tj. piiblizné 3
— 5 g [14, 15]. Obsah zeleza v organismu Zen je nizsi z diivodu pravidelné menstruace a
téhotenstvi. Dvé tfetiny zeleza (60 — 70 %) jsou obsaZzeny v hemu, 25 % je soucasti
hemosiderinu a feritinu (zasobni Zelezo), 400 mg se nachazi v proteinech obsahujicich zelezo
(myoglobin, cytochrom, kataldza atd.) a 3 — 7 mg v transferinu [15, 16]. Denni potieba zZeleza
pro krvetvorbu je cca 20 mg, z toho 90 — 95 % (18 — 19 mg) pochazi z retikuloendotelového
systétmu (RES) recyklaci z odbouranych erytrocytl [17]. Denni potfeba zeleza ziskaného

absorpci ze stieva je 1 — 2 mg. Denni ztraty Zeleza se skladaji ze ztraty 0,6 mg stolici a 0,2 —
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0,6 mg potem, moc¢i a odloupanymi bunkami pokozky [9]. Menstruacni krvaceni zvysuje

pramérnou denni ztratu zeleza u zen 0 0,8 — 1,8 mg [15].

2.1. RESORPCE ZELEZA

Zelezo pfijimané potravou se vstiebava z lumen zazivaciho traktu do enterocyti v
duodenu a v proximalni ¢asti jejuna. Pro vstiebavani hemového a nehemového zeleza jsou

popsany dva rozdilné mechanismy.
2.1.1. Vstiebavani nehemového zeleza

Zelezo z potravy je disociovano pomoci nizké hodnoty pH Zaludedni §tavy. Trojmocné
zelezo potravy (Fe*") se pii kontaktu se stievni sliznici redukuje prostiednictvim duodendlni
reduktizy (DCytB) na dvojmocnou formu (Fe**). Reduktiza Zeleza obsaZena v karta¢ovém
lemu enterocytli spolecné s prenaseCem DMT1 (divalent metyl transporter, Nramp2)
transportuje ionty Zeleza s vyuzitim protonové pumpy pies apikdlni membranu do burky (obr.
1). Transportni protein DMT1 neni specificky jen pro Zelezo, ale jeho prostfednictvim se

vsttebavaji i jiné dvojmocné ionty (Cu®*, Co®*, Mn?*, Zn**, Cd**, Pb**, Ni*") [18, 19].
2.1.2. Vstiebavani hemového zeleza

Absorpci hemového Zeleza pravdépodobné zprosttedkovava HCP1 (heme carrier protein 1).
Hem se navaze na HCPI na apikalni membrané enterocytu, komplex je endocytézou
transportovan do bunky. Vzniklé endozomadlni vacky se dostavaji k endoplazmatickému
retikulu, kde je zelezo pisobenim hem-oxygenazy (HO-1) uvolnéno z hemu a stava se soucasti

nitrobunééného poolu (obr. 1) [10, 17, 20, 21].
2.1.3. Zelezo v enterocytu

Vstiebané Zelezo se uvnitf bunky stava soucasti labilniho poolu, z néhoz miiZze byt
- dale transportovano pies bazolaterdlni membranu do plazmy,

- navazano do molekuly feritinu a takto uchovavéano v enterocytu.

Nevyuzité Zelezo, které ziistalo ve forme feritinu v enterocytu, se nasledné vylouci stolici pti

fyziologické obméné epitelu [11, 17].
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Obr. 1 Vstiebavani Zeleza a jeho regulace (Anderson, 2009)[20]
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Legenda: Nehemové Zelezo potravy je redukovino z Fe’* na Fe?" reduktdzou DCytB. Fe" je
transportovano z lumen stieva do bunky pomoci DMT1 (divalent metal transporter 1). Hemové
Zelezo je transportovano do enterocytu ne zcela objasnénym mechanismem, pravdépodobné
HCPI (heme carrier protein 1). Z hemu je Zelezo uvolnéno hem-oxygendzou (HO-1). Zelezo
absorbované obéma mechanismy se stava soucasti nitrobunécného poolu zeleza, ze kterého se
zZelezo vstrebava do plazmy pres bazolaterdalni membranu pomoci feroportinu (FPN) za ucasti
hefestinu (HEPH). Zbylé Zelezo v enterocytu se vaze do feritinu, pravdépodobné pomoci
PCBPI (poly-chaperon binding protein 1). K zajisténi dostatecného mnozstvi Zeleza pri jeho
kolisajicim prijmu potravou ovliviiuji IRP1 a IRP2 (iron regulatory protiens) aktivitu DMTI a
FPN. Systémove ridi mnozstvi Fe hepcidin. Hepcidin se vaze na FPN, ktery degraduje a tim se
sniZuje resorpce Zeleza.

2.2. TRANSPORT ZELEZA
2.2.1. Transport Zeleza pres bazolateralni membranu enterocytu

Transport Zeleza pres bazolaterdlni membranu enterocytu do cirkulace je zajiStovan
membranovym proteinem feroportinem (FPN, IREGI1, MTP1). Feroportin je hlavnim
transportérem Zeleza z buniky, mimo enterocytl se vyskytuje také v makrofazich, Kupfterovych

bunikach, hepatocytech, buiikdch placentarniho trofoblastu a dalSich bunikach [17-19]. Pied
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vazbou preneseného Zeleza (Fe?") na transferin je nutna jeho oxidace na trojmocnou formu
(Fe**). Za tento proces je zodpovédny hefestin, membranovy homolog plazmatického

ceruloplazminu, plnici funkci feroxidazy (obr. 1 a 2) [20, 22].

Obr. 2 Vstiebavani, obéh a distribuce Zeleza, regulace hladiny Zeleza (Brissot, 2018)[19]
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2.2.2. Transport Zeleza plazmou

Hlavnim pfenaSecem zZeleza v plazmé je transferin, bilkovina, kterd ma 2 vazebna mista pro
Fe** (obr. 2) [9, 17]. Transferin je syntetizovan v jatrech, v plazmé se vyskytuje v koncentraci
2 — 3 g/I. Afinita vazby Zeleza na transferin zavisi na pH. Pfi normélnim pH plazmy (pH 7,4)
se Zelezo na transferin snadno vaze, pii poklesu pH pod 5,5 se Zelezo z vazby uvoliuje.
Absolutni mnozstvi zeleza vazaného na transferinu vzhledem k obsahu Fe v organismu je malé,
typicky je vSak velky denni obrat Zeleza na transferinu (30 mg/den) [11, 20]. Za normalnich
okolnosti je pfiblizné¢ 30% transferinu saturovano zelezem, pievazuje monofericka forma

saturace [9].

Malé Cast zeleza v plazmé je transportovana nebo skladovana nezévisle na transferinu, zelezo
muZe tvorit nizkomolekuldrni komplexy vadzané na citrat nebo se vaze na jiné transportni

bilkoviny, napt. albumin, laktoferin, extracelularni feritin, haptoglobin (hemoglobin) a
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hemopexin (hem). Netransferinové vazby nabyvaji na vyznamu pifi plném nasyceni kapacity

transferinu (napf. pfi heditdrni hemochromatéze) [11].
2.2.3. Transport Zeleza do bunék

Transferin s navazanym zelezem se vaze na transferinové receptory TfR1 cilovych bunék.
Pfi normalnim pH plazmy je upfednostiiovana vazba transferinu se dvéma atomy zeleza pied
vazbou transferinu s jednim atomem zeleza. Komplex TfR1 s transferinem se zanoii do
cytoplazmy ve formé endozomu (obr. 3). Protonové pumpa v endozomech snizi pH, ¢imz se
zméni konformace bilkovin, nasledkem této zmény se uvolni Zelezo z transferinu. Soucasné
dojde ptisobenim ferireduktazy (STEAP3, Six-Transmembrane Epithelial Antigen of Prostate
3) k redukci Fe** na Fe** [10]. Penase¢ Zeleza DMT] transportuje Zelezo (Fe*") pfes membranu
endozomu do cytoplazmy. Prazdny endozom se nésledn¢ ptiblizi k membrané bunky a ,,otevie
se“ do plazmy, membrana buiiky se spoji s membranou endozomu, transferin (bez Zeleza) se
uvolni do plazmy a transferinovy receptor TfR1 se ocitd na povrchu membrany piipraveny

k navazani dalsiho transferinu. (obr. 3) [19, 20, 22].

Obr. 3 Transport Zeleza do buiiky (upraveno z Guo, 2016 [22] )
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V erytroidnich prekurzorech zelezo vstupuje do mitochondrii, kde je zabudovano do
protoporfyrinu za vzniku hemu. V ne-erytroidnich buiikach je Zelezo uchovavano ve formé
feritinu nebo hemosiderinu [11, 22]. Vé&tSina nevyuzitého zeleza je uchovavana v hepatocytech
a v makrofazich. Druhy zndmy typ transferinového receptoru (TfR2) se nachazi pouze na
hepatocytech, prekurzorovych bunkach enterocytl a Cervené krevni fady, ma nizsi afinitu

k transferinu a ma spis funkci signélni nez transportni (viz kap. 2.3.2.) [17].

2.3. REGULACE METABOLISMU ZELEZA

Hladina Zeleza a jeho zasoby jsou regulovany nékolika zpétnévazebnymi mechanismy,
jejichz cilem je udrzet optimélni mnozstvi Zeleza
- v kazdé bunce,

- v celém organismu.
2.3.1. Regulace hladiny Zeleza v buiice

Homeostdza Zeleza v buiikach je zajisStovéana systémem IRP/IRE (iron regulatory proteins,
iron responsive elements). IRP1 a IRP2 monitoruji hladinu Fe v bunce. V ptipad¢ poklesu
hladiny Fe v bunice dojde k vazbé IRP na IRE snaslednym zvySenim aktivity proteind
zodpovédnych za transport Fe do bunky (TfR1 a DMTI1) a naopak k atlumu proteint
odpovédnych za odsun Fe z buiiky (feroportin, ukladani Fe do feritinu) [20, 22].

2.3.2. Hepcidin

Hlavnim reguldtorem Fe v organismu je hepcidin, ktery byl objeven v roce 2000 jako novy
antimikrobidlni protein s izkym vztahem k imunité [9, 12, 22]. Tvorbu hepcidinu koduje gen
HAMP (Hepcidin Antimicrobial Peptide), lokalizovany na 19. chromozomu (19q13). Hepcidin
je produkovan pifedev§im v hepatocytech, jako dalsi moZné zdroje hepcidinu byly popsany
tukové builky, makrofagy, lymfocyty, neutrofily, beta builky pankreatu a bunky ledvin.
Vyznam produkce hepcidinu mimo hepatocyty nebyl dosud objasnén [12]. V soucasnosti jsou
znamy 3 izoformy hepcidinu (20, 22 a 24 aminokyselin), které vznikaji proteolyzou biologicky

neaktivniho prohepcidinu (84 aminokyselin) [12, 13].

Hlavnim u¢inkem hepcidinu je degradace feroportinu. Hepcidin se vaze na feroportin, pfi
vazbé¢ dojde k fosforylaci tyrosinu cytoplazmatické domény feroportinu. Komplex feroportin—

hepcidin je poté internalizovan, defosforylovan a degradovan [9, 20]. Vzhledem k tomu, ze
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hlavni funkci feroportinu je transport zeleza z bun¢k do plazmy (predev§im z hepatocyta,

enterocytll a makrofagu), je hepcidin zodpovédny za snizovani hladiny Zeleza v cirkulaci.

Exprese hepcidinu je ovliviiovana nékolika faktory [9, 20, 22, 23]
- zasobou Zeleza,
- hypoxii,

- zanétem.

2.3.2.1. Vliv zasoby zeleza na produkci hepcidinu

Zvysené zasoby Zzeleza vedou ke zvySené produkci BMP (bone morphogenic factors)
v jaternich bunkéach. BMP se vaze na BMP receptor (BMPR), ktery je na membrané hepatocytu
vazany na hemojuvelin (HJV). Vazba BMP-BMPR aktivuje pies fosforylaci signalnich
proteini SMAD 1, 5 a 8 vznik komplexu SMAD 4. Tento komplex vstupuje do jadra
hepatocytu, kde vyvola transkripci HAMP s naslednou produkci hepcidinu (obr. 4).

Produkce hepcidinu je pfi zvySené hlading Zeleza stimulovana i dal§imi mechanismy. Na
hepatocytu se nachazeji transferinové receptory 1 a 2 (TfR1 a TfR2) a HFE, které pfi zvysSené
hladin¢ Fe reaguji s hemojuvelinem, vysledkem reakce je aktivace SMAD/HAMP drahy a
produkce hepcidinu (obr. 4). Také samotnd zvySena saturace transferinu aktivuje HAMP a

produkci hepcidinu ptes ERK (extracellular signal regulated kinase) (obr. 4) [9, 19].

Pokud je zeleza nedostatek, vySe uvedené mechanismy jsou utlumeny, tvorba hepcidinu je
snizena. Navic jsou pii nedostatku zeleza aktivovany dal$i geny, napi. TMPRSS6
(transmembrane protease serine 6), jehoz produktem jsou proteiny Stépici hemojuvelin na
membrang hepatocytu. To vede k Gtlumu dradhy SMAD/HAMP a k sniZzené produkci hepcidinu
[9, 14, 19].

2.3.2.2. Vliv hypoxie na produkci hepcidinu

Hypoxie vede kpoklesu produkce hepcidinu, pravdépodobné cestou stimulace
juxtaglomerularniho aparatu ledvin — stimulace erytropoézy (erytropoetin) — zvySeni
spotieby Zeleza — snizeni saturace transferinu — utlum produkce hepcidinu cestou BMP-
BMPR-SMAD4 [9, 11, 21]. Funk¢nost této osy podporuji nalezy snizenych hladin hepcidinu u
osob, jimz je podavan erytropoetin [24]. Navic erytroblasty produkuji erytroferrone (ERFE),

ktery zatim nezndmym mechanismem tlumi produkci hepcidinu (obr. 4) [9, 19].
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Obr. 4 Produkce hepcidinu v hepatocytu a jeho regulace (Brissot, 2018) [19]
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2.3.2.3. Vliv zanétu na produkci hepcidinu

Zanétlivé stavy vedou ke zvysSené tvorbé IL-6, ktery se vaze na receptor membrany

hepatocytu, coz vede k aktivaci Jak-kinazy a STAT3 (signal tranducer and activator of

transcription 3) a indukci tvorby hepcidinu (obr. 4) [19]. Nasledné snizeni dostupného Zeleza

pro patogeny, které zanétlivou reakci vyvolaly, je obrannym mechanismem organismu pred

infekci. Vedlejsim tucéinkem této obranné reakce je ale snizeni dostupnosti Zeleza pro

erytropoezu, coz vede k vzniku anémie chronickych chorob [9, 10, 23]. Naopak mutace genu

pro IL-6 mlize vést k akumulaci zeleza v organismu [25].
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3. PORUCHY METABOLISMU ZELEZA

Poruchy metabolismu Zeleza patii mezi nejcastéjsi patologické stavy, se kterymi se 1ékafi

setkavaji v klinické praxi. Lze je rozdélit na onemocnéni zpisobena

nedostatkem zeleza,

pfetizenim organismu zelezem.

3.1. NEDOSTATEK ZELEZA

Absolutni nebo relativni nedostatek zeleza vede k sideropenii, jejimz nejcastéjSim projevem

je sideropenickd anémie. Existuje celd fada stavl vedouci k negativni bilanci Zeleza.

Nejcastéjsimi pti¢inami jsou [9, 16, 26]:

nedostatek Zeleza v potravé typicky pro oblasti s nedostateénymi zdroji potravy, pfi
podvyzivé a u vegetaridnd,

poruchy vstiebavani zeleza, napft. stavy po resekci zaludku, malabsorpce, zanéty stieva,
nadbytek fytatl v potrave atd.,

zvysena spotieba Zeleza typickd pro obdobi riistu, pro pubertu, téhotenstvi, laktaci,
1é¢bu anémii erytropoetinem atd.,

zvysSené ztraty Zeleza zpisobené krvacenim, napf. meno a metrorhagie, viedova
choroba, nadory GIT, opakované epistaxe, hematurie, darcovstvi krve a krevnich slozek

atd.

3.2. NADBYTEK ZELEZA

K pfetizeni organismu Zelezem vede celd fada mechanismu nebo patologickych stavii [3, 9,

271, napt.

zvysen¢ vstiebavani zeleza pii zvySené (inefektivni) erytropoéze,

chronicka lécba transfuzemi,

zvySeny piijem Zeleza potravou,

jaterni choroby, napf. jaterni cirh6za, chronicka hepatitida C, alkoholické hepatopatie
atd.,

anémie chronickych chorob a sideroblastické anémie,

dédicné poruchy metabolismu zeleza, naptf. hereditdirni hemochromatoza,

atransferinémie, aceruloplazminémie atd.
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4. DEDICNE CHOROBY S AKUMULACI ZELEZA

Nejznaméj$im zastupcem dédiénych chorob, jejichz nasledkem je akumulace Zeleza
v organismu pacienta, je hereditarni hemochromatéza (HH). Jiz v 19. stoleti popsali Rousseau
(1865) a Troisier (1871) klinickou jednotku kombinujici diabetes mellitus, bronzovou
pigmentaci kize a jaterni cirhozu (cit. dle [11]). Nazev choroby hemochromatéza pouzil von
Recklinghausen v roce 1889 diky zachytu téchto symptomii u zemielych osob s typickym
nalezem na jatrech (cit. dle [11]). V roce 1935 Sheldon oznacil hemochromatézu za geneticky
podminéné onemocnéni, jehoz pricinou jsou depozita Zeleza ve tkanich [28]. V 70. a 80. letech
20. stoleti bylo bylo vysloveno podezieni na asociaci hemochromatézy s HLA-A antigeny,
které se nachazeji na kratkém raménku 6. chromozomu [29, 30]. V roce 1996 byl na kratkém
raménku 6. chromozomu v blizkosti oblasti kodujici HLA-A antigeny identifikovan gen
hereditarni hemochromatézy, byl oznacen jako HFE [31]. Tento objev vyvolal explozi zajmu o
vyzkum zeleza a jeho metabolismu, stejné jako o vyzkum HH. Na zékladé postupné
objevovanych genetickych poruch zasahujicich do metabolismu zeleza se HH rozdélila do 4
podtypa (HFE 1 — HFE 4) [3-6]. Casto je nazvem hereditirni (ndkdy téz klasicka)
hemochromat6za mys$leno pouze onemocnéni zpiisobené mutacemi v HFE genu (HFE 1), které

je ze vSech podtypi HH nejcastéjsi.

4.1. HEREDITARNI HEMOCHROMATOZA - TYP 1 (HFE 1)

Zakladni poruchou u hemochromatozy typu 1 je mutace HFE genu. HFE gen ma 7 exond, je
umistén na kratkém raménku 6. chromozomu (6p22.2) v uzké vazbé k HLA genlim 1. t¥idy [4].
Produktem HFE genu je HFE protein (obr. 5), ktery ma vyznamny podil na regulaci zasob
zeleza v organismu. HFE protein ma 3 extracelularni domény (al, a2, a3), transmembranovou
a cytoplazmatickou ¢ast. S transferinovym receptorem TfR1 interaguje pomoci mista mezi al
a a2 smyckou. Cysteinové mistky v a2 a a3 doméné zplisobuji takovou prostorovou strukturu
proteinu, kterd je nutnd pro udrZeni vazby s dal§imi molekulami. f2-mikroglobulin se vaze

kovalentni vazbou k doméné a3, ¢imzZ vznika heterodimer schopny véazat se na TfR1 [11].
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Obr. 5 Struktura HFE proteinu (Parkkila, 2001)[32]

Legenda: viz text

HFE protein je vazany spolu s f2-mikroglobulinem na membrany bunék, pfedev§im na
epitelové bunky krypt duodena a hepatocyty. Vazba HFE s transferinovym receptorem 1
ovliviiuje afinitu TfR1 k transferinu s navazanym zelezem a podporuje vychytdvani zeleza
vazaného na transferin (obr. 4) [19]. Cirkulujici transferin s zelezem se vaze na komplex
HFE/B2-mikroglobulin/TfR1. Cely kompex je internalizovan [11, 21, 33]. V bunce je pak
zelezo uvolnéno z transferinu. Podle mnoZstvi uvolnéného zeleza tak buiika dostavé informaci
o mnozstvi cirkulujiciho Zeleza. Zelezo v cytosolu determinuje aktivitu regulaénich proteini,
které monitoruji hladinu zeleza (IRP 1 a IRP 2, iron regulatory protein). Kombinaci
transkripénich a posttranskripénich mechanismi se nastavi Uroven exprese proteind
uplatiiyjicich se pfi absorpci Zeleza [11, 21]. V ptipad€ dostatku zeleza v organismu, pii spravné
funkci HFE proteinu, buniky krypt nasledné vyzravaji v enterocyty lokalizované na vrcholcich
klkti s informaci, Ze je Zeleza dostatek. V pribéhu maturace tak dochazi k inhibici syntézy
proteint, které podporuji vstiebavani Zeleza (DCytB, DMT], feroportin, hefestin). Vysledkem
je snizend absorpce Zeleza v duodenu (obr. 6A). Jestlize vSak funkéni HFE protein chybi (pfi
HH), ptenos zeleza do bun¢k krypt pomoci systému transferin/TfR1 je narusen a buika ztraci
schopnost spravné rozpoznat vysokou hladinu cirkulujiciho zeleza vazaného na transferin [10,
34, 35]. Buiika reaguje na ,.faleSny* nedostatek Fe zvySenim syntézy proteinli podporujicich

vstiebavani Zeleza, 1 kdyZz jsou hladiny Zeleza nepfimétené vysoké (obr. 6B) [11, 12, 34].

U pacientil s hemochromatézou jsou hladiny hepcidinu vyznamné sniZzeny. Nefunkéni HFE
protein snizuje produkci hepcidinu v jatrech a sniZzuje jeho vazbu na feroportin. Feroportin neni
nasledné internalizovan a degradovan, ale naopak se podili na zvySeném uvolilovani Zeleza

z enterocytll a makrofagu [4, 9-11, 21, 36, 37].
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Obr. 6 Regulace metabolismu Fe: (A) pii funkénim HFE genu a (B) pii mutaci HFE genu
(upraveno z Yen, 2006) [34]
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Legenda: viz text

Vyse popsany patofyziologicky mechanismus regulace Zeleza vysvétluje nalezy zjistované
u HH. U hereditarni hemochromatézy je denni absorpce Zeleza zvySend, stoupd az na 8 az 10
mg denné a zlstava takto zvySena dlouhé roky [3, 38]. Neregulovany pfechod Zeleza z lumen
stteva do plazmy ma za nasledek, ze v enterocytech je relativni nedostatek zeleza, enterocyty
obsahuji i méné feritinu nez jiné buiky (vCetné hepatocytll) v lidském téle, proto je odpad

zeleza stolici minimalni [39, 40].

Mimo zvySené resorpce Zeleza ze stfeva jsou zdrojem vysoké koncetrace plazmatického
zeleza makrofagy [10, 14, 41]. Makrofagy uvoliiuji vice Zeleza [42] a obsahuji u HH méné
zeleza vazaného na transferin nez makrofagy zdravych jedinct [43]. Pfi¢inou této poruchy
makrofagi je nefunkéni HFE protein [44], coz bylo experimentalné prokdzano pokusem, kdy

po vpraveni normélniho genu HFE do makrofagu doslo k upravé jejich defektu [43].
4.1.1. Mutace HFE genu

4.1.1.1. Mutace C282Y

Nejcastéjsi pric¢inou hereditarni hemochromatézy v kavkazské populaci je mutace genu HFE
C282Y [3, 4]. Ta je zpisobena zaménou cysteinu za tyrosin HFE genu v poloze 282,
lokalizovana ve 4. exonu [31]. Disledkem mutace je zména struktury proteinu HFE, ktery
nemuze vytvofit cysteinovy mistek ve své struktufe — a3 doméné. Soucasné je porusSena
schopnost vazby B2-mikroglobulinu, oba mechanismy jsou pfi¢inou porusené funkce HFE

proteinu [45].
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4.1.1.2. Mutace H63D

Méné¢ castou pti¢inou HH je mutace H63D, pii niz je histidin nahrazen kys. aspartamovou v
poloze 63 exonu 2. Mutace vede k poruse al domény HFE proteinu, nevede k poruse tvorby

disulfidickych vazeb a vazby B2-mikroglobulinu [45].

4.1.1.3. Mutace S65C

Mutace S65C byla zjisténa u ¢asti nemocnych HH, pfedevsim v kombinaci s heterozygotni
mutaci C282Y. Je zplsobena mutaci exonu 2 genu HFE, disledkem je nédhrada serinu

cysteinem v pozici 65 [46].

4.1.1.4. Dalsi mutace HFE genu

Intenzivnim vyzkumem u osob trpicich HH byly zjistény dalsi mutace HFE genu. Jedna se o

vzacné mutace doposud popsané u né¢kolika malo jedincta (obr. 7) [6, 47, 48].

Obr. 7 Vzdacné mutace HFE genu (Aquilar-Martinez, 2011)[47]
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Legenda: viz text

4.1.2. Vyskyt mutaci HFE genu

Frekvence mutace C282Y v Evropé je nehomogenni. Prevalence mutace C282Y v Evropé¢ je
od 0.4 % do 14.2 % v homozygotnim nebo heterozygotnim stavu [4, 6, 49-51], frekvence alely
klesa v Evropé¢ od severu kjihu a od zapadu k vychodu, coz nasvédCuje keltskému ¢i

vikingskému ptivodu mutace [50]. Jeji nejvyssi vyskyt byl zjistén v Irsku (14.2 %) [51], z&padni
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Francii (9.4 %) [52], Walesu (8.3 %) [53], Faerskych ostrovech (8,1 %) [54], Svédsku (6,2 %)
[55] a Dansku (5,7 %) [54]. Ve stiedni Evropé¢ je prokazovan vyskyt mutace v rozmezi 3 — 5
%, napt. v Polsku 3,1 % [56], v Mad’arsku (3,4 %) [57], v Rakousku (3,7 %) a Némecku 3,8
%) [58]. Nejnizsi vyskyt mutace je v jizni Evropé - v Italii (1.6 %) [58] a Recku (1,3 %) [58].
Vzhledem k rozsifeni v Evropé a odhadu stafi mutace byla vyslovena domnénka o vzniku
mutace C282Y ve vikingské populaci pied 1100 — 1300 lety, ktera byla pti vybojich Vikingt
Sifena populacni migraci na dalsi obyvatele Evropy (obr. 8) [59, 60].

Obr. 8 RozSireni mutace C282Y genu HFE v Evropé [59]
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Legenda: viz text

To vysvétluje dneSni nerovnomérné rozsifeni mutace v Evropé s maximem v severozdpadni
Evropé a klesajicim vyskytem smérem na jih a na vychod. Geneticky defekt mohl byt pozitivné
selektovan vzhledem k tomu, Ze v minulosti neohroZoval na Zivotg€, nezkracoval doziti (pfi
primérné odhadované stfedni délce Zivota do 40 let) a mohl znamenat vyhodu pfi rychlejsi
reparaci nasledki krvaceni u muzi (poranéni) 1 u zen (menstrua¢nim krviceni a Cetna
téhotenstvi) pfi souasném nedostatecném obsahu Zeleza v potraveé [61]. Podobné se migracni
vlnou pred 400 lety dostala mutace genu do Severni Ameriky [62], pozd€ji na Novy Zéland

[63] a do Austrdlie [64]. Mutace neni pfitomna nebo jen ve velmi nizké frekvenci u
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nekavkazské populace, tj. u AfriCanti, Asiatii nebo piivodnich obyvatel Australie [59, 65] a

ziidka vznikd spontanné se objevici mutaci [61].

Mutace H63D je star$i mutaci nez C282Y a ptinasi veétsi diverzitu haplotypt. Tato mutace je
Siroce rozSifena a zda se, Ze se objevila spontanng. Alela je v Evropé pfitomna u 5 - 20 %
populace (nejvyssi vyskyt je zaznamenan kolem Stfedozemniho mote a v baskické populaci)
déle se vyskytuje na Sttednim a Dalném Vychodé a na Indickém subkontinentu [59, 61, 66].
Mutace H63D je heterozygotni az u 28% severoevropského obyvatelstva [4, 67].

Mutace S65C se vyskytuje v evropské populaci ve frekvenci do 0,5 — 2,0 % [68], vyssi

frekvence (3 %) byla zachycena ojedin¢le pouze v severni Skandinavii v populaci Saami [69].
4.1.3. Vyskyt mutaci HFE v Ceské republice

Ptitomnost mutaci HFE u neptibuzenské zdravé populace byla zjistovana u 257, resp. 481
novorozenct z celé CR [68, 70] a u 139 klientd fertilizaéniho centra (pouze mutace C282Y)
[71]. V souborech vySetfovanych nebyl nalezen Zadny homozygot C282Y ani S65C.
V nejvétsim souboru 481 vysetfenych vzorkd bylo zachyceno 33 heterozygoti C282Y, 8
homozygoti H63D, 128 heterozygott H63D a 12 heterozygoti S65C [68]. U celkem 9
novorozencll byla zachycena smiSend heterozygocie mutaci C282Y/H63D a u dvou
heterozygocie C282Y/S65C. Vypoctené frekvence mutantnich alel C282Y (3,43 %), H63D
(14,97 %) a S65C (1,25 %) odpovidaji vyskytu mutaci v ostatnich stfedoevropskych populacich
[70].

4.1.4. Vztah mezi mutacemi HFE a chorobou

Pozitivni nalez mutace HFE genu neznamend, Ze skutecné dojde k rozvinuti klinickych
priznaki hereditarni hemochromatézy [3]. Pozitivni zavislost je nejvice vyjadiend u
homozygotl C282Y [1]. Mutace C282Y je majoritni mutaci zodpovédnou za rozvoj klinickych
znamek hereditarni hemochromato6zy. V zapadni, severni a sttedni Evropé je 70 — 90 % pacient
s klinicky vyjadfenou HH nositelem pravé této mutace v homozygotni formé [2]. Ve Velké
Britanii vice nez 90 % a v Irsku vice nez 95 % pacienti s hemochromatozou jsou C282Y
homozygoti [53]. Pocty klinicky nemocnych osob neodpovidaji vyskytu mutaci. Nejcastéji
uddvanad prevalence choroby diagnostikovand na zdklad€ vySetfeni parametrit Zeleza
v kavkazské populaci je 1 na 200 — 400 obyvatel (USA, Velka Britanie, Francie), v nékterych
zemich je vyrazné vyssi (Irsko 1/100 obyvatel), na jihu Evropy je vyznamné nizsi (Italie 1/3900

obyvatel) [27]. Pfi porovnani podstatné¢ vyS§iho vyskytu mutaci v populaci s pocty klinicky
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nemocnych se predpoklada, ze klinicka penetrace neni vysoka ani u homozygotnich nositela
HFE mutace C282Y, je udavana mezi 1 — 50 %. [2, 3, 11, 18, 72-75]. Ve srovnani s klinickou
penetraci je biochemicka penetrace (zvySeni hladiny feritinu a saturace transferinu) udavana ve

vyS$§im procentu, 75 % u muzi a 50 % u Zen [2].

Vzhledem k rozdilné klinické penetraci choroby existuje zna¢na variabilita klinickych nalez
ve vztahu k v€ku a pohlavi [76]. U nelécenych C282Y homozygotnich osob postupné narustaji
hodnoty saturace transferinu. Hodnota saturace transferinu miize byt vyssi nez 0,45 jiz v mladi,
ale jak prokazal Waalen, u 60 % C282Y homozygoti nemusi byt nalezeny zvysené hodnoty ani
v dospélosti po 40. roce véku [77]. Naproti tomu populacni studie z Australie [74], Evropy
[78], Spojeného kralovstvi [73] a Severni Ameriky [72] popisuji, ze az 75% homozygotl
C282Y maji zvysenou saturaci transferinu a koncentraci zeleza v séru. Obdobné rozdily
v biochemickych vysledcich byly nalezeny pii studiu v souboru C282Y homozygotnich Zen
[79, 80]. Rozdilnou penetraci lze vysvétlit 1 rozdilny vyskyt postizeni jater [81]. Hepatopatii
s fibrozou nebo s cirhdzou nalezl Bulaj [82] u 15 % pacientt (z 210 homozygoti C282Y), ale
Asberg [78] pouze u 3 % (ze 400 homozygotii C282Y). Naproti tomu Beutler [72] nalezl az u

26 % pacientl zvySené koncentrace kolagenu IV v séru jako markeru jaterni fibrozy.

Homozygotni genotyp H63D ma nizkou klinickou penetranci [67], vzacné vede tato mutace

ke stfadani zeleza v organismu [63, 74]. Klinicky vyznam této mutace se zda byt omezeny [67].

Nositelé smiSené heterozygorni mutace C282Y/H63D jsou predisponovani k akumulaci
zeleza, i kdyZ je penetrace onemocnéni nizka (1 —2 %) [3, 61], vyssi je u Zen nez u muzi [83].
Podle jinych zdrojt je tato mutace zodpovédna za 3 — 5 % klinicky vyznamnych hereditarnich

hemochromatoéz [2, 51].

Klinicky vyznam dalSich vzacnych forem kombinovanych heterozygotli, jako je
heterozygocie pro C282Y/S65C a heterozygocie pro H63D/S65C, je zatim sporny, piestoZe
byli zaznamenani nemocni s mirnym znamkami akumulace Zeleza [48, 84, 85]. Pokud jsou
nalezeni jedinci s klinickymi projevy HH a soucasné maji pouze heterozygotni mutaci C282Y
nebo H63D, predpoklada se, ze dany jedinec méd néjakou dal$i, nepoznanou nebo zatim

neznamou mutaci zptisobujici akumulaci zeleza v organismu [6, 47].

4.2. JUVENILNI HEMOCHROMATOZA, TYP 2 (HFE 2)

Podle postizeného genu se rozdéluje do dvou podtypii, typ A je zplisoben poruchou genu

pro hemojuvelin, postiZzeni genu HAMP je pfi€inou typu B [4].
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4.2.1. Juvenilni hemochromatoéza, typ 2A s defektem genu HJV

Jedna se o onemocnéni s autozomalni recesivni dédi¢nosti [86]. U tohoto typu juvenilni
hereditarni hemochromatdzy byla jako pti¢ina ur¢ena mutace na chromozomu 1q21 [3, 87], kde
je ulozen gen pro produkci hemojuvelinu (HJV) [88]. Obdobné byla mutace HJV zjisténa v

rodinadch s 1g- vazanou juvenilni hemochromatézou.

Hemojuvelin je soucésti signadlnich a regula¢nich mechanisma zeleza (viz kap. 2.3.2.),
moduluje expresi hepcidinu. U osob s mutaci HJV jsou hladiny hepcidinu snizeny [3, 88], coz
vede k zvySenému neregulovanému vstiebavani zeleza. Klinicky vyznamnym faktem je, ze
mladych nemocnych markantné pfevysuje hodnoty nalézané u HFE 1 formy u dospélych [89].
Skladovani zeleza v plazmé¢ a jeho nadbytek v organech (coz mé odraz ve zvysenych saturacich
transferinu a vys$Sich koncentracich feritinu v séru) jsou prokazovany jiz v mladi bez rozdilu u
obou pohlavi. Jaterni biopsie prokazuji depozita Zeleza v parenchymu podobné usporadana jak
u HFE 1 tak i u HFE 3 formy hereditarni hemochromatézy [90]. Symptomatické projevy
konstantni charakter, jsou diabetes mellitus, hypogonadismus, kardiomyopatie, arytmie a
srde¢ni poskozeni daleko castéj$i nez u HFE1 [91, 92]. Naopak karcinom jater je vzacny,
pravdépodobné z divodu kratkého zivota téchto pacientd [93]. Smrt pfed 30. rokem véku,

nejcCastéji zptisobena nefesitelnym srde€nim poskozenim, neni vzacna [4].
4.2.2. Juvenilni hemochromatoza, typ 2B s mutaci genu HAMP

Jde o vzacné autozomalné dominantni onemocnéni, jehoz pfi¢inou je mutace HAMP genu
lokalizovaného na chromozomu 19q13, ktery koduje tvorbu hepcidinu [94]. Nedostatek
hepcidinu zptsobuje neregulovanou akumulaci Zeleza. Choroba postihuje, obdobné¢ jako u typu
typu 2A, coz je zplsobeno Uplnym chybénim hepcidinu (na rozdil od typu 2A, kde je hladina
hepcidinu snizena). Mimo postizeni jater je Casté postizeni myokardu, které je nejCastéjsi

piic¢inou smrti v mladém véku [95].

4.3. HEMOCHROMATOZA TYP 3 S DEFEKTEM GENU PRO TFR2 (HFE 3)

HFE 3 je autozomalni onemocnéni poprvé popsané v jizni Italii, je zplsobené mutaci

receptoru 2 pro transferin (TfR2) na chromozomu 7q22 [11, 96-98]. TfR2 byl objeven v roce
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1999, jeho struktura je podobna TfR1, byla prokazana 66% shoda s TfR1 [99]. TfR2 in vitro
navozuje vychytavani zeleza vazaného na transferinu [100] mechanismem podobnym jako je
popsan u TfR1. Oba receptory se lisi svoji afinitou k transferinu in vitro [101]. Jejich vyssi
koncentrace jsou exprimovany na hepatocytech a se stoupajici koncentraci zeleza v jatrech je
jejich exprese snizovana [102, 103]. TfR2 je nedilnou soucasti regulace systézy hepcidinu (viz
kap. 2.3.2.) [9, 19]. Onemocnéni HFE 3 je vzacné, klinicky je velmi podobné klasické HFE 1
hereditarni hemochromatdze s ¢asn€jsim nastupem klinickych ptiznakt, predevsim artropatie,

pigmentace klize, poSkozeni jater, pankreatu a srdce [3, 11, 104, 105].

4.4. HEMOCHROMATOZA TYP 4, MUTACE GENU PRO FEROPORTIN (HFE 4)

Dédi¢ny typ hemochromatdzy 4 byl klinicky rozpoznén v roce 1999 a identifikovan v roce
2001 [106]. Jedna se o autozomalné dominantné vazané onemocnéni, pietizeni organismu
zelezem bylo popsédno u 3 rodin [107-109], u kterych byla prokdzdna mutace genu pro
feroportin [45, 110]. Genetickd mutace feroportinu byla také popséna u sub-saharské populace,
u které byl za pfi¢inu akumulace Zeleza diive povazovan vyhradné vysoky piijem zeleza

potravou [111]. Jeden nalez mutace byl zaznamenan v Melanézii [112].

Gen, ktery koduje feroportin, je znamy jako IREGI1 [113] a MTP1 [114]. Ferroportin je
bilkovina zajist'ujici bunéény export Zeleza ve stfevu a bunkéch (viz kap. 2.2.1.) [108, 109].
Podle typu mutace genu pro feroportin se HFE 4 rozd¢luje do dvou podtypti, HFE 4A a HFE
4B.

4.4.1. HFE 4A — nefunkéni ferroportin

Jde o autozomalné¢ dominantni onemocnéni, mutace ferroportinu vede k neschopnosti
transportu Zeleza, protoze je ferroportin zadrzovan v endoplazmatickém retikulu [11]. U tohoto
typu hemochromato6zy je selektivni nadbytek Zeleza v Kupferovych buiikach spojen s norméalni
saturaci transferinu. Tyto nalezy svéd¢i o tom, Ze gen je nezbytny pro uvoliiovani Zeleza
z makrofagii (pochdzejiciho z rozpadlych erytrocytll) do cirkulace vazbou na transferin [107,
108]. Absence aktivity ferroportinu vede k hromadéni Zzeleza, ptedevSim v makrofazich
v jatrech a ve slezin¢€, mén¢ v hepatocytech a enterocytech. Snizuje se dostupnost zeleza pro
vazbu na transferin a tim i pro dodédvku do kostni diené [3]. Hodnoty saturace transferinu
zustavaji dlouho nizké nebo normélni az do pozdnich stadii choroby. U tohoto typu byva
klinicky mirnéj8i pribéh, protoze se zZelezo uklada spiSe do buné€k retikuloendotelu nez do

parenchymat6znich bun¢k [4]. K diagndze spiSe piispivaji koncentrace sérového feritinu nez
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hodnoty saturace transferinu. Hodnoty feritinu byvaji vysoké jiz v prvnim desetileti Zivota a

neklesaji po terapii flebotomiemi. Naopak, agresivni flebotomie miize vyustit az v anémii [3].
4.4.2. HFE 4B — ¢astecné funkéni ferroportin

Jde o autozomaln¢ dominantni onemocnéni, mutace vede k produkci ferroportinu, ktery je
rezistentni na hepcidin. Ferroportin je sice schopen transportovat zelezo, ale nereaguje na fizeni
hepcidinem [107, 108]. Klinické projevy jsou obdobné jako u klasické HH, v klinickém obrazu

dominuje tnava a bolesti kloubi, 1é¢ba venepunkcemi je t¢inna [3, 115].

4.5. DALSI DEDICNE CHOROBY Z PRETIZENI ZELEZEM

Existuje nékolik dalSich, vzacnych chorob zplisobenych mutacemi ostatnich genli primarné
se podilejicich na homeostaze zeleza. Jedna se jiz o syndromy klinicky odli$né od hereditarni

hemochromatozy.
4.5.1. Aceruloplazminémie

Aceruloplazminémie je autozomalné recesivni chorobou zplisobenou mutacemi v genu pro
ceruloplazmin. Pti defektu ceruloplazminu dochazi ke ztraté ferroxidazové aktivity v plazmé,
pfiGem? tato ztrata snizi odvadéni bunééného Zeleza a jeho navazani na transferin [11]. Zelezo
se hromadi v riznych orgénech, véetné jater. Depozita Zeleza v mozku (v neuronech 1 gliovych
bunikach) ovliviiyji jeho rozvoj a vedou témét pravidelné k neurologickym abnormalitam,
cerebralni ataxii. Feritin je zvySeny, sérové Zelezo je snizené. Zelezo neni transportovano
v dostatecném mnozstvi do kostni diené, proto se vyviji anémie. Absorpce ze stieva je zvysena,
protoZe transport z enterocytll je zajiStovan pomoci hefestinu, homologu ceruloplazminu.
K 1lécbé jsou vyuzivany cheldty, které zastavi progresi choroby, efektivni je doplnéni
ceroloplazminu podanim plazmy ¢i jeho koncentratu. Flebotomie v 1é€bé nelze vyuzit pro

anémii a zhorSenou recyklaci zeleza [11, 116].
4.5.2. Atransferinémie a hypotransferinémie

Pti atransferinémii nebo hypotransferinémii je poskozen plazmaticky transport Zeleza a jeho
dodavka do kostni dien¢ [117]. Jde o autozomalné recesivné dédénou chorobu. Jejim hlavnim
rysem je vyrazna anémie a extrémni zvyseni hladiny feritinu, pfetizeni Zelezem v ostatnich

tkanich vyplyva z kompenzaéniho vzristu sttevni absorpce zeleza [118].
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4.5.3. Mutace genu pro feritin v H oblasti

Jednd se o autozomalné¢ dominantné¢ vadzané onemocnéni projevujici se nadmérnych
sttddanim Zzeleza v organismu, které bylo popsano u jedné japonské rodiny. Mutace byla
detekovana v Casti genu zodpovédného za syntézu feritinu, defekt je v regulacni oblasti H
podjednotky. Tato mutace zvysuje vazebnou afinitu IRE pro IRP1 a IRP2, coz vede k snizeni

vazby zeleza k feritinu a k zvySenému vstupu Zeleza do bunék [119].
4.5.4. Strukturalni zmény haptoglobinu

Nadbytek Zeleza v organismu mize byt také zplsoben polymorfismem haptoglobinu a
plazmatickymi proteiny vézajicimi hemoglobin, které umozni jaterni recyklaci volné
cirkulujiciho hemoglobinu. Muzi majici polymorfismus v haptoglobinu Hp 2-2 maji vyssi
plazmatické koncentrace zeleza a jeho vyssi zasoby nez jedinci s polymorfismem Hp 1-1 nebo

Hp 1-2 [120].
4.5.5. Friedreichova ataxie

Jde o vzacné onemocnéni zplisobené mutaci genu pro frataxin, ktery je mitochondralnim
proteinem modulujicim homeostazu zeleza. Typické je neurologické postizeni a poskozeni

myokardu [118].

5. KLINICKE ASPEKTY HFE HEMOCHROMATOZY (TYP 1)

Diagnéza hereditarni hemochromatdzy je obvykle zaloZena na klinickych projevech, na
laboratornich nalezech zvySené koncentrace transferinu a feritinu v séru a na vySetieni
genetickych mutaci [1, 2, 84, 121, 122]. Dfive standardné provadénéd diagnosticka jaterni

biopsie je nahrazovana modernéjSimi zobrazovacimi technikami [3].

5.1. FENOTYPOVA KRITERIA HEREDITARNI HEMOCHROMATOZY

Klinicky obraz HH lze rozdélit do 4 stadii [19, 27]:
Stadium I. — genetickd predispozice nebo jiné abnormality
Stadium II — pfetiZzeni organismu Zelezem bez klinickych symptom

Stadium III — pfetiZeni Zelezem s klinickymi symptomy
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Stadium IV — choroba z pfetizeni zelezem s organovym poskozenim, s jaterni cirhdézou

Hereditarni hemochromatéza se vyviji pomalu a vzacné se manifestuje pred dospélosti,
nejcastéji az po 40 roce veku [1-3, 27]. Jeji progrese mize byt urychlena vysokym piijmem
zeleza potravou, snizenim aktivni utilizace Zeleza, snizenim jeho ztrat a dalSimi faktory
(ptijmem alkoholu, koutfenim atd.) [3]. Ochranny efekt menstruace a t€hotenstvi vysvétluje,
pro¢ je ukladani Zeleza v plazmé u divek a mladych Zzen pozvolnéjsi nez u starsich Zen a pro¢

[ 24

véku [2, 7, 123].

Vzhledem k variabilni penetraci (viz kap. 4.1.4.) probihd onemocnéni individudlng,
v nékterych pfipadech miize pretrvavat pouze zvySeni laboratornich markert, ale u vice nez
poloviny vSech C282Y homozygotl je plazmatické zvySeni zeleza rychle nasledovéano jeho
progresivnim uklddanim do parenchymatoznich organii, coz se projevi jak stoupajicimi
koncentracemi sérového feritinu, tak i klinickymi pfiznaky [124]. Intenzita depozit Zeleza je
také ovlivnéna riznymi faktory, vcetné¢ koncentraci cirkulujictho hepcidinu, hormont
regulujicich metabolismus Zeleza, aktivity proteinii zasahujicich do metabolismus hemu

(hemopexin, haptoglobin) a nehemovym zelezem [1, 11].

Mezi klinické ptiznaky hereditdrni hemochromatozy patii (obr. 9, tab. 1) [2, 5, 27, 125, 126]

- unava, slabost, nechutenstvi,

- Dbolesti biicha (v pravém podzebii nebo difuzniho charakteru),

- artritida postihujici kterykoliv kloub, nej¢astéji drobné klouby rukou,

- diabetes mellitus (v kombinaci s typickym zbarvenim pokoZky nazyvan bronzovy
diabetes mellitus),

- poskozeni 71az s vnitini sekreci — hypothyroidismus, hypogonadismus atd.,

- poskozeni jater (patologické jaterni testy, hepatomegalie, cirhdza, hepatocelularni
karcinom),

- kardiomyopatie — poSkozeni srdecni svaloviny bez souvislosti s poSkozenim
koronarnich arterii,

- psychické a psychiatrické poruchy zahrnujici poruchy paméti, vykyvy nélady,
vznétlivost, deprese atd.,

- poruchy sexudlni potence — pokles libida, impotence, dysmenorea, Casna menopauza,

- ,,bronzové* zbarveni pokozky nebo vzhled stalého opaleni ktize,

- vypadavani vlasli a zmény nehtt,

- poskozeni imunitniho systému (¢etné opakované infekce).
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Obr. 9 Klinické priznaky hereditarni hemochromatozy (upraveno z Brissot, 2018)[19]
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Vzhledem k postupnému hromadéni zeleza v organismu se klinické ptiznaky vyvijeji v Case.
V pocate¢nim obdobi jsou klinické priznaky necharakteristické. Nemocni si stézuji predevsim
na Unavu, slabost a bolesti drobnych kloubti rukou [1, 2]. Nejcastéji postizenymi klouby jsou

drobné metakarpofalangealni klouby rukou, kde obtize mohou pfipominat artritidu (obr. 10)

[27].

Obr. 10 Pravdépodobnost postizeni kloubit u HH (Zwerina, 2010)[127]
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Postupné se mohou piidavat bolesti dalSich kloubti (kolena, kyc¢le), pribéh mtze v pozdéjsim
stadiu zkomplikovat osteopordza zplisobend hepatopatii nebo uklddanim zeleza v kloubech.
U pacientll s HH je prokazovana nasobn¢ vyssi frekvence provedeni totalni ndhrady kolennich

a kycCelnich kloubti [128, 129].

Ukladanim Zeleza jsou postizena zejména jatra, kterd jsou schopna akumulovat
mnohonasobna mnozstvi Zeleza ve srovnani s normalnim stavem. Za normalnich okolnosti je
obsah Zeleza v jatrech okolo 1 g, pfi HH mtize obsah Zeleza v jatrech dosahnout az 30 g [11].
Pti HH se Zelezo ukladda predevSim v hepatocytech ve formé feritinu nebo hemosiderinu.
Hromadici se Zelezo vyvolava oxidacni stres hepatocytu, vede k jeho poSkozeni a k postupné
nahradé funkéniho parenchymu vazivovou tkdni za vzniku typického obrazu jaterni cirhozy.
Pii postizeni jater si nemocni stéZzuji na bolesti bficha v pravém podzebii zplsobené
hepatomegalii [130]. Fyzikalni nalez mize byt u mladSich nemocnych zcela normalni. Pozdéji
se objevyji rtizné vyjadiené znamky hepatomegalie, kozni pigmentace, pavouckové névy,
splenomegalie, artropatie, ascites, arytmie, kardialni insuficience, hypotrichoza, atrofie varlat,
gynekomastie, ikterus [11]. Trvalé zvyseni sérové koncentrace feritinu nad 500 pug/l je spojeno
s rozvojem fibrézy II1. nebo IV. stupné [72]. Ve stadiu Il a IV HH se postupné rozviji postizeni
jater, typickym obrazem rozvinuté choroby je jaterni cirhdza. Riziko vzniku hepatocelularniho

karcinomu je az 200x vyssi v porovnani s normalni populaci [131-133].

PostiZeni srdce se projevi dilatacni nebo konstrikéni kardiomyopatii s poruchami pfevodniho
systému, arytmie jsou nejcastéjsi pti¢inou nadhlé¢ smrti u HH. Bylo prokazano zvysené riziko
aterosklerotického poskozeni véncitych tepen v souvislosti s HH [134], ale nizsi riziko akutni
kardiovaskularni ptihody, které je vysvétlovano nizsi agregabilitou desticek a niz$i hladinou

tromboxanu u pacientl se zvySenou saturaci transferinu [135].

S rozvojem choroby se objevuji poruchy sexudlni potence u muzii, psychické ptiznaky,
vypadévani vlasi a zmény nehtl [2, 19]. Postizeni endokrinnich zl4z se projevi vyskytem
diabetes mellitus II. typu, hypogonadismem spojenym s impotenci ¢i amenorheou,
osteopordzou a poklesem fukce Stitné zlazy [136]. Hyperpigmentace klZze je nejCastéji
generalizovand, ale mliZe byt ohrani¢end pouze na oblast krku, pfedlokti, hibety rukou nebo

muze zbarvit pouze staré jizvy [5].
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Tab. 1 Vyskyt klinickych piiznakii u HH [2, 27, 34, 125, 137, 138]

Priznak Pravdépodobnost
vyskytu (%)
Unava, slabost 40 — 60
Bolesti bficha 30-56
Ubytek vahy 15-25
Kloubni piiznaky 30-40
Diabetes mellitus 1030
Sexudlni dysfunkce 10 — 40
Hepatomegalie, cirh6za 13 -60
Arytmie 20-29
Poruchy srde¢ni funkce 15-35
Hyperpigmentace kiize 60 —80

5.2. DIAGNOSTIKA HEREDITARNI HEMOCHROMATOZY
Diagnostika HH je zalozena na nasledujicich vysetfenich.
5.2.1. Hladina zZeleza

Hladina Zeleza se nejCastéji stanovuje fotometrickou metodou. Diagnosticky vyznam
zvySené hladiny Zeleza je omezeny, hodnota neodrdzi zasoby Zzeleza v organismu. U HH je
zvySeni na horni hranici normy nebo nad ni, jedna se vSak o nespecificky ukazatel, ktery nelze

vyuzit pro sledovani lécby [11].
5.2.2. Vazebna kapacita transferinu pro Zelezo

Stanovenim celkové vazebné kapacity pro Zelezo (TIBC — total iron binding capacity) se
zjist'uje schopnost transferinu vazat zelezo. Celkovou vazebnou kapacitou pro Zelezo se rozumi
takové mnozstvi zeleza, které je transferin schopen navazat v piipadé, Ze vSechna vazebna mista
budou obsazena. Laboratorni normalni hodnoty odpovidaji normélni koncentraci transferinu.
Obvykle je Zelezem nasycena pouze 1/3 transferinu, to je tzv. vdzana kapacita. Volny transferin
bez navazaného Zeleza predstavuje volnou vazebnou kapacitu (2/3 transferinu), kterd je k

dispozici pro transport zeleza pii zvySenych pozadavcich. U HH je TIBC snizena [11].
5.2.3. Saturace transferinu

Z hodnot koncentrace Zeleza a transferinu se vypoctem urcuje saturace transferinu (TfS),

které je definovana jako podil sérové koncentrace Zeleza a TIBC. Jedna se o citlivy parametr
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pro odhaleni jak latentniho nedostatku Zeleza tak i1 piebytku Zeleza v organismu. Hodnoty nad
0,45 u muzl a nad 0,40 u Zen jsou povazovany za patologické, jsou zndmkou patologického
hromadéni Zeleza. V extrémnich ptipadech neléenych osob s HH mtize saturace dosdhnout az

hodnot 0,95 — 1,0 [1].
5.2.4. Feritin

Feritin je povazovan za ukazatele celotélovych zasob Zeleza. Snizené hodnoty jsou specifické
pro stavy spojené s nedostatkem zeleza v organismu (sideropenické anémie). Zvysené hodnoty
se vyskytuji nejen pii nadbytku Zeleza v organismu, ale feritin stoupa také pii zanétech — feritin
je proteinem akutni faze. Feritin je secernovan buitkami RES v zavislosti na intracelularnim
obsahu Zeleza [11]. Normalni hodnota je stanovena v zavislosti na metod¢ méteni, hodnoty nad
300 pg/lu muzi anad 200 pg/l u Zen jsou povazovany za patologické [1]. Pfi HH jsou hodnoty
nad 1000 pg/l u obou pohlavi uvadény jako kritické, které¢ vedou k vyznamnému poskozeni

organt a tkani a ke zkraceni délky zivota [2, 7, 139].
5.2.5 Hepcidin

Stanoveni hepcidinu v plazmé nebo moci se provadi imunoanalytickymi metodami (ELISA)
nebo hmotnostni spektrometrii. Méfeni koncentrace hepcidinu ma vyznam pro stanoveni
diagnézy poruch metabolismu zeleza, napi. pro odliSeni anémie chronickych chorob,

sideropenické anémie, klasické hereditarni hemochromatézy a ostatnich typt HH [9, 14].
5.2.6. Genetické testovani

Vysetfeni mutaci HFE genu patii mezi zakladni diagnostické vySetieni u osob s podezienim
na HH. Metodou vySetieni je PCR z DNA, obvykle ziskané z izolovanych leukocytii periferni
krve nebo stérem z bukalni sliznice. Standardné se pro potvrzeni nejcastéjsi diagnézy HH (HFE

1) testuji 3 nejCetnéjsi a nejvyznamnéjsi mutace HFE genu: C282Y, H63D a S65C [1-3, 5, 140].
5.2.7. Zobrazovaci metody

5.2.7.1. VySetieni ultrazvukem

Vysetteni ultrazvukem (UZ) slouzi predevsim k posouzeni velikosti jater, sleziny a portalni
zily, dokaze odhalit hepatomegalii se steatdzou, jaterni cirhdzu, popiipad¢ hepatocelularni

karcinom [11].
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5.2.7.2. Magneticka rezonance

Pomoci magnetické resonance (MR) lze stanovit mnozstvi zeleza akumulovaného v jatrech
[141]. Dokonalejsi rozliSovaci schopnost MR je pfinosna také v diagnostice hepatocelularniho
karcinomu mensSich rozmér ve srovnani s vytéznosti UZ a CT. Zobrazeni MR se dnes dava
piednost pied jaterni biopsii pro neinvazivitu a minimalni komplikace spojené s vykonem. Ve
srovnani s biopsii dokdze MR rozlisit HFE hemochromatézu od feroportinové choroby (HFE

4) a od sekundarni akumulace zeleza [3].
5.2.8. Jaterni biopsie

Pfi dostupnosti a prokdzaném diagnostickém piinosu MR se od standardniho provadéni
jaterni biopsie pfi diagnostice HH upousti. Indikace biopsie se zvazuje pii nejasnych ptipadech
akumulace Zeleza u mladsich pacientl nebo se vyuziva cilend biopsie pod UZ kontrolou pro
odbér materialu z podezielého loziska. Jaterni biopsie pfindsi informace nejen o stupni a typu
postizeni jaterniho parenchymu (u HH je Zelezo nejvice v hepatocytech a tize siderdzy klesa
centrilobularn¢, u sekundarnich pfetizeni jsou vice postizeny elementy RES), ale i o
doprovodné fibroze, cirhdze, alkoholickém postizeni, apod. Pfimé stanoveni obsahu Zeleza
v jaterni suSiné€ piesné ukazuje stupet akumulace Zeleza. Hodnota pod 1800 pg/g (32 pmol/g)
suSiny je povazovana za normalni. Siderézu lze také kvantifikovat vyjadienim tzv. jaterniho
indexu zeleza — hepatic iron index (HII). HII se vypocita jako podil zeleza v jaterni susiné (v
umol/g suSiny jater) a véku pacienta. Pacienti s HII nad 1,9 vykazuji vyznamné pretiZeni

zelezem a vyzaduji neodkladnou 1é¢bu [3]. Urc¢ovani HII vSak postupné ztraci na vyznamu [11].
5.2.9. Dalsi vySetreni

Pro posouzeni tize postizeni jednotlivych organti se mimo vyse uvedenych vyuziva fada
dalSich laboratornich a funkcnich vySetfeni, napt. glykémie, gluk6zo-tolerancni test,
alaninaminotransferaza, aspartdtaminotransferaza, alkalickd fosfatdza, bilirubin, albumin,
protrombinovy cas, hladiny hormont, rentgenova nebo MR vySetieni kloubi, funkéni testy

srdce, atd. [11].

5.3. SCREENING HH

O tom, zda screening HH provadét ¢i neprovadét, a o pfipadném vybéru vhodné metody
screeningu HH se diskutuje [5, 11, 76]. Zvazuje se pouziti genetického plosného testovani ¢i

fenotypového screeningu, pii posuzovani se piihlizi k etickym otdzkdm, vaZzeni poméru cena —
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vytézek (cost-effectivity) a také k faktorim ovliviiujicim vytéznost a riziko poskozeni (pohlavi,

vek, prijem alkoholu, hepatitida, atd.).
5.3.1. Geneticky screening

Zastanci genetického screeningu poukazuji na vysokou frekvenci C282Y mutace u
kavkazské populace a moznost efektivniho 1éCeni pti v€asném zachytu mutace. Proti zavedeni
plosného genetického screeningu vSak svédci

- ndlez nizké penetrace klinického onemocnéni, kdy maximalné 50 % homozygotii pro
C282Y vykazuje nadmérné stiadani zeleza (viz kap. 4.1.4.) [142],
- vysoké finan¢ni néklady,
- etické a pravni problémy.
Naopak australskd studie genetického screeningu u muzi nad 30 let a Zen nad 45 let

kavkazského ptivodu prokazala efektivitu tohoto postupu [143].
5.3.2. Fenotypovy screening

Fenotypovy screening mtize preferovat méteni saturace transferinu v séru [78, 125, 144]
nebo méfeni koncentrace feritinu v séru [27, 72]. Test saturace transferinu je nékterymi autory
povazovan za nejlepsi screeningovy test [ 145, 146]. Provedené studie poukazuji na skute¢nost,
ze jsou velmi nizké pozitivni prediktivni hodnoty fenotypickych i genetickych znakt [46, 72].
Manifestace choroby je velmi zavisla na dalSich faktorech, na zptisobu zivota jedince [72, 74,
125], vliv méa piijem alkoholu a 1ékt, etnikum, rasa, pohlavi, doprovazejici choroby, konzumace

vitaminu C atd. [2, 147].
5.3.3. Rodinny screening

Na rozdil od plosného genetického screeningu je za velmi diillezity povazovan screening
rodinny. Pfi zachytu onemocnéni nebo pozitivity mutace u jedince by méli byt vySetteni jeho
pfibuzni — sourozenci, rodi¢e a déti. Pokud mé& nemocny vice déti s jednim partnerem,
doporucuje se vysetfit 1 partnera. Pokud neni partner nositelem zadné mutace HFE, odpada
nutnost vySetfeni déti [ 148]. Pii pozitivnim ndlezu mutaci u ptibuznych (pfedev§im homozygoti
C282Y nebo H63D a smiSeni heterozygoti C282Y/H63D) by tyto osoby mély byt sledovany
v pravidelnych intervalech a pfi laboratornich zndmkach akumulace Zeleza by u nich méla byt

ihned zah4jena 1écba [3].
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5.3.4. Cileny screening

Cileny screening hemochromatézy by mél byt proveden u pacientli s nevysvétlitelnym
jaternim onemocnénim nebo jaternim onemocnénim se zndmkami akumulace zeleza, u pacientil
s tinavovym syndromem, sexualni dysfunkci a u mladych pacienti s Casnym nastupem atypické

artropatie, kardidlniho onemocnéni nebo zménami kozni pigmentace [11].

5.4. LECBA HH

Cilem lécby HH je odstranit patologicky plisobici nadbytecné zelezo z organismu. Lécebné
postupy lze rozdélit na 1€¢bu

- induk¢ni nebo inicidlni, jejimz cilem je po diagnéze onemocnéni snizit patologické
hodnoty zeleza na hodnoty normalni, za obvykly cil se povazuje pokles feritinu pod 50
— 100 pg/l a saturace transferinu pod 0,30 [1, 3, 149],

- udrZovaci, jejimz cilem je zabrédnit dal§imu hromadéni Zeleza v organismu. Obvykle
postacuje 1 1é¢ebnd venepunkce nebo erytrocytaferéza za 3 — 12 mésicl v zavislosti na
rychlosti vzestupu feritinu a saturace transferinu. Hladina feritinu by méla byt
pravidelné kontrolovana (nejméné 1x ro¢né) a udrzovéana v rozmezi 50 — 100 pg/l [1-

3]
5.4.1. Venepunkce

Za 1écebnou metodu prvni volby 1é¢by HH je povazovéna lécebna venepunkce [1-3, 27, 138,
149, 150]. Nemocnému se pravidelné, obvykle 1 — 2x tydné, odebira 450 — 500 ml krve. Odbéry
krve (Ubytek erytrocytil) vedou k stimulaci erytropoezy a tim ke zvySené spotiebé Zeleza ze
zasob v organismu. Protoze 1 ml erytrocytl predstavuje ztratu 1 mg Zeleza, 1ze jednim odbérem
500 ml krve odebrat v zavislosti na hematokritu 170 — 250 mg Zeleza. Odbéry se opakuji pii
dobré toleranci nemocnym az do poklesu hodnot feritinu k norméalnim hodnotdm. Jde o metodu
dostupnou, levnou a dobfe tolerovanou pacienty. Nevyhodou odbérti plné krve je soucasna
ztrata plazmy se vSemi dileZitymi slozkami, jejichz primarni hladina mlZe byt jiz alterovana
vlastni chorobou (imunoglobuliny, koagulaéni faktory, albumin a dalsi bilkoviny) a vysoka
cetnost odbérl (navstév v zdravotnickém zatfizeni) [149, 151, 152]. Jsou vSak popisovany i

zavazné komplikace spojené s 1éEbou venepunkcemi [27].
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5.4.2. Erytrocytaferéza

Lécebna erytrocytaferéza u pacientti s HH je povazovéna za alternativni metodu, predevsim
u pacientd obtizné tolerujicich venepunkce nebo u pacientti se sklonem k hypoproteinémii. Jeji
vyhoda spocivd v moznosti odstranéni nasobného mnozstvi erytrocyti (a tim i zeleza) pii
jednom odbéru a niz§i frekvenci odbéri [2, 3, 149, 152, 153]. U¢innost této metody jsme

v

overovali v nasi studii, podrobnéjsi informace o erytrocytaferéze jsou uvedeny v kap. 6 a 10.
5.4.3. Chelatacni 1écba

U pacientii netolerujicich odbéry krve nebo erytrocytli, napt. u pacientli s anémii u nékterych
typt HH, je alternativou lécby podéavani chelatacnich latek. Chelatacni latka tvofi v krvi
s zelezem komplex, ktery je filtrovan ledvinami a vylu¢ovan moci. K dispozici je nékolik
chelatacnich latek, které se vyuzivaji i pii 1é¢bé HH, jejich nevyhodou je vysoka cena [3, 11,

154].

5.4.3.1. Deferoxamin (Desferal®)

Je nejstar§im dostupnym Iékem, ma rychly plazmaticky obrat, nejvétsi ucinek vykazuje pii
kontinudlni nitrozilni nebo podkozni infuzi pumpou v davce 20 — 60 mg/kg denné, 5 — 7 dnti
v tydnu. 100 mg ptipravku vaze 8,5 mg zZeleza, k dosazeni ucinku je tfeba podat stovky gramii
deferoxaminu. Mezi nejCastéj$i vedlejSi ucinky patii alergickd ¢i anafylaktickd reakce,

retinopatie, ototoxicita a hepatotoxicita [155, 156].

5.4.3.2. Deferipron (Ferriprox®)

Jde o ptipravek podavany per os, pii davce 75 — 100 mg/kg/den ma stejny terapeuticky ucinek
jako deferoxamin, na rozdil do néj mé protektivni ucinek na srdce [154]. Nezadoucim ti¢inkem
je hepatotoxicita a poskozeni kostni dfen¢ vedouci k neutropenii a agraulocytdze, které vSak

byvaji reverzibilni po vysazeni 1&cby [155, 157].

5.4.3.3. Deferasirox (Exjade®)

Peroralné podavéany ptipravek majici dlouhy plazmaticky poloc¢as (11 — 19 hodin), Ize jej
podavat v jedné denni dévce. Jeho ucinek v davce 20 mg/kg/den je srovnatelny s ucinkem
deferoxaminu v davce 40 mg/kg/den. Neposkozuje kostni dien, vedlejsi Gcinky zahrnuji

poskozeni ledvin (u 10 % pacientll), zvyseni jaternich testli a nechutenstvi [ 155, 156].
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Chelatac¢ni 1€ky je doporuceno podavat pouze pii vysokych hladinach feritinu nad 1000 ug/1.
Pti niz8i hladiné ptevazuje riziko komplikaci spojenych s jejich poddvanim — poskozeni jater,
kterd jsou jiz primdrné poskozena HH, pfi poskozeni ledvin je potieba redukovat davky

chelatacnich latak [3, 154].
5.4.4. Nové moznosti 1é¢by HH

Rozvoj poznatkil 0 metabolismu Zeleza a mechanismech jeho regulace piinasi nové moznosti
vyuziti téchto znalosti v 1é¢bé poruch metabolismu Zeleza, vEetné hereditarni hemochromatézy.
Ptedevsim léky cilici na hepcidin a jeho fidici gen HAMP mohou byt piislibem pro budoucnost

[14,21].

5.4.4.1 Agonisté hepcidinu

Do této skupiny jsou fazeny latky [21, 158], které
- maji podobny ucinek jako hepcidin (minihepcidiny),
- stimuluji gen HAMP (isoflavony, steroidni hormony, HAMP promotery),
- zvysuji produkci hepcidinu v jatrech (icariin a jeho homology),
- ovliviluji degradaci hemojuvelinu (soucast fidici drahy SMAD/HAMP, viz kap. 2.3.2.)
a tim gen HAMP a produkci hepcidinu (antagonist¢ TMPBSS6).

5.4.4.2 Antagonisté hepcidinu

Tato skupina zahrnuje latky, které blokuji produkci hepcidinu [14, 21]. Mtize se jednat o
- protilatky proti m-RNA hepcidinu,
- protilatky proti IL-6 nebo IL- 6 receptoru (tocilizumab),
- protilatky proti BMP komplexu (soucast drahy SMAD/HAMP, viz kap. 2.3.2.),

- dalsi latky (heparin, vitamin D, thiamin).
5.4.5. Dieta a preventivni opatieni pri HH

Samotna dieta se sniZzenym piijmem Zeleza nema pro 1é€bu choroby velky vyznam [1, 2, 11,
14,21, 27, 150]. Dietni opatieni jsou povazovana za vyznamna jako prevence rozvoje choroby.
Byly prokazany niz$i koncentrace feritinu u homozygotii C282Y, kteti prokazatelné zvysené
konzumovali ¢aj (tein obsazeny v Caji zabrainuje absorpci nehemového Zeleza) [159]. Kazdy
nemocny s diagnostikovanou HH by mél dostat nésledujici pouceni tykajici se diety a

preventivnich opatieni [160, 161].
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a) Zakaz ptijmu multivitaminovych pfipravkt obsahujicich Zelezo a snizeni ptijmu zeleza

v potrave spocivajici v omezeni ¢i vylouceni potravin obsahujici velké mnozstvi zeleza

(¢ervend masa, vnitfnosti, lusténiny, cokolada, ofechy atd.).

b) Omezeni piijmu latek zvySujicich vstiebavani Zeleza ze stfeva

nepozivat vitamin C soucasn¢ s jidlem, tj. nezapijet jidlo ovocnymi §tavami a dzusy,
omezit pfijem alkoholu,

nekoufit,

vitaminov¢ tablety obsahujici vitamin C brat pouze v obdobi mezi jidly, nikoliv

s jidlem.

¢) Snizeni vstfebavani piijatého zeleza potravou

zapijeni jidel ¢ajem nebo mlécnymi vyrobky — tein a vapnik vytvareji s zelezem
nevstiebatelné kompexy,

inhibitory protonové pumpy, pokud jsou indikovany z divodu jiné choroby —
nedoporucuje se predepisovat je automaticky kazdému pacientovi s HH [3], pfi

jejich uzivani ale miize byt nizsi potfeba venepunkci.

d) Prevence poskozeni organismu

vylouceni alkoholu (prevence hepatotoxického t¢inku),

vylouceni tepeln¢ neupravenych motskych plodi z potravy - divodem je riziko
onemocnéni zpisobené gram-negativni bakterii Vibrio vulnificus, kterd se béZzné
vyskytuje v Selfovych moftich a kontaminuje pfedev§im ustfice, do organismu se
dostava odérkami a pozitim tepelné neupravenych moiskych plodi (k infekci jsou
nachylni jedinci s jaternimi chorobami, HH a nemocni v imunosupresi, u nichz
onemocnéni muize prejit v sepsi s fatdlnim pribéhem) [162],

preventivné ockovat proti hepatitidé A a B a proti pneumokokiim [2].

5.5. UCINEK LECBY NA KLINICKE PROJEVY

V¢as zahajena a ucinnd 1éCba je prevenci rozvoje piiznakti HH [3]. Pokud byla 1é¢ba zah4ajena

v obdobi jiz rozvinutych klinickych ptiznakti HH, mtize vést k upravé symptomil. ZlepSeni se

tyka pfedevsim unavy, slabosti, nechutestvi, bolesti bficha, zbarveni klize a fibrozy jater [1]. U

nékterych pacientll je prokdzano zlepSeni tolerance glukézy, coz vede k snizeni davky

antidiabetik [11, 27]. Pokud je rozvinuta cirhdza jater nebo vazné poskozeni myokardu,
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nedochazi 1é¢bou k vyraznému zlepSeni stavu. Obdobné je na 1écbu rezistentni kloubni

poskozeni [1, 27].

Pokud je HH diagnostikovadna a 1é¢ena vcas, kdy neni pfitomna cirhoza jater, neovliviiuje
diagnoza HH stiedni délku Zivota ani pravdépodobnost doziti [2, 8, 27]. Pokud je 1écba zahajena
az pii hladin¢ feritinu nad 2000 pg/l, je umrtnost vyssi ve srovnani s normalni populaci

(mortality ratio 24) [3].

5.6. HH A DARCOVSTVI KRVE A KREVNICH SLOZEK

Pravidelné odbéry krve nebo erytrocytii mohou pfispét k oddaleni vzniku klinickych znamek
HH [163]. N&které prace vSak vliv darcovstvi krve v dobé pted diagndézou choroby nepotvrdily
[164].

Samotna diagn6za HH neni vylu€ujicim kritériem z darcovstvi krve a krevnich slozek [165,
166]. Pokud osoba s HH nemé organové poskozeni a splituje legislativni pozadavky stanovené
pro déarce/darkyné krve, miize darovat krev i krevni slozky, odebrané transfuzni ptipravky

mohou byt pouzity pro transfuzi [165, 167, 168].

Obvykle se osoby s HH akceptuji k darcovstvi pfed vyskytem klinickych znamek
onemocnéni. Na laboratorni znamky pietiZzeni Zelezem a tim na diagnézu HH se piijde ndhodné.
V nékterych zatizenich transfuzni sluzby se pfed odbérem krve prvodarce zjiStuje zasoba
zeleza, z tohoto diivodu se u prvodarct vysetfuje hladina feritinu nebo saturace transferinu
[144]. U opakovanych nebo pravidelnych darci se feritin bézné€ nevysetiuje s vyjimkou darcti
(nejcastéji darkyi), u kterych doSlo k nahlému poklesu hemoglobinu. Vysledkem pak obvykle
byva nalez latentni sideropenie nebo sideropenické anémie. Cilené vyhledavani darct
s mutacemi vedoucimi k akumulaci Zeleza a jejich zafazovani do darcovstvi je naopak
nekterymi autory povazovano za ptinosné pro zajisténi sobéstacnosti a dostupnosti transfuznich

ptipravki [169, 170].

Krev odebirand nemocnym s HH vindukéni fézi lécby se k transfuznim ucelim
nedoporucuje vyuzivat. Diivodem je, ze darce nevyhovi kritériim stanovenym pro darce krve a
krevnich sloZzek — maximalni pocet odbérl plné krve u muzi dnes €ini 6 odbéri/rok, u Zen 4
odbéry/rok, minimalni interval mezi dvéma odbéry je stanoven na 8 tydni. U dvojité
erytrocytaferézy (odbér 2 transfuznich jednotek erytrocyti, cca 2 x 200 ml) je limit 3 odbért u
muzl a 2 odbérd u Zen za rok, minimalni interval mezi dvéma odbéry je 4, resp. 6 mésicii [ 168].

Problematickym je také rozpor mezi deklarovanou dobrovolnosti darcovstvi na jedné strané a

48



ocekavanym efektem 1écby na stran¢ druhé, kdy nemocny — darce, védom si nutnosti odbért
pro své zdravi, mize preferovat efekt ,,pro sebe™ a z tohoto divodu miize zamléet vyznamné
udaje tykajici se jeho jinych chorob nebo rizikového chovani, které by ve svém disledku mohly
poskodit ptijemce transfuze. Studie neprokazaly vyssi infekcni riziko transfuznich ptipravka
odebranych darciim s HH [1, 171]. V obdobi udrzovaci 1écby je darcovstvi akceptovatelné za
predpokladu splnéni zdravotnich kritérii pro darce (tj. pfedevsim neposkozené organy a tkané,

neuzivani 1€k atd.) [172].

Pokud je HH diagnostikovana jako nalez mutace bez klinickych projevl, napt. v ramci
rodinnych studii, je darcovstvi mozné a miize slouzit i k pravidelnému sledovani laboratornich
znamek HH u téchto osob (testovani hladiny feritinu nebo saturace transferinu). V ptipadé
narustajicich hodnot zdsobniho Zeleza se darce prevede do lécebného rezimu, ktery vede

k rychlému snizeni nahromadéného zeleza [172].

Kvalita odebranych transfuznich ptipravkll od darcti s HH je srovnatelnd s ptipravky od
zdravych darcti, nebyly zjistény rozdily v hemolyze na konci doby skladovani, v hladinach
bioaktivnich cytokinli ani v obsahu protilatek proti yersiniim [1, 151, 173]. Nékteré prace

naopak prokdzaly niz$i deformabilitu erytrocyti (az o 11 %) odebranych od darcti s HH [174].

6. LECEBNE AFEREZY, ERYTROCYTAFEREZA

6.1. HISTORIE

Termin aferéza pochazi zfeCtiny, znamend ,,odstranéni, odebrani“. Pfistrojové lécebné
aferetické metody byly zavedeny do praxe v 70. letech 20. stoleti [175]. Nové zkonstruované
piistroje (separatory) umoznily odstraniovat z krve bud’ plazmu obsahujici patologické slozky
nebo jednotlivé krevni soucasti (leukocyty, trombocyty, erytrocyty). S technickym rozvojem
v 90. letech 20. stoleti se za pomoci novych automatickych aferetickych pfistroji dockaly
1é¢ebné aferézy rychlého rozvoje, Siroce se zacaly aplikovat metody selektivni i neselektivni
1é¢ebné plazmaferézy, byly stanoveny diagndzy, u nichz je trombocytaferéza a leukocytaferéza
soucasti standardni 1é€by [176, 177]. Aferetické metody se zacaly uplatiiovat i v darcovskych
odbérech krve a krevnich slozek. Darcovské plazmaferézy a trombocytaferézy se provadéji od
80. let, v roce 1993 byla ptedstavena metoda multikomponentniho pfistrojového odbéru, pii

kterém Ize jednomu darci pfi jednom odbéru odebrat vice transfuznich jednotek (TU,
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transfusion unit) krevnich slozek v riznych kombinacich [178]. Déarcovska erytrocytaferéza,
pfi které 1ze odebrat 2 TU erytrocytt, se v Evropé provadi od roku 1994, v USA byla schvalena
FDA v roce 1997. Lécebna erytrocytaferéza se uplatiiuje od 90. let predevsim jako vymeénna
metoda (odbér patologickych erytrocyti a jejich ndhrada darcovskymi). Deplecni
erytrocytaferéza se svého rozvoje dockala na pfelomu 20. a 21. stoleti. Jesté v roce 2005
v ucebnici AABB je erytrocytaferéza uvadéna pouze jako vyménna metoda u nemocnych se
srpkovitou anémii, talasemii, malarii a methemoglobinémii [176]. Prvni ojedin€lé prace o 1é¢be

nemocnych s HH erytrocytaferézou jsou publikovany v 90. letech 20. stoleti [179, 180].

6.2. PRISTROJE PRO AFEREZU

0Od 90. let 20. stoleti jsou na trhu dostupné automatizované separacni piistroje riznych typa
a vyrobcl, které jsou urCeny k darcovskym 1 lé¢ebnym vykontim. Separatory pro

erytrocytaferézu, dostupné na ¢eském trhu v letech 2004 — 2020, jsou uvedeny v tab. 2.

Tab. 2 Pristroje pro erytrocytaferézy

Vyrobce separatoru Typy separatoru
Fresenius (Lake Zurich, IL, USA) AS 104, AS.TEC 204, Comtec
Baxter, Fenwal (Deerfield IL, USA) | CS 3000+, Alyx, Amicus
BCT Gambro (Cobe), Terumo BCT | Spectra, Trima V4, Trima Accel,
(Lakewood CO, USA)
Haemonetics (Braintree MA, USA) | Cymbal, MCS 3p, MCS+
Dideco (London, UK) Excel, Electa

6.3. PRINCIP SEPARACNI METODY

Zakladnim principem fungovéani téchto pfistroji je centrifugacni metoda, pii které se
v centrifuga¢ni nadob& nebo prstenci rozdéluje odebirané krev na zéklade rozdilné specifické
hmotnosti jednotlivych krevnich slozek (viz tab. 3). Jednotlivé oddélené krevni slozky jsou bud’
odstraiiovany do sbérnych/odpadnich vakl nebo nadob. Slozky krve, které nejsou pii odbérech

pouzity, se vraceji zpét do obéhu darce nebo nemocného [149, 181].
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Tab. 3 Specificka hmotnost krevnich slozek [168]

Krevni slozka | Primérna specifickd | Primérny objem

hmotnost (g/ml) (f1)
Plazma 1,026 -
Trombocyty 1,058 9
Monocyty 1,062 470
Lymfocyty 1,070 230
Granulocyty 1,082 450
Erytrocyty 1,100 87

6.4. ODBER ERYTROCYTU SEPARATOREM - ERYTROCYTAFEREZA

Ptistroj — separator krevnich slozek — odebirda nemocnému plnou krev, zpracovava ji uvniti
ptistroje (centrifuguje a rozdé€luje na jednotlivé slozky), erytrocyty se shromazd'uji ve
sbérném/odpadnim vaku a vSechny ostatni slozky krve (plazma, trombocyty, leukocyty) se
vraceji nemocnému do krevniho obéhu. Pfistroje, které pracuji v kontinualnim rezimu, vyzaduji
ptistup ze dvou zil (2 venepunkce), separator z jedné Zily odebird krev a do druhé Zily vraci
nepouzité krevni slozky. Pro pfistroje, které pracuji v diskontinudlnim rezimu, postacuje 1
venepunkce. Pii odbérech na separatorech s diskontinudlnim rezimem se pravidelné stiidaji
odbérova a navratova faze, pti odbérové fazi je ze zily pacienta odebirdna plna krev ke
zpracovani do centrifugy, pfi navratovém cyklu pfistroje se pacientovi vraceji do obé&hu
neodstrafiované krevni slozky (obr. 11) [152]. Pokud se hradi pti odbéru tekutiny, je mozno pti
jednom odbéru odebrat nemocnému v zéavislosti na celkovém objemu krve (TBV) az 800 —
1000 ml erytrocyti, tj. az 1000 mg Fe [151]. Vzhledem k snéSenlivosti 1écby a rychlosti thrady

erytrocytl vlastni erytropoezou je mozné odbéry provadét v intervalu 10 — 21 dnti [3, 149, 153].

Obr. 11 Erytrocytaferéza — princip diskontinudlniho reZimu

Al ' AC
krev
1 (plazma, arytrocyty,
N

Fii1/ )

G

A

plazma
leukocyty
trombocyty

\E-uknCy"f: trombocyty)

plazma
leukocyty
trombocyty

Legenda: (A) odber krve, separace na jednotlivé slozky, (B) ndvrat neodebranych slozek
pacientovi.
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6.5. NEZADOUCI REAKCE NA ODBER

Ptistrojové 1éebné erytrocytaferézy mohou byt doprovdzeny nezddoucimi reakcemi, které
se projevi
- v prubéhu aferézy nebo bezprostfedné po ni,

- opozdénym ¢i dlouhodobym ucinkem.

Frekvence nezédoucich reakci u 1écebnych aferéz se uvadi mezi 0 — 25 % [149, 176, 182,
183], Cetnost zavisi na typu 1éebné aferézy, délce trvani, mnozstvi krve proslé piistrojem a
nahradach, které se pii aferéze podavaji. Reakce jsou vétSinou lehké a lze je vyfteSit 1 bez
pied¢asného ukonceni vykonu. Zavazné reakce mohou byt divodem pteruseni lécebného

vykonu, vyjimeéné mohou vést k trvalému poskozeni pacienta nebo k jeho timrti [184].
6.5.1. Rozdéleni neZadoucich reakci

Nezadouci reakce l1ze rozdélit podle rtiznych hledisek, napt. podle pfi¢iny vzniku, podle

rychlosti vzniku, podle zavaznosti atd. [139, 184, 185].

6.5.1.1. Casné, akutni nezadouci reakce a komplikace

Mezi ¢asné nebo akutni reakce a komplikace patii

a) komplikace lokalni
- poranéni Zily — riziko paraven6zniho podani krevnich sloZek pfi navratovém cyklu,
- hematom v misté vpichu,
- napichnuti drobné vétve nervu, které oplétaji Zilni pletenn — piiznakem je bolest
v misté vpichu, vzacné parestezie trvajici fadové minuty, vyjimecné hodiny ¢i dny
po odbéru,
- punkce arterie,

- alergicka reakce na dezinfek¢éni prosttedek nebo na néplast,

b) celkové reakce
- citronanova toxicita,
- zmeény krevniho tlaku s vazovagalni reakci pti/po odbéru (riziko poranéni pti padu),
- alergické nebo anafylakticka reakce na podavané nahradni roztoky,
- akcelerace nepoznanych nebo latentnich chorob (ischemickd choroba, infarkt

myokardu, srde¢ni arytmie atd.),
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¢) technické komplikace
- porucha pfistroje (mechanicka, SW),
- vada odbérového setu,

- vzduchova embolie.

6.5.1.2. Pozdni nezaddouci reakce a komplikace

Z pozdnich reakci a komplikaci se u hemaferéz mohou vyskytnout

a) komplikace lokalni
- tromboflebitida odbérové Zzily,
- vznik arterio-venozniho zkratu,

- keloidni jizva v misté venepunkce,

b) reakce celkoveé
- priznaky iatrogenni anémie,
- akcelerace nepoznanych nebo latentnich chorob (ischemicka choroba, infarkt

myokardu, srde¢ni arytmie atd.).
6.5.2. Citronanova toxicita

Mezi nejcastéj$i nezadouci ucinky lécebné erytrocytaferézy patii citronanova toxicita.
Kyselina citronova a citronan sodny, které jsou sou¢asti pouzivanych antikoagula¢nich roztokd,
vyvazuji kalcium, ¢imzZ se zabrani srdzeni odebirané a zpracovavané krve v pfistroji. Po
odstranéni slozek krve se zbylé sloZky vraci nemocnému do ob¢hu, v ptipadé erytrocytaferézy
se vraci plazma, trombocyty a leukocyty. Souc¢asti navracenych krevnich slozek je i1 pouZity
antikoagulacni roztok. Ten v pacientové krvi zplisobuje pokles ionizovaného kalcia [176].
Citronan je metabolizovan v jatrech na bikarbonat, vazané¢ kalcium se z citronanu zpétné
uvoliuje do plazmy. Pokud je rychlost odbouravani citronanu v nerovnovaze s jeho pfisunem,
muize dojit ke vzniku pfiznakli z hypokalcemie. Ty se projevi zvySenou nervosvalovou
drazdivosti, nejprve jako parestézie, brnéni rtl a prsti. Pokud nedojde k napravé, mohou se
pfidat dalsi pfiznaky, mezi néz patfi nauzea, pfipadné zvraceni, bolesti hlavy, nervosvalové
zasSkuby, tfes a v nejtézSich piipadech az tonicko-klonické tetanické kiece [186]. Pokud je pii
aferéze sledovano ekg, je hypokalcemie prokazatelnd prodlouzenim QT intervalu. Pti peclivém
sledovani pacienta se pfi prvotnich projevech hypokalcemie (brnéni prsti nebo okolo ust) jako

opatteni [176, 187]

53



- zpomaluje navratova rychlost separatoru, ¢imz se snizi nebo uplné zastavi piisun
antikoagula¢niho roztoku do organismu,
- poda 1 — 2 tablety calcium effervescens rozpusténého v malém mnozstvi vody,

- poda 1 —2 ampule 10% calcium gluconicum.

U pacientt s neporuSenou funkci jater postacuje obvykle ke zvladnuti pfiznakti zpomaleni
navratové rychlosti separatoru. Predpokladem je peclivé sledovani pacienta béhem aferézy a

aktivni vyhledavani pfiznaki citronanové toxicity.
6.5.3. Vazovagalni reakce

Redistribuce objemu a vliv stresu pii aferéze miize byt pfic¢inou hypotenzni nebo vazovagalni
reakce, ktera se projevi bledosti, pocenim, pocitem chladu na kiizi a naslednym poklesem tepu
a krevniho tlaku. U tézké reakce se muize pridat zvraceni ¢i kratkodoba ztrata védomi [176].
Rizikem je moznost vzniku poranéni v ptipadé, ze se reakce rozvine po opusténi odbérového
lizka. Prevenci reakce je

- dostatec¢ny prisun tekutin pied aferézou,
- hrazeni odebiranych slozek dostatecnym mnozstvim nahradniho roztoku,
- ponechéni pacienta na 10zku né€kolik minut po procedufe s pomalym a kontrolovanym

opusténim odbérového lizka.
6.5.4. Pozdni reakce

Mezi pozdni reakce po 1écebné erytrocytaferéze patii predevSim ptiznaky ze snizené kapacity
krve pro pienos kysliku — z tbytku erytrocytli. Reakce se miiZze projevit jako slabost a tinava
nebo spavost po aferéze. Pokud deplece erytrocytli piekro¢i kapacitu kompenzacnich
mechanismi, muze se reakce projevit piiznaky ischemické choroby z hypoxie s bolestmi na

hrudi, duSnosti, zavratémi, bolestmi bficha a nechutenstvim [186].
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7. CILE DISERTACNI PRACE

7.1. PRIMARNI CILE PRACE
7.1.1. Vytvoreni souboru nemocnych

Vytvofit soubor nemocnych s nové diagnostikovanou HH — vyhledat nemocné, dosud

nelécené pacienty s HH z riiznych zdroju.
7.1.2. Lécebna metoda

Zavést erytrocytaferézu do 1é¢by nemocnych HH, opakovanymi erytrocytaferézami snizit
hladinu feritinu u kazdého nemocného pod 50 pg/l. Standardizovat 1é¢ebnou metodu, stanovit

optimalni parametry odbéru pro kazdého darce dle protokolu.

7.2. SEKUNDARNI CILE PRACE
7.2.1. Bezpe€nost erytrocytaferézy

Peclivé monitorovat vyskyt nezadoucich reakci, posoudit toleranci odbéri a vyskyt

nezadoucich reakci na odbér, porovnat vlastni data s publikovanymi daty.
7.2.2. Efektivita procedur

Ziskana data vyhodnotit, statisticky zpracovat a ze sledovani zavislosti poklesu hladiny
feritinu na mnoZstvi odebiranych erytrocytl, na Cetnosti odbérli a trvani 1é€by se pokusit

vytvoftit predpoveédni model ¢i ,,vzorec 1écebného planu noveé zafazovanych nemocnych.
7.2.3. Ukazatelé ispésnosti 1é¢by

Ovéfit, zda sledovanim zakladnich hematologickych ukazatelli (napt. MCV) lze nahradit

nakladnéjsi laboratorni vySetfovani hladiny feritinu, Zeleza a TIBC.
7.2.4. Udrzovaci 1écba

Po dosazeni cile indukéni 1é€by sledovat individudlni rychlost vzestupu hladiny feritinu,
kazdému pacientovi stanovit optimalni interval ndslednych erytrocytaferéz, u pacienti

v udrZovaci 1é¢bé trvajici alesponi 5 let vyhodnotit a statisticky zpracovat ziskana data.
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7.3. PRACOVNI HYPOTEZY

Pro soubor nemocnych s hereditdirni hemochromatézou lécenych erytrocytaferézou jsme

vypracovali tyto hypotézy:

a) Lécbou opakovanymi erytrocytaferézami se u pacientli s HH snizi hladina feritinu pod

50 pg/l.

b) Lécba erytrocytaferézou je dobfe tolerovana a bezpecnd, vyskyt nezadoucich reakci a

komplikaci neni vyssi nez u jinych hemaferetickych metod.

8. METODIKA

8.1. VYTVORENI SOUBORU NEMOCNYCH

Pro ziskani novych pacientl s hereditarni hemochromat6zou a pro jejich zatrazeni do souboru
l1écenych erytrocytaferézou jsme vyuzili 3 rizné postupy. Pacienty jsme hledali mezi darci krve,
v ambulancich gastroenterologli nebo hepatologii a mezi piibuznymi jiz diagnostikovanych

pacientti s HH.
8.1.1. Vyhledani nemocnych mezi darci krve - screening HH u darcu krve

V pribéhu dvou mésicti, v prosinci 2004 — lednu 2005 jsme kazdému darci pii odbéru plné
krve vySetfili hladinu Zeleza, vazebnou kapacitu a saturaci transferinu. Vzorky, jejichz hodnota
saturace transferinu byla vys$si nez 0,45 u muzt a nad 0,40 u Zen, jsme odeslali na vySetieni
feritinu. Dérci se zvySenou hodnotou feritinu byli pozvani na transfuzni oddéleni ke
kontrolnimu vySetfeni a k odbéru zkumavky krve na vySetfeni mutaci HFE genu. Darci
s nalezem mutace HFE a soucasné se zndmkami patologické akumulace Zeleza by byli vhodni

pro zatazeni do souboru lécenych.
8.1.2. Spolupriace s hepatologickymi ambulancemi

Vypracovali jsme pisemnou informaci o hereditarni hemochromatéze a o zavadéni
erytrocytaferézy jako nové dostupné metody 1écby pacientt s touto diagnézou. Tuto informaci

jsme odeslali na
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- pracovisté FN, napf. II. interni kliniku FN Hradec Kralové — odd¢€leni gastroenterologie
a oddéleni revmatologie,

- specializované gastroenterologické ambulance v Hradci Kralové.

Pozadali jsme o pfedavani noveé diagnostikovanych nemocnych s HH k 1é¢b¢ na nase oddéleni.
8.1.3. Pacienti z rodinnych studii

U vsech nové diagnostikovanych pacientti s HH, ktefi k ndm byli poslani k 1é¢bé, jsme
zjistovali, zda byl proveden screening HH u jejich pokrevnich ptibuznych. Pokud tomu tak
nebylo, provedli jsme jejich screening na Transfuznim odd€leni FN. U téchto osob jsme
vySetfili hladinu zeleza, TIBC, saturaci transferinu, hladinu feritinu a mutace HFE genu.
Pacienti se znamkami patologické akumulace zeleza byli zafazeni do souboru lécenych.
Pacienti s pozitivnim nalezem mutaci bez znamek akumulace Zeleza v organismu byli pouceni
a zprava o vysledcich vySetfeni byla odesldna jejich praktickému I1ékafi s doporucenim
pravidelného sledovani saturace transferinu a feritinu. Osobam s nalezem mutace HFE genu

bez znamek akumulace Zeleza byla také nabidnuta moznost darcovstvi krve a krevnich slozek.

8.2. STRATEGIE LECBY

Cilem lécby pacientd s HH bylo

- vindukéni fazi co nejrychleji snizit patologickou hladinu feritinu k normalnim
hodnotam,

- vudrzovaci fazi pravidelnymi odbéry erytrocytl udrzet hladinu feritinu v mezich

normalnich hodnot.
8.2.1. Indukéni 1écba

Cilem induk¢ni 1écby bylo snizit opakovanymi erytrocytaferézami co nejrychleji hladinu
feritinu pod 50 pg/l. Pro dosazeni tohoto cile byl kazdému pacientovi stanoven individualni
lécebny plan:

-z vySky a hmotnosti pacienta jsme urcili TBV (obr. 17),
- vySetfili jsme krevni obraz, hodnotu hematokritu jsme pouzili pro vypocet aktualniho

celkového mnozstvi erytrocytll pacienta (TEV) podle vzorce

objem erytrocytit (ml) TEV =TBV x HT
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- posoudili jsme kompenzacni mechanismy pacienta — stav kardiovaskularniho, plicniho
systému a dale jsme podle vysledkil interniho a laboratorniho vySetfeni odesilajiciho
pracovisté, podle anamnézy a vlastniho fyzikdlniho vySetieni upravili mnozstvi
odebranych erytrocyti,

- stanovili jsme mnozstvi odebranych erytrocytii vrozmezi 25 — 35 % celkového
mnozstvi erytrocytti (TEV), piipadné jsme provedli korekci odebiraného mnozstvi tak,
aby HT po odbéru neklesl pod 0,25,

- pred dalsimi odbéry jsme zjistovali individudlni toleranci odbéru, patrali jsme po
pozdnich reakcich na odbér a pokud se vyskytly, korigovali jsme odebirany objem pfti
nasledujicich odbérech,

- sledovali jsme pokles zasob zeleza v organismu,

- po dosaZeni cilové hodnoty feritinu pod 50 pg/l jsme ukoncili indukéni fazi 1écby.
8.2.2. Udrzovaci 1é¢ba

Cilem udrzovaci 1écby bylo pravidelnymi odbéry erytrocytii udrzovat hladinu feritinu
v idealnim ptipad¢ pod 100 pg/l, v ostatnich ptipadech alespont v mezich normélnich hodnot.
Standardni postup u kazdého pacienta zahrnoval kontrolni odbéry hladiny Zeleza, feritinu,
TIBC a saturace transferinu. Pti vzestupu hodnoty feritinu nad 100 pg/l byl pacient pozvan
k 1é¢ebnému odbéru. Mnozstvi odebiranych erytrocyti bylo stanovovano stejnym zptsobem
jako pfi indukéni 1€¢be, véetné individualizace, ktera vychazela z ptfedchozi znalosti pacientovy
tolerance odbér. Pokud byla hladina feritinu vysoka, napt. pokud se pacient dostavil ke
kontrole po dlouhé dobé, bylo naplano a nasledné provedeno tolik odbérl erytrocytaferézou,
aby bylo opét dosazeno hodnoty feritinu pod 100 pg/l. Pii planovani poctu odbérti byla vyuzita
pfedchozi data dané¢ho pacienta (napf. pokles hladiny feritinu v zavislosti na mnoZstvi

odebiranych erytrocyti a frekvenci odbéru, tolerance odbéru apod.).

8.3. PRISTROJ PRO ERYTROCYTAFEREZU

Lécebné aferézy jsme provadéli na separitoru krevnich castic Haemonetics MCS+
(Haemonetics Corp., Braintree MA, USA, dile MCS+) s vyuzitim jednordzové uzaviené
odbérové soupravy TAE 944 (obr. 12 a 13). Separator MCS+ pracuje v diskontinuélnim rezimu,
tj. preruSovanym systémem, kdy se stfida odbérova a navratova faze. Krev pacienta je odebirana
z kubitalni Zily, hadickou je pfivadéna do centrifuga¢ni nadoby o objemu 210 ml (Latham

bowl), ve které se pii 6000 otaCkach za minutu rozdéli krev na jednotlivé krevni slozky na
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zéklade¢ jejich specifickych hmotnosti (viz kap. 6.3.). Pii centrifugaci se u stény centrifugacni
nadoby hromadi erytrocyty, navnitf od nich leukocyty, dale trombocyty a v centru se oddéluje
plazma. Plazma je jako prvni slozka vytlacovéna do pracovniho vaku, ndsledovana vrstvou
buffy-coatu, ktery obsahuje trombocyty a leukocyty (obr. 14). V okamziku, kdy néadoba
obsahuje pouze erytrocyty, odbérova faze konci, centrifuga se zastavuje. Druhou fazi chodu je
faze transportni, kdy jsou odebrané erytrocyty peristaltickou pumpou pietlaceny z centrifugacni
nadoby do sbérného vaku (obr. 15). Tieti fazi je ndvrat neodebiranych krevnich slozek
pacientovi — plazma a buffy-coat se pacientovi vraci do zily, souCasné se pridava nahradni —
kompenzacni fyziologicky roztok v pfedem nastaveném poméru 1,5:1 k objemu navracenych
krevnich slozek (obr. 16). Doba trvani jednoho pracovniho cyklu z&visi na nastaveni odbérové
a navratové rychlosti separatoru. Vyse uvedené tii faze chodu se sttidaji tak dlouho, az je

odebrano pozadované mnozstvi erytrocyti.

Soucasti vybavy piistroje je pocitacova jednotka se software (SW, hemokalkulétor), ktera
pristroj tidi. Separator je obsluhovan Skolenym persondlem, ktery prostiednictvim
hemokalkulatoru komunikuje s pfistrojem, v avodu procedury zadava zékladni udaje o
pacientovi, planuje odbér podle doporuceni 1ékaie a nastavuje variabilni parametry odbéru.
Béhem procedury mize obsluha upravovat vaiabilni parametry odbéru a tim reagovat na

pfipadné nezddouci reakce pacienta.

Obr. 12 Separdtor krevnich castic Haemonetics MCS+

Legenda: viz text
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Obr. 13 Schéma jednorazového setu LN 944

Legenda: odbérova jehla (1), centrifugacni nadoba (2), pracovni vak (3), sberné vaky na
erytrocyty (4), antikoagulacni roztok (5), nahradni roztok (6).

Obr. 14 Faze 1: odbér krve do centrifugy, centrifugace krve, piesun plazmy a buffy-coatu do

pracovniho vaku
O : i )

Legenda: obérova jehla (1), antikoagulacni roztok (2), nahradni roztok (3), centrifugacni
nadoba (4), pracovni vak (5), sbérné vaky na erytrocyty (6), tlakova cidla (7).
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Obr. 15 Faze 2: presun erytrocytit 7 centrifugy do sbérnych vakii

Legenda: obérova jehla (1), antikoagulacni roztok (2), nahradni roztok (3), centrifugacni
nadoba (4), pracovni vak (5), sbérné vaky na erytrocyty (6), cidla (7).

Obr. 16 Faze 3: navrat krevnich sloZek pacientovi 7 pracovniho vaku

=} =]

inl
L)

Legenda: obérova jehla (1), antikoagulacni roztok (2), nahradni roztok (3), centrifugacni
nadoba (4), pracovni vak (5), sbérné vaky na erytrocyty (6), cidla (7).
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8.4. PRIPRAVA PRED LECEBNYM ODBEREM
8.4.1. Pouceni pacienta

Kazdého pacienta pfed prvni lé¢ebnou erytrocytaferézou jsme srozumitelné seznamili
s individualnim 1écebnym planem pfi vyuziti erytrocytaferézy, vysvétlili jsme mu piipadné
komplikace vykonu, které mohou nastat béhem vykonu nebo s ¢asovym odstupem po vykonu
a poucili jsme ho o preventivnich opatfenich, jak komplikacim piedchézet. Kazdy pacient
podepsal Pisemny souhlas s 1écebnou erytrocytaferézou. U pacientli jsme zjist'ovali, zda maji
dostatecné informace o své chorobé a zda byli sezndmeni srezimovymi opatfenimi

v souvislosti s hemochromatézou (viz kap. 5.4.5.).
8.4.2. VySetreni pacienta

Pted odbérem jsme kazdého pacienta vysSetfili v rozsahu fyzikalniho interniho vySetfeni
(v€etné TK, pulzu a teploty). Pfed opakovanym odbérem jsme aktivné zjist'ovali, zda se po

ptedchozim odbéru vyskytly pozdni nezadouci reakce.
8.4.3. Prijem tekutin

Kazdy pacient byl pied odbérem poucen o nutnosti dostatecné hydratace pted odbérem a

byly mu nabidnuty tekutiny (minimalné 0,5 litru).
8.4.4. Pfiprava separatoru

Ptipravu separatoru k 1é€ebnému odbéru jsme provadeli podle ndvodu k obsluze a podle
standardniho opera¢niho postupu ¢. SOP 11.4.3.10 — Lécebna aferéza, ktery je soucasti vnitini
dokumentace transfuzniho odd¢leni. Obsluha po zapnuti pfistroje nainstalovala jednorazovy
odbérovy set, napojila k odbérovému setu antikoagulac¢ni a resuspenzni roztoky a spustila
pfipravnou fazi odbéru (priming), pi1 které separator naplnil odbérovou hadi¢ku
antikoagulacnim roztokem a provéfil funkei kontrolnich ¢idel. Obsluha na zavér zkontrolovala

dokonceni ptipravné faze separatoru.
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8.5. LECEBNY ODBER
8.5.1. Zahijeni odbéru

Sestra po ulozeni pacienta na odbérové kieslo provedla po dezinfekci mista vpichu standardni
venepunkci, do pfedem oznacenych zkumavek odebrala pozadované vzorky krve, napojila
kanylu na odbérovy set a spustila chod separatoru. Do SW hemokalkuldtoru zadala zakladni
udaje o pacientovi

- pohlavi,
- vysku,
- hmotnost.

Hemokalkulator vypocetl TBV podle zadaného vzorce (obr. 17)

Obr. 17 Vzorec pro vypocet TBV [188]

Pro muze
(Piska fem) * Ve :
Odhadovany objem krve = 2740 * | ySka (cm) * Vaha (kg)
o \ 3600
Pro Zeny
Wska (em) * Viha (k
Odhadovany objem krve = 2370 * ySka (cm) = Vaha (k)
C \ 3600

Legenda: viz text

Obsluha dale zadala do hemokalkulatoru na zaklade indikace 1ékare

- mnozstvi odebiranych erytrocytl (ml),

pocet cykli,

objem kompenzac¢niho roztoku,

odbérovou a navratovou rychlost.

Hemokalkulator pfistroje vypocital vysledny hematokrit pacienta po proceduie a stanovil

ocekéavanou dobu trvani vykonu (obr. 18).
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Obr. 18 Hemokalulator v uvodu procedury

TAE C.A. STOP
0 ml Volume Processed Cycle O

HAEMO CALCULATOR

HCT 42 % Post Donation Hct 34 %
Sex M Compensation 400 ml
Height 175 cm Targer EBC, 400 ml
Weight 75 kg arge ycles

Blood Volume 4984 ml

Press MODIFY to select, +/- to change value.
Press SAVE to save all values.
Press HELP to return to main Display.

Legenda: viz text

8.5.2. Odbér

Pristroj automaticky ptidaval k odebirané plné krvi protisrazlivy roztok CPD-50 (kat.c.
416C, Haemonetics Corp., Braintree MA, USA) (tab. 4) v poméru 1:14, roztok se misil

s odebiranou krvi v blizkosti venepunk¢ni jehly na konci venepunkéni kanyly.

Tab. 4 SloZeni antikoagulacniho roztoku CPD-50

Acidum citricum anhydr. 0,448 g
Natrii citras dihydr. 395¢
Natrii hydrogenphosphat. monohydr. 0,376 g
Glucosa 50¢g
Agua pro injectione ad 100,0 g

SW separatoru sledoval pomoci tlakovych a pohybovych ¢idel, zda
- dochazelo k poklesu tlaku v odbérové hadicce,
- dochazelo k vzestupu tlaku v ndvratové hadicce,

- byly pfitomny vzduchové bubliny v navratové hadicce.

Pokud k nékteré z téchto komplikaci doslo, pfistroj vydal alarm a zpomalenim ¢i zastavenim

procedury zabranil poSkozeni pacienta.

Béhem odbéru byl pacient pod dozorem sestry, kterd aktivné patrala, zda se objevuji
nezddouci reakce u pacienta. Pokud se reakce objevily, po konzultaci s 1ékafem byly reakce

léceny a byly upraveny parametry odbéru. Nezddouci reakce byly zaznamenany.
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8.5.3. Ukonceni odbéru

Po odebrani ptislusného mnozstvi erytrocyta sestra ukoncila odbér. Na konci odbéru zobrazil
SW - hemokalkulator data o prob&éhlém odbéru (obr. 19). Ziskana data (mnozstvi odebranych
erytrocytl, spotfebované mnozstvi protisrazlivého a nahradniho roztoku, objem zpracované
krve a dobu trvani procedury) jsme zaznamenali do dokumentace pacienta. Pro vypocet
celkového mnozstvi odebranych erytrocytii byl pouzit korekéni koeficient 0,85 (hematokrit
erytrocytl v odpadnim vaku separatoru). Po ukonceni odbéru sestra odebrala pacientovi
vzorkek krve na kontrolni vySetfeni krevniho obrazu, ukoncila venepunkci, oSetfila misto

vpichu a standardnim zplisobem pecovala o pacienta.

Obr. 19 Hemokalkulator na konci odbéru

TAE C.A.
PROCEDURE COMPLETE

RBC Collected 632 g

Additive Used 200 ml

AC Volume Used 60 ml
Compensation Used 400 ml

Plasma Bag Cont. 0

Volume Processed 1000 ml

Elapsed Time 30 min

Legenda: viz text

8.6. LABORATORNI VYSETRENI

Béhem odbéru jsme u kazdého pacienta sledovali nésledujici parametry:
- pred odbérem krevni obraz, hladinu zeleza, TIBC, saturaci transferinu a hladinu feritinu,
- po odbéru krevni obraz.

Krevni obraz jsme vySetfovali v hematologické laboratofi transfuzniho oddéleni na ptistroji
NK Celltac Alfa (Nihon Kohden, Tokyo, Japonsko), od 20.12.2018 na pfistroji Celldyne Ruby
(Abbott Laboratories, Santa Clara, CA, USA) .

Vzorky na vySetfeni hladin Zeleza, TIBC a saturace transferinu jsme odesilali do laboratofe

Ustavu klinické biochemie a diagnostiky FN, kde byly vySetfeny nasledujicimi metodami:

Hladina Zeleza byla stanovena kolorimetrickou metodou na biochemickém automatickém

analyzatoru Cobas Modular (Roche, Basel, Svycarsko), od 1. 4. 2015 na biochemickém

automatickém analyzatoru Cobas 8000 (Roche, Basel, Svycarsko).
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Vazebna kapacita transferinu pro zelezo (UIBC, unsaturated iron binding capacity) byla

vySetfovana spektrofotometrickou metodou na biochemickém automatickém analyzatoru
Cobas Modular (Roche, Basel, gvycarsko), od 1. 4. 2015 na biochemickém automatickém
analyzatoru Cobas 8000 (Roche, Basel, Svycarsko). Celkova vazebna kapacita Zeleza (TIBC)

byla ur¢ena jako soucet hladiny zeleza a UIBC.

Saturace transferinu byla vypoctena jako podil hodnot zeleza a TIBC.

Hladina feritinu byla vySetfovdna na Oddéleni nuklearni mediciny FN HK enzymovou

imunoanalyzou na mikrocasticich MEIA na pfistroji Abbott AxXSYM (Abbott Laboratories
Diagnostics Division, Abbott Park, IL, USA), od 1. dubna 2015 na Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky FNHK turbidimetrickou imunologickou metodou na biochemickém

automatickém analyzatoru Cobas 8000 (Roche, Basel, Svycarsko).

Mutace genu HFE byly vysetfovany na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky FN HK

metodou genotypizacni analyzy restrikénich fragmenta.

8.7. STATISTICKE METODY

Cilem statistického zhodnoceni bylo vyhodnoceni sledovanych parametrii souboru
nemocnych v ¢ase. Pro statistickou analyzu byl pouzit software NCSS 2007 (NCSS LLC,.
Kayswille, UT, USA). Statistické postupy byly pfed zahdjenim vyzkumu a pak pribézné
konzultovany s Katedrou 1€kaiské biofyziky Lékatské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity
Karlovy v Praze. Pro posouzeni miry linearni souvislosti byl pouzit neparametricky
Spearmantiv koeficient pofadové korelace. Pro testovani hypotézy shody vici alternativé
neshody byl pouzit dvouvybérovy t-test a neparametricky Mann-Whitney, Kolmogorov-
Smirnoviv test. Pro testovani hypotézy nezavislosti hodnot byl pouzit Fischeriiv test.
Minimalni pocet osob v souboru léCenych pacienti byl stanoven na 40 osob. Za statisticky

vyznamnou byla povazovana hodnota p<0,05.
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9. VYSLEDKY

9.1. SOUBOR NEMOCNYCH

Pacienti s HH byli do souboru nemocnych prubézné zatazovani v obdobi od 1. ledna 2004

do 31. prosince 2019 (viz kap. 8.1. Metodika).

9.1.1. Vyhledani nemocnych mezi darci krve - screening HH u darci krve

V obdobi 1. prosince 2004 — 31. ledna 2005 bylo vySetfeno celkem 1348 darcii plné krve,
809 muzl (60 %) a 539 Zen (40 %). Primérny vek darct byl 37 + 11 rokli (medidn 35 roki,
rozmezi 18 — 65 roki) u muzt a 35 + 11 rokt (medién 34 roki, rozmezi 18 — 65 rokll) u Zen.

Hodnoty hemoglobinu, hematokritu, hladiny Zeleza, TIBC a saturace transferinu jsou uvedeny

vtab.5a6.

Tab. 5 Vysledky screeningu ddarcii krve — muZi (n= 809)

AV £SD Median Rozmezi Norma
Hemoglobin (g/1) 150,8 £8,6 150 125 -170 130-176
Hematokrit 0,44 £ 0,03 0,44 |10,35-0,54 |0,39-0,51
Fe (umol/l) 23,8+£9,2 22,8 5,4-69,7 5,8-34,5
TIBC (umol/l) 59,7+83 59,5 0,6 -87,6 |40,8—-76,6
Saturace transferinu 0,40+ 0,15 0,39 0,08-0,99 |0,20-0,50

Tab. 6 Vysledky screeningu darcii krve — Zeny (n=539)

AV £SD Median Rozmezi Norma
Hemoglobin (g/1) 132,3+8,1 132 109 — 152 120 — 160
Hematokrit 0,39 +£0,02 0,39 1031-047 |0,35-0,46
Fe (umol/l) 22,2 +10,7 20,5 0,7-71,9 5,8-34,5
TIBC (umol/l) 59,7+83 59,5 0,6 -87,6 |40,8—-76,6
Saturace transferinu 0,35+0,16 0,33 0,06 -1,00 |0,20-0,50

U 255 muzh (31,5 %) byla zjisténa hodnota saturace transferinu vyssi nez 0,45, u 165 Zen
(30,6 %) byla zjisténa hodnota saturace transferinu nad 0,40. U téchto darcii a darkyn byla

vySetfena hladina feritinu. Priimérna hodnota feritinu (£SD) byla 85,1 + 40,6 ug/l u muzi a

26,6 £ 18,2 pg/l u Zen (tab. 7).
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Tab. 7 Hladina feritinu u muzit a Zen se zvySenou hodnotou saturace transferinu

AV = SD Median Rozmezi Norma
Muzi (n=255) pg/l 85,1 £40,6 79,7 18,6 —211,1 17,0 —230,0
Zeny (n=165) pg/l 26,6 + 18,2 23,3 4,1-123,8 14,0 - 150,0

U 5 muzli a 3 Zen byla zjiSténa hodnota feritinu vyrazné vybocujici nad primérnou hodnotu
(muzi > 190 pg/l, zeny > 100 pg/l). Vzorky krve téchto darci byly odeslany na genetické
vysetieni mutaci HFE. U 3 darct byly zjistény nésledujici mutace HFE genu: 1x H63D
homozygot, 1x C282Y/H63D smiSeny heterozygot a 1x C282Y heterozygot. Vzhledem
k normalnim hodnotam feritinu (do 230 pg/l u muza a do 150 ug/l u Zen) nebyl zadny z darca

zatazen do souboru léCenych pacientti s HH.
9.1.2. Pacienti s HH predani k 1é¢bé z ambulanci

V obdobi od 1. ledna 2004 do 31. prosince 2019 bylo na nase odd¢leni celkem odesldno
k 1éc¢be 45 pacientl s diagndzou HH se zvySenou hladinou feritinu, u nichz bylo rozhodnuto o

nutnosti 1écby.
9.1.3. Pacienti z rodinnych studii

Celkem bylo vySetieno 6 osob — ptibuznych pacienti s diagnostikovanou HH, u 5 z nich byla
zjiSténa mutace HFE (3% homozygot C282Y, 1 x smiSeny heterozygot C282Y/H63D, 1x
heterozygot H63D). Dva z téchto pacienti méli zndmky akumulace Zeleza se zvySenymi

hodnotami saturace transferinu i feritinu a byli proto zatazeni do souboru lé¢enych.

9.2. CHARAKTERISTIKA SOUBORU

Celkem bylo do souboru zatazeno 47 pacientd, u kterych byla nové zjiSténa hereditarni
hemochromat6za se znamkami akumulace Zeleza. VSichni byli zafazeni do programu lécby

erytrocytaferézami.
9.2.1. Zastoupeni mutaci HFE v souboru

U 33 pacientii (70,2 %) byla zjiSténa homozygotni mutace C282Y, 3 pacienti byli smiSeni
heterozygoti C282Y/H63D, 4 homozygoti H63D, 3 heterozygoti H63D, jeden heterozygot

C282Y, 3 pacienti byli negativni pro vSechny 3 vySetfované mutace (tab. §).
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Tab. 8 Zastoupeni mutaci HFE genu v souboru léCenych pacientii (n=47)

Mutace Pocet pacientii %
C282Y/C282Y 33 70,2
C282Y/H63D 3 6,4
H63D/H63D 4 8,5
C282Y/- 1 2,1
H63D/- 3 6,4
nezjisténa (-/-) 3 6,4

9.2.2. Demograficka data souboru

V souboru lécenych je zastoupeno 37 muzi a 10 Zen. Mezi pacienty se vyskytuji 4 dvojice

ptimych ptibuznych: 2% otec — syn, 1x otec — dcera a 1% bratfi.

Primérny vék pacientii v okamziku zahdjeni 1é€by byl 52 + 12 rokli (medidn 52 roki),
nejmlad$imu nemocnému bylo 29 let, nejstar$i pacient zacinal s lécbou ve veéku 75 let.
V souboru nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (p=0,14) mezi vékem muza (50,8 +
12,4 rokii, median 52, meze 29 — 75) a vékem zen (57,1 £ 6,8 rokd, median 58,5, meze 47 — 67
rokt) (graf 1).

Graf 1 Primérny vék muZit (n=37) a Zen (n=10)
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Legenda: Srovnani priimérného véku muzii a Zen, nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil
(p=0,14).

Seznam pacientd, jejich v€k pfi zahdjeni induk¢ni lécby, zjist€éné mutace HFE genu,

hmotnost, vyska a TBV jsou uvedeny v tabulce 9.
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Tab. 9 Soubor pacientit — piehled udajii (n=47)

Pacient | Pohlavi Vék | Mutace HFE Vyska | Vaha | TBV
1 muz 52 | C282Y/C282Y 182 85 5680
2 Zena 50 | C282Y/C282Y 166 55 3774
3 muz 37 | C282Y/C282Y 180 80 5480
4 muz 52 | C282Y/C282Y 173 70 5025
5 zena 62 | C282Y/C282Y 160 80 4469
6 muz 55 | C282Y/C282Y 178 83 5551
7 muz 44 | C282Y/C282Y 190 105 6450
8 muz 37 | C282Y/C282Y 185 70 5197
9 muz 53 | C282Y/C282Y 185 90 5893
10 muz 52 | C282Y/C282Y 175 80 5403
11 muz 32 | C282Y/H63D 187 87 5825
12 muz 62 | C282Y/C282Y 172 72 5082
13 muz 56 | C282Y/C282Y 170 80 5326
14 Zena 52 | C282Y/C282Y 168 95 4990
15 muz 50 | C282Y/C282Y 180 110 6426
16 muz 36 | C282Y/H63D 175 75 5232
17 zena 67 | C282Y/H63D 162 90 4770
18 muz 55 | C282Y/C282Y 182 95 6005
19 muz 37 H63D/H63D 180 98 6051

20 muz 59 H63D/H63D 181 97 6065
21 muz 60 | C282Y/C282Y 174 82 5455
22 muz 34 | C282Y/— 174 90 5715
23 muz 34 | C282Y/C282Y 185 114 6632
24 muz 37 H63D/— 178 88 5715
25 zena 62 | C282Y/C282Y 164 64 4047
26 zena 49 | C282Y/C282Y 155 54 3614
27 muz 46 | C282Y/C282Y 180 98 6065
28 muz 73 | C282Y/C282Y 171 77 5240
29 Zena 59 —/— 176 77 4598
30 Zena 47 | C282Y/C282Y 170 74 4430
31 zena 65 | C282Y/C282Y 170 97 5072
32 muz 41 C282Y/C282Y 169 68 4896
33 muz 65 | C282Y/C282Y 170 100 5954
34 muz 40 H63D/H63D 176 86 5618
35 Zena 58 | C282Y/C282Y 172 76 4516
36 muz 46 | C282Y/C282Y 186 91 5941
37 muz 45 | C282Y/C282Y 183 108 6420
38 muz 45 | C282Y/C282Y 170 95 5803
39 muz 70 | C282Y/C282Y 172 70 5011
40 muz 29 | C282Y/C282Y 185 74 5343
41 muz 69 —/— 179 99 6079
42 muz 53 H63D/— 180 114 6542
43 muz 62 H63D/H63D 173 88 5635
44 muz 52 H63D/— 182 103 6252
45 muz 71 C282Y/C282Y 171 77 5240
46 muz 75 —/— 175 81 5437
47 muz 62 | C282Y/C282Y 184 85 5711
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9.3. LABORATORNI HODNOTY PRED ZAHAJENIM LECBY

Hladina feritinu pfed zahajenim 1é¢by u pacientti byla 213,9 — 5743,8 pg/l, (pramér 1429,0
+ 1248,9 pg/l, median 1086,8 pg/l) (graf 2).

Graf 2 Hodnoty feritinu pied zahdjenim lécby (n=47)
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Legenda: viz text

Celkem 24 pacientd (51 %) mélo hladinu feritinu nad 1000 pg/l, 13 pacientl (28 %)
v intervalu 500 — 1000 pg/l, 10 pacientd (21 %) mélo hladinu feritinu nizsi nez 500 pg/l.
Nenalezli jsme statisticky vyznamny rozdil (p=0,88) mezi hodnotami feritinu u muzt (1490,7
+ 1353,4 pg/l, median 946,5 pg/l, rozmezi 213,9 — 5743,8 pg/l) a Zen (1201,0 £ 698,6 pg/l,
median 1163,0 pg/l, rozmezi 292,3 —2229,1 pg/l). Obdobné nebyl zjistén statisticky vyznamny
rozdil (p=0,92) mezi hladinou feritinu v souboru homozygoti C282Y (1419,3 = 1188,0 pg/l,
median 946,5 pg/l, rozmezi 292,3 — 4899,3 pg/l) a v souboru pacientli s ostatnimi mutacemi

(1451,9 £ 1381,0 pg/l, median 1255,6 pg/l, rozmezi 213,9 — 5743,8 pg/l) (graf 3).
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Graf 3 Porovnani hladiny feritinu v souborech muzit a Zen a v souborech pacientii

s homozygotni mutaci C282Y a pacientii s ostatnimi mutacemi
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Legenda: Rozdily hladin feritinu v souborech muzii a Zen a v souborech pacientii s homozygotni
mutaci C282Y a pacientii s ostatnimi mutacemi nejsou statisticky vyznamné (p>0,035).

Pocate¢ni hodnoty hladiny Zeleza, TIBC, saturace transferinu a feritinu zji§t€éné u nemocnych

pted zahdjenim 1éEby jsou uvedeny v tabulce 10.

Tab. 10 Hodnoty feritinu, hladiny Zeleza, TIBC a saturace transferinu pied lécbou (n=47)

AV £SD median rozmezi norma
Feritin (ug/l) 1429,0 + 1248.,9 1086,8 | 213,9-5743,8 | 14— 150 zeny
17 — 230 muzi
Zelezo (umol/l) 35,0+8,9 36,0 19,7 - 52,1 5,8—-34,5
TIBC (umol/l) 444 £5,7 44,7 32,9-583 40,8 — 76,6
Saturace transferinu 0,77 £ 0,19 0,86 0,40 — 0,98 0,20 — 0,45

Nebyla zjisténa statisticky vyznamna zavislost hladiny feritinu na véku pacientii v souboru
vSech pacientt (p=0,19), v souboru muzii (p=0,17), zen (p=0,72) ani u pacientii s homozygotni

mutaci C282Y (p=0,87) (graf 4).
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Graf 4 Zavislost hladiny feritinu na véku pacienta v souboru vsech pacientii, v souboru
muzi, Zen a muzi — homozygotit C282Y
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Legenda: Zavislost hladin feritinu na véku pacientu ve vsech 4 souborech neni statisticky
vyznamnd (p>0,035).

9.4. INDUKCNI LECBA

Celkem bylo provedeno 501 1écebnych erytrocytaferéz (379 u muzd, 122 u zen), primérné

10,6 u kazdého pacienta (medidn 7, rozmezi 1 — 70). Jeden vykon trval od 21 do 145 minut

(primér 63 + 19 minut, medidn 61 minut).
9.4.1. MnoZzstvi odebranych erytrocyti pri jedné erytrocytaferéze

Pfi jedné erytrocytaferéze bylo odebrano 532 + 107 ml erytrocytli (median 538 ml, rozmezi
69 — 837 ml). V souboru muzi €inil primérny objem odebranych erytrocytt 550 + 103 ml
(median 554 ml, rozmezi 116 — 837 ml), u Zen 464 + 93 ml (medidn 451 ml, rozmezi 69 — 612
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ml), rozdil mezi souborem muzi a Zen je statisticky vyznamny (p<0,05). VySe uvedené
mnozstvi odebranych erytrocytli znamena, ze bylo pii jednom odbéru odebrano u muza 26,7 +
4,4 % (median 26,5 %, rozmezi 15,3 — 34,7 %) celkového vypoctené¢ho objemu erytrocytl
(TEV) au zen 31,6 = 7,7 % TEV (medidn 28,6 %, rozmezi 21,1 — 41,1 %). Rozdil v % TEV

mezi souborem muzl a zen neni statisticky vyznamny (p=0,19) (graf 5).

Graf 5 Objem odebranych erytrocytit p¥i jedné erytrocytaferéze

700 - Odbér erytrocyti (ml) 45 Odbér erytrocytt (% TEV)
40
600 T T
35
500 30 T
E 400 > 25 -
=
300 = 20
15 -
200
10 |
100 5
0 0 -

muzi zeny

Zeny

Legenda: Rozdil v mnozstvi odebranych erytrocytii (v ml) v souborech muzu a Zen je statisticky
vyznamny (p<0,05). Rozdil v mnozstvi odebranych erytrocytu vyjadreny jako % TEV
v souborech muzu a Zen neni statisticky vyznamny (p=0,19).

9.4.2. Zména hodnot krevniho obrazu

Odbérem erytrocytl se snizila hladina hemoglobinu u muzi z 140,4 + 14,4 g/l (median 142
g/l, rozmezi 108 — 186 g/l) pfed odbérem na 102,3 + 14,1 g/l (medidn 102 g/, rozmezi 74 —
143 g/l) po odbéru, resp. u Zzen z 126,6 £ 18,1 g/l (medidn 122 g/I, rozmezi 103 — 153 g/l) na
90,7 + 13,3 g/l (median 90 g/1, rozmezi 75 — 123 g/1). Hematokrit klesl z 0,42 + 0,04 (median
0,42, rozmezi 0,31 — 0,53) na 0,31 £+ 0,04 (median 0,31, rozmezi 0,22 — 0,42) u muZzu, resp. z
0,37 + 0,05 (median 0,37, rozmezi 0,28 — 0,47) na 0,27 + 0,04 (median 0,27, rozmezi 0,22 —
0,36) u Zen. Zmény hodnot hemoglobinu a hematokritu v souboru muzii i Zen jsou statisticky

signifikantni (p<0,05) (graf 6).
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Graf 6 SniZeni hladiny hemoglobinu a hematokritu po erytrocytaferéze
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Legenda: Porovnani hodnot hemoglobinu a hematokritu pred a po erytrocytaferéze, pokles
hodnot je ve v§ech 4 souborech statisticky vyznamny (p<0,05).

Stfedni objem erytrocyti (MCV) poklesl v souboru vSech pacient z 97,0 £+ 6,0 fl (median
97,9 11, rozmezi 84 — 109 1) na 96,3 = 10,8 fl (medidn 98 fl, rozmezi 79 — 112 f1) po poslednim

odbéru, zmény MCV nejsou statisticky signifikantni (p>0,05) (graf 7).

Graf 7 Zmény stiedniho objemu erytrocytii v zavislosti na odbérech
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Legenda: Zmeny hodnot MCV mezi jednotlivymi odbéry nejsou statisticky vyznamné (p>0,05).

75



9.4.3. Doba 1é¢by, mnoZstvi odebranych erytrocyti béhem indukéni 1é¢by

Indukéni 1éCba trvala primérné 5,7 mésice (smérodatnd odchylka 6,3 mésice, median 4
meésice), nejkratsi doba byla 1 mésic, maximalni doba 1é€by byla 36 mésici. Interval mezi

dvéma odbéry byl 19,4 + 6,4 dni (medién 18, rozmezi 10 — 36 dnti).

V pribehu indukéni 1€cby bylo pacientim odebrano celkem 5191 ml erytrocyti (median
3849 ml, smérodatnd odchylka 5001 ml, rozmezi 410 — 26927 ml). V souboru muzl bylo
odebrano 5186 + 4747 ml (median 3877 ml, rozmezi 410 — 26927 ml), v souboru zen 5210 +
5846 ml (median 3482 ml, rozmezi 607 — 21707 ml), rozdil mezi souborem muzii a Zen neni
statisticky vyznamny (p=0,52). V souboru pacientli s homozygotni mutaci C282Y bylo
odebrano 6092 + 5651 ml (medidn 4491 ml, rozmezi 607 — 26927 ml), v souboru pacientl
s ostatnimi mutacemi 3068 + 1831 ml (median 2816 ml, rozmezi 410 — 8210 ml), rozdil mezi

témito soubory je statisticky vyznamny (p<0,05) (graf 8).

Graf 8 Celkové mnoZstvi odebranych erytrocytit pii indukcni lécbé
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Legenda: Porovnani mnozstvi odebranych erytrocytii pri indukcni lécbé mezi souborem muzii
a zen (rozdil neni statisticky vyznamny (p=0,52). Rozdil mezi souborem homozygotu C282Y a
souborem pacientii s ostatnimi mutacemi je statisticky vyznamny (p<0,05).

9.5. LABORATORNI HODNOTY PO UKONCENI INDUKCNI LECBY

Stanoveny cil 1€¢by, pokles hladiny feritinu pod 50 pg/l, byl splnén u 42 z 47 pacientti.

Dosazené hodnota feritinu na konci 1é€by u 42 vylécenych pacientd byla 26,2 + 13,0 pg/l,
median 23,9, rozmezi 6,0 — 49,1 pg/l (graf 9). U 11 pacienti poklesla hladina feritinu po
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poslednim odbéru pod 15 pg/l, u 12 pacientii byla vysledna hodnota feritinu v rozmezi 15 — 25

pg/l (tab. 11).

Graf 9 Hodnoty feritinu po ukonceni indukcéni lécby (n=47)
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Legenda: viz text

Tab. 11 Hladina feritinu po poslednim odbéru (n=47)

Feritin (ug/l) Pocet pacientii
0-15,0 11
15,1 -25,0 12
25,0 - 50,0 19
> 50,0 5

Pokles hladiny feritinu v souboru vSech (n=47) pacientii koreloval (r=0,66, p<0,05) s
mnozstvim odebranych erytrocyti. Tésnéjsi korelace byla prokdzana v souboru pacientll

s homozygotni mutaci C282Y (r=0,77, p<0,05) (graf 10 a 11).
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Graf 10 Zavislost poklesu feritinu na mnoZstvi odebranych erytrocytii (n=47)
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Legenda: Statisticky vyznamna zavislost poklesu feritinu na mnozstvi odebranych erytrocyti
byla prokdzana v souboru vSech pacientu (r=0,66, p<0,05).

Graf 11 Zavislost poklesu hladiny feritinu na mnoZsvi odebranych erytrocytit

(soubor homozygotit C282Y, n=33)

5000 -
4500 S

4000 "

.
3500 * /
3000 /

2500 5 /
2000 e -
1500 - ./

1000 /’,,.,
c.’. 3 *

500

pokles feritinu (pg/l)

0= ‘ ' : : : J
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000

odbér erytrocyta (ml)

Legenda: Statisticky vyznamna zavislost poklesu hladiny feritinu na mnozZstvi odebranych
erytrocytu byla prokdazana u pacientit s homozygotni mutaci C282Y (r=0,77, p<0,05).

Rychlost poklesu hladiny feritinu, vyjadfend ubytkem feritinu za mésic, dosahla hodnoty 297
+ 195 pg/l, median 274 pg/l, rozmezi 64 — 949 pg/l. Nebyl prokéazan statisticky vyznamny rozdil

v rychlosti poklesu feritinu mezi souborem pacientii s homozygotni mutaci C282Y a souborem
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pacientl s ostatnimu mutacemi (p=0,36). Rychlost poklesu feritinu u C282Y homozygotii byla
267 + 142 pg/l (median 274 ng/l, rozmezi 84 — 645 pg/l), u pacienti s ostatnimi mutacemi 384
+ 270 pg/l (median 267 pg/l, rozmezi 64 — 949 pg/l). Ani mezi souborem muzii a souborem Zen
nebyl prokéazan statisticky vyznamny rozdil (p=0,51) v rychlosti poklesu feritinu (muzi 300 +
205 pg/l (median 274 pg/l, rozmezi 64 — 949 ng/l), zeny 266 = 150 ug/l (median 182 pg/l,
rozmezi 84 — 502 pg/l) (graf 12).

Graf 12 Zavislost poklesu hladiny feritinu na dobé lécby (n=47)
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Legenda: Zavislost poklesu hladiny feritinu na dobé lécby. Strmost krivky vyjadruje rychlost
poklesu hladiny feritinu (viz text).

Vsechny tfi sledované markery metabolismu Zeleza se po ukonceni indukéni lécby
statisticky vyznamné (p<0,05) upravily. Hladina Zeleza klesla z plivodni hodnoty 35,0 pmol/l
na 13,0 umol/l po 1écbé, TIBC stoupla z 44,4 pmol/l na 53,8 umol/l. Saturace transferinu klesla
z 0,77 na 0,25 po skonceni 1éCby (tab. 12, graf 13).
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Tab 12 Hodnoty hladiny Zeleza, TIBC a saturace transferinu po lé¢bé (n=47)

AV £ SD Median | Rozmezi Norma

Zelezo (umol/1) 13,0+ 7,0 10,6 42-295 5,8—-34,5
TIBC (umol/l) 538+11,5] 51,1 33,4-72,2 | 40,8 76,6
Saturace transferinu 0,25+0,13 | 0,23 0,06 -0,50 | 0,20-0,45

Graf 13 Hodnoty hladiny Zeleza, TIBC a saturace transferinu pied lécbou a po lécbé
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Legenda: Porovnani vysledkii laboratornich hodnot metabolismu zeleza pred zahdjenim lécby
a po lécbeé. Zmeny visech tri hodnot jsou statisticky vyznamné (p<0,05).

U 5 pacientti nebyla 1écba dokoncena, 2x ze zdravotnich divodi, 2x z divodu zmény bydliste

pacienta, 1x pro imrti pacienta (autonehoda). Hodnoty feritinu téchto pacientl namétené pii

poslednim odbéru na naSem oddéleni byly v rozmezi 117,7 — 2167,5 pg/l (graf 9, viz vyse).
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9.6. NEZADOUCI REAKCE NA ODBER

V prubéhu 501 odbért bylo zaznamenano u 28 pacientd celkem 52 nezadoucich reakei (10,4
%), z toho 50 reakci bylo lehkych a 2 stfedné tézké. Z lehkych reakci se nejcastéji (53,8 %)
vyskytly reakce na podani citronanu. Ze stfedné tézkych reakci se v jednom ptipad¢ jednalo o
hypokalcemii zptsobenou citronanovou toxicitou, ve druhém ptipadé o vazovagalni reakci na
konci odbéru s protrahovanou hypotenzi. Piehled nezadoucich reakci v souvislosti s odbérem

jeuveden v tab. 13.

Tab. 13 NeZddouci reakce na odbér (n=52)

Typ komplikace Celkem Lehké Stiredné tézké

n (%) n (%) n (%)

Ruptura Zily, hematom | 12 (23,1) 12 (23,1) 0

Poranéni nervu 1 (1,9) 1 (1,9) 0

Citronanova toxicita 29 (55,7) 28 (53,8) 1 (1,9)

Vazovagalni reakce 8 (15.5) 7 (13,6) 1 (1,9)

Technicka komplikace 2 (3,8) 2 (3,8) 0

Celkem 52 (100) 50 (96,2) 2 (3,8)

9.7. UDRZOVACI LECBA

Po ukonceni indukéni 1é€by byli pacienti pfedani zpét do pée zatizeni, odkud byli k 1écbé

odeslani, ke kontroldm zdravotniho stavu a k dalsi péci.
9.7.1. Soubor pacientii a jejich 1é¢ba
Celkem 33 pacientii ze 42 (79 %) po ukoncCeni indukéni 1€cby bylo odeslano zpét na nase

oddéleni s doporuc¢enim k dalSimu lécebnému odbéru nebo ke kontrole hladiny feritinu.

Casovy odstup prvni kontroly od ukonéeni inicialni 16¢by ¢inil 3 — 17 mésici (9,0 3,6
mésicl, medidn 9 meésicll). Zjisténd hodnota feritinu pfi této kontrole byla 68,7 = 66,2 pg/l,
median 42 pg/l, rozmezi 11 — 580 pg/l.

V obdobi 1. 1. 2004 — 31. 12. 2020 bylo nésledné u téchto pacienti provedeno 585

erytrocytaferéz v rdmci udrzovaci 1écby. Pti téchto odbérech bylo u 13 pacientli zaznamenano
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40 (6,8 %) lehkych nezddoucich reakci (18x ruptura Zily, 16X citronanové toxicita, 5x

vazovagalni reakce, 1x technicka komplikace).
9.7.2. Darcovstvi krve u pacientt v pribéhu udrZovaci 1é¢by

Celkem 3 pacienti, ktefi spliiovali kritéria stanovend pro darce krve, zacali po ukonceni
induk¢ni 1éCby darovat krev nebo krevni slozky. Jeden darce po 7 letech darcovstvi krve v roce
2015 ukoncil, byl zafazen zpet mezi pacienty lécené erytrocytaferézou. Hladina feritinu se pfi
odbérech prubézné sledovala (nejméné 1x ro¢né), hodnoty zjisténé pii poslednim odbéru v roce

2020 byly pred odbérem krve v rozmezi 100 — 150 pg/l.
9.7.3. Aktualné sledovani pacienti

V poslednich 24 mésicich, tj. v obdobi 1. ledna 2019 — 31. prosince 2020, se alesponi
jedenkrat dostavilo ke kontrolnimu nebo 1é¢ebnému odbéru celkem 19 pacientti (15 muzt a 4
zeny). Zjisténa hladina feritinu pii posledni kontrole nebo ptfed poslednim odbérem v tomto
obdobi byla 176,4 + 84,4 pg/l, median 151 pg/l, rozmezi 45,6 — 437,0 pg/l. Celkova doba

sledovani téchto 19 pacientt ¢ini 9,6 + 5,2 roku, median 12,8 let, rozmezi 0,9 — 14,7 roku.

10. DISKUZE

10.1. LECEBNA METODA

Hereditarni hemochromat6za je chorobou, jejiz Cetny vyskyt a klinické aspekty jsou
vyznamnéj§i, nez se soudilo jesté v nedavné minulosti [9, 160, 189]. Casna diagnéza HH a
rychld a G¢innd 1écba predstavuji trvalou a stale aktudlni vyzvu soucasné klinické mediciny

[190].

Za zékladni 1é€ebnou metodu prvni volby, zmifiovanou v publikovanych doporucenich pro
1écbu HH, je povazovana venepunkce [1, 3, 181, 190-192]. Venepunkce (pousténi zilou) je
metodou znamou od stfedovéku, pouzivanou historicky v Sirokém spektru indikaci [193].
Jakkoliv byla vétSina téchto indikaci postupné opusténa [194], venepunkce je pro lécbu HH

doporucovénaiv 21. stoleti [1, 3, 11, 181, 190-192].
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S rozvojem, zavadénim a vyuzivanim automatizovanych piistrojovych metod v mediciné
vznikla moznost aplikovat jednu ze separatorovych metod, 1é¢ebnou erytrocytaferézu, i k 1é¢bé

HH. Ovétit moznosti pouziti této metody v naSich podminkéch bylo ukolem ptedkladané prace.

V dobé¢ planovani metodiky a sestavovani cilli nasi prace byl dostupny jen omezeny pocet
publikaci vénujicich se 1écb¢ pacientii s hemochromat6zou pomoci erytrocytaferézy. Obvyklé
randomizované studie (evidence based studies) chybé€ly. Byly publikovany pouze udaje o
jednotlivych nemocnych nebo nerandomizované studie popisujici 1écbu malych skupin
pacientl, které svédcily pro klinicky a terapeuticky uspéch erytrocytaferézy oproti klasické
venepunkci [151, 179, 180, 195]. Po zahajeni nasi studie byly postupné zvetejiiovany predbézné
a nasledn¢ i kompletni vysledky randomizovanych studii [149, 152, 153, 183, 192, 196-198].
Prubézné vysledky nasi studie shrnujici 1éCbu 22 pacientti jsme publikovali v roce 2012 [199].
S potéSenim miiZzeme konstatovat, Ze vétSina naSich vysledkd byla shodna s vysledky vyse
uvedenych studii. NaSe studie je v literatufe citovana, napf. ve vysledcich nizozemské
randomizované studie [149], v piehledné praci o 1é€bé hemochromatézy [139] nebo

v doporuceni gastroenterologti USA pro 1é¢bu HH [3].

Obé¢ uvedené lécebné metody, venepunkce i erytrocytaferéza, maji své vyhody a nevyhody.
Lécba venepunkcemi je povazovana za jednoduchou, t¢innou a levnou [1, 3, 11, 181, 190-192].
VétSimu rozsiteni erytrocytaferéz brani ekonomické diivody a nutnost pfitomnosti trénovaného
personalu a vlastnictvi separatoru [149, 181]. MensSi technick4, medicinskd 1 ekonomicka
naroc¢nost venepunkce podporuje jeji vyuziti v 1é¢bé HH v sou€asnosti i v budoucnosti [2, 181].
Presto 1 venepunkce muzZe byt pfi¢inou celé fady nezadoucich reakci a komplikaci. Moirand
popisuje komplikace u 64 % osob v souboru 353 pacientii lécenych venepunkcemi. Komplikace
zahrnuji problémy s zilnim piistupem u 43 % pacientil, inavu u 63 % pacientl, vyznamna je
také psychickd Gjyma, kdy 28 % pacientli povazuje pravidelné venepunkce za obtézujici, 8 %
pacientil je povazuje za vyrazny zdsah do osobniho Zivota a 6 % za vyznamny zasah do
profesniho Zivota [200]. Lima popisuje jak lokdlni komplikace, zahrnujici bolest a zhmoZzdéni
v misté vpichu, tak komplikace celkové, napt. zavraté a kolapsy, které mohou byt limitujicim
faktorem ptfedevSim u pacientl s kardiovaskularnim postiZenim [181]. Rombout-Sestrienkova
uvadi, Ze po delsi dobé 1écby nadpolovicni vétSina pacientli shledava opakované venepunkce
jako obtézujici, které jim pasobi znacné nepohodli. Dvé tfetiny pacientll jejiho souboru
nesouhlasily s tydennimi venepunkcemi a vyzadovaly snizeni jejich frekvence [153]. Jako
nejvaznéjsi komplikace byla popsdna dv€ amrti po venepunkei [201, 202]. Nelze opominout

ani fakt, ze odbérova jehla pro venepunkeci je o 1 — 2 gauge siln€jsi nez pro erytrocytaferézu.
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VéEtsi primér jehly zvySuje riziko hematomt a poskozeni Zily, arterie nebo nervovych vétévek

[203, 204].

Pti venepunkci se odstraiiuje mimo erytrocytii také plazma s obsahem koagulaénich faktord,
proteini a trombocyty, coz muze limitovat léCbu pacientli s hypoproteinemii nebo
trombocytopenii [153]. Hypoproteinémie muze nepfiznivé ovlivnit zejména pacienty s HH,
kteti maji cirhdzu jater [196]. Pti erytrocytaferéze se po odstranéni erytrocytll z odebirané krve
vSechny ostatni slozky navraceji pacientovi do cirkulace [181]. Ztrata plazmy pfi venepunkcich
muze byt velmi velka a klinicky vyznamna. Pti venepunkcich, které se doporucuje provadét 1
— 2% tydné¢, a pii hematokritu 0,35 — 0,45 se odstrani 275 — 325 ml plazmy. To miize znamenat
celkovou ro¢ni ztratu az 17 litrG plazmy pfi jedné venepunkci tydné, ptipadné rocni ztratu az
34 litrt plazmy pfi dvou venepunkcich tydné€ u pacienta s hematokritem 0,35. Toto mnozstvi
odebrané plazmy dokonce vyrazné pfevySuje maximalni mnoZzstvi plazmy, které je povoleno
odebrat zdravym darcim plazmy v intenzivnim darcovském plazmaferetickém programu —
maximalné 25 litrd/rok [168]. V darcovskych studiich je prokazano, ze jiz odbéry na hranici 25
litrG plazmy za rok vedou k vyraznému poklesu celkové bilkoviny a imunoglobulinti u zdravych
osob a vice nez tfetina darcli (40 %) je nasledné pro hypoproteinémii a hypogamaglobulinémii
z darcovstvi vyfazovédna [205]. Ve srovnani s tim ztrata plazmy pfii erytrocytaferéze obnasi
max. 15 % odebiraného objemu erytrocyti, tzn., Ze pii jedné aferéze bylo v naSem souboru
odebrano primérné 83 ml plazmy u muzt a 70 ml u zen. Celkova ro¢ni ztrata plazmy by pfi
maximalni frekvenci erytrocytaferézy kazdych 14 dnl byla pouze 2,1 litru u muZzd, resp. 1,8

litru u Zen, coZ je méné nez 13 % roc¢ni ztraty plazmy pfi jedné venepunkci tydné.

10.2. SOUBOR PACIENTU PRO ERYTROCYTAFEREZU

Cil studie, shromazdit a 1éCit alespon 40 pacientti, jsme splnili. Celkem bylo do studie zatazeno
47 pacienti. K vytvofeni souboru nejvétsi mérou piispéla spoluprace s hepatologickymi a
gastroenterologickymi poradnami, diky niz jsme ziskali 45 pacientl. Dva pacienty jsme
vyhledali mezi ptibuznymi jiz lIé€enych pacientli. Piekvapenim bylo, Ze vhodny pacient k 1écbé
nebyl nalezen ve velké skupiné otestovanych dércti krve, ptestoze u vice nez 30 % z nich byla

screeningovym vySetfenim zjiSténa zvysend hodnota saturace transferinu.

Literarni zdroje obvykle uvadéji, ze HH se vyskytuje s vyssi pravdépodobnosti u muza a
pokud se HH vyskytne u Zen, je diagnostikovana v pozd¢jS$im véku nez u muzi [1, 3, 11, 27].
V¢Etsi zastoupeni muzi (79 %) jsme také prokazali v naSem souboru. Rozdil ve véku mezi muzi

a zenami v nasem souboru (muzi 51 rokl, zeny 57 roki) vSak nebyl statisticky vyznamny.
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V souladu s literaturou [2, 3] pfevazuje v nasem souboru homozygotni mutace C282Y (70,2
%), celkem 3 pacienti (6,4 %) jsou nositeli mutaci obou hlavnich geni HFE (smiSeni
heterozygoti C282Y/H63D), 4 pacienti (8,5 %) jsou homozygoti H63D. Fakt, ze u zbyvajicich
7 pacientd nebyla zjiSténa zddna mutace nebo ze byla zachycena pouze mutace C282Y ¢i H63D
v heterozygotni formé, a presto tito pacienti méli znamky akumulace Zeleza, nebyl piekvapivy.
Znémych pfi¢in akumulace Zeleza v organismu je cela fada, v€etn€ mnoha riznych mutaci genu
HFE (viz kap. 4). Pfi podezieni na HH se genetickym vySetfenim rutinn¢ testuji pouze 3
nejcastéjsi mutace genu HFE — C282Y, H63D a S65C [4, 206]. Zajimavym nalezem v naSem
souboru je fakt, Ze pacient s nejvyssi hladinou feritinu (5743,8 ug/l) byl nositelem homozygotni
mutace H63D, o které se uvadi, ze je pfi¢inou vyznamné akumulace Zeleza pouze vyjimecné

[1,2,207].

Hladina feritinu byla u pacientli v priméru pied zahdjenim 1€¢by vyrazné nad hranici normy
(1429 + 1248 pg/l), stejné jako v souboru byla patologickd hladina Fe, TIBC a saturace
transferinu (viz kap. 9.3., tab. 9). Pocate¢ni hodnoty feritinu zahrnovaly celé spektrum hodnot
— od hodnot na hranici normalnich (minimalni hodnota byla 213,9 pg/1) az po hodnoty nad 5000
pg/l. Vice nez polovina pacientli (24) méla pocatecni hodnotu vys$si nez 1000 pg/l. Tato hladina
je povazovéna za kritickou hodnotu, kterd znamené vyssi pravdépodobnost vzniku poskozeni
tkani a organt s klinickymi projevy [2, 192]. Sledovani a hodnoceni klinickych piiznak,
ptipadné jejich ustupu v prubehu 1é€¢by nebylo naplni nasi studie, nicméné 4 pacienti s hladinou
feritinu nad 4000 pg/l byli na prvni pohled dobfe rozpoznatelni pro vyraznou pigmentaci
pokozky. Jeden pacient (muz, smiSeny heterozygot C282Y/H63D), u kterého jsme zahajovali
1é€bu pfi normalni hodnoté feritinu 213,9 pg/l, mel vyrazné klinické ptiznaky neodpovidajici
hodnot¢ feritinu (chronické tnava, bolesti kloubti a psychické obtize), které ustoupily po sniZeni

hladiny feritinu pod 50 pg/l.

Hodnota feritinu naSich pacientll nekorelovala s vékem v souboru vSech pacientt (r = 0,19)
ani v souboru muzd (r = 0,23), Zen (r = 0,13) ani muzti s homozygotni mutaci C282Y
(r = -0,01) (viz kap. 9.3., graf 4). V nasem souboru jsme tedy nepotvrdili publikovanou
zavislost, ze laboratorni zndmky akumulace Zeleza v organismu nartistaji se stoupajicim vékem
[2, 72, 77]. Soucasn¢ vsSak literatura udava, ze rychlost akumulace Zeleza je zavisla na tfadé
dalsich faktort (napt. konzumace alkoholu, koufeni, ptijem potravy s vysokym obsahem zeleza
atd.) [3, 27]. Vliv uvedenych faktorti a mala velikost naSeho souboru miize vysvétlit nizkou
korelaci hladiny feritinu a vé€ku naSich pacientli. Obdobnym zplisobem lze vysvétlit nesoulad

mezi nasimi vysledky a literarnimi tidaji tykajicimi se hladiny feritinu, kterd ma byt v praiméru
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ve stejném veéku u zen oproti muzim nizsi [2, 139]. V nasem souboru jsme nenalezli statisticky
vyznamny rozdil v hladin¢ feritinu v zavislosti na véku mezi souborem muzi a Zen ani mezi

souborem pacienti s homozygotni mutaci C282Y a ostatnimi pacienty.

10.3. MNOZSTVi ODEBIRANYCH ERYTROCYTU

Primérné mnozstvi erytrocytti odebranych pii jedné aferéze bylo 532 ml (550 ml u
muzl a 464 u zen), v rozmezi od 69 do 837 ml. Dv¢ nejnizsi hodnoty odebraného mnozstvi
erytrocytl (69 a 116 ml) byly zptisobeny ptred¢asnym ukoncenim odbéru (ruptura zil a porucha
piistroje), u dokonfenych odbérti byl nejnizS§i odebrany objem 308 ml. V literatufe
doporucované mnozstvi odebiranych erytrocyta pti lécebnych erytrocytaferézach u HH kolisa
mezi 350 a 1000 ml pfi jedné procedute [3, 149, 152, 192, 208]. Alternativné se doporucuje
odebirat maximalni mozné, ale pouze takové mnozstvi, aby nedoslo k poklesu hematokritu pod
0,25 [197]. VSechny vySe uvedené zdroje soucasné¢ doporucuji piizplisobovat piedem
stanovené €1 vypoctené mnozstvi odebiranych erytrocytii individudlné kazdému pacientovi
podle jeho aktudlniho zdravotniho stavu a aktualnich laboratornich vysledka s ptfihlédnutim
k ptipadnym nezaddoucim reakcim na piedchozi odbéry. Tohoto doporuceni jsme se drzeli pti
1é¢be nasich pacientt.

V nasi studii se ndm vice nez sledovani absolutniho mnozstvi odebranych erytrocytt (v ml)
osvédcilo sledovani a stanovovani procenta odebiranych erytrocyti z celkového aktualniho
mnozstvi erytrocytd u kazdého pacienta (TEV, total erytrocyte volume). TEV jsme vypocetli z
TBV a aktualniho hematokritu (viz kap. 8.2. Metodika). Stanoveni TEV a uréeni mnozstvi
odebiranych erytrocytl jako % TEV ndm umoznilo individualizovat odbér u kazdého pacienta
a pruzné tak reagovat na zmény krevniho obrazu v Case, pfipadn¢ na ptedchozi nezadouci
reakce na odbér. Prokézali jsme, Ze odbér 25 — 30 % objemu erytrocytd nepfedstavuje pro
organismus kritickou zaté¢Z a nenese ssebou vyskyt nezadoucich reakci u pacientil
s neporuSenymi kompenza¢nimi mechanismy, v€etné pozdnich komplikaci, vyvolanych napft.
anemizaci pacienta. Naproti tomu po odbéru erytrocyti nad 30 % TEV si v naSem souboru 50
% nemocnych stéZovalo na zvySenou Unavu, slabost a spavost v odpolednich hodinach po
odbéru. Tyto obtiZze jsme pfed nasledujicim odbérem aktivné zjiStovali a na jejich podkladu
jsme redukovali mnozstvi odebiranych erytrocytii (% TEV). Zajimavym zjisténim v naSem
souboru je, Ze zeny dobie tolerovaly odbéro 2 —5 % TEV vyssi ve srovnani s muzi, tento rozdil

v$ak nebyl statisticky vyznamny (viz kap. 9.4.1.).
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Maximalni mnozstvi odebranych erytrocytii v naSem souboru bylo 837 ml. Néktefi autofi
referuji i o vétSich objemech erytrocytil, az o 1000 ml, odebranych pfi jedné erytrocytaferéze
[3, 197]. Neuvad¢ji vsak, o jaké procento TEV se u danych pacientti jednalo, nebo jaky méli
jejich pacienti TBV. Provadét opakované takto velké odbéry je podle nasich zkuSenosti mozné
pouze u osob s vysokym TBV a dostate¢nym hematokritem pfti absenci komplikujicich nemoci.
Erytrocytaferéza je vSak dostatecné G€inna i pii primérném mnozstvi odebranych erytrocyti
kolem 500 ml na 1 odbér [149, 151, 196, 197], tak jako je tomu i v nasem souboru. Byly
publikovany i prace, kdy se autoii pokouseli navysit potfebné mnozstvi odebiranych erytrocyta
a tim 1 efektivitu 1écby soucasnym podénim erytropoetinu [196, 209]. V nasi studii jsme,

predevsim z ekonomickych diivodi, neméli moznost provéfit tuto moznost.

Na zaklad¢ vySe uvedenych zkuSenosti jsme stanovili nésledujici standardni postup. U
kazdého pacienta jsme urcili TEV vySe uvedenym propoctem z TBV a aktualniho hematokritu.
Cilové mnoZstvi odebranych erytrocytli jsme stanovili na 25 — 35 % TEV, niZ§i hodnoty v tomto
rozmezi byly voleny u pacientti s pfedpokladanymi poruSenymi kompenza¢nimi mechanismy
(vyssi vék, pritomnost choroby srdce a cév, jaterni cirh6za atd.). Po kazdém odbéru byla zjisténa
tolerance odbéru a pii vyskytu vyrazné tnavy a spavosti po odbéru byl odebirany objem
erytrocytll (% TEV) sniZen. Mezi prvnim a druhym odbérem jsme stanovili interval 14 dn,
kazdy dalsi odbér jsme se snazili provadét za 10 — 14 dnti tak, aby za 3 — 4 tydny byly vzdy
provedeny 2 erytrocytaferézy. Divodem ponechéni del§iho intervalu mezi prvnim a druhym
odbérem byla piedchozi zkuSenost z venepunkci, kdy po prvnich 2 — 5 odbérech dochézelo
k hlubS§imu poklesu hemoglobinu a hematokritu nez po dal§ich odbérech v fad¢, coz lze
vysvétlit postupné narudstajici aktivaci kostni dfené, ktera je stimulovana opakovanymi odbéry
[186]. Zjistény interval mezi dvéma odbéry (medidan) byl v naSem souboru 18 dnli. SniZeni
frekvence odbéri proti plivodnimu planu bylo zplisobeno odkladdnim terminu odbéru
z osobnich diivodli nebo z ditvodu onemocnéni pacientll, ptipadné byl delsi interval volen u
pacientll s nedostatecnou erytropoézou, u nichz bylo pii individualizaci odbéru upfednostnéno

zachovani odebiraného mnoZstvi pfed dodrzenim intervalu mezi odbéry.

Idealni by bylo srovnavat pacienty lécené erytrocytaferézou s pacienty lé€enymi pouze
venepunkcemi, jak tomu bylo v publikovanych randomizovanych studiich [149, 152, 192].
Z obavy z nedostate¢ného poctu pacientll pfi plnéni hlavnich cili nasi studie jsme pacienty
venepunkcemi nelécili. Pro orientaéni porovnani efektivity erytrocytaferéz jsme jako
vyzkumnou sondu zpracovali data 3 nemocnych s HH, 1écenych v minulosti na naSem oddélenti

jen venepunkcemi (vSichni C282Y homozygoti). ProtoZe nebylo mozné z divodu malého poctu
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pacientl tato data statisticky porovnat s daty pacientii 1é€enych erytrocytaferézami, neuvadime
je ve vysledcich, ale komentujeme je pouze v této kapitole. Jednalo se o 2 muze a 1 Zenu, u
nichz bylo provedeno 25 — 37 venepunkci v obdobi 5,5 — 9 mésict 1é¢by, venepunkce byly
provadény s tydenni frekvenci. Zaznamenané poklesy feritinu u téchto nemocnych byly
850—790, 4080—3800, 950—320 ng/l. Hematokrit téchto 3 pacientli se pohyboval v rozmezi
0,33 - 0,40, pti jedné venepunkci o objemu 500 ml bylo tedy odebrano 165 — 200 ml erytrocyti.
Né&s zavér je tedy ve shodé s literarnimi udaji — erytrocytaferézy vedou primérné
k dvojnasobné az trojnasobné vyssimu mnozstvi odebranych erytrocytii pti jednom vykonu [3,
152, 197]. Hodnoty feritinu téchto 3 pacientl jsme piidali do grafu zavislosti poklesu feritinu
na dob¢ 1écby k datlim pacientl 1éCenych erytrocytaferézou (graf 14). Rychlost poklesu feritinu
(vyjadiend strmosti kfivky) je u venepunkci nizsi, coz je rovnéz v souladu s publikovanymi

daty [3, 149, 151, 152]

Graf 14 Zavislost poklesu hladiny feritinu na délce léCby a metodé. Pacienti léceni
erytrocytaferézou (n = 47, éervené), pacienti lé¢eni venepunkcemi (n =3, modie)

feritin (pg/l)

mésice

Legenda: viz text

Celkové mnozstvi erytrocytli odebranych béhem indukéni faze (410 — 26927 ml, viz kap.

9.4.3.) statisticky vyznamné korelovalo se vstupni hodnotou feritinu pacientt (graf 10 a 11).
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Pfestoze jsme v nasem souboru nenalezli statisticky vyznamny rozdil v hladin¢ feritinu mezi
souborem homozygoti C282Y a souborem pacientil s ostatnimu mutacemi (viz kap. 9.3., graf
3), prokazali jsme mezi témito dvéma soubory statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi
odebranych erytrocytl pro dosazeni cilové hladiny feritinu pod 50 pg/l (graf 8). Zjistény fakt
odpovida diive uvedenym udajim (kap. 5.1. a 5.5.), ze homozygoti C282Y akumuluji vice
zeleza, maji vice poskozené organy a v€asnou lécbou lze, alespon ¢astecné, jejich poskozeni

mirnit [1-3, 27].

Jednim z cila prace bylo vyvodit ze zkuSenosti s probéhlymi odbéry, z mnozstvi odebranych
erytrocyta a rychlosti poklesu feritinu ,,vzorec* ¢i predikéni model pro odhad 1écebného planu
a rychlosti poklesu hladiny feritinu u novych nemocnych. Tento pfedpoklad se nam nepodafilo
naplnit, pravdépodobné z diivodu nehomogenity souboru a jeho malé velikosti. Pokles feritinu
v naSem souboru lze nejlépe charakterizovat jako individudlni. Prokéazali jsme, Ze pokles
hladiny feritinu statisticky vyznamné zavisel na mnoZstvi odebranych erytrocytl. Ostatni
zavislosti, uvadeéné v literatufe (zavislost hladiny feritinu na véku a pohlavi) [1, 3], jsme
v naSem souboru neprokazali jako statisticky vyznamné. Pti stanovovani ptesného predikéniho
modelu by bylo tfeba vzit do uvahy 1 dalsi faktory, které mohou ovlivnit efektivitu 1écby
(rychlost vstiebavani Zeleza, mobilizace Zeleza z bunék do plazmy, schopnost kostni diené
pacienta nahradit odebrané erytrocyty apod.). Rombout-Sestrienkova v roce 2020 publikovala
navrh prediktivniho modelu pro pokles feritinu pii 1é¢bé HH venepunkcemi a erytrocytafrézou
[210]. Model nabizi predikci poctu pifedpokladanych odbéra pro 1é¢bu konkrétniho pacienta po
zadani jeho pocatecniho feritinu, hemoglobinu a TBV nebo BMI do publikovaného vzorce.
Data nasSich pacientt pfed indukéni 1é€bou jsme zadali do uvedeného modelu a vypocteny pocet
odbérti porovnali se skute¢nym poctem erytrocytaferéz. Autorka uvadi ve svém souboru
prediktivni chybu 4 odbérii pro erytrocytaferézu, v naSem souboru byla chyba odhadu vétsi

(vice nez 5 odbéri u pacienti s vice nez 10 odbéry).

10.4. RiZENI A INDIVIDUALIZACE ODBERU

Erytrocytaferéza poskytuje na rozdil od venepunkce moZznost ptizpisobit odbér krvinek
na miru kazdému pacientovi. U venepunkce 1ze korigovat pouze konecny objem odebrané krve,
nikoliv v8ak mnoZstvi odebranych erytrocytl, které zavisi na aktualnim hematokritu pacienta.
Obdobné¢ v ptipadé reakce pacienta na venepunkci je mozné pouze odbér ukoncit, protoze i po
kratkodobém zastaveni toku krve dojde v odbérové hadicce ke koagulaci krve a jejimu

znepruchodnéni.
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Naproti tomu u erytrocytaferézy Ize presné napldnovat mnozstvi odebranych erytrocytt (viz
kap. 8.5. a 10.3.), individualizovat odbér podle aktudlniho hematokritu s predikci cilového
hematokritu, podle stavu kompenza¢nich mechanismi, podle snaSenlivosti pfi pfedchozich
odbérech. Obdobné se individualné nastavuje odbérova a navratova rychlost krve a krevnich
slozek podle zkuSenosti z pifedchozich odbért tak, aby se pfedeslo nezddoucim reakcim a

komplikacim [139, 149, 192].

10.5. NAHRADA ODEBIRANYCH ERYTROCYTU

Pti planovani metodiky pro erytrocytaferéz pied zahajenim studie jsme hledali odpoveéd’ na
otazku, zda pti odbérech hradit odebrany objem krvinek a pokud ano, jaky zvolit nahradni
roztok a jaké mnozstvi podat pacientovi v prib&hu odbéru. Tehdy dostupné publikace odpoveéd’
na tyto otazky neposkytovaly nebo pouze zminovaly, Ze by se mél provadét izovolemicky odbér
[151, 179, 180, 195]. Pii jednorazovém odbéru plné krve u dospélého ¢loveéka, at’ se jednd o
darcovsky odbér 450 ml plné krve nebo lé€ebnou venepunkci (400 — 500 ml krve), neni nutna
7adna néhrada za ptredpokladu dobré ptedchozi hydratace darce nebo pacienta (napt. vhodnym
pitnym rezimem pied odbérem) [151, 179-181, 190, 195]. Naproti tomu napi. AABB standard
pro lécebné aferézy [176] doporucuje peclivé hradit odebirané slozky pro udrZeni
normovolémie jako prevenci nezddoucich reakci pti 1é¢be€. Na zdkladé dlouholetych zkuSenosti
pracovisté Skolitele s lécebnymi aferézami a s védomim, ze podavany fyziologicky roztok
unika rychle do extravaskuldarniho prostoru, jsme rozhodli o standardni objemové nahradé
kazdé erytrocytaferézy fyziologickym roztokem v poméru 1,5:1 k odebiranym erytrocytim.
Tato ndhrada byla snadno uskutecnitelna, protoze jednordzova odbé&rovéa souprava k lécebné
erytrocytaferéze ma Y spojku pro pfipojeni vaku s ndhradnim roztokem a soufasné¢ SW
separatoru umoziuje volbu ndhrady v rozmezi 0 — 150 % objemu odebranych erytrocyti.
Nasledné publikované studie potvrdily spravnost nasi volby. Rombout-Sestrienkova hradila /2
odebrané¢ho objemu erytrocytl fyziologickym roztokem [153], u pacientd s kardiovaskularnimi
chorobami podavala albumin s fyziologickym roztokem v poméru 1:1 [149]. Sundic hradil
odbér 400 ml erytrocytli stejnym objemem 400 ml fyziologického roztoku [152]. Lima mimo
to doporucuje vyrazné navysit hydrataci pacienta pied 1écbou jako prevenci nezadoucich reakci

[181].

90



10.6. SLEDOVANI STREDNIHO OBJEMU ERYTROCYTU JAKO MARKERU
POKLESU ZASOB ZELEZA

Cilem lécby HH je snizeni zasob Zeleza na normalni hodnoty, induk¢ni 1é€ba by méla byt
ukoncena az po poklesu hladiny feritinu pod 50 — 100 pg/l, ve fazi udrzovaci 1éCby se
doporucuje udrzovat hladinu feritinu pod 100 pg/l [1, 181, 190-192]. Pti 1écb¢ venepunkcemi
je tieba kontrolovat hladinu feritinu v pravidelnych intervalech, nejmén¢ jedenkrat mési¢né [1,
3], ptilécbe erytrocytaferézami se obvykle kontroluje feritin pti kazdém odbéru [139, 210]. Pti
koncipovani nasi studie jsme se rozhodli otestovat hypotézu, zda by se hodnota stfedniho
objemu erytrocyti (MCV) mohla ménit pti klesajicich zadsobach zeleza, tzn., zda by sledovani
jednoduchého a levného ukazatele zjistovaného pii vySetteni krevniho obrazu mohlo nahradit
sledovani hladiny feritinu. Vychazeli jsme z publikace, ve které autoii pokladaji MCV spolu
s hladinou hemoglobinu za jednoduchy a spolehlivy znak, ktery je vyznamny pii sledovani
1¢cby HH venepunkcemi [211]. V nasi studii se stiedni objem erytrocytd u pacientil v zavislosti
na odbérech vyznamné neménil. Pfed 2. — 4. odbérem byl sice zaznamenan statisticky
nevyznamny nartust MCV o 3 % (p = 0,15), po 5. odbéru jiz nebyl zadny rozdil ve srovnani s
MCV pied prvni odbérem (viz kap. 9.4.2., graf 7). Pouze v souboru pacientd, u nichZ poklesla
hladina feritinu na konci indukéni 1é€by pod 15 pg/l, byl ndsledné zaznamenan pokles MCV.
Soucasn¢ vSak bylo zaznamenano snizeni hladiny hemoglobinu a hematokritu zpiisobené
iatrogenni sideropenii. Nas zaver je v rozporu s vySe uvedenou Bolanovou publikaci, prakticky

vyznam sledovani MCV jsme neprokazali.

10.7. NAKLADY NA LECBU

Studie porovnavajici materidlové ndaklady vynaloZzené na oba typy odbéru preferuji
venepunkci jako levnéjsi [149, 151]. V naSich podminkach jsou materidlové nédklady na
erytrocytaferézu nasobné vyssi, do 100 K¢ na venepunkci, do 3000 K¢ na erytrocytaferézu.
Hlavni naklady zahrnuji odbérovy vak (u venepunkce) a (u erytrocytaferézy) jednorazovy
odbérovy set, antikoagula¢ni a ndhradni roztoky. Doba jednoho odbéru znamena rozdilné
personalni naklady — u erytrocytaferézy ptiblizn€ 6x vyssi (10 minut venepunkce vs. 60 minut
erytrocytaferéza). Tento rozdil je ale platny pouze za pfedpokladu, Ze se jedna sestra vénuje
jednomu pacientovi v pribéhu celého odbéru. Pii kritkém trvani venepunkce je tento
predpoklad platny. Naproti tomu v pribéhu erytrocytaferézy, pokud probiha bez komplikaci,
sestra na naSem pracovisti provadi ve stejné mistnosti dal§i odbéry, napt. autotransfuze nebo

odbéry krve pacientim pro vyrobu autolognich o¢nich kapek. Tim se personalni naklady na
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erytrocytaferézu vyrazné snizuji. Do naklada pti detailni kalkulaci je tfeba zahrnout i odpisy
pofizovaci ceny separatoru a ro¢ni ndklady na jeho validace a opravy. Piepocteny naklad na
jeden odbér zavisi predevsim na vyuziti separatoru. Pokud je pfistroj mimo 1écebnych aferéz
pouzivan denné k darcovskym odbérim, jako je tomu i1 v pfipadé separatoru na nasem

transfuznim oddéleni, tvoii tento naklad fadove pouze jednotky procent materidlovych nakladi.

Autofi, kteti provedli podrobné ekonomické kalkulace, ptipoustéji, ze celkové naklady jsou
u erytrocytaferéz dokonce nizsi, za predpokladu, ze se do kalkulace zahrne nizsi frekvence
odbéra erytrocytaferézou, nizsi pocCet navstév pacienta ve zdravotnickém zafizeni a zkraceni
doby 1écby se vztahem k pfinosiim pacienta v piipadech, kdy je pacient v pracovnim procesu,

kdy necerpd nemocenské nebo jiné davky [183, 196].

10.8. NEZADOUCI REAKCE

V literatufe je udavano pii 1écbé HH venepunkcemi nebo erytrocytaferézami rizné procento
vedlejSich reakci. Ong uvadi u 129 erytrocytaferéz jednu synkopu a 32 (25 %) lehkych
citratovych reakci [192]. Rombout-Sestrienkova pozorovala pii 1é¢be 6 pacientti s HH 13,6 %
velmi lehkych citratovych reakci [153]. Muncunill nezaznamenal pti 1é¢bé 16 nemocnych
zadné reakce — tento udaj se tyka pouze klinickych reakci, nesledoval jiné, napt. technické nebo

zilni komplikace [151].

Nezadouci reakce v naSem souboru se vyskytly u 10,4 % erytrocytaferéz v induk¢ni fazi
s ptevahou lehkych reakci (96,2 %, kap. 9.6., tab. 12) au 6,8 % erytrocytaferéz v udrZzovaci fazi
(pouze lehké reakce, kap. 9.7.1.). Jako lehkou reakci jsme hodnotili subjektivni potize bez
jakékoliv ovlivnéni védomi a bez nutnosti podavat parenteralni nebo peroralni 1éky, s vyjimkou
tablety Calcium effervescens a ptipadného navySeni objemu ndhradniho roztoku. Nejcastéjsi
komplikaci u naSich nemocnych v indukéni fazi (55,7 %) byly ptiznaky z hypokalcemie
projevujici se u pacientli lehkym brnénim okolo Ust nebo brnénim prstii. Tato reakce je
pfiznakem nepoméru mezi rychlosti navratu krevnich slozek s antikoagula¢nim roztokem a
schopnosti jater pacienta metabolizovat dodavany citronan [149, 152]. Reakce byla vZdy feSena
zpomalenim ¢i zastavenim navratové pumpy separatoru do ustupu obtizi, coz obvykle nastavalo
za 1 — 2 minuty. Po ustupu pfiznakl hypokalcemie byla nastavena sniZzena navratova rychlost
0 10 — 20 ml/min. Celkem v 12 ptipadech byl ustup obtizi pomalejsi, pacientim byl podan napoj
s rozpusténou tabletou Calcium effervescens s pozitivnim efektem. V jednom ptipad¢é byl

kifecemi svalti hornich koncetin. Komplikace byla zvlddnuta nitrozilnim podanim 1 amp.
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Calcium gluconicum, po Gstupu obtizi byla erytrocytaferéza dokoncena podle planu. Abychom
predesli opakovani této reakce pfi pfistich odbérech, podavali jsme pied erytrocytaferézou
preventivné 1 tabletu Calcium effervescens kazdému pacientovi, u kterého byly v minulosti
zaznamenany piiznaky z hypokalcemie. Do dokumentace jsme zaznamenavali kazdé, i
minimalni parestesie (brnéni) okolo ust nebo prstl, na které jsme se cilen¢ vyptéavali pacient
b&hem procedury. Je otazkou, zda nebyl pocet zaznamenanych reakci navysen praveé aktivnim

dotazovéanim pacientil na tyto obtize.

V pribehu 8 1é¢ebnych vykonii u 6 pacientii v indukénim rezimu a v prubéhu 5 vykona u 2
pacientli v udrzovaci 1é¢bé se projevily pfiznaky vazovagalni reakce — nevolnost a slabost
doprovazené lehkou hypotenzi (ne pod 100 mm Hg v systole), vzdy v prubéhu nebo po
ukonceni posledniho odbérového cyklu. Na vznik této reakce mohla mit vliv fada faktord,
napi. del8i pobyt v odbérovém kiesle v relativné strnulé poloze bez moznosti pohybu, vyloucit
nelze ani kolisani tlaku pfi opakovaném stiidani odberu a névratu krevniho objemu pfi ¢innosti
separatoru. Podilela se pravdépodobné i1 psychicka slozka. Reakce jsme fesili zménou polohy
pacienta (Trendelenburgova poloha), zpomalenim odbérové rychlosti pumpy separatoru o 10 —
20 ml/min., ptipadné podanim bolusu nidhradniho roztoku (fyziologicky roztok) v mnozstvi
podle stavu pacienta, maximaln€ do 500 ml. V jednom ptipadé¢ ptetrvavala hypotenze po dobu
delsi nez 30 minut, stav byl zvladnut az podanim celkem 1000 ml infuze (500 ml fyziologického
roztoku a 500 ml gluko6zy). Po odeznéni ptiznakt reakce ztstal tento pacient pod zvySenym
dohledem persondlu jest¢ po dobu minimaln¢ 30 minut. Vzhledem ktomu, Ze pfi
erytrocytaferéze je ubytek erytrocyti kompenzovan poddvanim ndhradniho roztoku — v pfipadé
pacientli v naSem souboru $lo o fyziologicky roztok podavany v poméru 1,5 : 1 k odebiranému
mnoZzstvi erytrocytd, je niZ§i riziko hypovolémie a hypotenznich reakci, zvlasté€ u starSich
pacientil s naruSenymi kompenza¢nimi mechanismy. Rombout-Sestrienkova pozorovala
v randomizované studii nizsi celkovy pocet vedlejSich hypotenznich reakei u pacientt 1écenych
erytrocytaferézou, u 87 erytrocytaferéz zaznamenala 1 reakci (1,1 %), u 342 venepunkci
zachytila 9 reakei (2,6 %) [153, 197]. V nasem souboru jsme zaznamenali 13 vazovagalnich

reakci na 1086 aferéz, tj. 1,2 %.

Komplikace zptisobené nevhodnym Zzilnim piistupem jsme feSili u 30 odbért (v indukéni i
udrzovaci 1é¢be, celkem u 7 pacientlt), v 29 piipadech jsme pokracovali v proceduie po nové
venepunkci jiné Zily (obvykle v druhé loketni jamce), u jedné pacientky s velmi Spatnym
stavem perifernich Zil musel byt odbér pred¢asné ukoncen z diivodu ruptur zil na obou hornich

koncetinach pfi navratovém cyklu, i pfes nastaveni minimalni navratové rychlosti.
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U jednoho pacienta jsme zaznamenali poskozeni drobné vétve senzitivniho nervu, které se
projevovalo brnénim a tupym pocitem v prstech ruky, obtize ptetrvavaly celkem 7 dnd po
odbéru, poté spontann¢ vymizely. Tato komplikace neni nezndma, objevuje se u darct plné
krve 1 krevnich slozek, jeji Cetnost je udavana v poméru 1:70 000 odbértu [204]. Podrazdéni
nervu byva kratkodobé, spontanné¢ ustupuje, vzacné mize byt poskozeni vaznéjsi, projevuje se
poskozenou citlivosti trvajici fadové dny az tydny. Vyjimecné jsou popisovany poruchy
motorickych funkei z poskozeni nervu, vzacné miize vést komplikace az k invalidizaci darce.
V piipadé posSkozeni motorickych funkci byva castéjsi pfi¢inou poskozeni nervu utlakovy
mechanismus vyvolany hematomem nebo paravendéznim podanim navracenych krevnich

slozek pfi ruptufe zily nez ptfimé napichnuti nervu jehlou [204].

Pozdni komplikace odbéru zahrnovaly piedevsim stiznosti nemocnych na inavu po odbéru,
které se projevovala do 24 hodin po procedufe. Pacienti odchazeli po vykonu pouceni o nutnosti
zvySené¢ho pfijmu tekutin v obdobi 24 hodin po erytrocytaferéze. 1 ptfi dodrZeni tohoto
doporuceni se citili odpoledne po odbéru unaveni, odpoledne prospali. Pies tyto obtize byli
vSichni druhy den schopni prace a tolerovali obvyklou ndmahu. Nikdo z Ié¢enych nepterusil
pracovni pomér ani si nevyzadal vystaveni pracovni neschopnosti. K subjektivni Gprave stavu
doslo do 2. dne po erytrocytaferéze. Nejvice byla unava pocitovana po 2. erytrocytaferéze,
protoze 14 dni po prvnim odbéru nedoslo k uplnému navratu hematokritu k piivodni hodnoté.
Po tietim a dalSich odbérech, i kdyz byly provadény ve stejném odstupu od piedchoziho odbéru,
se jiz obtize objevovaly vyjime¢né. Pravdépodobnym vysvétlenim je nartistajici aktivace kostni
diené, jejiz produkce jiz stacila hradit odebrané erytrocyty, hematokrit jiz nebyl pted dalsi
procedurou snizen oproti pfedchozimu odbéru. Tato domnénka vychazi z naSich zkuSenosti
s darcovskymi dvojitymi erytrocytaferézami, u kterych jsme prokazali uplny navrat hodnoty
hematokritu a hemoglobinu na pivodni hodnotu po 3 — 4 tydnech po odbéru, pokud se jednalo
o prvni odbér. Pokud se jednalo o 2. odbér u darce v intervalu 4 mésict po prvnim odbéru, byla
hodnota hematokritu a hemoglobinu za 3 — 4 tydny po odbéru dokonce vyssi, nez pted prvnim

odbérem [212].

10.9. DLOUHODOBE SLEDOVANI PACIENTI PRI UDRZOVACI LECBE

Transfuzni oddéleni neni ambulantnim pracovistém, které by mohlo dlouhodobé poskytovat
dispenzarni péci pacientim s HH. Proto jsme vSechny pacienty po skonceni indukéni 1écby
piedavali do péce 1€kaitim a specialistiim, kteti je k ndm k této 16€be poslali. Dlouhodobé¢ jsme

sledovali pouze ty pacienty, ktetfi k ndm byli po skonceni induk¢ni 1é€by pravidelné odesilani
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k 1écebnym aferézdm v ramci udrzovaci 1éCby, a pacienty, ktefi se stali darci krve (viz kap.
9.5.). Sbérem jejich dat jsme napliiovali jeden ze stanovenych cilti nasi studie - sledovat
rychlost vzestupu feritinu a stanovit optimalni interval naslednych erytrocytaferéz. To se ndm
dobte podatilo u 17 pacientti, ktefi na kontroly nebo 1écebné vykony dochazeli pravidelné
(nejmén¢ dvakrat za rok). Tito pacienti vyzadovali pro udrZzeni normalni hladiny feritinu
(optimalné pod hodnotou 100 pg/l) 1 — 3 erytrocytaferézy rocné. Mezi 19 pacientt, kteti byli
vySetfeni v poslednich 24 mésicich, patfili jak pacienti pravidelné sledovani tak i pacienti
nahodné odeslani k 1écb¢ po delsi dobé. To je divodem, proC je primérnd hladina feritinu
pacientl pii jejich posledni navstéve (viz kap. 9.5.) vysoko nad 100 pg/l (v rozmezi 45,6 — 437
pg/l).

Zajimavymi piiklady potvrzujicimi individudlni rychlost akumulace zeleza v naSem souboru
jsou dva nésledujici pacienti. Jeden pacient (C282Y homozygot) se dostavil k 16€bé€ po 2 letech
po skonceni indukéni 1é€by, jeho feritin dosdhl hodnoty 1460 pg/l. Jedna pacientka (C282Y
homozygot) ndm byla odeslana k 1é¢bé az po 9,5 letech od skonceni induk¢ni 1é¢by, jeji hodnota
feritinu byla 1410 pg/1 (jakoukoliv 1é¢bu v tomto obdobi pacientka vyloucila). U obou pacientd
byly provadény erytrocytaferézy s obdobnou intenzitou a frekvenci jako pti indukéni 1€cbé

s cilem co nejrychleji snizit hladinu pod 50 pg/l.

10.10. PERSPEKTIVY DALSI LECBY

Erytrocytaferéza je metodou, ktera si vedle venepunkce nasla misto v 1€cbé pacienti s HH
[181, 198, 210]. Rozvoj védeckych poznatkl o fyziologii a patologii regulace hladiny Zeleza
v organismu pifindsi nové moznosti 1écby HH, napt. podavani novych chelatac¢nich latek,
hepcidinu nebo jeho derivatd [2] Nelze vyloucit, Ze nové molekuly, napt. minihepcidiny nebo
agonisté hepcidinu, mohou v budoucnosti snizit €1 uplné nahradit u pacient s HH potiebu
lécebnych odbért krve, at’ uz venepunkci nebo erytrocytaferézou [12, 21, 158]. V soucasné
dobé 1écba pacientll s HH na naSem odd¢leni pokracuje. Erytrocytaferézy provadime jak u noveé
zatazovanych pacientd, tak i u pacientll v udrzovaci 1écbé. V roce 2021 jsme jiz zahgjili
induk¢ni 1é¢bu u jednoho pacienta s nové zjisténou diagnéozou HH. Ve sbéru dat, tak jak jsme

jej vytycili na poc€atku nasi studie, pokracujeme.
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11. PLNENI CILU VYZKUMU A ZAVERY

Cile disertacni prace byly splnény.

11.1. PRIMARNI CILE
11.1.1. Vytvoreni souboru nemocnych

Soubor nemocnych 1é¢enych erytrocytaferézou byl vytvoren, podatilo se zatadit dostatek
respondentll k vyvozeni zavért z analyz. Soubor je velikosti srovnatelny s publikovanymi
zahrani¢nimi soubory, v CR je unikéatni. Vzhledem k dlouhodobému sledovani pacientt patii

mezi ojedinélé.
11.1.2. Lééebna metoda

Erytrocytaferéza, ptistrojova metoda odbéru erytrocyti byla zavedena do 1éby nemocnych
HH, opakovanymi odbéry erytrocytl touto metodou jsme dosédhli snizeni hladiny feritinu pod

50 pg/l u vSech nemocnych, ktefi dokoncili 1é¢bu (42/47).

11.2. SEKUNDARNI CILE
11.2.1. Bezpecnost erytrocytaferézy

Nezadouci reakce jsme sledovali a vyhodnotili. Erytrocytaferéza byla naSimi pacienty dobie
snaSena, nezadouci reakce se objevily s ocekdvanou nizkou cCetnosti, nebyly pozorovany

klinicky zadvazné piihody.
11.2.2. Efektivita procedur

Ziskana data jsme vyhodnotili, statisticky zpracovali a publikovali. Publikované vysledky
jsou citovany, naSe vysledky byly vyuzity k tvorbé guidelines pro 1é¢bu HH [3]. U kazdého
nemocného byla vyhodnocena zavislost poklesu hladiny feritinu na mnoZzstvi odebiranych
erytrocytl, na Cetnosti odbérti a trvani 1€cby. Z téchto individualné variabilnich dat nebylo
mozné sestavit obecné platny vzorec pro predikci mnozstvi odebranych erytrocyti a doby 1écby

pfi optimalni frekvenci 1é¢ebnych erytrocytaferéz u nove zafazovaného pacienta.
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11.2.3. Ukazatelé uspéSnosti 1é¢by
Sledovani MCYV jako indikatoru ucinnosti 1€cby se neukdzalo jako prakticky vyuzitelné.
11.2.4. UdrZovaci lécba

Pacienti v pritb¢hu udrzovaci 1é¢by byli sledovani, pti vzestupu hladiny feritinu byli 1é¢eni

erytrocytaferézou. Data dlouhodobé sledovanych pacientli byla vyhodnocena.

11.3. POZNATKY MIMO PUVODNI ZAMER

Studii byly ziskdny dal$i poznatky mimo plivodni zdmér. Jde o prikaz vyznamnosti
sledovani hladiny feritinu, jako jednoduchého parametru v prevenci vyznamného sniZzeni zdsob
zeleza u darct krve. Screeningem 1348 darcii krve, provedenym v letech 2004 — 2005, jsme
sice neziskali zddného pacienta do nasi studie, ale zjistili jsme, ze ¢ast darci (16,3 % Zen a 5,7
% muzl) v naSem registru ma snizené zasoby zeleza. Na zékladé tohoto zjisténi a po jeho
nasledném potvrzeni jsme zavedli testovani zdsobniho Zeleza (hladiny feritinu) u vSech
prvodarct ptichazejicich darovat krev na naSe oddéleni, abychom u naSich darc a darkyn
predesli vzniku nebo prohloubeni sideropenie. Neni piekvapenim, ze u tady prvodarcu,
ptedevsim prvodarkyn, jsme pied prvnim odbérem pii normélnim krevnim obrazu zjistili

stitedné téZkou nebo zdvaznou sideropenii. Data planujeme statisticky zpracovat a publikovat.

11.4. HODNOCENI PRACOVNICH HYPOTEZ

Pracovni hypotézy byly potvrzeny.

a) Erytrocytaferéza je ucinnou metodou pro odstranovani nahromadéného zasobniho

Zeleza u pacientl s hereditdrni hemochromatézou.

b) Erytrocytaferéza je dobie tolerovanou a bezpe¢nou metodou, vyskyt nezddoucich reakei
a komplikaci je nizky (10,4 % v indukéni 1é¢bé, 6,8 % v udrzovaci 1€cb€), zavazné

reakce se nevyskytly.
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