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1. SOUHRN

UVOD: Hereditarni hemochromatéza (HH), jedno z nej¢astéjsich dédi¢nych onemocnéni
euroamerické populace, je onemocnéni zplisobené zvySenou absorpci zeleza ze stieva bez
ohledu na vysi jeho aktudlni zdsoby v organismu, nadbytecné Zelezo se uklada v tkanich a
organech a je pfiCinou jejich vyznamného poskozeni. Lécba HH spociva v pravidelnych
odbérech krve, aktivace erytropoézy vede k utilizaci nadbyte¢ného Zeleza a k normalizaci
jeho zasob. Standardnim zpisobem odbéru krve jsou venepunkce, alternativni metodou s
moznosti odbéru nasobného mnozstvi erytrocytl pfi jednom vykonu je erytrocytaferéza.
Cilem vyzkumu bylo vytvofit soubor nemocnych s nové diagnostikovanou HH, aplikovat
erytrocytaferézy, ovefit jejich ucinnost, optimalizovat a standardizovat 1é¢bu s cilem snizit u
pacienti hladinu feritinu v induk¢ni fazi 1€c¢by pod 50 pg/l a néasledné 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 piibuznych
pacienti s HH a screeningem darci krve. Pro erytrocytaferézu byl pouzit pfistroj
Haemonetics MCS+ (Haemonetics Corp., Braintree, MA, USA), jehoz SW dokaze
prizptisobit odbér erytrocyti na miru kazdému pacientovi. Odbéry v indukéni fazi byly
provadény s pldnovanym intervalem 10—14 dni mezi dvéma odbéry s cilem odebrat pii
kazdém vykonu 25-35 % z celkového mnozstvi erytrocytl pacienta (TEV, total erythrocyte
volume). V udrzovaci fazi byly EAF provadény individudlné v zavislosti na rychlosti
vzestupu hladiny feritinu.

VYSLEDKY: Erytrocytaferézou bylo 1é¢eno celkem 47 nemocnych (37 muzi a 10 Zen),
pramérny veék v dob¢ zahajeni 1€cby byl 52 let. 33 pacientu bylo nositeli homozygotni mutace
C282Y, 4 pacienti byli homozygoti H63D, 3x heterozygot C282Y/H63D. Priimérna hladina
feritinu pted zahdjenim 1écby byla 1429 pg/l, 51 % pacienti mélo hladinu feritinu nad 1000
pg/l. Celkem bylo hodnoceno 1086 erytrocytaferéz, 501 v indukéni fazi a 585 v udrzovaci
fazi. V indukéni fazi bylo pfi jedné EAF odebrano primérné 532 ml erytrocytl (550 ml u
muzil a 464 ml u Zen), coz predstavuje odbér 26,5 % TEV u muzt a 31,6 % TEV u zen.
Lécbu v indukéni fazi dokoncilo 42 pacientt, u 5 pacientii nebyla 1é€ba dokoncena (zdravotni
divody, odst¢hovéni, imrti). U pacientli s dokoncenou lécbou klesla priimérna hladina
feritinu na 26 pg/l, u vSech bylo dosaZeno poklesu hladiny feritinu pod 50 pg/l. U 10,4 %
vykoni v indukéni fazi a u 6,8 % vykont v udrzovaci fazi byly zaznamenany nezadouci
reakce: lehké vazovagalni reakce nebo lehké projevy citronanové toxicity. Pouze 2 reakce
byly klasifikovany jako sttedné téZké (1x hypotenze a 1x citronanova toxicita). UdrZovaci
lécbu podstupovalo celkem 33 pacientli, podle rychlosti vzestupu hladiny feritinu se
prorvédvély 1-3 erytrocytaferézy ro¢n¢.

ZAVER: Erytrocytaferéza je G¢innou, bezpetnou a dobfe tolerovanou metodou 1é¢by
pacientd s HH, coz plyne z analyzy zkoumaného souboru, ktery je jednim z nejvétSich
publikovanych soubort o 1¢cbé HH. Cile vyzkumu byly beze zbytku splnény, byly ziskany
dalsi poznatky mimo plvodni zamér: vyznamnost sledovani feritinu jako jednoduchého
parametru v prevenci vyznamného snizeni zdsob Zeleza u prvodarct jesté pred jejich vstupem
do darcovstvi krve a krevnich slozek.



2. SUMMARY

ERYTROCYTAPHERESIS IN THE TREATMENT OF PATIENTS
WITH HEREDITARY HAEMOCHROMATOSIS

BACKGROUND: 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 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.



3. UVOD DO PROBLEMATIKY

Hereditarni hemochromatéza (HH) je jednim z nejcastéjSich autozomalné recesivné
dédicnym onemocnénim euroamerické populace [1-6]. Jedna se o onemocnéni zplisobené
zvySenou absorpci zeleza ze stfeva bez ohledu na vysi jeho aktualni zdsoby v organismu;
nadbytecné Zelezo se uklada v tkanich a organech a je pfic¢inou jejich zavazného poskozeni
[2, 7]. Onemocnéni se nejcasteji projevuje az po 40. roce véku, predevsim u muzi [5]. Pokud
je HH diagnostikovana a léCena vcas, neovlivituje pravdépodobnost doziti [2, 8].

3.1. HEREDITARNI HEMOCHROMATOZA

Ve

metabolismu Zeleza. Jde o onemocnéni, které unikd casné diagnoze, zvlasté v ptipadech
vyskytu necharakteristickych obtizi pacienta.

3.1.1. ZELEZO

Zelezo je esencialnim biogennim prvkem, ktery se i¢astni mnoha biologickych procesi.
Zelezo je nezbytné k syntéze DNA, RNA a proteint, k transportu elektrond, respiraci,
proliferaci, diferenciaci bunc¢k a k regulaci genové exprese [9-11], je soucasti enzymil a
cytochromi, [12, 13]. v neposledni fad¢é je soucasti hemoglobinu (hemu). Protoze savci
nemaji fyziologicky mechanismus pro vylu¢ovani Zeleza, regulace normalni hladiny se déje
pouze na urovni jeho pfijmu ze stieva. Na transportu zeleza ze stfevniho lumen do plazmy
ptes enterocyt a z plazmy do jednotlivych bun€k a regulaci téchto procesi se podili fada
enzymu, proteintl, receptort a hormont. Porucha jakéhokoliv z téchto ¢lankd maze vést bud’
k nedostatku nebo nadbytku Zeleza v organismu.

3.1.2. NADBYTEK ZELEZA

Nadbytecné zelezo v organismu je silné reaktivni a toxické pro svoji schopnost tvorby
volnych radikala pfi reakei s kyslikem. Katalyzuje Fentonovu reakci,
Fe?" + H,0, — Fe’™ + OH + OH"
pfi niz vznikaji volné kyslikové radikaly (zejména hydroxylovy radikal), které oxidaci
poskozuji bilkoviny, tuky a DNA, ¢imz zpasobuji poskozeni bunéénych membran, bunék,
tkani a organti [10, 11].
K pfetizeni organismu zelezem vede fada mechanismi nebo patologickych stavi, napft.
- zvySené vstiebavani Zeleza pii zvySené (inefektivni) erytropoéze,
- chronicka 1éCba transfuzemi,
- zvySeny piijem Zeleza potravou,
- jaterni choroby (jaterni cirh6za, chronicka hepatitida C, alkoholické hepatopatie, aj.),
- anémie chronickych chorob a sideroblastické anémie,
- dédi¢né poruchy metabolismu Zeleza (hereditarni hemochromatoza, atransferinémie,
aceruloplazminémie aj.) [3, 9, 14].

3.1.3. DEDICNE PRICINY NADBYTKU ZELEZA V ORGANISMU

Mutace, které vedou k nadbytku Zeleza v organismu, nejcastéji postihuji geny pro HFE
protein, hepcidin (HAMP), hemojuvelin, feroportin, transferin a transferinové receptory.
Mezi dédi¢né poruchy s nadbytkem Zeleza patii

- hereditarni hemochromatéza, typ 1 (HFE1)

- juvenilni hemochromatéza, typ 2 (HFE2) s defektem genu pro hemojuvelin nebo
hepcidin,

- hereditdrni hemochromatéza, typ 3 (HFE3) s defektem genu pro transferinovy
receptor,



- hereditarni hemochromatoza, typ 4 (HFE1) s defektem genu pro feroportin
- aceruloplazminémie,

- atransferinémie a hypotransferinémie

- mutace genu pro feritin

- Friedreichova ataxie

- dalsi vzacné choroby

3.1.4. HEREDITARNI HEMOCHROMATOZA TYP 1 (HFE1)

Hereditarni hemochromatéza typ 1 (dale HH) je povazovana za nejCastéjsi geneticky
podminéné onemocnéni kavkazské populace, které se vyskytuje predevsim v severozépadni
Evropé a na severoamerickém kontinentu u populace evropského ptivodu. Zakladni poruchou
je mutace genu HFE, jejimz vysledkem je porusena funkce HFE proteinu, kterd vede
k neregulovanému vstiebani zeleza z lumen stfeva bez ohledu na jeho zésoby v organismu.
Nejcastéji zjistovanymi mutacemi genu HFE jsou mutace

- (C282Y,
- H63D,
- S65C.

Frekvence mutace C282Y, kterd je nejvyznamngjsi pfi¢inou HH, je v Evropé vysoka,
prevalence je od 0.4 % do 14.2 % [4, 6, 15-17], frekvence alely klesa v Evrop¢ od severu
k jihu a od zapadu k vychodu. Mutace H63D je Siroce rozsifena, alela je v Evropé€ pfitomna
u 5-20 % populace (kolem Stfedozemniho mote) [18-20] a az u 28 % severoevropského
obyvatelstva [4, 21]. Mutace S65C se vyskytuje v evropské populaci ve frekvenci 0,5-2,0 %
[22]. Ve srovnani vysokym vyskytem mutace je diky nizké penetraci vyskyt choroby
s vyjadfenymi klinickymi zndmkami niZsi, nejvyssi vyskyt 1 onemocnéni na 100 obyvatel je
uvadén v Irsku [14].

3.1.5. KLINICKE PRiZNAKY HH

Hereditarni hemochromatéza se vyviji pomalu a vzacné se manifestuje pted dospélosti,
nejcasteji az po 40 roce véku [1-3, 14]. U muzi je poSkozeni organti ve stejném veku
a téhotenstvi [2, 7]. Onemocnéni se v pocatku projevuje necharakteristickymi ptiznaky,
pfedevSim unavou a bolestmi malych kloubt, které pfipominaji artritidu. S narlstajicim
mnozstvim Zeleza v organismu dochdzi k poskozeni organli, mezi typické ptiznaky patii
poskozeni jater (fibrézou, cirh6zou nebo hepatocelularnim karcinomem), postiZzeni malych 1
velkych kloubti, poruchy psychiky, poruchy sexudlnich funkci, zl4z s vnitini sekreci
(diabetes mellitus, hypothyroidismus, hypogonadismus aj.), bronzové zbarveni kilZe,
poskozeni imunitniho systému s cetnymi infekcemi a poSkozeni srde¢niho svalu [2, 5, 23].

3.1.6. LABORATORNI ZNAMKY HH

Vysokd hladina Zeleza, zvySena saturace transferinu, snizend TIBC (celkova vazebna
kapacita transferinu pro zelezo) a zvySena hladina feritinu jsou typickymi ndlezy u pacientli
s HH. Hodnoty feritinu jsou povazovany za klicové jak pro monitorovani 1€¢by, tak i1 pro
prognozu choroby. Hodnoty feritinu nad 1000 pg/1 jsou u obou pohlavi uvadény jako kritické,
které vedou k vyznamnému poskozeni organti a tkani a ke zkraceni délky Zivota [2, 7, 24].

3.2. LECBA HEREDITARNI HEMOCHROMATOZY

Cilem lécby HH je odstranit patologicky piisobici nadbytecné zelezo z organismu.
Dostupnymi lé€ebnymi metodami jsou venepunkce, erytrocytaferéza a podéavani
chelatacnich latek [1, 3, 25, 26]. Experimentalné se ovéfuje moznost podavani latek ptimo
ovliviiyjicich metabolismus Zeleza (minihepcidiny, agonisté hepcidinu) [27, 28].
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Lécebné postupy lze rozdélit na 1é€bu indukeéni a 1é€bu udrzovaci.

3.2.1. LECBA INDUKCNi

Cilem induk¢ni 1€€Eby je po diagndze onemocnéni co nejrychleji snizit patologické hodnoty
zeleza na hodnoty normélni. Za obvykly cil se povazuje pokles feritinu pod 50 — 100 ug/l a
saturace transferinu pod 0,30 [1, 3, 26].

3.2.2. LECBA UDRZOVACI

Cilem udrzovaci 1é¢by je zabranit dalSimu hromadéni Zeleza v organismu. Hladina feritinu
by méla byt pravideln¢ kontrolovdna (nejméné 1 X rocné) a udrzovana v rozmezi hodnot 50—
100 pg/1[1-3].

3.3. ERYTROCYTAFEREZA

Lécebna erytrocytaferéza je definovana jako selektivni odbér ¢ervenych krvinek. Jedna se
o metodu mimotélniho rozd€leni krve na jednotlivé soucésti, odstranéni erytrocyti a
navraceni ostatnich slozek krve zpét do ob&hu pacientovi.

3.3.1. PRINCIP SEPARACNI METODY

Zakladnim principem fungovéani aferetickych pfistroji (separatori) je centrifugacni
metoda, pfi které se v centrifugani nadobé€ nebo prstenci rozdéluje odebirana krev na zakladé
rozdilné specifické hmotnosti jednotlivych krevnich slozek. Jednotlivé oddélené krevni
slozky jsou odstraiiovany do sbérnych nebo odpadnich vaki nebo nadob. Slozky krve, které

nejsou pii odbérech pouzity, se ze sbérnych vaki vraceji zpét do ob&hu darce nebo
nemocného [26, 29].

Obr. 1 Erytrocytaferéza — princip diskontinualniho rezimu: A — odbér krve, separace na
jednotlivé slozky. B — navrat neodebranych slozek pacientovi
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3.3.2. MNOZSTVI ODEBRANYCH ERYTROCYTU

Pti jedné erytrocytaferéze je mozno odebrat nemocnému v zavislosti na celkovém objemu
krve (TBV) az 800-1000 ml erytrocytd, tj. az 1000 mg Fe [30]. Podle
individudlni snasenlivosti 1é¢by a rychlosti uhrady cervenych krvinek vlastni erytropoezou
je mozné odbéry provadét v intervalu 10-21 dnt [3, 26, 31].

4. CILE DISERTACNI PRACE

4.1. PRIMARNI CILE PRACE

4.1.1. VYTVORENI SOUBORU NEMOCNYCH

Vytvofit soubor nemocnych s nové diagnostikovanou HH — vyhledat nemocné, dosud
nelécené pacienty s HH z riznych zdroji.

4.1.2. LECEBNA METODA

Zavést erytrocytaferézu do 1écby nemocnych HH, opakovanymi erytrocytaferézami snizit
hladinu feritinu u kazdého nemocného pod 50 ng/l. Standardizovat 1é¢ebnou metodu, stanovit
optimalni parametry odbéru pro kazdého darce dle protokolu.

4.2. SEKUNDARNI CILE PRACE

4.2.1. BEZPECNOST ERYTROCYTAFEREZY

Peclivé monitorovat vyskyt nezddoucich reakci, posoudit toleranci odbérd a vyskyt
nezadoucich reakci na odbé&r, porovnat vlastni data s publikovanymi daty.

4.2.2. EFEKTIVITA PROCEDUR

Ziskana data vyhodnotit, statisticky zpracovat a ze sledovani zavislosti poklesu hladiny
feritinu na mnozstvi odebiranych erytrocytli, na Cetnosti odbérti a trvani 1écby se pokusit
vytvoftit pfedpovédni model ¢i ,,vzorec lécebného planu noveé zafazovanych nemocnych.

4.2.3. UKAZATELE USPESNOSTI LECBY

Ovéfit, zda sledovanim zékladnich hematologickych ukazateli (napt. MCV) 1ze nahradit
nakladnéj$i laboratorni vySetfovani hladiny feritinu, Zeleza a TIBC.

4.2.4. UDRZOVACI LECBA

Po dosazeni cile indukéni 1écby sledovat individudlni rychlost vzestupu hladiny feritinu,
kazdému pacientovi stanovit optimalni interval néslednych erytrocytaferéz, u pacienta
v udrZovaci 1é¢bé trvajici alesponi 5 let vyhodnotit a statisticky zpracovat ziskana data.
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4.3. PRACOVNI HYPOTEZY

Pro soubor nemocnych s hereditarni hemochromatézou 1écenych 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 dobie tolerovana a bezpecna, vyskyt nezadoucich reakci
a komplikaci neni vyssi nez u jinych hemaferetickych metod.

5. SOUBOR NEMOCNYCH, METODIKA

5.1. VYTVORENI SOUBORU NEMOCNYCH

Pro ziskani novych pacientli s hereditarni hemochromatézou a pro jejich zafazeni do
souboru léCenych erytrocytaferézou jsme vyuzili 3 riizné postupy. Pacienty jsme hledali mezi
darci krve, v ambulancich gastroenterologli nebo hepatolog a mezi piibuznymi jiz
diagnostikovanych pacienti s HH.

5.1.1. SCREENING DARCU KRVE

Celkem 1348 darcim byla vySetfena hladina zeleza, TIBC a saturace transferinu, ve
vzorcich se zvySenou saturaci transferinu byla vySetfena hladina feritinu. Darcim s
nadpriimérnou hodnotou feritinu byly vysSetieny mutace HFE genu.

5.1.2. SPOLUPRACE S HEPATOLOGICKYMI AMBULANCEMI

Oslovili jsme hepatologické ambulance kralovéhradeckého regionu a pozadali je o
predavani nové diagnostikovanych pacientt s HH k1écbé erytrocytaferézou na nase
oddéleni.

5.1.3. PACIENTI Z RODINNYCH STUDI{

U vSech nové diagnostikovanych pacientii s HH, ktefi k ndm byli poslani k 1é€bé, jsme
zjiStovali, zda byl proveden screening HH u jejich pokrevnich pfibuznych. Pokud tomu tak
nebylo, byl proveden jejich screening odbérem krve na naSem oddéleni FN. Pacienti se
zndmkami patologické akumulace Zeleza byli zatazeni do souboru lé¢enych.

5.1.4. SOUBOR NEMOCNYCH

Od 1. ledna 2004 do 31. prosince 2019 bylo do souboru zafazeno 47 pacientd s nove
zjiSténou diagnézou hereditdrni hemochromatézy, u kterych byla zahajena 1écba
erytrocytaferézou. Celkem 45 pacientli bylo pifedano k 1é¢bé z hepatologickych pracovist, 2
pacienti byli ziskani z rodinnych studii. Mezi darci byly nalezeny 3 osoby s mutacemi v HFE
genu, jejich feritin byl na horni hranici normdlnich hodnot. Tito dérci byli bez klinickych
ptiznakt HH, nebyli tedy zatfazeni do souboru lé¢enych.

5.2. INDUKCNI LECBA

Cilem indukéni 1é€by bylo snizit opakovanymi erytrocytaferézami co nejrychleji hladinu
feritinu pod 50 pg/l. Pro dosazeni tohoto cile byl kazdému pacientovi stanoven individudlni
1écebny plan:

-z vySky a hmotnosti pacienta jsme urcili TBV,
- vySetiili jsme krevni obraz, hodnotu hematokritu jsme pouzili pro vypocet aktudlniho
celkového mnozstvi erytrocytii pacienta (TEV) podle vzorce
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objem erytrocytit (ml) TEV =TBV x HT

- posoudili jsme kompenzacni mechanismy pacienta — stav kardiovaskuldrniho,
plicniho systému a dale jsme podle vysledkl interniho a laboratorniho vysetfeni
odesilajiciho pracovisté, podle anamnézy a vlastniho fyzikalniho vySetfeni upravili
mnozstvi odebranych erytrocytd,

- stanovili jsme mnoZstvi odebranych erytrocytll v rozmezi 25 — 35 % celkového
mnozstvi erytrocytit (TEV), ptipadné jsme provedli korekci odebiraného mnozstvi
tak, aby HT po odbéru neklesl pod 0,25,

- pted dalsimi odbéry jsme zjiStovali individudlni toleranci odbéru, patrali jsme po
pozdnich reakcich na odbér a pokud se vyskytly, korigovali jsme odebirany objem
pfi nasledujicich odbérech,

- sledovali jsme pokles zasob Zeleza v organismu,

- po dosazeni cilové hodnoty feritinu pod 50 pg/l jsme ukoncili indukéni fazi 1éCby.

5.3. UDRZOVACI LECBA

Cilem udrzovaci 1é¢by bylo pravidelnymi odbéry erytrocytii udrzovat hladinu feritinu
v idedlnim ptipadé pod 100 pg/l, v ostatnich ptipadech alespoii v mezich norméalnich hodnot.
Standardni postup u kazdého pacienta zahrnoval kontrolni odbéry hladiny zeleza, feritinu,
TIBC a saturace transferinu. Pfi vzestupu hodnoty feritinu nad 100 pg/l byl pacient pozvan
k 1é¢ebnému odberu. Mnozstvi odebiranych erytrocyti bylo stanovovano stejnym zptisobem
jako pfi indukéni 1écbé, veetné individualizace, kterd vychdzela z predchozi znalosti
pacientovy tolerance odbéri. Pokud byla hladina feritinu vysokd, napf. pokud se pacient
dostavil ke kontrole po dlouhé dobé, bylo naplano a nasledné provedeno tolik odbért
erytrocytaferézou, aby bylo opét dosazeno hodnoty feritinu pod 100 pg/l. Pti planovani poctu
odbérti byla vyuzita pfedchozi data daného pacienta (napft. pokles hladiny feritinu v zavislosti
na mnozstvi odebiranych erytrocytd a frekvenci odbéru, tolerance odbéru apod.).

5.4. PRISTROJ PRO ERYTROCYTAFEREZU

Lécebné aferézy jsme provadéli na separatoru krevnich c¢astic Haemonetics MCS+
(Haemonetics Corp., Braintree MA, USA, dale MCS+) s vyuzitim jednordzové uzaviené
odbérové soupravy TAE 944. Soucasti vybavy pfistroje je pocitacova jednotka se software
(SW, hemokalkulétor), ktera ptistroj fidi. Separator byl obsluhovan Skolenym personalem,
ktery prostfednictvim hemokalkulatoru komunikoval s pfistrojem, v tvodu procedury zadal
zdkladni udaje o pacientovi, programoval odbér podle doporuceni I¢kate a nastavoval
variabilni parametry odbéru. Béhem procedury obsluha upravovala vaiabilni parametry
odbéru a tim reagovala na pfipadné nezddouci reakce pacienta.

5.5. PRIPRAVA PRED LECEBNYM ODBEREM

Ptiprava pted erytrocytaferézou zahrnovala
- pouceni pacienta v¢etn¢ podpisu informovaného souhlasu,
- vySetfeni pacienta (anamnéza, fyzikalni vySetfeni, zméteni teploty, krevniho tlaku,
pulzu),
- hydrataci pacienta ptijmem tekutin per os,
- ptipravu separatoru (instalace setu, pfipravna faze separatoru, naplnéni setu roztoky,
funkce kontrolnich c¢idel).
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5.6. LECEBNY ODBER

Po standardné provedené venepunkci a odbéru piedepsanych vzorkl krve na vysetfeni
byla odbérova kanyla napojena na set separatoru. Do SW separatoru byla zadana data o
pacientovi (pohlavi, vyska, véha, aktualni krevni obraz, pozadované mnozstvi odebiranych
erytrocytl a stanovena nahrada objemu) a byl zahajen automaticky odbér.V pribéhu odbéru
byl pacient pod dozorem zdravotnického personalu, ktery upravoval parametry odbéru pti
ptipadnych nezadoucich reakcich pacienta. Po ukonceni odbéru jsme odebrali kontrolni
vzorky krve, venepunkce byla ukon¢ena a misto vpichu bylo standardné oSetieno.

5.7. LABORATORNI VYSETRENI

Pti erytrocytaferéze jsme u kazdého pacienta sledovali nasledujici parametry:
- pred odbérem krevni obraz, hladinu zeleza, TIBC, saturaci transferinu a hladinu
feritinu,

- po odbéru krevni obraz.
Krevni obraz jsme vySettovali ve vlastni laboratofi transfuzniho odd¢€leni na pfistroji 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 standardnimi metodami.

5.8. STATISTICKE METODY

Cilem statistického zhodnoceni bylo vyhodnoceni sledovanych parametri souboru
nemocnych v Case. Pro statistickou analyzu byl pouzit software NCSS 2007 (NCSS LLC.,.
Kayswille, UT, USA). Statistické postupy byly pfed zahajenim vyzkumu a pak prib&zné
konzultovany s Katedrou I¢kaiské biofyziky Lékarské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity
Karlovy v Praze. Pro posouzeni miry linedrni souvislosti byl pouzit neparametricky
Spearmantiv koeficient pofadové korelace. Pro testovani hypotézy shody vici alternative
neshody byl pouZit dvouvybérovy t-test a neparametricky Mann-Whitney, Kolmogorov-
Smirnoviv test. Pro testovani hypotézy nezavislosti hodnot byl pouzit Fischeriv test.
Minimalni pocet osob v souboru lé¢enych pacientii byl stanoven na 40 osob. Za statisticky
vyznamnou byla povazovana hodnota p<0,05.
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6. VLASTNI VYSLEDKY

6.1. CHARAKTERISTIKA SOUBORU

Celkem bylo do souboru zatfazeno 47 pacientl, u kterych byla nové zjisténa hereditarni
hemochromato6za se znamkami akumulace Zeleza. VSichni byli zatazeni do programu 1é¢by
erytrocytaferézami.

6.1.1. ZASTOUPENI MUTACI V SOUBORU

U 33 pacientt (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 v§echny 3 vySetfovan¢ mutace (tab. 1).

Tab. 1 Zastoupeni mutaci HFE genu v souboru lécenych pacientit (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

6.1.2. DEMOGRAFICKA DATA SOUBORU

V souboru IéCenych je zastoupeno 37 muzl a 10 zen. Mezi pacienty se vyskytuji 4 dvojice
piimych ptibuznych: 2x otec — syn, 1x otec — dcera a 1x bratfi.

Primérny vék pacientli v okamziku zahéjeni 1é€by byl 52 + 12 rokii (median 52 roku),
nejmlad§$imu nemocnému bylo 29 let, nejstarSi pacient zacinal s 1écbou ve v€ku 75 let.
V souboru nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (p=0,14) mezi vékem muzi (50,8
+ 12,4 rokli, median 52, meze 29 — 75) a vékem zen (57,1 £+ 6,8 roktli, median 58,5, meze 47
— 67 roki) (graf 1).

Graf 1 Primérny vék muZii (n=37) a Zen (n=10)
70 - Vék
60 T T
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 -

muzi zeny
Legenda: Srovnani prumérného véku muzii a Zen,
nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil (p=0,14).
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6.2. LABORATORNI HODNOTY PRED ZAHAJENIM LECBY

Hladina feritinu pted zahdjenim 1€cby u pacientii 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 lé¢by (n=47)
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Legenda: viz text

Celkem 24 pacientll (51 %) mélo hladinu feritinu nad 1000 pg/l, 13 pacientd (28 %)
v intervalu 500 — 1000 pg/l, 10 pacientd (21 %) mélo hladinu feritinu nizs$i nez 500 pg/l.
Nenalezli jsme statisticky vyznamny rozdil (p=0,88) mezi hodnotami feritinu u muza (1490,7
+ 1353,4 pg/l, median 946,5 ng/l, rozmezi 213,9 — 5743,8 pg/l) a Zzen (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 homozygotti C282Y (1419,3 +
1188,0 ng/l, median 946,5 ng/l, rozmezi 292,3 —4899,3 pg/l) a v souboru pacientd s ostatnimi
mutacemi (1451,9 + 1381,0 pg/l, median 1255,6 ng/l, rozmezi 213,9 — 5743,8 ng/l) (graf 3).

Graf 3 Porovndni hladiny feritinu v souborech muZzit 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 pacientu s ostatnimi mutacemi nejsou statisticky vyznamné
(p>0,05).
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Pocate¢ni hodnoty hladiny Zzeleza, TIBC, saturace transferinu a feritinu zjisténé u
nemocnych pted zahdjenim 1éCby jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2 Hodnoty feritinu, hladiny Zeleza, TIBC a saturace transferinu pied léCbou (n=47)

AV £SD median rozmezi norma
Feritin (ug/1) 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/1) 44,4 +£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 pacienti
v souboru vsech pacientt (p=0,19), v souboru muzt (p=0,17), zen (p=0,72) ani u pacientli
s homozygotni mutaci C282Y (p=0,87).

6.3. INDUKCNI LECBA

Celkem bylo provedeno 501 1é¢ebnych erytrocytaferéz (379 u muzi, 122 u Zen), primérné
10,6 u kazdého pacienta (median 7, rozmezi 1 — 70). Jeden vykon trval od 21 do 145 minut
(pramér 63 £+ 19 minut, median 61 minut).

6.3.1. ODBER ERYTROCYTU PRI JEDNE ERYTROCYTAFEREZE

Pti jedné erytrocytaferéze bylo odebrano 532 £+ 107 ml erytrocytt (median 538 ml, rozmezi
69 — 837 ml). V souboru muzil ¢inil primérny objem odebranych erytrocyti 550 + 103 ml
(medidn 554 ml, rozmezi 116 — 837 ml), u Zen 464 + 93 ml (mediédn 451 ml, rozmezi 69 —
612 ml), rozdil mezi souborem muZzi a Zen je statisticky vyznamny (p<0,05). VySe uvedené
mnozstvi odebranych erytrocytli znamena, Ze bylo pfi jednom odbéru odebrano u muzi 26,7
+ 4,4 % (median 26,5 %, rozmezi 15,3 — 34,7 %) celkového vypocteného objemu erytrocytt
(TEV)auzen 31,6 +7,7 % TEV (median 28,6 %, rozmezi 21,1 — 41,1 %). Rozdil v % TEV
mezi souborem muzll a zen neni statisticky vyznamny (p=0,19) (graf 4).

Graf 4 Objem odebranych erytrocytii pii jedné erytrocytaferéze

700 - Odbér erytrocyta (ml) 45 1 Odbér erytrocytu (% TEV)
40
600 T 35 T
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Legenda: Rozdil v mnozZstvi odebranych erytrocytu (v ml) v souborech muzii a Zen je
statisticky vyznamny (p<0,05). Rozdil v mnozZstvi odebranych erytrocytii vyjadreny jako %
TEV v souborech muzit a Zen neni statisticky vyznamny (p=0,19).
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6.3.2. ZMENA HODNOT KREVNIH OBRAZU

Odbérem erytrocytd se snizila hladina hemoglobinu u muzi z 140,4 + 14,4 g/l (median
142 g/1, rozmezi 108 — 186 g/1) pted odbérem na 102,3 + 14,1 g/l (median 102 g/1, rozmezi
74 — 143 g/1) po odbéru, resp. u zen z 126,6 + 18,1 g/l (median 122 g/1, rozmezi 103 — 153
g/) 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
muzq, 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 muzi i Zen
jsou statisticky signifikantni (p<0,05) (graf 5).

Graf 5 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 vSech 4 souborech statisticky vyznamny (p<0,05).

Stfedni objem erytrocytd (MCV) poklesl v souboru vSech pacientti z 97,0 + 6,0 fl (median
97,9 11, rozmezi 84 — 109 fl) na 96,3 + 10,8 fl (median 98, rozmezi 79 — 112 fl) po poslednim
odbéru, zmény MCV nejsou statisticky signifikantni (p>0,05) (graf 6).
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Graf 6 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).

6.3.3. DOBA LECBY, MNOZSTVI ODEBRANYCH ERYTROCYTU

Indukéni 1éCba trvala primérné 5,7 mésice (smérodatnd odchylka 6,3 mésice, median 4
mesice), nejkratSi doba byla 1 mésic, maximdlni doba 1é¢by byla 36 mésictl. Interval mezi
dvéma odbéry byl 19,4 + 6,4 dnti (median 18, rozmezi 10 — 36 dna).

V priibéhu indukéni 1€¢by bylo pacientliim odebrano celkem 5191 ml erytrocytli (median
3849 ml, smérodatna odchylka 5001 ml, rozmezi 410 — 26927 ml). V souboru muzt 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 muzd a Zen
neni statisticky vyznamny (p=0,52). V souboru pacientii s homozygotni mutaci C282Y bylo
odebrano 6092 + 5651 ml (median 4491 ml, rozmezi 607 — 26927 ml), v souboru pacientli
s ostatnimi mutacemi 3068 + 1831 ml (median 2816 ml, rozmezi 410 — 8210 ml), rozdil mezi
témito soubory je statisticky vyznamny (p<0,05) (graf 7).

Graf 7 Celkové mnozstvi odebranych erytrocytit pii indukcni lécbé

12000 - Mnozstvi odebranych erytrocytti 12000 - Mnozstvi odebranych erytrocyti
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Legenda: Porovnani mnozstvi odebranych erytrocytii pri indukcni lécbe mezi souborem muzii
a zen (rozdil neni statisticky vyznamny (p=0,52). Rozdil mezi souborem homozygotii C282Y
a souborem pacientii s ostatnimi mutacemi je statisticky vyznamny (p<0,05).
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6.4. LABORATORNI HODNOTY PO UKONCENI INDUKCNI LECBY

Stanoveny cil 1écby, pokles hladiny feritinu pod 50 pg/l, byl splnén u 42 z 47 pacienti.
Dosazena hodnota feritinu na konci 1écby u 42 vylécenych pacientti byla 26,2 + 13,0 pg/l,
median 23,9, rozmezi 6,0 — 49,1 pg/l (graf 8). U 11 pacientli poklesla hladina feritinu po
poslednim odbéru pod 15 pg/l, u 12 pacientt byla vyslednd hodnota feritinu v rozmezi 15 —

25 pg/l (tab. 3).

Graf 8 Hodnoty feritinu po ukonceni indukcni lécby (n=47)
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Legenda: viz text

Tab. 3 Hladina feritinu po poslednim odbéru (n=47)

Feritin (pg/l) Pocet
pacientt
0-15,0 11
15,1 -25,0 12
25,0 —50,0 19
> 50,0 5

36 Y| 46

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

s homozygotni mutaci C282Y (r=0,77, p<0,05) (graf 9 a 10).
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Graf 9 Zavislost poklesu feritinu na mnoZstvi odebranych erytrocytii (n=47)
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Legenda: Statisticky vyznamna zavislost poklesu feritinu na mnozstvi odebranych erytrocytii
byla prokazana v souboru vsech pacientit (r=0,66, p<0,05).
Graf 10 Zavislost poklesu hladiny feritinu na mnozsvi odebranych erytrocytii

(soubor homozygotii C282Y, n=33)
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Legenda: Statisticky vyznamna zavislost poklesu hladiny feritinu na mnozstvi odebranych
erytrocytii byla prokazana u pacientu s homozygotni mutaci C282Y (r=0,77, p<0,05).

Rychlost poklesu hladiny feritinu, vyjadiend ubytkem feritinu za mésic, dosédhla hodnoty
297 £ 195 pg/l, medidn 274 pg/l, rozmezi 64 — 949 pg/l. Nebyl prokazan statisticky
vyznamny rozdil v rychlosti poklesu feritinu mezi souborem pacientli s homozygotni mutaci
C282Y a souborem pacientli s ostatnimu mutacemi (p=0,36). Rychlost poklesu feritinu u
C282Y homozygott byla 267 + 142 pg/l (median 274 pg/l, rozmezi 84 — 645 ng/l), u pacientt
s ostatnimi mutacemi 384 + 270 pg/l (median 267 pg/l, rozmezi 64 — 949 pg/l). Ani mezi
souborem muzii a souborem Zen nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil (p=0,51)
v rychlosti poklesu feritinu (muzi 300 £+ 205 pg/l (medidn 274 pg/l, rozmezi 64 — 949 pg/l),
zeny 266 + 150 pg/l (median 182 pg/l, rozmezi 84 — 502 ng/l) (graf 11).
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Graf 11 Zavislost poklesu hladiny feritinu na dobé lécby (n=47)
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Legenda: Zavislost poklesu hladiny feritinu na dobé lécby. Strmost kiivky vyjadruje rychlost
poklesu hladiny feritinu (viz text).

Vsechny tfi sledované markery metabolismu zZeleza se po ukonceni indukéni 1écby
statisticky vyznamné (p<0,05) upravily. Hladina Zeleza klesla z ptivodni hodnoty 35,0 umol/l
na 13,0 umol/l po 1é¢bé, TIBC stoupla z 44,4 pmol/l na 53,8 pmol/l. Saturace transferinu
klesla z 0,77 na 0,25 po skonceni 1écby (tab. 4, graf 12).

Tab 4 Hodnoty hladiny Zeleza, TIBC a saturace transferinu po lécbé (n=47)
AV +SD Median | Rozmezi Norma
Zelezo (umol/1) 13,0+ 7,0 10,6 4,2 -29,5 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
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Graf 12 Hodnoty hladiny Zeleza, TIBC a saturace transferinu pred lécbou a po lé¢bé
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Legenda: Porovnani vysledkii laboratornich hodnot metabolismu Zeleza pred zahdjenim
lécby a po léchbé. Zmeny vsech tii hodnot jsou statisticky vyznamné (p<0,05).

U 5 pacientli nebyla 1écba dokoncena, 2x ze zdravotnich divodt, 2x z divodu zmény
bydlisté pacienta, 1x pro umrti pacienta (autonehoda). Hodnoty feritinu téchto pacientli
nameétené pii poslednim odbéru na naSem oddéleni byly v rozmezi 117,7 — 2167,5 ng/l (graf
8, viz vyse).

6.5. NEZADOUCI REAKCE NA ODBER

V prubéhu 501 odbért indukéni 1é¢by bylo zaznamenano u 28 pacienti celkem 52
nezadoucich reakci (10,4 %), z toho 50 reakci bylo lehkych a 2 stfedné tézké.

Tab. 5 NeZdadouci 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 (100,0) 50 (96,2) 2 (3,8)
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Z lehkych reakci se nejcastéji (53,8 %) vyskytly reakce na podani citronanu. Ze stiedné
tézkych reakci se vjednom piipadé¢ jednalo o hypokalcémii zplisobenou citronanovou
toxicitou, ve druhém piipadé o vazovagalni reakci na konci odbéru s protrahovanou
hypotenzi. Ptrehled nezddoucich reakci v souvislosti s odbérem je uveden v tab. 5.

6.6. UDRZOVACI LECBA

Po ukonceni indukéni 1éEby byli pacienti predani zpét do péce zatizeni, odkud byli k 1é¢bé
odeslani, ke kontrolam zdravotniho stavu a k dal$i péci.

6.6.1. SOUBOR PACIENTU A JEJICH LECBA

Celkem 33 pacientii ze 42 (79 %) po ukonceni indukéni 1é¢by bylo odeslano zpét na nase
oddé€leni s doporucenim k dalsimu 1é¢ebnému odbéru nebo ke kontrole hladiny feritinu.

Casovy odstup prvni kontroly od ukonéeni inicidlni 16¢by &inil 3 — 17 mésicti (9,0 + 3,6
mesicl, median 9 mésicll). Zjisténd hodnota feritinu pfi této kontrole byla 68,7 + 66,2 ng/l,
median 42 pg/l, rozmezi 11 — 580 pg/l.

V obdobi 1. 1. 2004 — 31. 12. 2020 bylo nésledné¢ u téchto pacientii provedeno 585
erytrocytaferéz v ramci udrzovaci 1é¢by. Pii téchto odbérech bylo u 13 pacienti
zaznamenano 40 (6,8 %) lehkych nezddoucich reakei (18x ruptura zily, 16x citronanova
toxicita, 5x vazovagalni reakce, 1% technicka komplikace).

6.6.2. DARCOVSTVI KRVE U PACIENTU V PRUBEHU UDRZOVACI LECBY

Celkem 3 pacienti, kteti spliovali kritéria stanovend pro darce krve, zacali po ukonceni
indukéni 1é¢by darovat krev nebo krevni slozky. Jeden darce po 7 letech darcovstvi krve
vroce 2015 ukoncil, byl zafazen zpét mezi pacienty lé¢ené erytrocytaferézou. Hladina
feritinu jsme pii odbérech prubézné sledovali (nejméné 1x rocng), hodnoty zjisténé pti
poslednim odbéru v roce 2020 byly pied odbérem krve v rozmezi 100 — 150 pg/l.

6.6.3. AKTUALNE SLEDOVANI PACIENTI

V poslednich 24 mésicich, tj. v obdobi 1. ledna 2019 — 31. prosince 2020, se alespon
jedenkrét dostavilo ke kontrolnimu nebo 1é¢ebnému odbéru celkem 19 pacientti (15 muzi a
4 zeny). ZjiSténa hladina feritinu pfi posledni kontrole nebo pred poslednim odbérem v tomto
obdobi byla 176,4 + 84,4 ng/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.

7. DISKUZE
7.1. LECEBNA METODA

Hereditarni hemochromatéza je chorobou, jejiz ¢etny vyskyt a klinické aspekty jsou
vyznamné&jsi, neZ se soudilo jesté v nedavné minulosti [9, 32, 33]. Casna diagnéza HH a
rychld a u€innd 1écba predstavuji trvalou a stale aktualni vyzvu soucasné klinické mediciny
[34].

Za zékladni 1é¢ebnou metodu prvni volby, zmiflovanou v publikovanych doporucenich
pro 1écbu HH, je povazovana venepunkce [1, 3, 29, 34-36]. S rozvojem, zavadénim a
vyuzivanim automatizovanych pfistrojovych metod v mediciné vznikla moznost vyuZit
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jednu ze separatorovych metod, lé¢ebnou erytrocytaferézu, i k 1écbé HH. Ovéfit moznosti
pouziti této metody v nasich podminkach bylo tikolem ptedkladané prace.

V dobé planovani metodiky a sestavovani cilt nasi prace byl dostupny jen omezeny pocet
publikaci vénujicich se 1éCbeé pacientli s hemochromatéozou pomoci erytrocytaferézy.
Obvyklé randomizované studie (evidence based studies) chybély. Byly publikovany pouze
udaje o jednotlivych nemocnych nebo nerandomizované studie popisujici 1écbu malych
skupin pacientt, které¢ svédcily pro klinicky a terapeuticky Uspéch erytrocytaferézy oproti
klasické venepunkci [30, 37-39]. Po zahdjeni naSi studie byly postupné zveiejnovany
predbézné a nésledn¢ i kompletni vysledky randomizovanych studii [26, 31, 36, 40-44].
Prubézné vysledky nasi studie shrnujici 1écbu 22 pacientl jsme publikovali v roce 2012 [45].
S potéSenim miizeme konstatovat, ze vétSina nasich vysledkti byla shodna s vysledky vyse
uvedenych studii. Nase studie je v literatufe citovana, napt. ve vysledcich nizozemské
randomizované studie [26], v pifehledné praci o 1écbé hemochromatézy [24] nebo
v doporuceni gastroenterologti USA pro 1écbu HH [3].

Ob¢ uvedené léCebné metody, venepunkce i1 erytrocytaferéza, maji své vyhody a
nevyhody. Vétsimu rozsifeni erytrocytaferéz brani ekonomické diivody, nutnost pfitomnosti
trénovaného persondlu a vlastnictvi separatoru [26, 29]. Lécba venepunkcemi je povazovana
za jednoduchou, ucinnou a levnou [1, 3, 11, 29, 34-36]. Pfesto i venepunkce mulize byt
pric¢inou celé fady nezadoucich reakci a komplikaci. Moirand popisuje komplikace u 64 %
osob v souboru 353 pacientli 1écenych venepunkcemi. Komplikace zahrnuji problémy
s Zilnim pfistupem u 43 % pacientdl, tnavu u 63 % pacientli, vyznamna je také psychicka
ujma, kdy 28 % pacientil povazuje pravidelné venepunkce za obtéZzujici, 8 % pacientl je
povazuje za vyrazny zasah do osobniho zivota a 6 % za vyznamny zasah do profesniho Zivota
[46]. Lima popisuje jak lokalni komplikace, zahrnujici bolest a zhmozdéni v misté vpichu,
tak komplikace celkové, napi. zavraté¢ a kolapsy, které mohou byt limitujicim faktorem
pfedevsim u pacientl s kardiovaskularnim postizenim [29]. Rombout-Sestrienkova uvadi, ze
po delsi dobé 1écby nadpolovicni vétsina pacientti shledava opakované venepunkce jako
obtézujici, které jim pusobi znacné nepohodli. Dvé€ tfetiny pacientd jejiho souboru
nesouhlasily s tydennimi venepunkcemi a vyzadovaly snizeni jejich frekvence [31]. Jako
nejvaznéjsi komplikace byla popsana dveé umrti po venepunkci [47, 48]. Nelze opominout
ani fakt, Ze odbérova jehla pro venepunkci je o 1 — 2 gauge silné€j$i nez pro erytrocytaferézu.
VéEtsi prumér jehly zvySuje riziko hematomi a poskozeni zily, arterie nebo nervovych
vétévek [49, 50].

Pii venepunkci se odstrailuje mimo erytrocytll také plazma s obsahem koagulacnich
faktoril, proteinll a trombocyty, coz miiZze limitovat 1€cbu pacientii s hypoproteinemii nebo
trombocytopenii [31]. Hypoproteinémie muize nepiiznivé ovlivnit zejména pacienty s HH,
kteti maji cirh6zu jater [40]. Pti erytrocytaferéze se po odstranéni erytrocytii z odebirané krve
vSechny ostatni slozky navraceji pacientovi do cirkulace [29]. Ztrata plazmy pfi
venepunkcich mize byt velmi velka a klinicky vyznamna. Pfi venepunkcich, které se
doporucuje provadét 1 — 2% tydné a pii hematokritu 0,35 — 0,45 se odstrani 275 — 325 ml
plazmy. To mlze znamenat celkovou ro¢ni ztratu az 17 litrti plazmy pii jedné venepunkci
tydné, pripadné ro¢ni ztratu az 34 litri plazmy pii dvou venepunkcich tydné u pacienta s
hematokritem 0,35. Ve srovndni s tim ztrata plazmy pfi erytrocytaferéze obnasi max. 15 %
odebiran¢ho objemu erytrocyti, tzn., ze pii jedné aferéze bylo v naSem souboru odebrano
primérné 83 ml plazmy u muztia 70 mlu Zen. Celkova ro¢ni ztrata plazmy by pti maximalni
frekvenci erytrocytaferézy kazdych 14 dnti byla pouze 2,1 litru u muZzd, resp. 1,8 litru u Zen,
coz je méné nez 13 % ro¢ni ztraty plazmy pfi jedné venepunkci tydné.
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7.2. SOUBOR PACIENTU PRO ERYTROCYTAFEREZU

Cil studie, shromazdit a 1é¢it alespont 40 pacienttll, jsme splnili. Celkem bylo do studie
zafazeno 47 pacientil. V souladu s literarnimi zdroji [1, 3, 11, 14] jsme v nasem souboru
prokazali vyssi zastoupeni muza (79 %) a ptevahu homozygotni mutace C282Y (70,2 %),
v rozporu s nimi byl fakt, ze rozdil ve véku mezi muzi a zenami v naSem souboru (muzi 51
roktll, zeny 57 rokl) nebyl statisticky vyznamny. Zajimavym ndlezem 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 pti¢inou vyznamné akumulace zeleza pouze vyjimecné [1, 2,
51].

Hladina feritinu byla u pacientt pfed zahajenim 1écby vyrazné nad hranici normy (1429
+ 1248 ng/l), stejné€ jako v souboru byla patologicka hladina Fe, TIBC a saturace transferinu
(viz kap. 6.2., tab. 2). Po¢atecni hodnoty feritinu zahrnovaly celé spektrum hodnot — od
hodnot na hranici normalnich (minimalni hodnota byla 213,9 pg/l) az po hodnoty nad 5000
pg/l. Vice nez polovina pacientd (24) méla pocatecni hodnotu vyssi nez 1000 pg/l. Tato
hladina je povazovana za kritickou hodnotu, kterd znamena vyssi pravdépodobnost vzniku
poskozeni tkani a organud s klinickymi projevy [2, 36]. Hodnota feritinu nasich pacientt
nekorelovala s vékem v souboru vSech pacienti (r = 0,19) ani v souboru muzt (r = 0,23), Zen
(r = 0,13) ani muzt s homozygotni mutaci C282Y (r = -0,01). Nenalezli jsme statisticky
vyznamny rozdil v hlading feritinu v zavislosti na v€ku mezi souborem muZzl a Zen ani mezi
souborem pacientll s homozygotni mutaci C282Y a ostatnimi pacienty (viz kap. 6.2., graf 3).
V nasem souboru jsme tedy nepotvrdili publikovanou zavislost, Ze laboratorni znamky
akumulace zeleza v organismu nardstaji se stoupajicim vékem a Ze jsou ve stejném veéku
vys$§i u muzil nez u zen [2, 52, 53].

7.3. MNOZSTVI ODEBIRANYCH ERYTROCYTU

Primérné mnozstvi erytrocytti odebranych pii jedné aferéze bylo 532 ml (550 ml u muzi
a 464 ml u zen). V literatufe doporu¢ované mnoZstvi odebiranych erytrocytl pii lécebnych
erytrocytaferézach u HH kolisa mezi 350 a 1000 ml pfi jedné procedute [3, 26, 36, 43, 54].
Vsechny vyse uvedené zdroje soucasné¢ doporucuji ptizpiisobovat pfedem stanovené ¢i
vypoctené mnozstvi odebiranych erytrocytll individudlné kazdému pacientovi podle jeho
aktualniho zdravotniho stavu a aktudlnich laboratornich vysledkli s pfihlédnutim
k ptipadnym neZadoucim reakcim na ptedchozi odbéry. Tohoto doporuceni jsme se drzeli pii
1€¢bé nasich pacientt.

V nasi studii se nam vice nez sledovani absolutniho mnozstvi odebranych erytrocytt (v
ml) osvédCilo sledovani a stanovovani procenta odebiranych erytrocytli z celkového
aktualniho mnozstvi erytrocyti u kazdého pacienta (TEV, total erytrocyte volume). TEV
jsme vypocetli z TBV a aktudlniho hematokritu. Stanoveni TEV a urCeni mnoZstvi
odebiranych erytrocytd jako % TEV nam umoznilo individualizovat odbér u kazdého
pacienta a pruzné tak reagovat na zmény krevniho obrazu v c¢ase, pfipadné na predchozi
nezadouci reakce na odbér. Prokézali jsme, ze odbér 25 — 30 % objemu erytrocyti
nepiedstavuje pro organismus kritickou zat€z a nenese s sebou vyskyt nezadoucich reakci u
pacientll s neporuSenymi kompenza¢nimi mechanismy, vcetné pozdnich komplikaci,
vyvolanych napf. anemizaci pacienta. Naproti tomu po odbéru erytrocytli nad 30 % TEV si
v nasem souboru 50 % nemocnych stéZovalo na zvySenou unavu, slabost a spavost
v odpolednich hodinach po odbéru. Tyto obtize jsme pied nasledujicim odbérem aktivné
zjistovali a na jejich podkladu jsme redukovali mnozstvi odebiranych erytrocytti (% TEV).
Zajimavym zjisténim v nasem souboru je, Zze zeny dobie tolerovaly odbér o 2 — 5 % TEV
vyssi ve srovnani s muzi, tento rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny (viz kap. 6.3.1., graf
4).

25



Maximalni mnozstvi odebranych erytrocytl v naSem souboru bylo 837 ml. Né&kteti autofi
referuji 1 o vétSich objemech erytrocyt, az o 1000 ml, odebranych pii jedné erytrocytaferéze
[3, 42]. Neuvadé¢ji vsak, o jaké procento TEV se u danych pacientli jednalo, nebo jaky méli
jejich pacienti TBV. Erytrocytaferéza je vSak dostateCné ucinna i pii primérném mnozstvi
odebranych erytrocytd kolem 500 ml na 1 odbér [26, 30, 40, 42], tak jako je tomu i v naSem
souboru.

Na zaklad¢ vyse uvedenych zkuSenosti jsme stanovili nasledujici standardni postup. U
kazdého pacienta jsme urCili TEV vyse uvedenym propoctem z TBV a aktudlniho
hematokritu. Cilové mnozstvi odebranych erytrocytll jsme stanovili na 25 — 35 % TEV, nizsi
hodnoty vtomto rozmezi byly voleny u pacientii s ptredpokladanymi porusenymi
kompenza¢nimi mechanismy (vyssi vek, pritomnost choroby srdce a cév, jaterni cirhoza
atd.). Po kazdém odbéru byla zjisténa tolerance odbéru a pifi vyskytu vyrazné unavy a
spavosti po odbéru byl odebirany objem erytrocytli (% TEV) sniZzen. Mezi prvnim a druhym
odbérem jsme stanovili interval 14 dnt, kazdy dalsi odbér jsme se snazili provadét za 10 —
14 dna tak, aby za 3 — 4 tydny byly vzdy provedeny 2 erytrocytaferézy. Skute¢ny zjistény
interval mezi dvéma odbéry (median) byl v naSem souboru 18 dnti. SniZeni frekvence odbéri
proti pivodnimu planu bylo zptisobeno odkladanim terminu odbéru z osobnich diivodi nebo
z divodu onemocnéni pacientdl, ptipadné byl delsi interval volen u pacientil s nedostatecnou
erytropoézou, u nichz bylo pfi individualizaci odbéru uptednostnéno zachovani odebiraného
mnozstvi pted dodrzenim intervalu mezi odbéry.

Celkové mnozstvi erytrocytd odebranych béhem indukéni faze (410 — 26927 ml, viz
kap. 6.3.3.) statisticky vyznamné korelovalo se vstupni hodnotou feritinu pacientt (graf 9 a
10). Pfestoze jsme v naSem souboru nenalezli statisticky vyznamny rozdil v hlading feritinu
mezi souborem homozygotii C282Y a souborem pacientil s ostatnimu mutacemi (viz kap.
6.2., graf 3), prokazali jsme mezi témito dvéma soubory statisticky vyznamny rozdil
v mnozstvi odebranych erytrocytli pro dosazeni cilové hladiny feritinu pod 50 pg/l (graf 7).
Tento vysledek odpovida publikovanym udajim, ze homozygoti C282Y akumuluji vice
zeleza, maji vice poSkozené organy a vcasnou lécbou lze, alespoii Castecné, jejich poskozeni
mirnit [1-3, 14].

Jednim zcili prace bylo vyvodit ze zkuSenosti s probéhlymi odbéry, z mnozstvi
odebranych erytrocytil a rychlosti poklesu feritinu ,,vzorec* ¢i predikéni model pro odhad
lécebného planu a rychlosti poklesu hladiny feritinu u novych nemocnych. Tento piedpoklad
se nam nepodafilo naplnit, pravdépodobné z divodu nehomogenity souboru a jeho malé
velikosti. Pokles feritinu v naSem souboru lze nejlépe charakterizovat jako individudlni.
Prokéazali jsme, ze pokles hladiny feritinu statisticky vyznamné zdvisel na mnozstvi
odebranych erytrocytl. Ostatni zavislosti, uvadéné v literatute (zavislost hladiny feritinu na
véku a pohlavi) [1, 3], jsme v naSem souboru neprokazali jako statisticky vyznamné. Pti
stanovovani presného predikéniho modelu by bylo tieba vzit do tivahy i1 dalsi faktory, které
mohou ovlivnit efektivitu 1écby (rychlost vstfebavani Zeleza, mobilizace Zeleza z bun¢k do
plazmy, schopnost kostni dien¢ pacienta nahradit odebrané erytrocyty apod). Rombout-
Sestrienkova v roce 2020 publikovala navrh prediktivniho modelu pro pokles feritinu pfi
1éb¢ HH venepunkcemi a erytrocytafrézou [55]. Model nabizi predikci poctu
predpokladanych odbéri pro 1é€bu konkrétniho pacienta po zadani jeho poc¢atecniho feritinu,
hemoglobinu a TBV nebo BMI do publikovaného vzorce. Data naSich pacientl pfed indukéni
1é¢bou jsme zadali do uvedeného modelu a vypocteny pocet odbérii porovnali se skute¢nym
poctem erytrocytaferéz. Autorka uvadi ve svém souboru prediktivni chybu 4 odbérti pro
erytrocytaferézu, v naSem souboru byla chyba odhadu vétsi (vice nez 5 odbérli u pacientd
s vice nez 10 odbéry).
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7.4. RIZENI A INDIVIDUALIZACE ODBERU

Erytrocytaferéza poskytuje na rozdil od venepunkce moznost ptizptsobit odbér krvinek
na miru kazdému pacientovi. U venepunkce lze korigovat pouze konecny objem odebrané
krve, nikoliv v§ak mnozstvi odebranych erytrocytl, které zavisi na aktudlnim hematokritu
pacienta. Obdobn¢ 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.

Naproti tomu u erytrocytaferézy lze presn€ naplanovat mnozstvi odebranych erytrocyti,
individualizovat odbér podle aktudlniho hematokritu s predikei cilového hematokritu, podle
stavu kompenza¢nich mechanismu, podle snaSenlivosti pii predchozich odbérech. Obdobné
se individualné nastavuje odbérova a ndvratova rychlost krve a krevnich slozek podle
zkuSenosti z pfedchozich odbéra tak, aby se predeslo nezadoucim reakcim a komplikacim
[24, 26, 36].

7.5. NAHRADA ODEBIRANYCH ERYTROCYTU

Pti planovani metodiky pro erytrocytaferéz pied zahdjenim studie jsme hledali odpovéd’
na otazku, zda pti odbérech hradit odebrany objem krvinek a pokud ano, jaky zvolit ndhradni
roztok a jaké mnozstvi podat pacientovi v prubéhu odbéru. Tehdy dostupné publikace
odpovéd’ na tyto otdzky neposkytovaly nebo pouze zminovaly, ze by se m¢l provadét
izovolemicky odbér [30, 37-39]. Pii jednorazovém odbéru plné krve u dospélého clovéka, at’
se jedna o darcovsky odbér 450 ml plné krve nebo 1écebnou venepunkcei (400 — 500 ml krve),
neni nutnd zadnad nahrada za ptredpokladu dobré ptredchozi hydratace darce nebo pacienta
(napf. vhodnym pitnym reZimem pied odbérem) [29, 30, 34, 37-39]. Naproti tomu napf.
AABB standard pro 1écebné aferézy [56] doporucuje peclivé hradit odebirané slozky pro
udrzeni normovolémie jako prevenci nezddoucich reakci pfi 1é€bé. Na zaklad¢ dlouholetych
zkuSenosti pracovisté Skolitele sléCebnymi aferézami a svédomim, ze podavany
fyziologicky roztok unika rychle do extravaskuldrniho prostoru, jsme rozhodli o standardni
objemové nahrad€ kazdé erytrocytaferézy fyziologickym roztokem v poméru 1,5:1
k odebiranym erytrocytim. Tato ndhrada byla snadno uskute¢nitelna, protoze jednordzova
odbérova souprava k 1écebné erytrocytaferéze ma Y spojku pro pfipojeni vaku s nahradnim
roztokem a soucasné¢ SW separatoru umoziuje volbu nahrady v rozmezi 0 — 150 % objemu
odebranych erytrocytii. Nizky vyskyt hypotenznich nezddoucich reakci v naSem souboru a
nasledné publikované studie potvrdily spravnost nasi volby. [26, 29, 31, 43]

7.6. SLEDOVANI STREDNIHO OBJEMU ERYTROCYTU JAKO
MARKERU POKLESU ZASOB ZELEZA

Cilem lécby HH je sniZeni zasob Zeleza na normalni hodnoty, indukéni 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/1[1, 29, 34-36]. Pii 1écbé venepunkcemi je
tteba kontrolovat hladinu feritinu v pravidelnych intervalech, nejmén¢ jedenkrat mésicné [1,
3], pti lécbe erytrocytaferézami se obvykle kontroluje feritin pti kazdém odbéru [24, 55]. Pti
koncipovani nasi studie jsme se rozhodli otestovat hypotézu, zda by se hodnota stfedniho
objemu erytrocytli (MCV) mohla ménit pfi klesajicich zasobach Zeleza, tzn., zda by sledovani
jednoduchého a levného ukazatele zjiStovaného pti vySetfeni krevniho obrazu mohlo
nahradit sledovani hladiny feritinu. Vychézeli jsme z publikace, ve které autofi pokladaji
MCV spolu s hladinou hemoglobinu za jednoduchy a spolehlivy znak, ktery je vyznamny pti
sledovani 1¢cby HH venepunkcemi [57]. V nasi studii se stfedni objem erytrocytli u pacientii
v zavislosti na odbérech vyznamné neménil. Pred 2. — 4. odbérem byl sice zaznamendn
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statisticky nevyznamny nartst 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 pacienti, u
nichz poklesla hladina feritinu na konci indukéni 1é¢by pod 15 pg/l, byl nésledné zaznamenan
pokles MCV. Soucasné vSak bylo zaznamenano snizeni hladiny hemoglobinu a hematokritu
zpisobené iatrogenni sideropenii. NaS zdvér je v rozporu s vyse uvedenou Bolanovou
publikaci, prakticky vyznam sledovani MCV jsme neprokazali.

7.7.NAKLADY NA LECBU

Studie porovnavajici materidlové naklady vynalozené na oba typy odbéru preferuji
venepunkci jako levnéjsi [26, 30]. V naSich podminkach jsou materidlové naklady na
erytrocytaferézu nasobné vyssi, do 100 K¢ na venepunkei, do 3000 K¢ na erytrocytaferézu.
Hlavni néklady zahrnuji odbérovy vak (u venepunkce) a (u erytrocytaferézy) jednorazovy
odbérovy set, antikoagula¢ni a ndhradni roztoky. Doba jednoho odbéru znamené rozdilné
personalni naklady — u erytrocytaferézy ptiblizné 6x vyssi (10 minut venepunkce vs. 60
minut erytrocytaferéza). Tento rozdil je ale platny pouze za predpokladu, ze se jedna sestra
vénuje jednomu pacientovi v pritbéhu celého odbéru. Pii kratkém trvani venepunkce je tento
predpoklad platny. Naproti tomu v priibéhu erytrocytaferézy, pokud probiha bez komplikaci,
sestra na nasem pracovisti provadi ve stejné mistnosti dalsi odbéry, napt. autotransfuze nebo
odbéry krve pacientiim pro vyrobu autolognich o¢nich kapek. Tim se personalni ndklady na
erytrocytaferézu vyrazné snizuji. Do ndkladi pfi detailni kalkulaci je tfeba zahrnout 1 odpisy
pofizovaci ceny separatoru a ro¢ni naklady na jeho validace a opravy. Prepocteny naklad na
jeden odbér zavisi predevs§im na vyuziti separatoru. Pokud je piistroj mimo lécebnych aferéz
pouzivan denné k darcovskym odbérim, jako je tomu i v pfipadé separatoru na naSem
transfuznim oddéleni, tvofi tento néklad fadové pouze jednotky procent materidlovych
nakladi.

Autofi, ktefi provedli podrobné ekonomické kalkulace, ptipoustéji, Ze celkové naklady
jsou u erytrocytaferéz dokonce niz$i, za predpokladu, ze se do kalkulace zahrne nizsi
frekvence odbért erytrocytaferézou, nizsi po€et navstév pacienta ve zdravotnickém zafizeni
a zkraceni doby 1écby se vztahem k pfinosim pacienta v ptipadech, kdy je pacient
v pracovnim procesu, kdy necerpa nemocenské nebo jiné davky [40, 41].

7.8. NEZADOUCI REAKCE

Frekvence nezadoucich reakci u 1€¢ebnych aferéz se uvadi mezi 0 — 25 % [26, 41, 56, 58,
59], Cetnost zavisi na typu lécebné aferézy, délce trvani, mnozstvi krve proslé piistrojem a
nahradach, které se pii aferéze podavaji. Reakce jsou vétSinou lehké a lze je vyfeSit 1 bez
pfed¢asného ukonceni vykonu. Zavazné reakce mohou byt diivodem pieruseni lécebného
vykonu, vyjime¢né mohou vést k trvalému poskozeni pacienta nebo k jeho umrti [59]. Pti
lécbé HH erytrocytaferézami uvadi Ong u 129 erytrocytaferéz jednu synkopu a 32 (25 %)
lehkych citratovych reakci [36]. Rombout-Sestrienkova pozorovala pii 1€€be 6 pacienti s HH
13,6 % velmi lehkych citratovych reakci [31]. Muncunill nezaznamenal pii 1écbé 16
nemocnych zddné reakce — tento udaj se tyka pouze klinickych reakci, nesledoval jiné, napf.
technické nebo zilni komplikace [30].

Nezadouci reakce v naSem souboru se vyskytly u 10,4 % erytrocytaferéz v indukéni fazi
s prevahou lehkych reakci (96,2 %, kap. 6.5., tab. 5) a u 6,8 % erytrocytaferéz v udrzovaci
fazi (pouze lehké reakce, kap. 6.6.1.). 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 nahradniho roztoku.
Nejcaste¢jsi komplikaci u naSich nemocnych v indukéni fazi (55,7 %) byly pfiznaky
z hypokalcémie projevujici se u pacientll lehkym brnénim okolo st nebo brnénim prsti. Tato
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reakce je pfiznakem nepoméru mezi rychlosti nédvratu krevnich slozek s antikoagulaénim
roztokem a schopnosti jater pacienta metabolizovat dodavany citronan [26, 43]. Reakce byla
vzdy feSena zpomalenim ¢i zastavenim navratové pumpy separatoru do ustupu obtizi, coz
obvykle nastavalo za 1 —2 minuty. Po ustupu pfiznaka hypokalcémie byla nastavena snizena
navratova rychlost o 10 — 20 ml/min. Celkem v 12 ptipadech byl ustup obtizi pomalejsi,
pacientim byl poddn napoj s rozpusténou tabletou Calcium effervescens s pozitivnim
projevila nauzeou, zvracenim a kieCemi svali hornich koncetin. Komplikace byla zvladnuta
nitrozilnim podanim 1 amp. Calcium gluconicum, po ustupu obtizi byla erytrocytaferéza
dokoncena podle planu. Abychom ptedesli opakovani této reakce pii pfistich odbérech,
podavali jsme pred erytrocytaferézou preventivné 1 tabletu Calcium effervescens kazdému
pacientovi, u kterého byly v minulosti zaznamenany ptiznaky z hypokalcémie.

V priibéhu 8 1écebnych vykonil u 6 pacientl v indukénim rezimu a v prabéhu 5 vykoni u
2 pacientli v udrzovaci 1é¢b¢ se projevily ptiznaky vazovagalni reakce — nevolnost a slabost
doprovazené lehkou hypotenzi (ne pod 100 mm Hg v systole), vzdy v pribéhu nebo po
ukonceni posledniho odbérového cyklu. Reakce jsme feSili zménou polohy pacienta
(Trendelenburgova poloha), zpomalenim odbérové rychlosti pumpy separatoru o 10 — 20
ml/min., ptfipadné¢ podédnim bolusu nihradniho roztoku (fyziologicky roztok) v mnoZzstvi
podle stavu pacienta, maximalné do 500 ml. V jednom piipad¢ pretrvavala hypotenze po
dobu delsi nez 30 minut, stav byl zvladnut az podanim celkem 1000 ml infuze (500 ml
fyziologického roztoku a 500 ml glukdzy).

Rombout-Sestrienkova pozorovala v randomizované studii niz$i celkovy pocet vedlejSich
hypotenznich reakci u pacienti léCenych erytrocytaferézou, u 87 erytrocytaferéz
zaznamenala 1 reakci (1,1 %), u 342 venepunkci zachytila 9 reakci (2,6 %) [31, 42]. V naSem
souboru jsme zaznamenali 13 vazovagalnich reakci na 1086 aferéz, tj. 1,2 %.

Komplikace zplisobené nevhodnym zilnim ptistupem jsme fesili u 30 odbérit (v indukéni
1 udrzovaci 1é¢bé, celkem u 7 pacientil), v 29 ptipadech 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 predcasn¢ ukoncen z diivodu ruptur zil na
obou hornich koncetindch pfi navratovém cyklu, i pfes nastaveni minimalni navratové
rychlosti.

U jednoho pacienta jsme zaznamenali poSkozeni drobné vétve senzitivniho nervu, které se
projevovalo brnénim a tupym pocitem v prstech ruky, obtize pretrvavaly celkem 7 dnii po
odbéru, poté spontann€ vymizely. Tato komplikace neni neznama, objevuje se u darci plné
krve 1 krevnich slozek, jeji ¢etnost je udavana v poméru 1:70 000 odbérii [50].

Pozdni komplikace odbéru zahrnovaly ptfedevSim stiZznosti nemocnych na Unavu po
odbéru, ktera se projevovala do 24 hodin po proceduie. Pacienti odchézeli po vykonu pouceni
o nutnosti zvySeného piijmu tekutin v obdobi 24 hodin po erytrocytaferéze. I pfi dodrZeni
tohoto doporuceni se citili odpoledne po odbéru unaveni, odpoledne prospali. Ptes tyto obtiZe
byli vSichni druhy den schopni prace a tolerovali obvyklou namahu. Nikdo z lé€enych
nepferusil pracovni pomér ani si nevyzadal vystaveni pracovni neschopnosti. K subjektivni
upraveé stavu doSlo do 2. dne po erytrocytaferéze. Nejvice byla tinava pocitovana po 2.
erytrocytaferéze, protoze 14 dnl po prvnim odbéru nedoslo k Gplnému névratu hematokritu
k piivodni hodnoté. Po tietim a dalSich odbérech, i kdyz byly provadény ve stejném odstupu
od predchoziho odbéru, se jiz obtize objevovaly vyjimecne. Pravdépodobnym vysvétlenim
je nartistajici aktivace kostni diené, jejiz produkce jiz stacila hradit odebrané erytrocyty,
hematokrit jiz nebyl pfed dalSi procedurou sniZzen oproti pfedchozimu odbéru. Tato
domnénka vychazi znaSich zkuSenosti s darcovskymi dvojitymi erytrocytaferézami, u
kterych jsme prokazali uplny navrat hodnoty hematokritu a hemoglobinu na ptivodni hodnotu
po 3 — 4 tydnech po odbéru, pokud se jednalo o prvni odbér. Pokud se jednalo o 2. odbér u
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dérce v intervalu 4 mésict po prvnim odbéru, byla hodnota hematokritu a hemoglobinu za 3
— 4 tydny po odbéru dokonce vyssi, nez pred prvnim odbérem [60].

7.9. DLOUHODOBE SLEDOVANI PACIENTI PRI UDRZOVACI
LECBE

Pacienty po skonceni indukcni 1é¢by jsme predavali zpét do péce 1€kaitim a specialistim,
ktefi je k nam k této 1é¢be poslali. Dlouhodobé jsme sledovali pouze ty pacienty, kteti k nam
byli po skonceni indukéni 1é¢by pravidelné odesilani k 1écebnym aferézdm v ramci udrzovaci
1éCby, a pacienty, ktefi se stali darci krve (viz kap. 6.6.2.). Sbérem jejich dat jsme naplnovali
jeden ze stanovenych cili nasSi studie - sledovat rychlost vzestupu feritinu a stanovit
optimalni interval néslednych erytrocytaferéz. To se nam dobie podatilo u 17 pacientti, ktefi
na kontroly nebo 1é¢ebné vykony dochazeli pravidelné (nejméné dvakrat za rok). Tito
pacienti vyzadovali pro udrzeni normalni hladiny feritinu (optimalné pod hodnotou 100 pg/1)
1 — 3 erytrocytaferézy rocné. Mezi 19 pacientt, ktefi byli vySetfeni v poslednich 24 mésicich,
patfili jak pacienti pravidelné sledovanti, tak 1 pacienti ndhodné odeslani k 1é¢bé po delsi dobé.
To je divodem, pro¢ je primérna hladina feritinu pacientt pfi jejich posledni navstéve (viz
kap. 9.5.) vysoko nad 100 pg/l (v rozmezi 45,6 — 437 pg/l). Zajimavymi piiklady
potvrzujicimi individualni rychlost akumulace Zeleza v naSem souboru jsou dva nasledujici
pacienti. Jeden pacient (C282Y homozygot) se dostavil k 1écbé po 2 letech po skonceni
induk¢ni 1€¢by, jeho feritin dosahl hodnoty 1460 pg/l. Jedna pacientka (C282Y homozygot)
nam byla odeslana k 1é€b¢ az po 9,5 letech od skonceni indukéni 1é¢by, jeji hodnota feritinu
byla 1410 ug/1 (jakoukoliv 1é¢bu v tomto obdobi pacientka vyloucila). U obou pacientd byly
provadény erytrocytaferézy s obdobnou intenzitou a frekvenci jako pii indukéni 1é€bé
s cilem co nejrychleji snizit hladinu pod 50 pg/l.

7.10. PERSPEKTIVY DALSI LECBY

Erytrocytaferéza je metodou, ktera si vedle venepunkce nasla misto v 1é€bé pacientti s HH
[29, 44, 55]. Rozvoj védeckych poznatki o fyziologii a patologii regulace hladiny Zeleza
v organismu piinds$i nové moznosti 1é€by HH, napf. podavani novych chelatacnich latek,
hepcidinu nebo jeho derivatii [2] Nelze vyloucit, Ze nové molekuly, napt. minihepcidiny nebo
agonisté hepcidinu, mohou v budoucnosti snizit ¢i uplné nahradit u pacient s HH potiebu
1é€ebnych odbérii krve, at’ uz venepunkci nebo erytrocytaferézou [12, 61, 62]. V soucasné
dobé 1écba pacientid s HH na naSem oddé€leni pokracuje. Erytrocytaferézy provadime jak u
nove zafazovanych pacientd, tak i u pacientil v udrzovaci 1écbe€. V roce 2021 jsme jiz zahdjili
indukéni 1é€bu u jednoho pacienta s nove zjiSténou diagnézou HH. Ve sbéru dat, tak jak jsme
jej vyty¢ili na pocatku nasi studie, pokracujeme.
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8. PLNENI CILU VYZKUMU A ZAVERY
Cile disertacni prace byly splnény.

8.1. PRIMARNI CILE PRACE

8.1.1. VYTVORENI SOUBORU NEMOCNYCH

Soubor nemocnych lécenych erytrocytaferézou byl vytvoren, podafilo se zaradit
dostatek respondentli k vyvozeni zavért zanalyz. Soubor je velikosti srovnatelny
s publikovanymi zahraniénimi soubory, v CR je unikatni. Vzhledem k dlouhodobému
sledovani pacientl patii mezi ojedin¢lé.

8.1.2. LECEBNA METODA

Erytrocytaferéza, piistrojova metoda odbéru erytrocytii byla zavedena do 1¢Cby
nemocnych HH, opakovanymi odbéry erytrocytl touto metodou jsme dosahli snizeni hladiny
feritinu pod 50 pg/l u vSech nemocnych, ktefi dokoncili 1écbu (42/47).

8.2. SEKUNDARNI CiLE PRACE

8.2.1. BEZPECNOST ERYTROCYTAFEREZY

Nezadouci reakce jsme sledovali a vyhodnotili. Erytrocytaferéza byla nasimi pacienty
dobfe snaSena, nezaddouci reakce se objevily s ocekdvanou nizkou dcetnosti, nebyly
pozorovany klinicky zavazné ptihody.

8.2.2. EFEKTIVITA PROCEDUR

Ziskand data jsme vyhodnotili, statisticky zpracovali a publikovali. Publikované
vysledky jsou citovany, nase vysledky byly vyuzity k tvorbé guidelines pro 1écbu HH
(Kowdley19). U kazdého nemocného byla vyhodnocenan zavislost poklesu hladiny feritinu
na mnozstvi odebiranych erytrocytd, na ¢etnosti odbéri a trvani 1éCby. Z téchto individualné
variabilnich dat nebylo moZné sestavit obecné platny vzorec pro predikci mnoZstvi
odebranych erytrocyti a doby 1é¢by pii optimalni frekvenci 1é¢ebnych erytrocytaferéz u noveé
zafazovaného pacienta.

8.2.3. UKAZATELE USPESNOSTI LECBY
Sledovani MCYV jako indikéatoru ucinnosti 1€cby se neukazalo jako prakticky vyuzitelné

8.2.4. UDRZOVACI LECBA
Pacienti v pribéhu udriovaci lécby byli sledovani, pfi vzestupu hladiny feritinu byli
1é¢eni erytrocytaferézou. Data dlouhodobé¢ sledovanych pacientii byla vyhodnocena.

8.3. POZNATKY MIMO PUVODNI ZAMER

Studii byly ziskany dal§i poznatky mimo piivodni zamér. Jde o priikkaz vyznamnosti
sledovani hladiny feritinu, jako jednoduchého parametru v prevenci vyznamného sniZeni
zasob Zeleza u darcti krve. Screeningem 1348 dérct krve, provedenym v letech 2004 — 2005,
jsme sice neziskali zadného pacienta do nasi studie, ale zjistili jsme, ze ¢ast darct (16,3 %
zen a 5,7 % muzll) ma snizené zasoby Zeleza. Na zékladé€ tohoto zjiSténi a po jeho nasledném
potvrzeni jsme zavedli testovani zasobniho Zeleza (hladiny feritinu) u vSech prvodarct
pfichazejicich darovat krev na nase odd¢leni, abychom u naSich darct a darkyn piedesli
vzniku nebo prohloubeni sideropenie. Neni piekvapenim, ze u fady prvodarct, predevSim
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prvodarkyn, jsme pfed prvnim odbérem pii normalnim krevnim obrazu zjistili sttedné tézkou
nebo zadvaznou sideropenii. Data planujeme statisticky zpracovat a publikovat.

8.4. 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 bezpecnou metodou, vyskyt nezadoucich
reakci a komplikaci je nizky (10,4 % v indukéni 1€¢bé, 6,8 % v udrzovaci 1é¢bé),
zévazné reakce se nevyskytly.
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