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1 UVOD

Zelezo se fadi mezi dilezité biogenni stopové prvky a jeho tloha v savéim organismu
je nezastupitelnd. V piirodé neexistuje daldi prvek s analogickymi vlastnostmi. Zelezo je
soucasti celé fady sloucenin, které zajistuji kli¢ové fyziologické funkce, jako je bunécné
dychani a pfenos kysliku k tkanim. Ma rovnéz vyznam pro bunéfnou proliferaci a
diferenciaci, pro regulaci genové exprese a uplatiiuje se také ve funkcich imunitniho systému.

Fyziologické funkce zeleza v organismu vyplyvaji ze schopnosti Zeleza ucastnit se
oxidoredukénich reakci, pfi¢emz tato vlastnost je odvozena z chemickych vlastnosti Zeleza.
Zelezo se vyskytuje ve dvou stabilnich oxidaénich stavech, a to jak v redukované, dvojmocné
formé Fez+, tak v oxidované, trojmocné formé Fe’". Atom Zeleza se tak miZe udastnit
oxidoredukénich (redoxnich) reakci, spojenych s pienosem elektronu. Tato vlastnost je na
jedné strané pro organismus velmi vyhodnd, ale na druhé strané také potencidlné velmi
nebezpecnd. Dvojmocné Zelezo v tkanich katalyzuje vznik vysoce reaktivnich hydroxylovych
radikald (OH") z peroxidu vodiku H,O, (Fentonova reakce). Volné hydroxylové radikaly a
dalsi reaktivni kyslikaté slouceniny (ROS - reactive oxygen species), vzniklé touto cestou dale
katalyzuji peroxidaci lipidi a poskozuji tak bunécné membrany, proteiny i DNA. Nadbytecné
zelezo je tak pro bunku toxické a mlize vést k jejimu zdvaznému poskozeni. Proto udrzovani
rovnovahy iontl zeleza je dtlezité pro spravné fungovani organismu.

Vzhledem k tomu, Ze nasledky akumulace Zeleza pfi genetické hemochromatoze byly
jiz detailné prozkoumany, narlstd v poslednich letech pozornost a zdjem o duasledky
akumulace zeleza také u jinych onemocnéni. Protoze vysledky dosavadnich studii jsou

nejednoznacné a Casto vzajemné se odporujici, bylo cilem této prace analyzovat a objasnit



vztah mutaci HFE genu a metabolismu Zeleza k patogenezi a progresi nékterych koznich a

chronickych jaternich onemocnéni mimo genetickou hemochromatozu.



2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 REGULACE HOMEOSTAZY ZELEZA

V ORGANISMU

2.1.1 Absorpce Zeleza ve stirevé

Protoze télo nema k dispozici zadny G¢inny mechanismus, jak se zbavit nadbyte¢ného
zeleza, je zakladnim homeostatickym mechanismem v metabolismu Zeleza regulace jeho
vstfebavani. Absorpce Zeleza probiha v kartaCovém lemu enterocytl v duodenalni sliznici po
predchozi redukci trojmocné formy na formu dvojmocnou. Redukce zeleza je
zprostfedkovana duodendlni cytochrom-b reduktizou (Dcytb). V dalSim kroku miZze byt
zelezo preneseno do nitra enterocytu transportérem divalentnich kovii (DMT1). Exprese obou
téchto proteinli je zavisla na koncentraci zeleza v enterocytech. Zatim neobjasnénym
mechanismem je Zelezo transportovano k bazolateralni membrané enterocytu. V exportu
zeleza pres bazolaterdlni membranu enterocytu se uplatituje transmembranovy protein
feroportin, ktery se nachazi také v tkanovych makrofazich, zejména pak v Kupfferovych
buiikach v jatrech, v makrofazich kostni dfen¢ a ve slezin€. A praveé koordinovand exprese
feroportinu v enterocytech a makrofazich ma zékladni vyznam pro homeostazu zeleza.
V dal$im kroku je Zelezo intraceluldrné lokalizovanym hefestinem s feroxiddzovou aktivitou
oxidovano zpét do trojmocné formy. Jen za téchto podminek miize byt Zelezo navazano na
transferin a posléze distribuovano k jednotlivym organiim a tkdnim. Pfesny mechanismus,

kterym Zelezo ptechazi na transferin nebyl dosud objasnén.



Kromé vyse popsaného vstiebavani nehemového zeleza dochdzi v duodenu také
k absorpci zeleza hemového. Transport hemového zeleza ptes apikalni membranu enterocytu
je zprostfedkovan enterocytarnim hemovym importérem HCP1 (heme carrier protein 1). Hem
navazany na HCP1 se prostfednictvim receptorem zprostiedkované endocytézy dostdva do
enterocytu, kde je ve formé endosomdlnich vackt transportovano k membrané¢ hladkého
endoplazmatického retikula. Zde je zelezo ptisobenim hemové oxygendzy 1 (HOI) uvolnéno
z protoporfyrinu a hem je naslednd degradovan na CO, Fe*" a biliverdin. Osud takto
uvolnéného Zeleza je jiz shodny s zelezem ptivodu nehemového.

Mnozstvi Zeleza v organismu je regulovano v ramci kazdé jednotlivé bunky organismu
a dale na arovni celého organismu. V komunikaci mezi mechanismy regulace hladiny Zeleza
v buiice a mechanismy regulace v cirkulaci pravdépodobné hraje tlohu transferinovy receptor

1 (TfR1).
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2.1.2 Regulace mnoZzstvi Zeleza na bunécné trovni

Na bunécné trovni je v regulaci metabolismu zeleza posttranskripéné zapojen systém
tzv. iron responsive proteins (IRPs) — iron responsive elements (IREs). IREs jsou vlasenkovité
struktury na obou koncich neptelozenych tseki (UTR — untranslated region) mRNA, které¢
kéduji vlastni, Zelezem regulovany protein. Za predpokladu, Ze je v organismu zeleza
nedostatek, vazi se IRPs na IREs. Jejich vazba pak ovliviiuje aktivitu vlastniho kodujiciho
useku mRNA, ¢imz se ovlivni tvorba proteini uplatiujicich se v metabolismu zeleza, a to
hlavné€ na urovni translace — zvySenim stability mRNA (vazba na 3” konec) nebo zménou
transkripce (vazbou na 5" konec) [Cairo 2007]. Pii nedostatku zeleza v buiice dojde ke

zvySeni exprese proteintl zajist'ujicich transport Zeleza do buiiky a naopak ke snizeni exprese
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proteint, které se ucastni utilizace, ukladani a exportu zeleza z buiiky. Naopak pti nadbytku

zeleza k vazbé IRPs na IREs nedochézi a konecny efekt je zcela opacny.

2.1.3 Regulace mnoZstvi Zeleza na systémové urovni

V systémové regulaci homeostdzy Zeleza patii klicova uloha peptidu hepcidinu.
Hepcidin byl piivodné izolovan z moci a plazmy jako latka s antimikrobidlnimi vlastnostmi
[Park 2001]. Je syntetizovan predevsSim v jatrech, ale v mensi mife také v tukové tkani.
Cilovou strukturou hepcidinu je transportér feroportin, ktery je po navazani internalizovan a
degradovan v bunice, ¢imz se snizuje export zeleza z builky. Timto zplisobem hepcidin
reguluje vstiebavani Zeleza enterocyty a uvoliiovani zeleza z hepatocyti a makrofag.
Regulace syntézy hepcidinu probiha na urovni transkripce tim, ze je ovlivnén promotor genu
a tim 1 tvorba vlastni mRNA [Sedlackova 2009].

Sekreci hepcidinu indukuji zvySena zasoba Zeleza a predevsim zanétlivy stav [Nicolas
2002, Nemeth 2003]. Infekce a nekteré patogenni molekuly, napt. lipopolysacharid, ziejmé
pusobi na makrofagy i na jaterni Kupfferovy buiiky, které pak produkuji IL-6. Tento cytokin
v hepatocytech indukuje produkci mRNA pro hepcidin [Nicolas 2002] a tak zplsobuje
sideropenii v disledku zanétu [Nemeth 2004]. Zanétlivy stav je tedy charakteristicky
porusenou mobilizaci zeleza pfi normalnich zasobach zeleza v organismu. Snizeni dostupnosti
zeleza pro invadujici mikroorganismy lze povazovat za jistou ochranu proti bakteridlnim
infekcim [Ganz 2006].

Syntéza hepcidinu je naopak potlatena pii anémii a hypoxémii, tedy stavech, kdy
stoupa potieba Zeleza v tkanich [Nicolas 2002, Nemeth 2003]. SniZeni hladin hepcidinu vede

k vy$Simu vsttebavani zeleza z potravy a také vice zeleza se uvoliiuje z makrofagl
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s naslednym vyuzitim pro krvetvorbu. Paradoxné snizena jaterni exprese i sérova koncentrace
hepcidinu byla nalezena u nemocnych s homozygotni formou HFE vyvolané
hemochromatozy. Je tedy pravdépodobné, ze HFE protein reguluje expresi hepcidinu. Kromé
HFE proteinu je vSak syntéza hepcidinu v jatrech ovlivnéna i transferinovym receptorem 2
(TfR2) a hemojuvelinem. Mutace genu pro tyto proteiny maji za nasledek akumulaci zeleza
s fenotypem hemochromatozy [Sebastiani 2007, Vokurka 2003].

Mechanismus ptisobeni HFE proteinu a zapojeni do drahy hepcidinu je zndzornén na

obrazku 1.

Obr. 1: Mechanismus pusobeni HFE proteinu a zapojeni do drahy hepcidinu
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2.2 STAVY NADMERNE AKUMULACE ZELEZA

V ORGANISMU

Stavy s nadmérnou akumulaci Zeleza v organismu Ize rozdé¢lit na primarni a
sekundarni. Primarni akumulaci zeleza v organismu jsou minény geneticky podminéné stavy,
reprezentované zejména genetickou (hereditarni) hemochromatézou (GH). Se sekundarni

akumulaci se setkdvame pii soucasné pritomném jiném, definovaném onemocnéni.

2.2.1 Geneticky podminéné poruchy metabolismu Zeleza

Mezi dédi¢né poruchy metabolismu Zeleza patii kromé klasické hemochromatozy také
tti typy tzv. non-HFE hemochromatézy. SpoleCnym znakem vSech typli je nadmérné
vstiebavani zeleza s jeho hromadénim a nadslednym poSkozenim parenchymatdznich organd.
Ostatni genetické poruchy metabolismu zeleza, jako napf. kongenitalni atransferinémie a

hereditarni aceruloplazminémie jsou vzacné.

2.2.1.1 Klasicka hemochromatoza

Klasickd hemochromat6za neboli hemochromatéza typu 1 je autosomalné recesivni
onemocnéni, podminéné mutaci v HFE genu. Jde o nejcastéjsi pricinu genetické
hemochromatozy. HFE gen je lokalizovan na kratkém raménku 6. chromozému a jeho
produktem je HFE protein [Feder 1996]. HFE protein neni transportni molekula ani
transkripéni faktor, nybrz produkt HLA genu I. tfidy, tedy genu z rodiny hlavniho

histokompatibilniho komplexu. Zda se, ze HFE protein v komplexu s ,-mikroglobulinem
13



a transferinovym receptorem (TfR1) informuje dosud neobjasnénym mechanismem bunky o
mnozstvi cirkulujiciho Zeleza vazaného na transferin. Pravdépodobné pak ovlivituje aktivitu
IRPs a tim expresi proteinti uplatitujicich se pti absorpci Zeleza. V piipadé¢ mutace HFE genu
a tedy absence funk¢niho HFE proteinu je porusena signalizace o hlading cirkulujiciho zeleza
vazaného na transferin [Waheed 1997]. Buitka vnima, ze je zeleza nedostatek a dochazi ke
zvysené expresi proteind podporujicich vstiebavani zeleza [Byrnes 2002, Philpott 2002, Rolfs
2002]. Mechanismus lokalniho ptisobeni HFE proteinu na urovni duodena a ptehled

jednotlivych transportéri zZeleza v duodenalni sliznici je zndzornén na obrazku 2.

Obr.2: Mechanismus lokalniho piisobeni HFE proteinu na urovni duodena

(vlevo), transportéry pro Zelezo v duodenalni sliznici (vpravo)
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V patogenezi HFE vazané hemochromatozy se vyznamné uplatituje klicovy regulator
metabolismu zeleza, hepcidin. Vysledkem nefunkéniho HFE proteinu je pravé snizena
exprese hepcidinu s naslednym zvySenym vstifebavanim zeleza a akumulaci zeleza [Vokurka
2003]. Krom¢ HFE proteinu snizuji expresi hepcidinu i ostatni proteiny, napt. transferinovy
receptor 2 (TfR2) nebo hemojuvelin, které zodpovidaji za fenotyp ostatnich typl
hemochromatozy.
mutace HFE genu — majoritni mutace C282Y, minoritni mutace H63D a mutace S65C. Dalsi
mutace (napt. [105T, G93R, Q283P) jsou velmi vzacné [Barton 1999, Le Gac 2003]. Prehled

identifikovanych mutaci HFE genu je zndzornén na obrazku 3.

Obr.3: Prehled identifikovanych mutaci HFE genu
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Mutace C282Y a H63D Ize nalézt u kavkazské populace Evropy, ale distribuce obou
mutaci se li§i. Majoritni mutace C282Y je nejcastejsi u obyvatel Severni Evropy a vykazuje
prevalenci klesajici od severu k jihu a od zapadu k vychodu. Primérna hodnota frekvence
alely C282Y pro Evropu se pohybuje mezi 5,1 - 6,6% [Lucotte 2001, Merryweather-Clarke
2000]. V Ceské populaci se pohybuje kolem 3,43% [Cimburova 2005], coz odpovida
rozlozeni této alely ve stfedoevropskych zemich. Mutace C282Y vznika disledkem zamény
nukleotidu, vedouci k substituci cysteinu (C) tyrosinem v poloze 282 proteinu.

Minoritni mutace H63D se 1isi od majoritni mutace C282Y S$irsi distribuci a je
ptitomna i v populacich, kde hemochromat6za nebyla dokumentovana [Merryweather-Clarke
1997, Merryweather-Clarke 2000]. Ve vétsiné evropskych populacich se frekvence alely
H63D pohybuje v rozmezi mezi 10 az 20%, s primérnou hodnotou 14,9% [Merryweather-
Clarke 2000]. V Ceské republice se frekvence alely pohybuje kolem 15%. Tato mutace je
podminéna zdménou histidinu (H) za kyselinu asparagovou (D) v pozici 65 HFE proteinu. Je
zodpovédna za mirnéjs$i formu onemocnéni ve srovnani s mutaci C282Y.

Posledni objevenou mutaci je mutace S65C, jejiz frekvence je velmi nizka.
V kavkazské populaci jsou frekvence mutace mezi 0,5 az 3%, v ceské populaci je frekvence
1,25%. Mutace je zplsobena néhradou serinu (S) cysteinem (C) v pozici 65 HFE proteinu.
Prispiva ke vzniku spiSe mirné formy hemochromatdzy, zejména v kombinaci s mutaci
C282Y [Mura 1999].

Nekteii pacienti mohou byt nositeli vice nez jednoho typu mutace. Pak se jedna o
slozené heterozygoty. Prikladem je genotyp C282Y/H63D nebo C282Y/S65C.

Klasickd GH se cast¢ji vyskytuje u muzii (pomér Zzen k muziim 1:3) a manifestuje se
nejcastéji kolem 40.-50. roku véku. U Zen se vétSinou projevi pozdé€ji, nebot’ jsou pired
zvySenymi zdsobami Zeleza chranény ztratami krve pfi menstruacich, ptipadné pii porodu

[Powell 2000].
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2.2.1.2 Non-HFE hemochromatozy

Do identifikace dalSich gent, zodpovédnych za onemocnéni, bylo pouzivano oznaceni
non-HFE hemochromat6za. Po identifikaci pfislusnych geni byla hemochromatdza dale
klasifikovana. S objevenim kli¢ového regulatoru metabolismu Zeleza hepcidinu se vSak od
striktnich déleni jednotlivych forem hemochromatdzy ustupuje, nebot spolecnym
jmenovatelem vSech typtl je abnormdlni hladina hepcidinu.

Hemochromatézu typ 2 (juvenilni) tvoii dv€ formy onemocnéni. Obé formy jsou
autosomalné recesivné dédiéné a vyznacuji se klinickou manifestaci pred tficditym rokem
véku. Postihuje rovnomérné obé pohlavi, nejcastéjSimi piiznaky jsou vSak hypogonadotropni
hypogonadismus a postizeni myokardu ve formé& kardiomyopatie. Forma 2A je podminéna
mutaci v genu pro hemojuvelin, lokalizovaném na chromozomu 1q21. Druha, klinicky tezsi
forma, oznacovana 2B, je zpiisobena mutaci v genu pro hepcidin, ktery je lokalizovan na
lokusu 19q13 [De Gobbi 2002, Roetto 1999].

Hemochromatéza 3. typu je zplUsobena mutaci v genu kodujicim transferinovy
receptor 2 (TfR2), ktery je lokalizovan na chromozomu 7q22. Je rovnéZz autosomalné
recesivné dédicnd. Klinicky obraz je téz8i nez u klasické HFE hemochromatozy, ale mirné;jsi
nez u juvenilni formy. V porovnani s HFE hemochromatézou vSak dochézi k casnéjSimu
nastupu klinickych pfiznaki [Camaschella 2000, Roetto 2002].

Hemochromatéza 4. typu, neboli feroportinova choroba, patii mezi nejcastejsi formy
non-HFE hemochromat6zy. Na rozdil od ptfedchozich forem je autosomalné dominantné
dédicna. Je zplisobena mutaci genu pro hlavni exportér Zeleza z buniky, feroportin. Gen pro
feroportin je lokalizovan na chromozomu 2q32. Dochézi k pfednostni akumulaci zeleza
v retikuloendotelovych bunkéch, ve srovnani s bunikami jaterniho parenchymu u HFE

hemochromatozy. Z téchto divodu prokazujeme nejdiive zvySenou hladinu feritinu, saturace
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transferinu je zvySena pozd¢ji. Nemocni hiife toleruji terapii venepunkcemi, nebot’ reaguji

anémii i pfesto, ze pietrvavaji zvysené hladiny feritinu [Pietrangelo 2004].

2.2.2 Sekundarni akumulace Zeleza

Se sekundarni akumulaci Zeleza v organismu se setkavame u celé fady jinych, zejména
jaternich onemocnéni. Zelezo se z riiznych pficin podili na poskozeni jater, a to i pfi normalni
koncentraci zeleza v jaterni tkani. Problémem vsSak je skuteCnost, ze velmi Casto nelze
spolehlive urcit, zda pietizeni Zelezem je pfi¢inou ¢i disledkem jaterni 1éze, nebo zda se jedna
o prostou koincidenci. Vyznamnym aspektem akumulace zeleza je jeho potencidlni
kancerogenni uc¢inek. Kromé podpory vzniku nadora se uplatiiuje také jako podpiirny faktor a
nutrient nadorového bujeni.

Z chronickych jaternich onemocnéni nutné zminit Castou akumulaci zeleza u
alkoholového jaterniho poskozeni, chronickych virovych hepatitid, nealkoholové
steatohepatitidy a pozdni kozni porfyrie.

Z dalsich pri¢in akumulace zeleza nelze opomenout skupinu hemolytickych a
dyserytropoetickych anémii. Tito nemocni trpi pfetizenim zelezem z diivodu opakovaného
parenteralniho podavani zeleza a opakovanych transfuzi. Hemolyza a neefektivni erytropoéza
je také dtivodem poruchy metabolismu Zeleza u pravideln¢ hemodialyzovanych nemocnych.

Mezi vzacné pfiCiny sekundarni akumulace zeleza v organismu patii n€kterd vrozena

metabolickd onemocnéni, napt. kongenitalni atransferinémie ¢i deficit pyruvatkinazy.

18



2.3 ORGANOVE DUSLEDKY AKUMULACE ZELEZA

Jednotlivé organy a tkdné nejsou nahromadénym Zelezem poSkozeny rovnomérné.
Klinické projevy orgdnového postiZeni z pietizeni Zelezem se objevuji pfi dosazeni mnozstvi
cca 20 graml. Mezi nejvice postizené orgdny patii jatra, srdce, pankreas, endokrinni organy a
klouby.

Nejcastéji a nejvice postizenym organem jsou jatra. Zatimco u primarni akumulace
zeleza na podkladé GH je zelezo ptfednostné akumulovano v hepatocytech, u sekundéarni
akumulace se Zelezo typicky nachazi v Kupfferovych buikach. Zelezo se v hepatocytech
uklada bud’ jako feritin, a to v cytoplazmé¢ a v lyzosomech, nebo jako hemosiderin
v lyzosomech. Vlivem hepatotoxického ucinku Zeleza progreduje postupné jaterni poSkozenti,
hepatocelularniho karcinomu (HCC) v terénu jaterni cirh6zy. U nemocnych s GH a vysokym
obsahem Zeleza se vSak HCC muze vyvijet 1 bez ptitomnosti cirh6zy [Horak, 2010].

Mezi Casté pri¢iny umrti u nemocnych s pretizenim zelezem patii méstnavé srdecni
selhani na podklad¢ restrik¢ni €1 dilata¢ni kardiomyopatie, komplikované arytmiemi.

Ukladani zeleza v bunkach Langerhansovych ostrivkl pankreatu a jejich nasledné
poskozeni vede k potlaceni sekrece inzulinu a rozvoji inzulin - dependentniho diabetu. Kromé
snizeni vlastni produkce inzulinu se v patogenezi diabetu uplatiiuje jaterni a pozdéji také
periferni inzulinova rezistence. Inzulinové rezistenci se piisuzuje vétsi uloha v rozvoji diabetu
nez samotnému posSkozeni pankreatu. Terapie flebotomiemi mé u nemocnych si bez HFE
mutaci velky vliv na potladeni inzulinové rezistence a na zlepSeni kompenzace diabetu

[Equitani 2008, Fernandez-Real 2002].
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Krom¢ pankreatu mohou byt ukladdnim Zeleza postizeny i dal$i endokrinni organy.
Velmi cCasto se setkavdme s postizenim adenohypofyzy ve formé¢ hypogonadotropniho
hypogonadismu [Hempenius 1999]. Popsana jsou i postizeni §titné zlazy v podob¢ sekundarni
hypothyredzy [Hudec 2008].

Izolovanou klinickou manifestaci pretizeni Zelezem mohou byt artropatie, které se
klinicky projevuji nejéastéji jako artréza. V chrupavce mizeme prokézat depozita pyrofosfatu
vapenat¢ho, v  synovii  hemosiderozu. Predilekéné postizenymi  klouby  jsou
metakarpofalangealni klouby, zejména II. a III. prstu, dalSimi postizenymi klouby mohou byt
klouby kycelni, kolenni a zapéstni. Provadéni terapeutickych venepunkci kloubni postizeni
neovliviluje ani nezabraiuje dalsi progresi onemocnéni [Axford 1991].

Typickym koznim projevem jsou hyperpigmentace, zplisobené zvysenou koncentraci
melaninu. Intenzita koznich zmén koreluje s celotélovymi zdsobami Zeleza v organismu a pfi

1é¢bé venepunkcemi mohou zcela vymizet.
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3 ULOHA MUTACI V GENU PRO
GENETICKOU HEMOCHROMATOZU

U POZDNI KOZNI PORFYRIE

3.1 POZDNI KOZNI PORFYRIE

3.1.1 Etiologie a klinicky obraz

Pozdni kozni porfyrie (porphyria cutanea tarda — PCT) patii mezi chronické jaterni
porfyrie a je nejéast&j§i porfyrii v Ceské republice. Onemocnéni je Castéjsi u muzi
s prevalenci pfiblizné¢ 1:1000 obyvatel. Klinicky se manifestuje charakteristickymi koznimi
ptiznaky (kozni fotosenzitivita, ktera se projevuje snadnou zranitelnosti kiize s tvorbou
puchyit a erozi na slunci exponovanych oblastech téla, hojeni probiha za tvorby jizev
s posuny pigmentace ve smyslu hypopigmentace ¢i hyperpigmentace, dalSimi koznimi
projevy jsou hypertrichdza, zmény pigmentace nejCastéji ve smyslu hyperpigmentace
pfipominajici melazma, mize se vyskytnout jizvici alopecie), dale jaternim poSkozenim
ruzného stupné (zpravidla riizny stupen jaterni hemosiderdzy). Laboratorné se onemocnéni
manifestuje zejména zvySenym vylucovanim vySekarboxylovych porfyrinli moc¢i a exkreci
izokoproporfyrinti stolici.

Tyto zmény jsou podminény nadmérnou tvorbou a akumulaci porfyrint pti parcidlnim

defektu enzymu uroporfyrinogendekarboxyldzy (URO-D). Onemocnéni se vyskytuje jednak
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v Castéjsi ziskané (sporadické) formé s poruchou URO-D jen v jatrech (80% ptipadit), jednak
ve vzacnéjsi, autozomalné dominantné pienasené, familidrni (hereditarni) formé s dysfunkci
URO-D ve vsech bunéénych systémech (20% ptipadt). U nemocnych se ziskanou formou
onemocnéni se kromé mozné dédi¢né vlohy na manifestaci onemocnéni vyznamné podili vliv
dlouhodobé konzumace alkoholu, 1é¢ba estrogeny, infekce virem hepatitidy C, pfitomnost
mutaci genl pro hereditarni hemochromatézu nebo méné Castd expozice riznym druhim
polyhalogenovanych uhlovodikti. Pfi vzniku ziskané formy PCT ionty Zzeleza pfimo
uroporfyrinogendekarboxylazu neinaktivuji, ale jednak v soucinnosti s cytochromy P450
stimuluji oxidaci nadmérné vytvafenych a akumulovanych fotobiologicky indiferentnich
porfyrinogenti na porfyriny, jednak pravdépodobné podnécuji tvorbu neporfyrinového
inhibitoru URO-D a kone¢né¢ indukuji enzym hemoxygenazu. Oxidace porfyrinogenii na
porfyriny vede ke vzniku oxidacniho bunééného stresu v jatrech a kizi, a tim k patologickym
zménam v nich. Neporfyrinovy inhibitor tlumi aktivitu URO-D, ¢imZz dochazi ke zvySeni
akumulace vySekarboxylovych porfyrintl, a kone¢né indukce hemoxygendzy ma za nasledek
depleci poolu regulacniho hemu s nésledujici expresi enzymu J&-aminolevulatsyntdzy (o-
ALA), jehoz dasledkem je zvySena novotvorba uroporfyrinogenu.

Stupeii jaterniho poskozeni je negativnim faktorem ovliviiujicim progresi onemocnéni
a prognozu nemocného. Kumulace porfyrinti v jatrech neni jedinym etiologickym faktorem,
ale je i vysledkem plisobeni zevnich faktorti, jako jsou alkohol, drogy, toxiny a infekce virem
hepatitidy C, méné cCasto hepatitidy B, které zarovenn zpiisobuji manifestaci onemocnéni.
Histologicky nachazime nejcastéji mirnou periportalni siderézu, mirnou fokalni steatozu,
loziskovou nekrozu a periportalni fibrézu s urcitym stupném zanétu. Ultrafialovym svétlem
lze dokazat ¢ervenou fluorescenci uroporfyrinu. Klinicky je jaterni poSkozeni manifestni asi u

50% nemocnych, v nemalé mife jiz pfi stanoveni diagnézy ve fazi jaterni cirhozy
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s komplikacemi (do 15% nemocnych). V terénu jaterni cirh6zy je u nemocnych s PCT

pomérné Casty vyskyt hepatocelularniho karcinomu.

3.1.2 Lécba

V terapii PCT se bézn¢ uplatiuji dva zpiisoby — opakované venepunkce a terapie
malymi davkami antimalarik. Provadéni opakovanych venepunkci je zavislé na klinickém
stavu a na laboratornich nalezech parametri metabolismu Zeleza, zejména hladiny sérového
zeleza a hladiny feritinu. Venepunkce se provadi zpravidla ve dvoutydennich intervalech,
jednorazoveé s odbérem az 500 ml krve, dokud hemoglobin nepoklesne na hladiny 100-110
g/l, nebo dokud nedojde k normalizaci hladin sérového Zeleza ¢i 1épe feritinu. Trvani remise
je velmi variabilni (11-72 mésicit), ale obvykle nejméné 3 roky. Remisi 1ze udrzovat dalSimi
obCasnymi venepunkcemi.

Dlouhodoba  terapie = malymi  davkami  antimalarika  chlorochinu  nebo
hydroxychlorochinu mutze ptiznivé ovlivnit metabolismus porfyrinti na nékolika trovnich.
Tvoii s porfyriny komplex, zvySuje propustnost membrany hepatocytti pro porfyriny, tim
umoziuje jejich vyplavovani do plazmy a nasledné vylu¢ovani moci. Antimalarika ovliviiuji i
vazbu uroporfyrinu na jaterni intraceluldrni proteiny a jsou inhibitorem syntézy porfyrint.
Doporucuji se malé¢ davky — 2 krat 125-250 mg/tyden. K remisi pii 1écbé t€émito davkami

dochazi primérné za 8-15 mésicti.
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3.2 PATOGENEZE AKUMULACE ZELEZA

UNEMOCNYCH S PCT

Jednim z patogeneticky vyznamnych faktori pfi vzniku a manifestaci PCT je
nadmérnd akumulace Zeleza v jatrech. V patogenezi akumulace Zeleza v organismu u
nemocnych s PCT se uplatituje n¢kolik faktori. Z mnoha studii provedenych u nas i ve svéte
jednoznaéné vyplyva vyznamna uloha mutaci v genu pro hereditdrni hemochromatézu (tj.
mutaci HFE genu) a infekce virem hepatitidy C. Oba tyto faktory se uplatiuji nezavisle na
sobé a jejich prevalence se geograficky vyznamné lisi.

V prevalenci infekce virem hepatitidy C (HCV) byl pozorovan vzestupny gradient od
severni (8-10%) do jizni Evropy (71-91%) [Tannapfel 2001]. V celosvétovém meéfitku byla
v 50 provedenych studii primérné prevalence infekce virem hepatitidy C u nemocnych s PCT
47% [Gisbert 2003]. Pfetizeni Zelezem u nemocnych infikovanych virem hepatitidy C je
spojeno s t€zSim histologickym stupném zanétu a zhorSenou odpovedi na antivirovou terapii.
Zvyseny piijem zeleza HCV infikovanymi hepatocyty vede k nadmérné intracelularni
akumulaci zeleza, kterd nasledné zvySuje oxidacni stres a jaterni poskozeni. Soucasné dochézi
k poklesu koncentrace aktivity URO-D a zvySené produkci inhibitoru URO-D hepatocyty.

Mutace genll pro hereditdrni hemochromatézu (HFE genu) pfedstavuje vyznamny
klicovy faktor v patogenezi zvySené akumulace Zeleza u nemocnych s PCT. Vysoka
prevalence majoritni mutace C282Y u nemocnych s PCT byla prokézana v severni a stfedni
Evropé [Tannapfel 2001] a také v severni Americe [Bonkovsky 1998]. Homozygoti C282Y
vykazuji, ve shod¢ s nemocnymi s hereditarni hemochromatézou, znamky zvysené akumulace

zeleza v organismu a terapie venepunkcemi u nich pfedstavuje vyznamny vliv v omezeni
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progrese jaterniho a jinych organovych poskozeni. Prevalence minoritni mutace H63D u
nemocnych s PCT je celosvétové velmi rtizna. Signifikantn€¢ zvySena prevalence mutace
H63D byla prokazana napt. v Italii [Sampietro 1998], v Némecku [Tannapfel 2001] a ve
Spanélsku [de Salamanca 1999]. Pietizeni Zelezem u nemocnych s mutaci H63D neni
vyjadieno v tak velké mife jako u nosi¢i mutace C282Y. Soucasnd konzumace alkoholu vSak
mize prispivat ke zvySené akumulaci Zeleza v organismu a v kone¢né fazi k manifestaci
onemocnéni.

Vyznam dalSich minoritnich mutaci, napt. S65C a TfR2 u nemocnych s PCT nebyl

napt. v Némecku prokazéan [Frank 2006], v ¢eské populaci nebyl dosud analyzovan.

3.3 CIL STUDIE

Cilem nasi studie bylo zjistit prevalenci a frekvenci mutaci HFE genu (C282Y, H63D
a S65C), mutace TfR2 (Y250X) a prevalenci infekce virem hepatitidy C u nemocnych
s pozdni kozni porfyrii a porovnat vyskyt téchto nezavislych faktorii s kontrolni skupinou.
Vychazeli jsme z pilotni studie [Malina 2000], kde byla analyzovana jen prevalence majoritni
mutace C282Y. DalSim cilem na$i studie bylo porovnat parametry metabolismu zeleza u
jednotlivych genotypii a analyzovat vztah pfitomnosti mutace HFE genu s laboratornimi
znamkami zvySenych zasob zeleza v organismu.

NasSe hypotéza byla, Ze vyskyt danych mutaci je v kontextu s geografickym vyskytem
téchto mutaci v Evropé¢ a zejména pak v souladu s vyskytem v sousednich zemich, pfi¢emz
mutace C282Y by mohla odpovidat severo-jiznimu a zadpado-vychodnimu gradientu, mutace

H63D bude vice rozsifena. O vyskytu mutace S65C u nemocnych s PCT neni dosud
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provedeno dostatecné mnozstvi studii, nepiedpokladdali jsme vSak vyznamny rozdil ve
srovnani s vysledky studii provedenych u bézné populace. Ohledné vyskytu chronické
hepatitidy C jsme predpokladali analogicky vyskyt sledujici opacny, tedy vzestupny severo-

jizni gradient.

3.4 SOUBOR NEMOCNYCH A METODIKA

3.4.1 Soubor nemocnych

Do studie bylo zafazeno 63 nemocnych s PCT (57 nemocnych se sporadickou a 6
nemocnych s familiarni formou PCT, 48 muzt a 15 Zen, ve vékovém rozmezi 30 az 86 let,
pramérny vék 62 let), kteti byli diagnostikovani a jsou dosud dispenzarizovani na
dermatovenerologické klinice 3. LF UK a FNKV. Diagn6za PCT byla stanovena na zakladé
ptitomnosti typickych klinickych pfiznakii a potvrzena piitomnosti zvySenych uroporfyrint a
heptakarboxylovych porfyrinii v moci a dale izokoproporfyrini ve stolici.

Vsichni nemocni byli 1éCeni antimalariky (chlorochinem) a soucasné 5 nemocnych
bylo lé¢eno venepunkcemi. U vSech nemocnych byly vySetieny parametry metabolismu
zeleza (sérové Zelezo, sérovy feritin, saturace transferinu) a serologie hepatitidy C (anti-HCV
protilatky).

Prevalence mutaci HFE genu byla porovnana s kontrolni skupinou, tj. béznou ¢eskou
populaci, reprezentovanou nahodné vybranymi a anonymné analyzovanymi 481 Guthrie

kartami z ndrodniho novorozeneckého screeningového programu.
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3.4.2 Metodika

3.4.2.1 Analyza mutaci HFE genu pomoci PCR-RFLP

Pti analyze je prvnim krokem izolace genomové DNA, nejcastéji z leukocytil periferni
krve. Nasleduje pak analyza, nejvice pouzivanou metodou pro detekci mutaci HFE genu
(mutace C282Y, H63D, S65C), je PCR-RFLP. Tato metoda se sklada ze dvou hlavnich krokd.
Pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR) je nejdiive tsek DNA obsahujici ptislusnou
mutaci namnozen (amplifikovan). Podle sekvence studované DNA jsou syntetizovany
primery dlouhé obvykle 20-30 pb, které jsou komplementarni k DNA sekvenci obsahujici
ptislusny studovany tusek, obsahujici sledovanou mutaci. Po tepelné denaturaci analyzované
DNA se tyto syntetické oligonukleotidy vazi na komplementarni sekvence v DNA a slouzi
jako primery pro syntézu nové DNA, kterou katalyzuje termostabilni DNA polymeraza.
Béhem prvniho cyklu je mnozstvi DNA vymezené primery zdvojnasobeno. V priabehu
dalsiho cyklu je vSechna DNA opét denaturovana a béhem ochlazeni dochazi k navazani
dalSich primerti a dosyntetizovani nové DNA, mnozstvi amplifikovaného useku se opct
zdvojnasobuje. Cely proces se mnohokrat opakuje (vétSinou 30-40krat), ¢imz dochazi
k exponencidlnimu zmnozovani Useku DNA vymezeného parem pouzitych primera.
Vzhledem k iniciaci jednotlivych krokii zménami teploty a pouziti termostabilni DNA
polymerdzy je proces snadno automatizovatelny a odehrava se v uzaviené zkumavce
v termocykleru, tj. v ptistroji s naprogramovatelnymi cyklickymi zménami teploty.

V dal§im kroku se s vyuzitim restrikénich endonuklaz detekuje konkrétni mutace
(RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmentii, restriction fragment length
polymorpfism). Restrikéni endonukleazy rozeznavaji a Stépi pro né specifické sekvence.

Podle typu mutace dochdzi ke vzniku nového (mutace C282Y) ¢i zaniku (mutace H63D,
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S65C) restrikéniho mista a tak rozdilnému poctu rizné dlouhych nastépenych fragmenti.
Tento rozdil je pak mozno detekovat pomoci elektroforézy na agardézovém gelu.
V nasledujicich tadcich je podrobnéji popsana tato metoda, jak byla pouzita pti nasi

analyze.

3.4.2.1.1 1Izolace DNA

DNA byla izolovdna z plné krve, jez byla odebirdna v mnoZzstvi cca 0,5 ml do
sterilnich zkumavek s EDTA. Rutinné byla pouzivana izola¢ni souprava Qiagen — mini kit
(Qiagen, SRN), dle doporuceni vyrobce. Protokol je uveden v ptiloze ¢.1.

Vyizolovanou DNA jsme ovéfovali pomoci elektroforézy (ELFO) na 1% agar6zovém

gelu.

3.4.2.1.2 Polymerazova retézova reakce

Kratky tsek genomové DNA obsahujici misto mutace byl nasledné¢ amplifikovan
metodou PCR. Vreakci byly pouzity ndmi navrzené oligonukleotidové primery (HHCI,
HHC?2) pro detekci mutace C282Y, primery (HHC3, HHC4) navrzené Federem [Feder 1996]
byly pouzity pro detekci mutace H63D a S65C. Pti detekci mutace H63D 1 S65C byl v obou
ptipadech amplifikovan stejny usek DNA — ob¢ mutace jsou blizko sebe a pro dalsi analyzu
bylo tedy mozno pouzit stejny PCR produkt. Sekvence jednotlivych primerd jsou uvedeny

v tabulce 1.
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Tab. 1: Sekvence primert

HHC1 5'- AACCTTGGCTGTACCCCCTG -3
HHC2 5"- GCCCACCCCCTAACAAAGAG -3
HHC3 5'- ACATGGTTAAGGCCTGTTGC -3’
HHC4 5" - GCCACATCTGGCTTGAAATT -3

Pro vlastni PCR reakci bylo pouzito nasledujici sloZeni reakéni smési: 10x PCR pufr
(slozeni dle vyrobce polymerazy véetné 1,5 mM MgCI2), 2,5 mM DTP, dvojice primert
v koncentraci 0,6 uM a Taq polymeraza TaKaRa — 1 U/reakci, 1 pl DNA na celkovy objem
reakéni smési 25 pl.

Pro mutaci C282Y byly pouZit tento profil PCR reakce:

1. 94°C, 3 min.

[\9}

.42 cyklla (93°C, 30 s; 60°C, 30 s; 72°C, 1 min.).
3.72°C, 4 min.

4. 15°C, 5 min.

Pro mutaci H63D a S65C byl pouzit nasledujici profil PCR reakce:

1. 94°C, 3 min.

[\9}

.42 cykll (93°C, 30 s; 58°C 30 s; 72°C, 45 s).

3.72°C, 5 min.

4. 15°C, 5 min.

za pouziti PTC — 200 Peltier Thermal Cycler, gradientovy cycler s vyhfivanym vikem (MJ

Research, USA).
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Vysledné amplifikaéni produkty byly analyzovany elektroforeticky v 2% agar6zovém
gelu (1% LE + 1% NuSieve) za pfitomnosti etidium bromidu. Velikost a kvantita produktii
byly stanoveny podle markerti molekulovych hmotnosti (pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker,
23). V piipad¢ analyzy mutace C282Y byl detekovan 203 pb velky produkt, v piipad¢ analyzy

mutace H63D a S65C 208 pb velky produkt.

3.4.2.1.3 RFLP

PCR produkt byl nésledné $tépen restrikéni endonuklazou. Pro detekci mutace C282Y
byla pouzita restrikéni endonukledza Rsal, pro detekci H63D jsme pouzili restrikéni
endonukledzu Bcll, pro mutaci S65C pak Hinfl. Reakce probihala v 10 ul, coz ptedstavuje
2 ul odpovidajiciho restrikéniho pufru, za pouziti SU restrikéni endonukleazy, do 10 pl
doplnéno vodou; po dobu 2 hodin pti 37°C (Rsal a Hinfl) resp. 4 hodiny pii 55°C (Bcll).

Mutaci C282Y vznikd nové restrikéni misto pro restrikéni endonukleazu Rsal (jez
Stépi misto GT/AC).

V piipadé H63D mutace zanika restrikéni misto pro endonukleazu Bell (§tépici misto
T/GATCA) a amplifikat délky 208 bp tedy neni Stépen. Jestlize mutace neni pfitomna, enzym
Stépi pouze v misté standardnim.

V piipadé mutace S65C zanikd restrikéni misto pro restrikéni endonukledzu Hinfl
(ktera stépi misto G/ANTC) a situace je obdobna jako u mutace H63D.

Pfi analyze produkti Sté€peni byla restrikéni smées nanesena na 4% agardzovy gel a
délena elektroforeticky (agaroza FMC LE a NuSieve v poméru 1:3). Pfitomnost fragmentt
prislusnych velikosti (velikosti fragmentt vyjadienych v parech bazi) byla tedy interpretovana

jak uvedeno v tabulkach 2, 3, 4.
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Tab. 2: Analyza produktii §tépeni u mutace C282Y

Mutace C282Y (v bp)
Nenastépena DNA 203
Zdravy jedinec 191 12
Homozygotni stav 162 29 12
Heterozygotni stav 191 | 162 29 12

Tab. 3: Analyza produkti $tépeni u mutace H63D

Mutace H63D (v bp)
Nenastépena DNA 208
Zdravy jedinec 138 70
Homozygotni stav 208
Heterozygotni stav 208 138 70

Tab. 4: Analyza produktii $t€peni u mutace S65C

Mutace S65C (v bp)

Nenastépena DNA 208
Zdravy jedinec 147 61
Homozygotni stav 208
Heterozygotni stav 208 147 61
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Fotografie gelu po elektroforéze s analyzou produktt $tépeni jednotlivych mutaci je

zndzornéna na obrazku 4.

Obr. 4: Analyza produktii Stépeni mutaci C282Y, H63D, S65C

C282Y H63D S65C

Fotografie gelu po elektroforéze: U jednotlivych mutaci je nasledujici potadi:
1 —jedinec bez mutace; 2 — heterozygot pro ptislusSnou mutaci;
3 —homozygot pro pfislusnou mutaci; marker molekulovych hmotnosti

3.4.2.2 Analyza mutace TfR2 genu pomoci PCR-RFLP

3.4.2.2.1 Izolace DNA

DNA byla extrahovdna za pomoci izola¢ni soupravy Qiagen — mini DNA kit, dle
doporuceni vyrobce. Protokol je uveden v pftiloze ¢.1.
Vyizolovanou DNA jsme ovétovali pomoci elektroforézy (ELFO) na 1% agar6zovém

gelu.
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3.4.2.2.2 Polymeriazova retézova reakce
Kratky usek genomové DNA obsahujici misto mutace byl nasledné¢ amplifikovan
metodou PCR. V reakci byly pouzity oligonukleotidové primery TFR21 a TFR22 a Taq

polymeraza (TaKaRa, Japonsko). Sekvence jednotlivych primerti jsou uvedeny v tabulce 5.

Tab. 5: Sekvence primeru

TFR21 5'- TGCACTGGGTCGATGAG -3
TFR22 5'- CTCAAGCCCTCCCTCT -3’

Pro vlastni PCR reakci bylo pouzito nasledujici sloZeni reakéni smési: 10x PCR pufr
(slozeni dle vyrobce polymerazy), 2,5 mM dNTP TaKaRa, 1,5mM MgCl,, dvojice primert
v koncentraci 0,5 uM ve vysledném reakénim objemu a Taq polymeraza Fermentas —

1 U/reakei, 1ul DNA na celkovy objem reakéni smési 25 pl.
Dale byl pouzit nasledujici profil reakce:
1. 95°C, 3 min.
2. 45 cyklt (97°C, 30s; 56°C, 30s; 72°C, 30 s).
3.72°C, 5 min.
4.15°C, 5 min.
za pouziti PTC-200 Peltier Thermal Cycler, gradientovy cycler s vyhfivanym vikem (MJ
Research, USA).

Vysledny amplifikaéni produkt byl analyzovan elektroforeticky v 2% agardézovém
gelu (1% LE + 1% NuSieve) za ptitomnosti etidium bromidu. Velikost produktu byla
stanovena podle markeri molekulovych hmotnosti (pHC 642/Haelll). V pifipadé analyzy

mutace Y250X byl detekovan 355 bp velky produkt.
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3.4.2.2.3 RFLP

PCR produkt byl nasledn¢ Stépen restrikéni endonuklazou. Pro detekci mutace Y250X
byla pouzita restrikéni endonukledza Mael. Reakce probihala v 10 pl, coz predstavuje 2 ul
odpovidajici restrikéniho pufru, za pouziti 5U restrikéni endonuklazy, do 10 ul doplnéno
vodou; po dobu 2 hodin pti 37°C.

Pii analyze produktd Stépeni byla restrikéni smes nanesena na 4% agardzovy gel a
délena elektroforeticky (agaréza FMC LE a NuSieve v poméru 1:3). Pfitomnost fragmentt
prislusnych velikosti (velikosti fragmentt vyjadieny v parech bazi) byla interpretovana

nasledovné, jak uvedeno v tabulce 6.

Tab. 6: Analyza produkti $tépeni u mutace Y250X

Mutace Y250X (v bp)
Nenastépena DNA 355
Zdravy jedinec 238 117
Homozygotni stav 134 | 117 | 104
Heterozygotni stav 238 | 134 | 117 | 104

3.4.2.3 Laboratorni diagnostika

Hladiny sérového Zeleza a vazebné kapacity pro Zelezo byly stanoveny pouzitim
metody VITROS (Analyzator Vitros Fusion 5,1). Ke stanoveni hladiny feritinu byla pouZita
chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (Analyzator Immulite 2000, DPC). Saturace transferinu
byla vypocitana podilem sérové hladiny Zeleza k vazebné kapacité pro zelezo, tento podil

vynasoben 100, a tak vyjadfena v procentech.
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Serologie hepatitidy C (anti-HCV protilatky) byla analyzovana pomoci metody
ELISA, s pouzitim imunoanalyzatoru (VITROS ECI, ORTHO Clinical Diagnostics).
U nemocnych s pozitivitou anti-HCV protilatek bylo doplnéno stanoveni virémie (RNA-
HCV) kvantitativné, metodou real-time PCR (pristroj COBAS® TaqMan® 48, Roche
Diagnostics). Pro kvalitativni prikaz HCV-RNA byla vyuzita end-point metoda Cobas®

Amplicor HCV test v2.0 (ptistroj Cobas® Amplicor, Roche Diagnostics).

3.4.2.4 Metody vypoctu a statistické vyhodnoceni

Pro vypocet frekvence alely byla pouzita frekvence homozygotl a heterozygotl

s naslednym pouzitim vzorce:

f(a) = (Hh + ZHH)/ZN

flay covenennn. frekvence alely

Hh.......... pocet heterozygotl
HH.......... pocet homozygotil

Nooroinins pocet vzorkil (2N....pocet alel)

V ptipadé, ze jsme v naSem souboru zadného homozygota nedetekovali byla frekvence
dopocitana podle vzorce:
T
flay covnennnn frekvence alely

fumy. . ... .... frekvence homozygott
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K porovnani frekvence jednotlivych genotypii mezi nemocnymi s PCT a kontrolni
skupinou byl pouzit y* — test (chi kvadrat test) a FisherGiv exaktni test. Parametry metabolismu
zeleza jsou vyjadieny jako primér + smérodatnd chyba priméru (SEM). Parametry
metabolismu Zeleza byly porovnany mezi jednotlivymi genotypy, statistickd vyznamnost byla
testovdna pomoci neparového Studentova t-testu. Hladina vyznamnosti o byla nastavena na
hodnotu 0,05 (5%). K statistickym vypoctim byl pouzit program Statistica verze 9 firmy

StatSoft Inc.

36



3.5 VYSLEDKY

3.5.1 Analyza mutaci HFE genu a mutace TfR2 genu

Frekvence jednotlivych mutaci HFE genu jsou ptehledné¢ uvedeny v tabulce 7,

frekvence jednotlivych genotypt pak v tabulce 8.

Tab. 7: Frekvence mutaci HFE genu

PCT (n=63) kontroly (n=481) p- hodnoty

C282Y 18,25% 3,43% *%%0,00001

H63D 26,98% 14,97% *#%0,0008
S65C 0,79% 1,24% 0,6594

Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
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Tab. 8: Kompletni prehled jednotlivych detekovanych genotypt

PCT (n=63) Kontroly (n=481) p hodnoty
Heterozygot C282Y 15 (23,8%) 33 (6,9%) **%0,00001
Homozygot C282Y 4 (6,3%) 0 (0%) *x% () 0001
Heterozygot H63D 26 (41,3%) 128 (26,6%) *%(,00151
Homozygot H63D 4 (6,3%) 8 (1,7%) *0,0396
Heterozygot S65C 1 (1,6%) 12 (2,5%) 0,5439 (NS)
zl;’:;‘;/:l?;l‘;ozyg"ﬁ 5 (7,9%) 9 (1,9%) *0,0158
21;:;1{1'/;2;ecrozygoti 1 (1,6%) 0 (0%) 0,1158 (NS)
f;zif)';iszgtgr"zyg"ti 0 (0%) 2 (0,4%) 0,7816 (NS)

NS — nesignifikantni statisticky rozdil
Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

Frekvence alely C282Y ve sledovaném souboru nemocnych s PCT byla 18,25%, tedy
signifikantné vyssi ve srovnani s kontrolni skupinou (3,43%, p < 0,001). U 4 (6,3%) pacientti
jsme nalezli mutaci C282Y v homozygotnim stavu, zatimco v kontrolni skupiné Zzadny
homozygot C282Y nebyl pfitomen. 15 (23,8%) nemocnych jsme identifikovali jako
heterozygoty pro mutaci C282Y, coz je rovnéz signifikantné vy$s$i v porovnani s kontrolni
skupinou (6,9%, p <0,001).

Frekvence alely H63D ve sledovaném souboru nemocnych s PCT byla 26,98%, tedy
statisticky vyznamné rozdilnd v porovnani s kontrolni skupinou (14,97%, p < 0,001).
Zastoupeni nosi¢i mutace H63D (v homozygotni i heterozygotni form¢) bylo také

signifikantné vyssi u nemocnych s PCT (47,6%) v porovnani se skupinou kontrol (28,3%,
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p = 0,0017). Heterozygoti H63D byli piekvapivé zastoupeni u 41,3 % pacientt s PCT, v
kontrolni skupiné ve 26,6% ptipada (p = 0,0151). Homozygoti H63D tvorili 6,3% nemocnych
s PCT, v kontrolni skupiné 1,7% pacientt (p = 0,0396).

Slozeni heterozygoti C282Y/H63D byli identifikovani u 5 (7,9%) pacientii s PCT, v
kontrolni skupin€ v 9 (1,87%) ptipadech (p = 0,0158). Pouze u jednoho nemocného s PCT
jsme zjistili slozeného heterozygota C282Y/S65C.

Ve frekvenci mutace S65C u nemocnych s PCT (0,79%) nebyly prokdzany statisticky
vyznamné rozdily v porovnani s kontrolni skupinou (1,24%, p = 0,6594).

Mutace HFE genu byla prokazana celkem u 69,8% nemocnych s PCT v porovnani se
skupinou kontrol (35,3%), coz je statisticky velmi vyznamné (p < 0,001).

Mutaci Y250X v TfR2 genu jsme neprokazali u zddného nemocného s PCT.

3.5.2 Parametry metabolismu Zeleza u nemocnych s PCT

U 17 (27%) nemocnych s PCT byla zjiSténa hladina sérového Zeleza nad 26 pmol/l
(referen¢ni rozmezi 11-26 pmol/l), u 9 (14%) nemocnych byla saturace transferinu nad 50%
(referen¢ni rozmezi 20-45%) a u 30 (47,6%) nemocnych byla hladina feritinu nad 300 pg/l
(referen¢ni rozmezi: muzi 7-300 pg/l, zeny 9-120 pg/l).

Hladiny sérového Zeleza byly signifikantné vyssi u homozygotti C282Y (pramér 31,6
umol/l) v porovnani s heterozygoty C282Y (primér 23,4 umol/l, p = 0,0303), s heterozygoty
H63D (primér 21,9 umol/l, p = 0,028) a nemocnych bez pritomné mutace HFE genu (primér
20,4 pmol/l, p = 0,0164). Statisticky vyznamny rozdil v hladin¢ sérového feritinu byl

zaznamenan mezi homozygoty C282Y (580,3 ug/l) a heterozygoty H63D (323,4 pg/l,
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p = 0,0187). Saturace transferinu byla nejvyssi u homozygotii C282Y a byla signifikantné
zvysena v porovnani se vSemi ostatnimi genotypy.
Piehled parametrt Zeleza u jednotlivych genotypt a u kontrolni skupiny je zndzornén

v tabulce 9.

Tab. 9: Parametry metabolismu Zeleza u jednotlivych genotypi a kontrolni skupiny

Fe Feritin Saturace
(nmol/) (ng/l) transferinu (%)
Homozygoti C282Y 31,58* + 6,59 580,25* + 275,65 63,75%* + 12,56
Heterozygoti C282Y 23,44* £ 5,23 367,90 + 248,61 39,5%* + 10,30
Homozygoti H63D 21,10 £ 8,91 392,25+ 188,11 34,95% + 13,87
Heterozygoti H63D 21,89* + 7,74 323,43* + 168,64 34,66** + 11,60
Slozeni heterozygoti 252 + 6,85 42840 + 276,69 42.75% £ 11,15
C282Y/H63D ’ ’ ’ ’ ’ ’
Kontroly 20,14* £ 8,18 319,57 £ 267,84 32,47** £ 13,16

Referencni rozmezi: S- Fe (11-26 pmol/l), S-feritin (muzi 7-300 pg/l, zeny 9-120 ng/l),
saturace transferinu 20-45%,
Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01

3.5.3 Vyskyt infekce virem hepatitidy C u PCT

Pozitivitu anti-HCV protilatek jsme prokazali pouze u 5 (7,9 %) nemocnych s PCT.
Po jednom ptipad¢ se jednalo o homozygota C282Y a heterozygota C282Y, u zbylych 5

nemocnych nebyla mutace HFE genu prokazana.
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3.6 DISKUSE

Mutace HFE genu a infekce virem hepatitidy C piedstavuji dva hlavni, nezavislé
rizikové faktory v patogenezi sporadické formy PCT a v manifestaci familiarni formy PCT.
Prevalence obou faktori se vyznamné 1i8i v riznych castech svéta. Vyskyt HFE mutaci u
nemocnych s PCT byl intenzivné studovan zejména v evropskych zemich, Australii a ve
Spojenych statech [Ivanova 1999, Stuart 1998, Tannapfel 2001, Toll 2006, Bonkovsky 1998,
Bulaj 2000, de Salamanca 1999, Dereure 2001, Frank 2006, Gonzalez-Hevilla 2005, Harper
2004, Nagy 2004, Roberts 1997, Sampietro 1998, Skowron 2001].

V nasem souboru pacienti s PCT jsme mutaci HFE genu prokazali u 69,8 %
nemocnych ve srovnani s 35,3 % v kontrolni skupiné (p < 0,001). Mutace C282Y byla
pfitomna u 30,2% pacientli v homozygotni nebo heterozygotni form&. Mutaci H63D jsme
prokazali u 47,6 % nemocnych, a to bud’ v homozygotni nebo heterozygotni formé. Pouze 1
nemocny byl nosi¢em mutace S65C, konkrétné se jednalo o slozeného heterozygota
C282Y/S65C. U 5 (7,9 %) nemocnych byla prokdzana mutace C282Y 1 H63D v heterozygotni
formé¢, byli slozenymi heterozygoty C282Y/H63D.

Prevalence mutace C282Y u nemocnych s PCT byla signifikantn€ vyssi v porovnani s
kontrolni skupinou. Tyto vysledky jsou srovnatelné s vysledky pfedchozich studii,
provedenych u nemocnych s PCT v nasi populaci [Malina 2000, Malina 2002]. Vztah vyskytu
majoritni mutace C282Y a PCT byl také predmétem z4djmu mnoha zahranicnich studii. Vliv
pritomnosti mutace C282Y je ziejmy ze skutecnosti, ze zasoby Zeleza u homozygoti C282Y
byly signifikantné vyssi v porovnani s ostatnimi genotypy.

Frekvence mutace H63D je v Ceské populaci také znaéné€ zvysena. Podobné vysledky

k nasi studii byly zjiStény v severni Italii [Sampietro 1998]. Italskd studie vSak neukdazala
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zadny rozdil v prevalenci mutace C282Y mezi PCT a kontrolni skupinou. Zvysené prevalence
obou mutaci (C282Y a H63D) byly zjistény v Némecku [Tannapfel 2001] a ve Spanélsku [de
Salamanca 1999]. Zvysena frekvence mutace H63D vSak pozdéji nebyla potvrzena ve
studiich provedenych v téchto populacich [Toll 2006, Frank 2006, Gonzalez-Hevilla 2005].
Ackoliv prevalence H63D byla vyssi u nemocnych s PCT, nedetekovali jsme zvysSené
parametry zeleza u kazdého nemocného. 16 (53%) nemocnych s mutaci H63D nemélo
zvySen¢ hladiny feritinu, 28 (93%) nemélo saturaci transferinu nad 50%.

Vyznam mutace S65C u hemochromatdzy a ostatnich onemocnéni s akumulaci Zeleza
je sporny. Mutace S65C byla objevena u 8% chromozémil nemocnych s hemochromatézou,
ktefi byli negativni pro mutace C282Y a H63D. V kombinaci s C282Y mutaci je asociovana
s mirnou formou hemochromatézy [Asberg 2002, Mura 1999], ale jini autofi tuto spojitost
nepotvrdili. Prevalence mutace S65C se v nasem souboru neliSila od skupiny kontrol.
Podobné vysledky byly ziskany ve studiich u nemocnych s PCT v Némecku, ve Svédsku a
v Bulharsku [Frank 2006, Harper 2005, von Ahsen 2001]. Tyto vysledky nasvéd¢uji tomu, ze
mutace S65C nehraje roli v patogenezi PCT.

Analyzovali jsme také mutace TfR2 genu, které koduji transferinovy receptor 2.
Mutace TfR2 jsou zodpovédné za hemochromatdzu typu 3. Zadny nemocny v nagem souboru
nebyl nosi¢em mutace Y250X v TfR2 genu. NaSe pozorovani jsou shodnd s vysledky
némecké studie [Frank 2006].

Ptetizeni Zelezem bylo nejvice vyjadieno u homozygoti C282Y. Srovnani mezi PCT
pacienty s mutaci a bez mutace HFE genu ukazalo, ze homozygoti C282Y byli postizeni
pfetizenim Zelezem, vyjadienym zejména saturaci transferinu a koncentraci sérového Zeleza.

Pouze 5 (7,9%) nemocnych s PCT bylo anti-HCV pozitivni. Tento vysledek nepotvrdil

nalezy z ptedchozi studie, ve které byla popsana vysoka prevalence HCV infekce (21,7%)
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u ¢eské populace s PCT [Malina 1994]. Nase sledovani nedoklada roli HCV infekce jako
diilezitého rizikového faktoru u PCT pacientil v Ceské republice. Nase nalezy jsou v rozporu
s vysledky studii ve stfedni Evropé. Ve studii v Némecku mélo HCV infekci 15% nemocnych
s PCT [Tannapfel 2001]. V celkovém piehledu zahrnujicim 50 studii byla primérna
prevalence HCV infekce 47% [Gisbert 2003].

Vysledky uvedené studie jsme uvetejnili v British Journal of Dermatology (viz ptiloha

&.2).
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4 ULOHA ZELEZA V PATOGENEZI

DUPUYTRENOVY NEMOCI

4.1 DUPUYTRENOVA NEMOC

4.1.1 Definice, epidemiologie a genetika

Dupuytrenova nemoc (Dupuytren’s disease, DD) je jednim =z nejcastéjSich
chronickych onemocnéni ruky. V disledku poruchy vazivové tkané dochazi ke zkracovani a
zesilovani palmarni aponeurézy (povazky dlan¢ a prsti), které ve svém disledku vede
k omezeni funkce ruky. Z pohledu pracovnich a zajmovych aktivit ovlivituje kvalitu zivota
pacienta a stava se nékdy socialnim problémem [Krej¢a 2007].

Vibec prvni zminka o kontraktufe prsti pochazi ze Skotska ve 12. stoleti, prvni
zdznam o této deformité v Iékarské literatufe je datovan rokem 1614. Prilom v diagnostice a
1é¢bé Dupuytrenovy nemoci ucinil vroce 1832 francouzsky chirurg a baron Guillaume
Dupuytren. V ¢eském pisemnictvi se prvni zminky o tomto onemocnéni datuji do roku 1949
(Vaclav Karfik).

V bélosské populaci je prevalence Dupuytrenovy kontraktury pramérné 3-6%.
Tradi¢né¢ nejvyssi prevalence v Evropé byla zaznamendna ve skandindvskych zemich,
v zemich Severni Evropy a v Australii [Hart 2005]. Tento fakt je podkladem mnoha teorii o
severském ptivodu této nemoci, rozsifené po svété béhem cetnych invazi Viking.

U africkych ¢ernochti je onemocnéni obrovskou raritou. U zluté rasy je onemocnéni extrémné

vzacné, vyjimku tvofi Japonci s prevalenci vzniku Dupuytrenovy nemoci vyssi nez v Evropé€.

44



Dupuytrenova nemoc je autosomalné dominantné dédicné onemocnéni s variabilni
penetranci genti [Hu 2005]. Zadny jednotlivy gen nebyl dosud identifikovan, predpoklada se,
ze na vzniku onemocnéni se interaktivné podili soubor riiznych gend [Bayat 2003]. Pficina
inkompletni penetrance genll neni zndma, k manifestaci onemocnéni piispivaji nepochybné

dalsi faktory.

4.1.2 Etiologie a patogeneze

Na zéklad¢ mnoha klinickych studii se rizikové faktory Dupuytrenovy nemoci déli do
dvou skupin, a to na faktory neovlivnitelné a ovlivnitelné [James 2000, Brock 1994]. Mezi
neovlivnitelné¢ faktory se tadi genetické faktory, v€k a pohlavi. Z anamnézy se miize
vystopovat rodinny vyskyt choroby, pficemz daleko Castéji jsou postizeni muzi (pomer muzi
a zen 4:1) ve Ctvrté a vyssi dekad¢ Zivota. Z ostatnich rizikovych faktor rozvoje onemocnéni
nutné zminit kouteni, diabetes mellitus, hypercholesterolémii, opakovana mikrotraumata ruky
nasledkem pracovniho procesu (tézka manudlni prace), nadmérnou konzumaci alkoholu,
pritomnost chronického jaterniho onemocnéni ¢i epilepsii.

SoucCasné poznatky o patogenezi Dupuytrenovy nemoci svéd¢i o analogickych
procesech jako pii jaterni fibrogenezi. Hlavnim histologickym nalezem je vazivova tkan, ktera
obsahuje kolagen III, proteoglykany a fibronektin. Tyto latky jsou produkovany
myofibroblasty, které tvoii fibrily kolagenu III namisto kolagenu 1. Myofibroblasty vznikaji
transformaci z fibroblastt (v jatrech z hvézdicovitych bun€k) plsobenim cytokini, z nichz

nejvyznamngéjsi podil ma TGF-B (transformujici rastovy faktor B3).
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4.1.3 Diagndza a klinicky obraz

Diagnéza Dupuytrenovy nemoci zavisi vyhradné na klinickych kritériich. Neexistuje
zadné biochemické, rentgenové ani jiné vySetieni, které by bylo pro tuto diagnézu specifické.
Klinickd diagndéza je piesto ve vétSin¢ pripadi snadna. VSeobecné nalézadme ztluSténi
palmarni aponeurdzy nebo aponeurdzy prstii, prezentované jako uzel nebo pruh. Onemocnéni
postupuje vétSinou pomalu a v zavislosti na rychlosti bujeni vaziva miize nakonec postihnout
pievaznou cast vazivového aparatu ruky az nakonec dojde ke vzniku kontinualnich
vazivovych pruht v dlani, které pfechdzeji na jednotlivé prsty. Dochazi tak k jejich piitazeni
az ohnuti smérem do dlan¢ a nemoZnosti zpétného natazeni, tedy ke vzniku kontraktury. Tato
kontraktura je v souvislosti s Dupuytrenovou nemoci znama jako Dupuytrenova kontraktura.
Vzhledem k intimnimu spojeni s nervové-cévnimi svazky, s flexorovymi $lachami a klouby
muze dochazet také k postizeni Slachové-kloubniho aparatu ruky.

V Casnéjsich fazich se Castéji vyskytuji palmarni 1éze ve formé uzla a pruhia. Digitalni
postizeni zahrnuji kromé uzli a pruht také kloubni kontraktury. Prsty pii Dupuytrenoveé
nemoci nejsou postizeny rovnomérné. Palec a ukazovak je postizen vzacné, zatimco prstenik
a malik jsou onemocnénim zasazeny velmi Casto. Vibec nejcastéji je to praveé prstenik, dale
nasleduje malik a prostfednik, palec a nejméné casto se jednd o ukazovak. Ackoliv je
onemocnéni zpoCatku omezeno na jeden paprsek, vétSinou progreduje na ostatni paprsky,
pricemz se nemusi jednat o sousedni prst. Nejbéznéjsi kombinaci je vSak postizeni prsteniku a
maliku. U tézkych forem mohou byt masivné postizeny vSechny prsty jak v urovni dlang, tak i
prstu.

Dupuytrenova nemoc postihuje ob¢ ruce, rozvoj kontraktury je bez vztahu
k dominanci pravé nebo levé ruky. Vzhledem k tomu, Ze vétSina pacientd jsou pravaci, je

prava ruka operovana nepatrné ¢astéji nez ruka leva.
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Jen v nizkém procentu provazi rozvoj Dupuytrenovy nemoci dalsi symptomy. Muze se
objevit bolest, mravenc¢eni, poceni, otok, pocit chladu, otok, zména barvy ¢i teplotni rozdil.
Tyto symptomy vsSak cCastéji provazeji jind soubézn¢ probihajici onemocnéni, jako jsou
syndrom karpalniho tunelu ¢i Raynaudiv fenomén.

Jiz od dob barona Dupuytrena je znamo, Zze Dupuytrenovu nemoc mohou provazet
také fibrotické 1éze v jinych, tedy ektopickych lokalizacich. Kromé palmarni aponeurozy
mohou fibrézni zmény postihnout aponeurézu plantarni, v literatufe oznacované jako morbus
Ledderhose. Dalsi vzacnéjsi ektopickou lokalizaci je tunica albuginea kaverndznich téles

penisu, oznacované jako induratio penis plastica nebo Peyroneova nemoc [Krejéa 2007].

4.1.4 Lécba

V 1écbé Dupuytrenovy nemoci se v dnesni dobé uptednostiiuje chirurgické feSeni.
Indikaci k chirurgické 1écbé je pozitivni table top test a dlaiiovad forma, ktera vétSinou
bolestivé utiskuje nervoveé-cévni svazek pii tchopu. Pfi pozitivnim table top testu neni
polozena ruka Uplné v kontaktu s podlozkou. Podle typu a rozsahu postizeni se voli né¢kterd z
chirurgickych technik. Nejjednodussi vykon spociva v protéti fascidlnich pruht pfi
fasciotomii. Mezi nejcasteji pouzivanou metodou pfi feSeni Dupuytrenovy kontraktury dlané a
prsti patfi regionalni fasciektomie. Timto zakrokem se odstraiuji kontrakéni pruhy a
postizena fascie. Pfi dermofasciektomii se provadi excize t¢ ¢asti kozniho krytu, kterd piimo
souvisi s kontrak¢énimi pruhy, uzly a dal$imi ¢astmi postizené fascie. Po excizi kiize a
provedeni fasciektomie se vznikly defekt fesi koznim autotransplantatem [Krej¢a 2007].

Od konzervativni 1é¢by se v posledni dob¢ spiSe ustupuje, nebot’ vétSinou prindsela

maly nebo zadny terapeuticky efekt. Pouzivala se 1écba ultrazvukem, dlahovani, radioterapie
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a podavani vitaminu E. Lepsi vysledky ma jediné aplikace enzymatickych injekci do

kontraktury (enzymaticka fasciotomie kolagenazou).

4.2 CIL STUDIE

Cilem studie bylo zjistit, zda zvySena akumulace Zeleza pfispiva k rozvoji
Dupuytrenovy nemoci. Uloha Zeleza v patogenezi Dupuytrenovy nemoci nebyla dosud
analyzovéana.

Nase hypotéza vychazela z ulohy Zeleza pii rozvoji jaterni fibrogeneze. Zelezo indukci
oxida¢niho stresu vyvolava tvorbu volnych kyslikovych radikalti a prozanétlivych cytokint
(zejména TGF-B), které aktivuji jaterni hvézdicovité buiky. Aktivované hvézdicovité bunky
(myofibroblasty) produkuji odliSny typ kolagenu, charakteristicky pro patologickou
fibrogenezi. Pti rozvoji Dupuytrenovy kontraktury jsme piedpokladali analogicky proces

v palmérni aponeurodze.

4.3 SOUBOR NEMOCNYCH A METODIKA

Soubor nemocnych byl tvofen 90 nemocnymi (82 muzl a 8 Zen, ve vékovém rozmezi
29 az 81 let, pramémy vék 61 let., praimé&my BMI (body mass index) 26,7 kg/m?), ktefi
podstoupili operacni feSeni pokrocilé formy Dupuytrenovy kontraktury na klinice plastické

chirurgie FNKV. Kontrolni skupina byla tvotfena 33 dobrovolniky (30 muzi a 3 Zeny,
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ve vkovém rozmezi 26 az 89 let, praméry vék 56 let, pramérny BMI 25,9 kg/m?) z Prahy a
sttedoceského kraje. Mezi skupinou nemocnych s Dupuytrenovou nemoci a souborem kontrol
nebyly signifikantni rozdily ve véku ani BMI.

V obou vysetfovanych skupinach byly stanoveny laboratorni parametry metabolismu
zeleza (koncentrace sérového zeleza, sérového feritinu, saturace transferinu), aktivita
sérovych transamindz (AST, ALT), serologie hepatitid (HBsAg, anti-HCV protilatky) a
koncentrace celkového cholesterolu. V anamnéze jsme se zajimali o pritomnost diabetu,
chronického jaterniho onemocnéni, konzumaci alkoholu a dale o dlouhotrvajici (vice nez 5
let) anamnézu manualni prace. Za vyznamny abuzus alkoholu jsme povazovali piijem
alkoholu vyssi nez 60 gramil denné u muzil a vice nez 20 gramti denné€ u Zen. U nemocnych
s Dupuytrenovou kontrakturou, ktefi se podrobili operaénimu vykonu, byly vzorky palmarni
aponeurdzy odeslany k histologickému vysetieni do tstavu patologie 3. LF UK a FNKYV, kde
byly obarveny hematoxylinem a eozinem a Perlsovou metodou a stanovena ptipadna depozita
zeleza. V této skupiné¢ byly déle stanoveny dvé nejfrekventovanéjsi mutace HFE genu
(C282Y a H63D) metodou PCR-RFLP, kterd je podrobné popsana v kap. 3.4.2.1.
Prevalenci mutaci HFE genu u nemocnych s DD jsme porovnavali s odliSnou kontrolni
skupinou, v nasem ptipad¢ predstavovanou béznou populaci. Pro porovnani jsme tedy pouzili
data z analyzy Guthrie karet [Cimburova 2002, Cimburova 2005].

Hladiny sérového Zeleza, vazebné kapacity pro zelezo a transaminaz (ALT, AST) byly
stanoveny pouzitim metody VITROS (Analyzator Vitros Fusion 5,1). Ke stanoveni hladiny
feritinu byla pouzita chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (Analyzator Immulite 2000, DPC).
Saturace transferinu byla vypocitana podilem sérové hladiny Zeleza k vazebné kapacité pro

zelezo, tento podil vynasoben 100, a tak vyjadiena v procentech.
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Ke stanoveni koncentrace celkového cholesterolu byla pouzita enzymaticko-
kolorimetricka metoda (Analyzator Advia 1800).
Statisticka analyza byla provedena pouzitim Studentova t-testu a Fisherova exaktniho

testu s pouzitim softwaru SigmaStat.

4.4 VYSLEDKY

4.4.1 Mutace HFE genu a parametry metabolismu Zeleza

Prevalence mutaci HFE genu (C282Y a H63D) ve skupiné nemocnych s DD a
v kontrolni skupiné¢ (bézné Ceské populaci) je uvedena v tabulce 10.

Piehled parametrii metabolismu Zeleza (sérového Zeleza, saturace transferinu a
sérového feritinu) a hladin celkového cholesterolu u nemocnych s DD a v kontrolni skupiné je

uveden v tabulce 11.

Tab. 10: Prevalence mutaci HFE genu u nemocnych s DD a v kontrolni skupiné

Dupuytrenova Kontrolni
Nemoc skupina

Mutace
HFE genu n % n % p
Heterozygot
C282Y 5/80 6,2 33/481 6,9 0,84 (NS)
Homozygot
282V 0/80 0 0/481 0 -
Heterozygot 25/80 31,2 128/481 26,6 0,38 (NS)
H63D ’ ’ ’
Homozygot
H63D 1/80 1,2 8/481 1,7 0,78 (NS)

NS — nesignifikantni statisticky rozdil
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Tab. 11: Parametry metabolismu Zeleza a hladiny celkového cholesterolu u nemocnych
s DD a v kontrolni skupiné

Dupuytrenova nemoc Kontrolni skupina p
parametr pramér 95% CI priamér 95% CI
Sérové
Zelezo 18,2 16,8 —19,6 15,7 13,2-18,2 0,65 (NS)
(pmol/l)
Saturace
transferinu 29,4 26,7 32,0 25,7 21,2 -30,1 0,18 (NS)
(%)
Sérovy
feritin 2234 179,4 — 2674 217,1 136,1 —298,1 0,89 (NS)
(ng/ml)
Sérovy
cholesterol 5,7 5,4-5,9 5,4 49-5,8 0,25 (NS)
(mmol/l)

CI — interval spolehlivosti (confidence interval)
NS — nesignifikantni statisticky rozdil

V parametrech metabolismu zeleza, hladin¢ celkového cholesterolu jsme
nezaznamenali statisticky vyznamné rozdily mezi souborem nemocnych s DD a souborem
kontrol. Podobné jsme u jedinc s DD neidentifikovali signifikantné vys$si zastoupeni mutaci
HFE genu v porovnani s béznou ¢eskou populaci. Nejzajimavej$im nalezem je relativné vyssi
zastoupeni heterozygoti H63D, mutaci H63D v heterozygotni form¢ jsme prokézali u 25
(31,2%) nemocnych s DD.

VSechny operacni vzorky palmarni aponeurézy byly podrobeny histologickému
vySetfeni s potvrzenim diagnoézy DD, pfi¢emz jsme nerozliSovali mezi uzly a pruhy. Pouze u
2 (2,2%) vzorkli jsme v Perlsové metod¢ identifikovali ojedin€la depozita Zeleza

v makrofazich.
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4.4.2 Rizikové faktory rozvoje Dupuytrenovy nemoci

Z rizikovych faktorti rozvoje Dupuytrenovy nemoci jsme piitomnost chronické jaterni
léze prokazali u 24 (27%) nemocnych, v porovnani s 2 (6,1%) nemocnymi v kontrolni
skuping, coz je statisticky velmi vyznamné (p < 0,013). Z chronickych jaternich onemocnéni
bylo nejvice zastoupeno alkoholové jaterni poskozeni, které bylo ptfitomno u 75 %
nemocnych s DD. Ostatni jaterni 1éze byly zastoupeny v malém procentu ptipada. Jednalo se
vzdy po 1 (4,2%) piipadé o chronickou hepatitidu C, nealkoholovou steatohepatitidu a
primarni biliarni cirhézu. U 3 (12,5%) nemocnych s DD se ndm etiologii chronické jaterni
1éze nepodarilo objasnit.

Statisticky vyznamné rozdily jsme déle zjistili v anamnéze vyskytu opakovanych
mikrotraumat ruky (p < 0,048) a chronické konzumaci alkoholu (p < 0,029) u pacientti s DD
v porovnani s kontrolni skupinou. Naopak v prevalenci vyskytu diabetu jsme statisticky
vyznamné rozdily neprokazali.

Ptehled zastoupeni jednotlivych rizikovych faktoru u nemocnych s DD a v kontrolni

skuping je uveden v tabulce 12.
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Tab. 12: Prevalence rizikovych faktori u nemocnych s DD a v kontrolnim souboru

Dupuytrenova Kontrolni
nemoc skupina
Rizikovy . )
faktor n Yo n Yo p
. Chr?n; 24/90 26,7 2/33 6,1 %0,013
jaterni léze
Diabet
ia .ees 24/90 26,7 6/33 18,2 0,336 (NS)
mellitus
Mikrotrauma 30/90 333 33 5.1 0,048
ruky
Abuzus
%
alkoholu 32/90 355 5/33 15,1 0,029

Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05
NS — nesignifikantni statisticky rozdil

4.5 DISKUSE

Etiologie Dupuytrenovy nemoci neni dosud znama. Piedpokldda se autosomalné
dominantni dédi¢nost, avSak zadny konkrétni gen nebyl dosud identifikovan. Na manifestaci
onemocnéni se nepochybné podili fada faktorti Zivotniho stylu, mezi které se fadi tézka
manualni prace, konzumace alkoholu a koufeni. Jejich efekt spocivd v mikrotraumatizaci
tkané, poruse mikrocirkulace a tkanové hypoxii. Disledkem téchto procest je rozvoj zanétlivé
odpovédi, doprovazenou produkci cytokint, zejména TGF-B.

Nase studie nepotvrdila predpokladany efekt zvySené akumulace zeleza na rozvoj DD.
Nezaznamenali jsme zvySenou prevalenci mutaci HFE genu ani zvySeni parametra
metabolismu zeleza. V operacnich vzorcich palmarni aponeurdézy jsme histologicky

nedetekovali vyznamna depozita zeleza.

53




Rozvoj DD byl v nasem souboru nemocnych vyznamné¢ vazan na vek, pohlavi, abuzus
alkoholu a dlouhodobou tézkou manudlni praci. Tyto rizikové faktory byly analyzovany
v obdobnych studiich v zahrani¢i [Gudmundsson 2000, Gudmundsson 2001, Godtfredsen
2004], v nasi studii vSak nebylo zahrnuto koufeni. Pfekvapive jsme nezjistili vyssi prevalenci
diabetu a hypercholesterolémie u nemocnych s DD. Nemocni s diabetem byli vice zastoupeni
v kontrolni skuping€, coz dokladd pomérné vysokou prevalenci DM v ¢eské populaci nad 60
let véku [Andél 2001].

Ve skandinavskych studiich byl analyzovan vztah DD k incidenci nadorti a mortalité.
Signifikantn¢ vyssi mortalita byla zaznamenana u muzi se vznikem DD pied 60. rokem véku
[Mikkelsen 1999]. Velka svédska studie u 15 212 pacienttl, sledovanych 29 let po opera¢nim
vykonu, prokazala relativni riziko vzniku nadorti u 24% nemocnych. Neni piekvapivé, ze
prevazovala nadorova onemocnéni vazanad na konzumaci alkoholu a koufeni [Wilbrand 2000].
Tyto vysledky odrazeji vliv nedobrého Zivotniho stylu nemocnych s DD.

Nase nalezy jsme uvefejnili v casopise Journal of the European Academy of

Dermatology and Venereology (viz piiloha ¢.2).
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5 MUTACE PRO GENETICKOU
HEMOCHROMATOZU A METABOLISMUS
ZELEZA U CHRONICKYCH JATERNICH

ONEMOCNENI

S pfetizenim Zelezem se kromé genetické hemochromatdzy setkdvame u fady dalSich
jaternich onemocnéni, mezi které patii nejcastéji alkoholové jaterni poskozeni, nealkoholova
steatohepatitida, chronické virové hepatitidy, pozdni kozni porfyrie [Bonkovsky 2003]. O
genetické hemochromatodze je pojednano v kap. 2.2.1, o pozdni kozni porfyrii v kap. 3.

V této studii jsme se soustiedili na problematiku akumulace zeleza u alkoholového
jaterniho posSkozeni a chronickych virovych hepatitid. Vzhledem k tomu, Ze chronicka
hepatitida B neni provdzena vyraznymi zménami metabolismu Zeleza a zvySenou prevalenci

mutaci HFE genu, je pozornost soustfedéna na chronickou hepatitidu C.

5.1 ALKOHOLOVE JATERNI POSKOZENI

Patologické hromadéni Zeleza je u alkoholového jaterniho poskozeni (ALD) velmi
Casté, ale presny mechanismus neni dosud znam [Whitfield 2001]. Vétsina alkoholikli ma

pfitom normalni, nebo jen mirn¢ zvysenou koncentraci zeleza v jatrech.
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Alkohol a Zelezo se vyznacuji synergickym uc¢inkem na indukci oxida¢niho stresu a
peroxidaci lipidi [Pietrangelo 1998]. Oxidacni stres hraje kliCovou tlohu v patogenezi
akumulace Zeleza a v progresi alkoholové jaterni 1éze od jaterni steatdzy, hepatitidy a fibrozy
az k jaterni cirhéze. Zelezo se uklada v hepatocytech a v Kupfferovych buikach, v nichz
zelezo, na rozdil od GH, v pokrocilych stadiich ptevazuje [Kohgo 2005]. Zvyseny oxidacni
stres 1ze prokazat zvySenymi koncentracemi produkti lipidové peroxidace, mezi které patii
napt. malondialdehyd a 4-hydroxy-2-nonenal (HNE). Latky vzniklé peroxidaci lipidd pak
stimuluji produkci kolagenu aktivovanymi hvézdicovitymi bunkami. Reaktivni kyslikové
radikaly (ROS) vznikaji pfi metabolismu alkoholu jednak piisobenim cytochromu P450
v jaternich mikrosomech a dale pii klasické metabolické cesté pies acetaldehyd a acetat
uc¢inkem aldehydoxiddzy a xantinoxidazy, kdy vznikd superoxidovy anion (Oy).
Nejvyznamngj$i u¢inek z ROS se pfipisuje hydroxylovému radikdlu (OH’), jenz vzniké pii
Fentonové reakci. V disledku oxida¢niho stresu produkuji hepatocyty a makrofagy cytokiny,
zejména TGF-B, ktery stimuluje jaterni fibrogenezi. Na zvifecich modelech s ALD a
akumulaci Zeleza bylo prokédzano, ze zelezo v Kupfferovych butikach aktivuje nukledrni
faktor — kappa B (NF-«xB) s naslednym zvySenim exprese prozanétlivych cytokinl, zejména
IL-18 a TNF-a [Xiong 2003]. Cytokiny IL-18 a TNF-a stimuluji vychytavani transferinového
zeleza, které se pii chronické konzumaci alkoholu hromadi v jatrech. Je pravdépodobné, ze
alkohol cestou oxidac¢niho stresu zvysuje expresi TfR1 [Suzuki 2002].

Z recentnich studii je zfejmé, Ze vyznamnou ulohu v pfetizeni Zelezem u nemocnych
s ALD muze sehrat snizenad exprese hepcidinu [Harrison-Findik 2007]. Alkohol vyvolanym
oxida¢nim stresem potlacuje sekreci hepcidinu v hepatocytech. Snizend exprese hepcidinu
zpusobuje zvysenou expresi DMT1 a feroportinu s naslednym zvySenym vstfebavanim zeleza
ve stfevé. Vliv alkoholu na expresi hepcidinu a vstfebavani zeleza 1ze potlacit antioxidanty

[Harrison-Findik 2006].
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Mutace HFE genu pravdépodobné nehraji kauzalni roli v patogenezi akumulace Zeleza
u ALD. Konzumace alkoholu vSak nepochybné ptispiva k expresi fenotypu hemochromat6zy

u nékterych genotypt, zejména pak homozygotii C282Y [Fletcher 2002].

5.2 CHRONICKA HEPATITIDA C

V disledku zdnétu a nekrozy hepatocytii dochdzi u nemocnych s chronickou
hepatitidou C k naruSeni homeostazy Zeleza, nebot’ uvolnéné Zelezo a feritin z poSkozenych
hepatocytli zvySuje koncentrace zeleza a feritinu v séru. Chronicky zanét v jatrech miize navic
modifikovat expresi transferinovych receptort 1 feritinu, a tak narusit vychytavani a absorpci
zeleza do hepatocytii [Tung 1999]. ZvySeni parametri metabolismu zeleza obvykle také
doprovazi zvysSena aktivita aminotransferaz (ALT, AST) [loannou 2002]. Hladina Zeleza
v séru ma tésny vztah k zanétlivé aktivité (gradingu), zatimco hladina feritinu v séru je
striktn€ vazana na stupen jaterni fibrozy (staging) [Di Bisceglie 1999, Fabris 2001]. U anti-
HCV pozitivnich jedincli se zvySenymi sérovymi parametry metabolismu Zeleza nebyly
zaznamenany zvysené zasoby zeleza v jatrech u vSech nemocnych [Riggio 1997, Silva 2005].
Z4dny z parametrii metabolismu Zeleza nedokaZe spolehlivé odhadnout koncentraci Zeleza
v jatrech, a tak pfedpovédét progresi onemocnéni nebo odpovéd na léCbu interferonem
[loannou 2002, Sherrington 2002]. Je vSak pravdépodobné, Ze zvySenad koncentrace zZeleza
v jatrech piispiva k progresi jaterniho poskozeni a jaterni fibrozy [Sartori 1998].

Zelezo, podobné jako u alkoholového jaterni poskozeni, indukuje oxidaéni stres, ktery
prostiednictvim produktti peroxidace lipidi a reaktivnich kyslikovych radikala aktivuje

hvézdicovité bunky a vede k jaterni fibrogenezi [Ramm 2005, Rigamonti 2002, Nieto 2002].
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Depozita zeleza v hepatocytech dale usnadnuji replikaci viru HCV [Kakizaki 2000]. Pietizeni
zelezem byva povazovano za negativni prognosticky faktor progrese onemocnéni a selhani
1é¢by rekombinantnim interferonem v monoterapii nebo v kombinaci s ribavirinem [Distante
2002, Fujita 2007]. Z téchto diivoda byla provedena tada studii, ve kterych se sledoval efekt
provadéni samotnych venepunkci, venepunkci pied ¢i soucasné béhem protivirové 1éCby.

V mnoha studiich doslo po samotnych venepunkcich k izolovanému poklesu ALT
[Kawamura 2005, Hayashi 1995, Yano 2004], v n¢kterych ptipadech také ke snizeni gradingu
a zpomalila se progrese jaterni fibrézy [Sartori 2001, Yano 2002]. Ackoli neobjasnénym
mechanismem doslo také k poklesu ALT, nebylo v fadé studii po nasledné protivirové 1€cbé
dosazeno setrvalé virologické odpovédi (SVR) [Piperno 1996]. Lepsich vysledka z hlediska
SVR bylo dosazeno pii soucasném provadéni venepunkci a protivirové 1é€by [Van Thiel
1996, Fong 1998, Fontana 2000]. Kato a spol. prokazali efekt flebotomii na pokles rozvoje
hepatocelularniho karcinomu [Kato 2007]. Odpirci provadéni venepunkci poukazuji na
neovlivnéni virémie [Sartori 2001, Herrera 1999] a nutnosti pifipadného snizeni davek
ribavirinu pfi anémii indukované venepunkcemi [Hofer 2004, Pianko 2002]. Vysledky se
soucasnou standardni protivirovou lébou, tj. kombinaci pegylovaného interferonu
s ribavirinem nejsou dosud piesveédCivé.

Dalsi diskutovanou otazkou je vliv pfitomnosti mutaci HFE genu v akumulaci Zeleza u
anti-HCV pozitivnich nemocnych, nebot’ vysledky studii jsou zna¢né kontroverzni. Nékteti
autofi zjistili u nosi¢t mutaci HFE genu vyssi stupen nekroticko-zanétlivé aktivity a fibrozy
v jatrech [Bonkovsky 2002, Smith 1998, Tung 2003, Erhardt 2003]. Mutace HFE genu
mohou urychlovat jaterni fibrézu, ale nemusi byt odpovédné za progresi do jaterni cirhozy,
nebot’ prevalence mutaci u nemocnych s jaterni cirhdézou neni zvysena [Tung 2003]. Jiné

studie neprokazaly souvislost zvySenych zasob Zeleza €i progrese jaterni 1éze s pritomnosti
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HFE mutaci [Thorburn 2002, Negro 2000, Hézode 1999].

Zvysena akumulace zeleza u anti-HCV pozitivnich jedinci, podobné jako u GH,
ptispiva k rozvoji hepatoceluldrniho karcinomu (HCC) [Fracanzani 2001]. U nemocnych
s chronickou hepatitidou C neni vSak koncentrace zeleza v jatrech tak vysoka jako u GH, a tak
se na vzniku HCC nepochybné podili samotny ucinek viru na genom hepatocytu. Akumulace
zeleza je pak podruznym, avSak nezavislym rizikovym faktorem.

V poslednich letech byly zahdjeny studie zkoumajici vliv centralniho regulatoru
homeostazy zeleza hepcidinu u chronické hepatitidy C, avSak prozatim v malém poctu a

s nejednoznanymi zavery.

5.3 CILE STUDIE

Cilem studie bylo zjistit prevalenci mutaci HFE genu a mutace TfR2 genu u
nemocnych s chronickym jaternim onemocnénim (chronic liver disease, CLD) , konkrétné u
nemocnych s genetickou hemochromatézou (GH), s chronickou hepatitidou B (HBV) a C
(HCV) a s alkoholovym jaternim poskozenim (ALD). U jedincti s mutaci v HFE genu poté
analyzovat vztah pfitomnosti mutace k laboratornim parametrim metabolismu Zzeleza a
k prtibéhu vlastniho onemocnéni.

O vztahu pfitomnosti mutaci HFE genu a znamek pfetizeni Zelezem jsme
nepochybovali u skupiny nemocnych s GH. Tato vazba vSak nebyla dosud objasnéna u
nemocnych s chronickymi virovymi hepatitidami a u alkoholového jaterniho poSkozeni.
Dosud provedené studie nepodaly jednoznacné vysledky a vztah mutaci HFE genu k etiologii

pietizeni zelezem u HBV, HCV a ALD je ¢asto zpochybniovan.
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5.4 SOUBOR NEMOCNYCH A METODIKA

5.4.1 Soubor nemocnych

Do studie bylo zatazeno celkem 454 nemocnych s chronickym jaternim onemocnénim
(275 muzd, 179 zen, ve vékovém rozmezi 24 az 89 let, vékovy primér 55,4 let), kteti byli
vySetieni na I. interni klinice FNKV a 3. LF UK v letech 2000-2009. V souboru nemocnych
bylo zastoupeno 63 nemocnych shemochromatézou (GH), 51 nemocnych s chronickou
hepatitidou B (HBV), 122 nemocnych s chronickou hepatitidou C (HCV) a 218 nemocnych
s alkoholovym jaternim poskozenim (ALD).

Prevalence mutaci HFE genu byla porovnana s béznou ¢eskou populaci, podobn¢ jako
v pfedchozich studiich jsme pouzili data z analyzy Guthrie karet. Pro porovnani parametrti
metabolismu Zeleza byla sestavena odlisné kontrolni skupina, sloZzena ze 69 nemocnych, kteti
byli vysetieni na naSem pracovisti z jinych divodi nez pro jaterni onemocnéni.

Diagnéza chronické hepatitidy B a C byla stanovena na zékladé¢ pozitivity ptisluSnych
antigent a protilatek. Pfi prikazu pozitivity serologie byla posléze doplnéna virémie — HBV-
DNA a HCV-RNA metodou PCR. Pied zapocetim protivirové 1écby méli nemocni
s chronickymi virovymi hepatitidami provedenu necilenou jaterni biopsii. Diagnédza
alkoholového jaterniho poskozeni se opirala o anamnézu abuzu alkoholu (vice nez 60 grami
denné u muzi, vice nez 20 gramil u Zen), laboratorni ndlezy a sonografické nélezy jaterni 1éze
(nejcastéji jaterni steatdzy), u nemocnych s jaternich cirh6zou pak o prestavbovy proces jater

a sonografické znamky portalni hypertenze.
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5.4.2 Metodika

5.4.2.1 Laboratorni diagnostika

Vysledky parametri metabolismu zeleza (sérového zeleza, vazebné kapacity pro
zelezo, sérového feritinu) a jaternich testti (ALT a AST) byly dostupné u 50 nemocnych s GH,
46 nemocnych s HBV, 108 nemocnych s HCV, 193 nemocnych s ALD a 69 nemocnych
v kontrolni skupin¢. Kompletni laboratorni vysledky tedy nebyly dostupné u celého souboru
nemocnych, testovanych pro ptritomnost mutace HFE genu.

Hladiny sérového Zeleza, vazebné kapacity pro Zelezo a transamindz (ALT, AST) byly
stanoveny pouzitim metody VITROS (Analyzator Vitros Fusion 5,1). Ke stanoveni hladiny
feritinu byla pouzita chemiluminiscencni imunoanalyza (Analyzator Immulite 2000, DPC).
Saturace transferinu byla vypocitana podilem sérové hladiny Zeleza k vazebné kapacité pro
zelezo, tento podil vynasoben 100, a tak vyjadiena v procentech.

Serologie hepatitidy B a C byla stanovena pomoci metody ELISA, s pouzitim
imunoanalyzatoru (VITROS ECI, ORTHO Clinical Diagnostics). U nemocnych s pozitivitou
ptislusnych antigent a protilatek bylo doplnéno kvantitativni stanoveni virémie HBV-DNA
real-time PCR metodou (pfistroj Rotor-Gene TM 3000, Corbett Life Science), ke kvantifikaci
RNA-HCYV real-time PCR metoda (pfistroj COBAS® TagMan® 48, Roche Diagnostics). Pro
kvalitativni prikaz HCV-RNA byla vyuzita end-point metoda Cobas® Amplicor HCV test

v2.0 (ptistroj Cobas® Amplicor, Roche Diagnostics).
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5.4.2.2 Analyza mutaci HFE genu a mutace TfR2 genu

Mutace HFE genu (C282Y, H63D, S65C) a mutace TfR2 genu (Y250X) byly
analyzovany v celém souboru, tedy u 454 nemocnych. DNA byla extrahovana za pomoci
izolaéni soupravy Qiagen — mini DNA kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), dle
doporuceni vyrobce (viz pfiloha €.1). Analyzy mutaci HFE genu a TfR2 genu byly provedeny

metodou RFLP-PCR, které jsou podrobné popsany v kap. 3.4.2.1 a kap. 3.4.2.2.

5.4.2.3 Statistické metody

Data byla vyjadiena jako primér + smérodatnd chyba priméru (SEM). K vypoctu
frekvence alel byly pouzity vzorce uvedené v kap. 3.4.2.4. K porovnani frekvence genotypti
byl pouzit x* — test (chi kvadrat test) a Fisheriiv exaktni test. Protoze proménné nesplitovaly
podminky normdlniho rozloZeni, byla biochemickd data mezi skupinami porovnana
neparametrickymi metodami, a to pomoci Mann — Whitney testu, Kruskal — Wallisova testu
s vicenasobnym porovnanim hodnot (Dunn’s Multiple Comparison test). Statisticka analyza
byla provedena za pomoci programu GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., version

5.00). Hladina vyznamnosti o byla nastavena na hodnotu 0,05 (5%).
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5.5 VYSLEDKY

5.5.1 Analyza mutaci HFE genu a mutace TfR2 genu

Frekvence jednotlivych mutaci HFE genu jsou ptehledné uvedeny v tabulce 12, frekvence

jednotlivych genotypii pak v tabulce 13.

Tab.12: Frekvence mutaci HFE genu

GH HBV HCV ALD Kontroly

(n=63) (n=151) (n=122) (n=218) (n=481)
C282Y 69,84%*** 2,94% 2,46% 2,29% 3,43%
H63D 23,02%* 13,73% 10,66% 16,06% 14,97%
S65C 2,38% 3,92% - 0,46% 1,24%

Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
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Tab. 13: Kompletni prehled jednotlivych detekovanych genotypt

GH HBV HCV ALD Kontroly
(n = 63) (n =51) (m=122) | (m=218) | (n=481)
Heterozygot 0/ sk o o o o
et 12 (19%) 3 (5,9%) 6 (4,9%) | 10(4,6%) | 33(6,9%)
Homozygot 38
czsz% Gosveer | 0O%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Het}elz‘;zgg"t 13(20,6%) | 12(23,5%) | 22(18%) | 54 (24,8%) | 128 (26,6%)
H"g;’;ly)g“t " 730)*** 12.0%) | 2(1.6%) | 8(37%) | 8(1.7%)
Heterozygot 0 0 o o o
Sere 3 (4,8%) 4(7.8%) 0 (0%) 2009%) | 12(2,5%)
Slozeni 10
heterozygoti (15.9%)*** 1 (2,0%) 1 (0,8%) 0 (0%) 9 (1,9%)
C282Y/H63D :
SloZeni
heterozygoti | 1 (1,6%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0% 0 (0%)
C282Y/S65C
Slozeni
heterozygoti | 1 (1,6%) 1(2,0%) 0 (0%) 2 (0,9%) 2 (0,4%)
H63D/S65C

Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
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Frekvence alel C282Y a H63D byly u nemocnych s GH statisticky vyznamné vyssi
v porovnani s béznou ¢eskou populaci (69,84% oproti 3,43%, p < 0,0001; 23,02% oproti
14,97%, p = 0,0201). Homozygoti C282Y a homozygoti H63D byli signifikantné vice
zastoupeni u nemocnych s GH v porovnani s kontrolni skupinou (60,3% oproti 0%,

p < 0,0001; 12,7% oproti 1,7%, p < 0,0001). Také zastoupeni slozenych heterozygotl
C282Y/H63D bylo statisticky velmi vyznamné (15,9% oproti 1,9%, p < 0,0001).

U HCV nemocnych byla frekvence alely C282Y 2,46% a frekvence alely H63D
10,66%, tedy nesignifikantni v porovnani s kontrolni skupinou. AvsSak celkové jedinct
s mutaci HFE genu (23,8%) bylo signifikantné vice v porovnani s béznou populaci (35,3%,
p=0,0151).

V prevalenci mutaci HFE genu u pacienti s HBV a ALD jsme neprokdzali statisticky
vyznamné rozdily v porovnani se souborem kontrol. Frekvence alely C282Y byla u HBV
nemocnych 2,94%, u nemocnych s ALD 2,29%. Frekvence alely H63D byla u HBV
nemocnych 13,73%, u nemocnych s ALD 16,06%. Zastoupeni jednotlivych genotypti bylo u
HBV, ALD a v kontrolni skupiné rovnomérné. Ackoliv bylo u HBV nemocnych vyssi
zastoupeni heterozygotii S65C (7,8%), tento rozdil nebyl v porovnani s kontrolnim souborem
statisticky vyznamny (2,5%, p = 0,0573).

Pii zohlednéni tize jaterniho poskozeni nebyly zjistény rozdily v prevalenci mutaci
HFE genu u nemocnych s jaterni cirhézou v porovnani s nemocnymi bez cirhdzy, ani
v porovnani s béZnou populaci.

Mutace Y250X v TfR2 genu nebyla prokézana u zadného nemocného s chronickym

jaternim onemocnénim.
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5.5.2 Parametry metabolismu Zeleza u chronickych jaternich

chorob

Kompletni ptehled laboratornich vysledkt, vcetné jaternich testd (ALT, AST) u

jednotlivych onemocnéni je uveden v tabulce 14.

Tab. 14: Parametry metabolismu Zeleza a hladiny transaminaz u chronickych jaternich

chorob
r r r

(umol/l) (gl %) (pkat/l) (nkat/l)

GH 35,18%%** 792,0%%* 70,13%*%* 0,9684 0,7707
(n =50) + 1,378 + 140,4 + 4,080 +0,1268 + 0,0866

HBV 21,23 162,5 35,75 0,8763 0,8430
(n =46) + 1,061 +31,43 + 2,996 +0,1161 +0,1029
HCV 23,84%* 268,1 38,47 1,173%** 1,049%**
(n=108) + 0,9805 + 37,69 +2,196 +0,0791 + 0,0668
ALD 24,12%* 497 ,9%** 48,17%%* 1,060%** 1,411%%*
(n=193) +0,8523 + 33,06 +2,139 +0,0738 +0,1241

Kontroly 18,63 163,0 30,50 0,8731 0,5936
(n=069) +0,7594 + 15,13 + 1,503 +0,1329 +0,0518

ALT — alaninaminotransferdza, AST — aspartataminotransferaza

Referencni rozmezi: S- Fe (11-26 pumol/l), S-feritin (muzi 7-250 pg/l, Zeny 9-200 pg/l),
saturace transferinu 20-45%, ALT (0,1-0,75 pkat/l), AST (0,1-0,75 pkat/l)

Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

V souborech nemocnych s GH a ALD byly prokazany statisticky vyznamné rozdily ve
vSech sledovanych parametrech metabolismu Zeleza v porovnani s kontrolni skupinou. Ve
skupiné HCV nemocnych byl zjistén statisticky vyznamny rozdil pouze v hladinach sérového
zeleza, u HBV nemocnych nebyly zjistény signifikantni rozdily v zddném laboratornim
parametru v porovnani se souborem kontrol. Zvysenou hladinu sérového zeleza nad 26 pmol/l

mélo 22,7% HBV nemocnych, 39,2% HCV nemocnych a 37,2% nemocnych s ALD. Saturaci
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transferinu nad 45% mélo 28,1% HBV nemocnych, 27,7% HCV nemocnych a 45,9%
nemocnych s ALD. ZvySenou hladinu sérového feritinu nad 250 pg/l u muzt a nad 200 pg/l u
zen melo 20% HBV nemocnych, 35,7% HCV nemocnych a 67,4% nemocnych s ALD.
ZvySenou saturaci transferinu nebo hladinu feritinu mélo celkem 33,3% nemocnych
s chronickou hepatitidou B, 43% nemocnych s chronickou hepatitidou C a 73,2% nemocnych
s alkoholovym jaternim poskozenim.

V podskupinach nemocnych s jaterni cirhézou na podkladé HBV a ALD nebyly
zjistény signifikantni rozdily v laboratornich parametrech v porovnani s nemocnymi bez
cirthozy. Rozdily byly zaznamenany pouze u HCV nemocnych, kdy nemocni s cirh6zou méli
signifikantné zvySeny vSechny parametry metabolismu Zeleza, tedy sérové zelezo
(p = 0,0150), sérovy feritin (p = 0,0298) a saturaci transferinu (p = 0,0179). HCV nemocni
s cirhdzou m¢li také statisticky vyznamné zvySeny hladiny transamindz, zejména pak AST
(p <0,0001).

Porovnani laboratornich nalezii u jednotlivych jaternich onemocnéni ve stadiu cirhdzy

a bez cirhozy je uvedeno v tabulce 15.
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Tab. 15: Porovnani laboratornich parametrii u nemocnych s CLD ve stadiu cirhézy
a bez cirhozy

HBV Cil;'lf()\;a HCV Ciljl’(lj(’)‘lla ALD c;?l?(ga
=32 =73 =38
@=3) 1 m=1gy | @7 | m=35 | @7 | q-1ss)
S“eiove 20,68 1212?57 21,97 i217 ’2(3)778 25,78 ;)3;5208
zelezo + 1,419 ’ + 1,056 : + 1,930 ’
(pmol/l) ns * ns
159.2 3202 465.0
Sérovy 1642 i 232.8 Corae 6182 a6
feritin (ng/l) | + 43,07 ’ +52.15 " +91,59 ’
ns ns
trs;;tufr?"cs 33,38 i3s6 355 1 33,89 :j ’(4)25 42,29 :j ’;)2?9
sterintt |, 3 495 ’ +2.309 : + 4,494 ’
(%) ns * ns
ALT 0,8419 10692? 11 37 1118 4 1),2181?%9 1,371 i(())’?)8733699
(ukat/1) +0,1009 ’ +0,1034 " +0,2176 ’
ns ns
1.044 1381 1.4
AST (ukatny | 073 | 4 0 (;794 0.8899 | o 318035 1,425 Lo 1(;28
H +0,08329 . +0,07946 - +0,2807 '

ALT — alaninaminotransferaza, AST — aspartataminotransferaza

Referen¢ni rozmezi: S- Fe (11-26 pumol/l), S-feritin (muzi 7-250 pg/l, Zeny 9-200 pg/l),
saturace transferinu 20-45%, ALT (0,1-0,75 pkat/l), AST (0,1-0,75 pkat/l)

Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ns — nesignifikantni
rozdil

5.5.3 Vliv jednotlivych genotypii na laboratorni markery

metabolismu Zeleza u chronickych jaternich chorob

Vliv jednotlivych genotypt na laboratorni markery Zeleza a jaterni testy u GH, HBV,
HCV a ALD je znazornén v tabulce 16.

U jedincti s mutaci HFE genu byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v hladinach
sérového zeleza (p < 0,0001) a saturaci transferinu (p < 0,0001) v porovnani s jedinci bez
mutaci HFE genu. Hladiny sérového Zeleza byly signifikantné¢ vyssi pouze u homozygoti
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C282Y (p < 0,0001), u slozenych heterozygotii C282Y/H63D (p = 0,0047) a u homozygotii
H63D (p = 0,0011). Hladiny sérového feritinu byly statisticky vyznamné¢ vyss$i u homozygoti
C282Y (p < 0,0001), u ostatnich genotypii nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily

v porovnani s jedinci bez mutaci HFE genu. Podobn¢ saturace transferinu byla signifikantné

vy$si pouze u homozygoti C282Y (p < 0,0001) a u homozygoti H63D (p = 0,0043).

Tab. 16: Vliv jednotlivych genotypii na laboratorni markery metabolismu Zeleza

Yoo | fortn | transtorima | ALT AST
kat/l kat/l
(umol/l) (ng/) (%) (pkatl) | (ukatD
Heterozygot 26,52 421.,6 43,51 1,299 1,498
C282Y +2.573 +130,8 +4,871 +0,2690 +0,4388
Homozygot 39,49%** 1059%*:* 83,34 %% 0,8963 0,692 ***
C282Y + 1,474 +2354 +4,201 +0,133 + 0,086
Heterozygot 24,39 3853 45,08 1,033 1,246
H63D + 1,339 +50,00 + 3,397 +0,1365 +0,2592
Homozygot 30,63** 3829+ 58,12%* 1,240 0,9464
H63D +2.043 78,34 + 5,479 +0,3551 +0,1914
l w r
heiei«z)zl;zot 30,57+ 5645 54,12 0,7164 0,7100%*
+2414 +1794 + +0,1 +0,184
C282Y/H63D , 79, 7,356 0,1509 0,18
Zdravi 22,60 398.4 41,60 1,071 1,212 +
jedinci +0,6634 +29,24 + 1,720 +0,05469 0,06433
HFE mutace 28,61 %** 537.9 54,47%** 1,034* 1,105%*
(celkové) +0,9693 + 60,97 + 2,530 +0,09050 +0,1511
ALT — alaninaminotransferdza, AST — aspartataminotransferaza
Referen¢ni rozmezi: S- Fe (11-26 pumol/l), S-feritin (muzi 7-250 pg/l, zeny 9-200 ng/l),

saturace transferinu 20-45%, ALT (0,1-0,75 pkat/l), AST (0,1-0,75 pkat/l)
Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001




5.5.4 Prevalence mutaci HFE genu u CLD v zavislosti

na hladinach markeru metabolismu zeleza

U HBV nemocnych a u nemocnych s ALD se zvySenou saturaci transferinu a
zvySenymi hladinami feritinu nebylo prokézdno signifikantné vys$si zastoupeni mutaci HFE
genu v porovnani s jedinci s normalnimi laboratornimi markery metabolismu Zeleza i
v porovnani s kontrolni skupinou.

U HCV nemocnych snormalnimi parametry metabolismu Zeleza byla frekvence
mutace H63D (7,14%) signifikantn€ nizs§i v porovnani s podskupinou HCV nemocnych se
zvySenymi markery metabolismu Zeleza (16,21%, p = 0,0436) a kontrolni skupinou (14,97%,
p = 0,0347). U stejné podskupiny nemocnych bylo krom¢ sniZeni frekvence mutace H63D
zjisténo také statisticky vyznamné sniZeni prevalence heterozygoti H63D (10,2%), a to opét
jak v porovnani s podskupinou HCV nemocnych se zvySenymi ukazateli metabolismu Zeleza
(27%, p = 0,0417), tak oproti kontrolni skupiné (26,6%, p = 0,0116). Prevalence mutaci HFE
genu byla u této podskupiny nemocnych signifikantn€ niz$i v porovndni se souborem kontrol
(18,4% oproti 35,3%, p = 0,0166).

Frekvence jednotlivych mutaci a zastoupeni jednotlivych genotypl v zdvislosti na

hladinach parametri metabolismu zeleza jsou uvedeny v tabulkach 17 a 18.
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Tab. 17: Frekvence mutaci v zavislosti na hladinach parametri metabolismu Zeleza

HBV HCV ALD Kontroly
A B A B A B
n=12 n =24 n =37 n =49 n=139 n =51 n =481

c282Y 8,33 2,10 2,70 3,06 1,44 4,90 4,90

(%)
H63D 16,21 7,14

8,33 12,5 ’ ’ 16,19 17,65 14,97
(%) b b a* b* 2 2 b
Vysvétlivky:

A — feritin > 200/250 pg/l, saturace transferinu > 45%
B — feritin <200/250 pg/l, saturace transferinu <45%
a — skupina A oproti skupin¢ B
b — podskupina (A nebo B) oproti kontrolni skupiné
Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
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Tab. 18: Zastoupeni jednotlivych genotypii v zavislosti na hladinach parametri
metabolismu Zeleza

HBV HCV ALD Kontroly
A B A B A B
n=12 n=24 n =37 n=49 | n=139 | n=51 n =481
Heterozygot 16,7 42 5.4 6,1 2,9 9,8 6,9
C282Y (%) b b b b 2 b b
Homozygot
0 0 0 0 0 0 0
C282Y (%)
Heterozygot 27,0 10,2
16,7 16,7 23,7 31,4 26,6
H63D (%) ’ ’ a* b* ’ ’ ’
Homozygot
0 4,2 2,7 2,0 4,3 2,0 1,7
H63D (%) b b b b b b
SloZeny
heterozygot
C282Y/H63D 8,3 0 2,7 0 0 0 1,9
(%)
Zdravi jedinci 81,6
75,0 75,0 67,6 69,1 56,9 64,7
(%) b*
HFE mutace 18,4
25,0 25,0 32,4 ) 30,9 43,1 35,3
(celkové) (%) ’ ’ ’ b* ’ ’ ’
Vysvétlivky:

A — feritin > 200/250 pg/l, saturace transferinu > 45%

B — feritin <200/250 pg/l, saturace transferinu <45%

a — skupina A oproti skupin¢ B

b — podskupina (A nebo B) oproti kontrolni skupiné

Statistické hladiny vyznamnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
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5.6 DISKUSE

Nejvyssi prevalence mutaci HFE genu byla podle ocekévani prokédzéna u nemocnych
s GH. Frekvence alely C282Y a mutace C282Y v heterozygotni i homozygotni formé byla u
téchto nemocnych signifikantné zvySena. PrestoZe jsme v nasem souboru s GH identifikovali
60% homozygotl, je tento pocet mensSi nez v sousednich stfedoevropskych zemich, kde
mutace C282Y v homozygotni formé byla zastoupena u vice nez 80% nemocnych
[Merryweather-Clarke 2000, Beutler 2001]. Vétsim piekvapenim je vSak vysoké zastoupeni
homozygotli H63D ve srovnani s jinymi evropskymi populacemi [Merryweather-Clarke 2000,
Beutler 2001, Samarasena 2006, Remacha 2006], v naSem souboru tvofili 12,7% nemocnych
s GH. Navic pfi analyze vlivu pfitomnosti HFE mutaci na parametry metabolismu zeleza jsme
zjistili, Ze homozygoti H63D se znacné¢ podileli na zvySeni laboratornich markerti zasob
zeleza a ve 42% ptipadech méli fenotyp hemochromatdzy.

Uloha mutaci HFE genu v patogenezi akumulace Zeleza u chronickych jaternich
onemocnéni je Siroce diskutovdna. Rada studii se zabyvala vlivem piitomnosti zejména
mutace C282Y v heterozygotni form¢ na vstiebavani zeleza, na zvysSeni jaterni koncentrace
zeleza a v konecném dusledku na progresi jaterniho poskozeni, a to zprostiedkované
zvysenou absorpci zeleza ve stifevé a indukci oxidac¢niho stresu [Bonkovsky 2003, Sebastiani
2007, Harrison-Findik 2007, Wallace 2009]. Tato souvislost byla jednozna¢né potvrzena u
nemocnych s PCT [Bonkovsky 2003, Sebastiani 2007, Wallace 2009]. U nemocnych s
chronickymi virovymi hepatitidami a alkoholovym jaternim poskozenim jsou vysledky studii
velmi raznorodé. V nasi studii jsme neprokazali zvySenou prevalenci mutaci HFE genu u
nemocnych s HBV, HCV a ALD. Nezaznamenali jsme statisticky vyznamné rozdily

v prevalenci mutaci ani mezi jednotlivymi skupinami, ani v porovnani v kontrolni skupinou.
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Z nasich vysledk dale vyplyva, ze vyskyt mutaci HFE genu nemél vliv na parametry
metabolismu zeleza u HBV nemocnych. Piestoze 33,3% HBV nemocnych mélo zvysSenou
saturaci transferinu nebo zvyseny sérovy feritin, nemély tyto odchylky vztah k jednotlivym
genotypim. Podobn¢ Martinelli a spol. neprokazali rozdily v prevalenci mutaci C282Y a
H63D mezi HBV nemocnymi a béznou populaci, v ptipadé¢ vyskytu nékteré mutace pak bez
vlivu na pretizeni Zelezem u HBV nemocnych [Martinelli 2004]. V nékterych pracich naopak
pozorovali vztah pfitomnosti mutace H63D k pokrocilej§imu stupni jaterni fibrézy a k
progresi do jaterni cirhdzy u HBV nemocnych [Mah 2005, Ghaziani 2007]. Piperno a spol.
zjistili zvySené zasoby zeleza v jatrech pouze u heterozygoti C282Y muzského pohlavi a
souvislost pfetizeni Zelezem s pfitomnosti mutace H63D [Piperno 1998].

Ve skupiné HCV nemocnych jsme u 43% nemocnych zjistili zvySenou saturaci
transferinu nebo zvySeny sérovy feritin. V podskupiné nemocnych s cirhézou jsme
zaznamenali signifikantné vy$8i hladiny vSech parametri metabolismu Zeleza v porovnani
s podskupinou bez cirhozy. Zvyseni markerd zeleza v séru vSak nekorelovalo se zvySenim
vyskytu mutaci HFE genu, vyskyt mutaci byl srovnatelny s béznou populaci. Z dalsi analyzy
HCV nemocnych vyplyvaji nizsi frekvence mutace H63D a mutace H63D v heterozygotni
form¢ v porovnani s kontrolni skupinou, tento rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny.
Signifikantni sniZeni jsme ale pozorovali u HCV nemocnych s normélnimi laboratornimi
markery Zeleza, a to ve srovnani s podskupinou HCV nemocnych se zndmkami pfetizeni
zelezem a oproti kontrolni skupin€. V prevalenci homozygoti H63D a ostatnich genotypt
jsme nenalezli signifikantni rozdily. Zda se tedy pravdépodobné, Ze vyskyt mutace H63D u
HCYV jedinct s pietizenim Zelezem neni vyssi nez v bézné populaci. Celkové byla prevalence
mutaci HFE genu u HCV nemocnych signifikantné niz§i v porovnani s kontrolni skupinou,

s hlavnim podilem podskupiny jedinct s normalnimi markery Zeleza v séru.
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V tad¢ zahrani¢nich studii byl analyzovan vyskyt mutaci HFE genu u chronické
hepatitidy C a jejich vliv na parametry metabolismu zeleza, vysledky studii jsou vSak zna¢né
kontroverzni. V nékolika studiich byla prokdzana zvySena prevalence mutaci HFE genu ve
vztahu k bézné populaci [Bonkovsky 2002, Kazemi-Shirazi 1999, Smith 1998]. V jinych
studiich nebyl prokazan zvysSeny vyskyt mutaci, avSak u jedinc s mutaci byly zjistény
zvysené laboratorni markery Zeleza v séru a pritomnost mutace C282Y v heterozygotni formé
byla nezavislym rizikovym faktorem progrese jaterniho poskozeni [Erhardt 2003, Gehrke
2003, Geier 2004, Pacal 2007]. Ve vysledcich dalSich praci nebyl zaznamenan vyssi vyskyt
mutaci HFE genu v porovnani s kontrolni skupinou, u jedincti s mutaci C282Y a H63D
nebyly zjiStény znadmky pfetizeni Zelezem [Distante 2002, Hézode 1999, Negro 2000,
Sikorska 2005, Thorburn 2002].

U alkoholového jaterniho poSkozeni se alkohol a zelezo vyznacuji synergickym
ucinkem na indukci oxidac¢niho stresu. Tato souvislost vedla fadu autor k analyze ulohy
mutaci HFE genu, a to zvlasté mutace C282Y v heterozygotni formé, na patogenezi zvysené
akumulace Zeleza u ALD. VétSina studii vSak neprokazala vztah mezi pfitomnosti mutace
HFE genu a alkoholovym jaternim poSkozenim, ani na progresi jaterniho poSkozeni u ALD
[Gleeson 2006, Grove 1998, Lauret 2002, Robinson 2007]. V malém poctu studii byla u
nemocnych s ALD vyznamné zvySena frekvence mutace H63D [Machado 2009, Starcevic
2006]. NaSe vysledky ukazuji, Ze nemocni s ALD méli zvySené laboratorni markery
metabolismu Zeleza, a to bez souvislosti s pfitomnosti jaterni cirhdzy. ZvySenou saturaci
transferinu nebo hladinu feritinu mélo 73,2% nemocnych s ALD. V zavislosti na hodnotach
parametrt Zeleza jsme nepozorovali zvySeny vyskyt mutaci HFE genu v zadné podskuping. Je

tedy zfejmé, Ze mutace HFE genu nemaji vztah k alkoholovému jaternimu poskozeni.
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Soucasti nasi studie byla také analyza vyskytu mutace Y250X v TfR2 genu, ktery
kéduje transferinovy receptor 2. V naSem souboru nemocnych s CLD jsme neprokazali
zadného jedince s mutaci Y250X. Tento vysledek nepodporuje predstavu o vztahu mutaci
v TfR2 genu ke studovanym chronickym jaternim onemocnénim.

Z téchto vysledkl je zifejmé, Ze v patogenezi akumulace zeleza u CLD se mohou
podilet jiné molekuly ¢i faktory. Na molekularni trovni (na urovni mRNA) byla analyzovana
exprese fady transportéri pro Zelezo v jatrech, napt. feroportinu, transferinovych receptori
TfR1 a TfR2 a centralniho regulatoru metabolismu Zeleza — hepcidinu. U HCV nemocnych
byla prokézana signifikantné zvySend exprese TfR2 a feroportinu v jatrech v porovnani
s HBV nemocnymi [Takeo 2005] a korelace exprese TfR2 s koncentraci Zeleza v jatrech
[Mifuji 2006]. Fujita a spol. zjistili u HCV nemocnych signifikantné nizsi expresi hepcidinu
na urovni mRNA [Fujita 2007]. Hepcidin by tak mohl hrat kli¢ovou roli v patogenezi
akumulace zeleza u HCV nemocnych. V jiné studii vSak byla regulace hepcidinu zasobami
zeleza zachovana [Aoki 2005].

Uloha hepcidinu je studovéna také u alkoholového jaterniho poskozeni [Harrison-
Findik 2009]. Na zvifecich modelech bylo zjiSténo, Ze alkohol snizuje expresi hepcidinu.
Snizena exprese hepcidinu pak zplisobuje zvysenou expresi DMT1 a feroportinu a nasledné
zvySené vstiebavani Zeleza v duodenu. Bylo prokazéno, ze alkohol ovliviiuje expresi
hepcidinu sniZzenim aktivity promotoru a snizenim aktivity transkripéniho faktoru C/EBPa

[Bridle 2006, Harrison-Findik 2006].

76



6 ZAVER

V naSich studiich jsme zjistili jak4d je prevalence jednotlivych mutaci HFE genu
(C282Y, H63D, S65C), mutace TfR2 genu a soucasné¢ zmény metabolismu Zeleza u
vybranych koznich a chronickych jaternich onemocnéni.

Ve studii zabyvajici se vyskytem mutaci HFE genu u nemocnych s PCT jsme
prokazali vysoké zastoupeni jedincii s mutaci HFE genu. Mutaci v HFE genu jsme prokazali u
témeét 70% nemocnych s PCT. Prevalence majoritni mutace C282Y a minoritni mutace H63D
byly signifikantn€ zvySeny v porovnani s kontrolni skupinou. Piekvapivym nalezem je vysoké
zastoupeni heterozygoti H63D (41,3%), které dosud nebylo popséno v jinych evropskych
zemich. Akumulace Zeleza byla nejvice vyjadiena u homozygoti C282Y, nebot’ zejména
saturace transferinu byla signifikantné vyssi v porovnani se vSemi ostatnimi genotypy. D4 se
tedy doporucit, aby stanoveni mutaci HFE genu bylo standardnim vySetfenim u nemocnych
s PCT v Ceské republice, nebot’ vEasnou identifikaci rizikovych jedincti lze jisté predejit
nezadoucimu pfetiZzeni Zelezem u téchto nemocnych. U nemocnych s PCT jsme analyzovali i
ptitomnost druhého nejvyznamnéjsiho rizikového faktoru v patogenezi akumulace Zeleza, a to
infekci virem hepatitidy C. Infekci virem hepatitidy C jsme prokdzali pouze u 7,9%
nemocnych s PCT. Nizky vyskyt chronické hepatitidy C ve vySetfené skupiné na rozdil od
jihoevropskych zemi nesvédci pro vyznamnéjsi tlohu tohoto faktoru v etiopatogenezi PCT
v ¢eské populaci.

Ve studii zabyvajici se Dupuytrenovou nemoci (DD) jsme analyzovali pouze mutace
C282Y a H63D. U nemocnych s DD jsme neprokézali zvySeny vyskyt mutaci HFE genu ani
zvySené¢ parametry metabolismu Zeleza. Tyto nélezy nepotvrdily naSi hypotézu o uloze

zvysené akumulace Zeleza v rozvoji Dupuytrenovy nemoci.
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V nasi populaci hraji v etiopatogenezi Dupuytrenovy nemoci roli faktory zivotniho stylu
s vysokym zastoupenim nadmérné konzumace alkoholu a z toho rezultujici chronické jaterni
1éze, a dale opakovana mikrotraumata ruky.

U chronickych virovych hepatitid a alkoholového jaterniho poskozeni jsme se pokusili
objasnit vztah pfitomnosti mutaci HFE genu k pfetizenim Zelezem. Prestoze jsme u fady
nemocnych zjistili zvySené markery zeleza v séru, nemély tyto odchylky souvislost
s vyskytem mutaci HFE genu. U nemocnych s jaternim onemocnénim ve stadiu cirh6zy nebyl
vyskyt mutaci HFE genu odliSny v porovnani s jedinci bez cirh6zy ¢i s kontrolni skupinou.

Z divodu nejednoznacnych zavéri o vztahu mutaci HFE genu k akumulaci zeleza u
chronickych jaternich onemocnéni byl vyzkum v poslednich letech soustiedén na analyzu
jinych faktord a molekul, uplatiiujicich se v patogenezi pfetizeni Zelezem. Pozornost je
soustiedéna zejména na kliovy regulator homeostazy zeleza, kterym je peptid hepcidin.
Snizené exprese hepcidinu s naslednym zvySenym vstiebdvanim Zeleza transportéry DMT1 a
feroportinem v duodendlni sliznici by vysvétlovala nezaddouci pietizeni zelezem u nemocnych
s chronickymi jaternimi onemocnénimi. Kromé hepcidinu si dals$i pozornost zaslouzi i jiné
molekuly a transportéry, mezi néz patii napf. TfR2 a feroportin. K objasnéni ptesnych
mechanismi vedoucich k pietizeni Zelezem je jist¢ zapotiebi dalSich studii a budou

pfedmétem dal§iho vyzkumu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALD
ALT
AST
Bell

bp
C282Y

C/EBPa

Cl
CLD
Dcytb
DD
DMT1

DNA
dNTP
ELFO
GH
H63D

HBV
HCC
HCP1
HCV
HFE gen

- alkoholové jaterni poSkozeni (alcoholic liver disease)

- alanin aminotransferdza

- aspartat aminotransferaza

- restrikéni endonukleaza stépici misto 5" — T/GATCA —3°,
zdroj: Bacillus caldolyticus

- par bazi

- majoritni mutace v HFE genu, substituce cysteinu (C) tyrosinem (Y)
v poloze 282 proteinu

- CCAAT/enhancer — binding protein o
- transkrip¢ni faktor uplatiiujici se v regulaci exprese hepcidinu

pfi ptsobeni alkoholu

- interval spolehlivosti (confidence interval)

- chronické jaterni onemocnéni (chronic liver disease)

- duodendlni cytochrom b, ferireduktaza

- Dupuytrenova nemoc (Dupuytren’s disease)

- transportér pro divalentni kovy (Divalent Metal ion Transporter 1) -
- transportér Zeleza do bunky

- deoxyribonukleova kyselina

- sm¢s nukleotidt (pro PCR)

- elektroforéza

- genetickd hemochromatéza

- minoritni mutace v HFE genu, substituce histidinu (H)
kyselinou asparagovou (D) v pozici 63 HFE proteinu

- virus hepatitidy B, chronicka hepatitida B

- hepatocelularni karcinom

- heme carrier protein 1, enterocytarni hemovy importér

- virus hepatitidy C, chronicka hepatitida C

- gen pro hereditdrni hemochromatézu
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Hinfl - restrikéni endonukledza $tépici misto 5° — G/ANTC — 3,

zdroj: Haemophilus influanzae Rf

HO1 - hemova oxygenaza 1

HNE - 4-hydroxyl-2 nonenal

IL - interleukin

IRE - iron responsive element, protein regulujici intracelularni metabolismus Zeleza
IRP - iron regulatory protein

Mael - restrikéni endonukledza $tépici misto 5" — C/TAG -3,

zdroj: Methanococcus aeolicus

mRNA - mediatorovd RNA

NF-xB - nuklearni faktor kappa B

NS - statisticky nevyznamny rozdil

PCR - polymerazova fetézova reakce

PCT - pozdni kozni porfyrie (porphyria cutanea tarda)

RFLP - polymorfismus délky restrikcnich fragmentl (restriction fragment length
polymorphism)

RNA - ribonukleova kyselina

ROS - reaktivni kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

Rsal - restrik¢éni endonukleédza $tépici misto 5" — GT/AC — 3,

zdroj: Rhodopseudomonas sphaeroides

SVR - setrvala virologicka odpovéd’ (sustained virological response)

S65C - minoritni mutace v HFE genu, substituce serinu (S) cysteinem (C) v pozici 65
HFE proteinu

Taq - Taq polymeraza

TfR1, TfR2 - transferinové receptory 1,2

TGF-B - transformujici rustovy faktor B

TNF-a - tumory nekrotizujici faktor o

URO-D - uroporfyrinogendekarboxylaza

Y250X - mutace s TfR2 genu, zdména cytosinu thyminem v pozici 750

v nukleotidovém fetézci vede ke vzniku stop kodonu
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9 PRILOHY

9.1 PRILOHA C.1

Protokol pro izolaci DNA z krve — QIAamp DNA Mini Kit

Poznamky:

Vytemperovat v§echny vzorky, pufr AE a vodu na pokojovou teplotu.

Centrifugace rovnéZ vzdy probiha pii pokojové teploté.

Zahtat vodni lazeni nebo suchy blok na 56°C.

Ptipravit zasobni pufr AW1, AW2 a QIAGEN protedzu.

QIAGEN proteaza pro 50 vzorkl: 24 mg QIAGEN Protease + 1,2 ml Protease solvent
(zasobni roztok muzeme skladovat 2 mésice pii 2-8°C, skladovani pti -20°C prodluzuje
zivotnost protedzy, ale meli bychom se vyhnout opakovanému rozmrazovani a zmrazovani,
doporucuje se rozalikvotovat celkovy obsah).

Pufr AW1 pro 50 vzorki: 19 ml AWI concentrate + 25 ml 96% etanolu (pufr AW1 je stabilni
1 rok, skladujeme pii1 pokojové teplot¢).

Pufr AW2 pro 50 vzorki: 13 ml AW2 concentrate + 30 ml 96% etanolu (pufr AW2 je stabilni
1 rok, skladujeme pii1 pokojové teplot¢).

Pokud se v pufru AL vytvofil precipitat, rozpustime jej pi1 70°C (suchy blok).

7200 ul plné krve bychom méli ziskat 3-12 ug DNA. Pokud pozadujeme vys$si vynos

muzeme pouzit buffy coat.
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10.

20 ul QIAGEN Protease na dno 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky.

Ptidat 200 pl vzorku plné krve, plasmy, séra, buffy coat, nebo jiné télni tekutiny, nebo
vice nez 5*10° lymfocyti v 200 ul PBS.

Je-1i mnozstvi vzorku mensi nez 200 pl je tfeba doplnit objem PBS. Chcete-li DNA
zbavenou RNA je tfeba pridat jesté 20 ul RNase A. Poznamka: Je-li naopak protedza
ptidadvana ke vzorku, je tfeba dostatecné promichat smés po piidani proteazy.

Ptidat 200 pl Buffer AL. Zvortexovat 15 s.

Inkubovat 10 minut pii 56°C.

Kratce centrifugovat, abychom odstranili kapky z vicka zkumavky.

Ptidat 200 pl etanolu (96-100%) a zvortexovat 15 s. Po té opét zcentrifugovat, abychom
odstranili kapky z vicka zkumavky.

Opatrné¢ prenést smés do QIAamp kolonky bez potiisnéni okraji zkumavky.
Centrifugovat 1 min pti 6000 g (8000 rpm). Umistit QUlamp kolonku do ¢isté 2 ml
sbérné zkumavky. Zkumavku obsahujici filtrat vyhodit.

Otevtit opatrné QIAamp kolonku a ptidat 500 ul pufru AW1 bez potiisnéni okraje
zkumavky. Zaviit vicko a centrifugovat 1 min pii 6000 g (8000 rpm). Opét pfemistit
kolonku do ¢isté sbérné zkumavky a vyhodit zkumavku s filtratem.

Opét opatrné oteviit kolonku a pfidat 500 ul pufru AW2 bez potiisnéni okrajii. Zaviit
vicko a centrifugovat 3 minuty pii 20000 g (14000 rpm).

Premistit kolonku do 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky a vyhodit sbérnou zkumavku
s filtratem. Otevtit opatrné kolonku a ptidat 200 ul pufru AE nebo destilované vody.

Inkubovat 1 minutu pii pokojové teploté. Centrifugovat 1 min pti 6000 g (8000 rpm).

Inkubace pii pokojové teploté a opakovani promyti AE pufrem zvySuje vynos DNA. Promyti

mens$im objemem pufru zvysuje koncentraci DNA v roztoku, ale mirn€ snizuje vynos.
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Pro delsi skladovani je vhodny AE pufr (ne voda). Skladovat pti -20°C.

Vymos z 200 ul se pohybuje kolem 6 pg DNA/200 pl roztoku. Aseo/Azso 1,7-1,9.
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9.2 PRILOHA C.2

9.2.1 Osobni prinos disertanta

Na vzniku tii publikaci, o néz se opiré predkladand disertacni prace, se Dr. Kratka
podilela nasledovné:
High prevalence of HFE gene mutations in patients with porphyria cutanea tarda in the Czech
Republic — Dr. Kratkd osobné zorganizovala a provedla celou studii a pfipravila rukopis
publikace.
Lack of association of iron metabolism and Dupuytren’s disease — Dr. Kratka se vyznamnou
mérou podilela na vySetfovani nemocnych, organizovala klinické a laboratorni vySetieni
a sbér dat. Rovnéz se podilela na ptiprave publikace.
Iron overload and HFE gene mutations in Czech patients with chronic liver diseases —
Dr. Kratka zajist'ovala hepatologickou ¢ést studie, vySetfovani nemocnych, sbér dat

a vyznamné se podilela na ptipravé publikace.

100



9.2.2 Publikace

Kratka, K., Dostalikova-Cimburova, M., Michalikova, H., Stransky, J., Vranova, J.,
Horak, J. High prevalence of HFE gene mutations in patients with porphyria cutanea tarda in

the Czech Republic. Br. J. Dermatol., 2008, 159 (3), p. 585-590.
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