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Abstrakt

Bakalafska prace se zabyva zachytem talasemii a hemoglobinopatii
ve vychodnim regionu Ceské republiky. Jednd se o retrospektivni vyhodnoceni
laboratornich dat, u pacientd, ktefi byli vySetfeni v laboratofi IV. interni hematologické
kliniky ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové, a to v obdobi od roku 1996 az
do konce roku 2015.

s w7z

V teoretické Casti je struéné popsan hemoglobin jeho struktura a funkce. Dale
jsou charakterizovdna vrozend onemocnéni — talasemie a hemoglobinopatie.

Zminény jsou i diagnostické metody, laboratorni nalez a Ié¢ba.

V praktické Casti jsou popsany diagnostické metody, které se pouzivaji
ve Fakultni nemocnici Hradec Krélové. Mezi né patfi vySetfeni krevniho obrazu,
vySetfeni natéru periferni krve a elektroforéza hemoglobinu. Laboratorni data
u sledovaného souboru pacientd byla statisticky vyhodnocena a porovnana

s celostatnim a celosvétovym vyskytem talasemii a hemoglobinopatii.

Klicova slova: talasemie, hemoglobinopatie, krevni obraz, elektroforéza hemoglobinu



Abstract

The aim of this bachelor thesis is to describe the occurence of the
thalassemias and hemoglobinopathies in eastern region of Czech Republic. The data
of the patients were retrospectively evaluated. The patients were examined in the
hematological laboratory. The examination was performed in the University Hospital
in Hradec Kralové since 1996 to 2015.

In the theoretical part is shortly described hemoglobin, his structure and
functions. Futher on there are described congenital diseases - thalasemias and
hemeglobinopathies. The diagnostical methods, laboratory findings and therapy are

also mentioned.

The practical part is focused on diagnostical methods, which are used at the
University Hospital in Hradec Kralové. Some of them are complete blood count,
diferencial count blood smears and hemoglobin electrophoresis. The obtained
laboratory data were statisticaly evaluated and compared with global occurrence of
thalasemies and hemeglobinopathies.

Key words: thalassemia, hemoglobinopathy, blood count, hemoglobin

electrophoresis
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1 Uvod

Hemoglobin (Hb) je ervené krevni barvivo, které je obsazené v erytrocytech
ve formé roztoku. Jeho hlavni Glohou je transport kysliku z plic do tkadni a odvod CO,

z tkani dychacimi organy ven z téla.

Hemoglobin je tetramerni molekula tvofena ¢tyfmi hemovymi ¢astmi a Ctyrmi
bilkovinnymi (globinovymi) fetézci, z nichz jsou vzdy dva a dva identické. Béhem
fyziologického vyvoje jedince prochazi i molekula hemoglobinu ur€itymi strukturalnimi
zménami, kdy se méni sloZeni bilkovinnych Fetézcl, ale funkce hemoglobinu neni

ovlivnéna.

Muzeme se vSak setkat svrozenymi patologickymi stavy, kdy dochazi
k bodovym mutacim ve struktufe globinovych fetézcl, které oznacujeme jako
hemoglobinopatie, nebo se stavy, pfi kterych dochazi ke snizeni az potlaeni
syntézy jednoho typu globinového fetézce. Tyto stavy oznacCujeme jako talasemie.
Nékteré tyto stavy mohou byt klinicky némé, jiné vSak mohou mit zavazné klinické
projevy ve smyslu zmén v morfologii erytrocytll, omezeni jejich Zivotaschopnosti,
které vedou k jejich pfed€asnému rozpadu a vzniku hemolytické anemie.

Celosvétové se tato onemocnéni vyskytuji nerovnomeérné, nejvice je postizen
africky kontinent, oblasti jihovychodni Asie a Stfedozemniho mofe. Vzhledem
k otevfeni hranic a volné migraci obyvatelstva Ize oCekavat, Zze se tato onemocnéni

budou v budoucnu &astéji vyskytovat i v jinych regionech.



2 Zadani prace — cil prace

Cilem této prace bylo zmapovat zachyt hemoglobinopatii a talasemii
ve vychodoceském regionu v letech 1996 — 2015 ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové a provést retrospektivni zhodnoceni laboratornich dat u pacientll. DalSim
cilem bylo porovnat vyskyt téchto onemocnéni ve sledovaném regionu v celostatnim

i celosvétovém méritku.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Hemoglobin — vyvoj, struktura, funkce

Hemoglobin je tetramerni molekula, ktera se sklada ze &tyf bilkovinnych
(globinovych) Fetézcl, kdy vzdy dva a dva jsou stejné, a ze Ctyf hemd
(feroprotoporfirin). Globinové fetézce se liSi poétem a porfadim aminokyselin.
Protoporforin je zakladem molekuly hemu. Je slozeny ze 4 pyrrolovych jader, které
jsou spojeny methinovymi mustky. Pomoci enzymu ferrochelatazy dochazi k vélenéni
Zeleza do protoporfyrinu a vznikne hem (feroprotoporfirin). Zelezo se véaze
na tetrapyrrolovy kruh pomoci C&tyf vazeb, na globinovy fetézec jednou vazbou
a posledni vazba je ur€ena pro kyslik. (Pecka, 2002; Penka, 2009)

Polypeptide
chain

B chain__ & .

Heme
[Fe-protopaorphyrin FX)

Hemoglobin

Obrazek 1: Molekula hemoglobinu

Zdroj: https://respiratorycasestudy-7.wikispaces.com/Hemoglobin

S vyvojem jedince dochazi i k tvorbé rliznych druh hemoglobind, které se liSi
v globinovych fetézcich. V embryonélnim vyvoji se jedna o Hb Gower, ktery obsahuje
2 fetézce alfa a 2 fetézce epsilon. Vyskytuje se v prvnim trimestru vyvoje lidského
plodu. Plodovy hemoglobin neboli fetalni vznika po 10 tydnech téhotenstvi, je tvofen
2 fetézci alfa a 2 fetézci gama. Je pfitomen po celou dobu nitrodélozniho vyvoje a
u novorozencli, pak jeho koncentrace postupné klesa, az po Sesti mésicich

po narozeni klesne pod 2 %. Hemoglobin F (HbF) je nahrazen tzv. hemoglobinem
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dospélych (HbA), ktery ma 2 alfa a 2 beta fetézce, a hemoglobinem A2 (HbA2)
obsahujicim 2 alfa a 2 delta fetézce. U zdravého dospélého c¢lovéka je HbA
zastoupen cca 98 %, HbA2 cca 1,5 — 3,5 % a koncentrace HbF je pod 2 %. (Pecka,
2002)

Jednou z nejhlavnéjSich funkci hemoglobinu je pfenos kysliku z plic do tkani.
Dvojmocné Zelezo v hemu je schopno navazat jednu molekulu kysliku, celkové
molekula hemoglobinu je schopna navazat €tyfi molekuly kysliku. Navazani molekul
kysliku probiha postupné a je spojeno s konformacni zménou celé molekuly
hemoglobinu. D&le hemoglobin odvadi ztkani CO, pomoci tzv. pufraéniho
mechanizmu krve, kterym zarovefnl udrZuje acidobazickou rovnovahu vnitfniho
prostiedi. (Fabryova, 2015)

3.2 Hemoglobinopatie

Hemoglobinopatie je vrozené genetické onemocnéni, které je zpusobeno
poruchou primarni struktury globinovych fetézcl. Z globinovych fetézci muaze byt
postizen jakykoli fetézec, tzn. alfa, beta, delta, gama i epsilon. NejcastéjSi pfic¢inou
poruchy struktury byva bodova mutace, ale vyskytuji se i inzerce, delece a jejich
kombinace. Zd&ména aminokyselin v fetézcich mize zpasobit zmény ve vlastnostech
hemoglobinu. Existuje velké mnoZstvi i neobjevenych hemoglobinopatii, které jsou
klinicky nevyznamné, protoZze nemaji vliv na funkci hemoglobinu. Ty postihuji
predevsim fetézce gama nebo delta. Pak ale existuje skupina hemoglobinopatii
s rizné zavaznymi klinickymi projevy jako je hemolyza, polyglobulie ¢i cyan6za, mezi
které patfi napf. hemoglobinopatie S, C, D, E aj. Ty postihuji pfedevSim fetézce alfa
a beta. (Penka, 2009)

3.2.1 Hemoglobinopatie S — srpkovita anemie (HbS)

Jedna se o0 autozomalné recesivné dédi¢né hemolytické onemocnéni, které se
klinicky projevi u homozygotnich nosi¢d abnormalniho hemoglobinu S. Heterozygoti
jen vzacné vyvolavaji chorobné priznaky. U srpkovité anemie podléhd mutaci beta
fetézec, kde v pozici 6 nahrazuje hydrofobni valin hydrofilni kyselinu glutamovou.
Vznikne hemoglobin S, ktery je méné rozpustny ve vodé nezli hemoglobin A. Tato

mutace ma za nasledek polymerizaci molekul hemoglobinu, ke které dochazi
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po uvolnéni kysliku ve tkanich, nasledné deformaci krvinek a vznik tzv. srpkovitych
erytrocytd. (Penka, 2009)

Nejdfive se objevuje lehkd hemolyticka anemie. U déti se vyskytuje tzv. hand-
foot syndrom, u kterého se objevuji bolestivé otoky zadnich €asti rukou a chodidel.
Postupem Casu dochazi ke vzniku bolestivych krizi, které postihuji vétSi kosti jak
koncetin, tak patefe a zeber. Krize maji za nasledek vznik malych infarktd, které
mohou zpusobit nahlou bfiSni pfihodu nebo pfihody v CNS. Dale mohou byt
postizeny i plice. Rozpadem erytrocytd dochazi k poklesu hemoglobinu. To vede
k aktivaci erytropoézy a nadhlému zvétSeni sleziny. Lidé postiZzeni touto nemoci jsou

chranéni pfed onemocnénim malarii. (Penka, 2009)

V krevnim obraze jsou zvySené hodnoty retikulocytl, ¢asto byva velmi tézka
anemie, kdy se hodnoty hemoglobinu pohybuji v rozmezi 60 — 100 g/I, dale byva
zvySeny pocet leukocytd s neutrofilii a zvySeny pocet trombocytl. Kostni dfen je
hypercelularni. V krevnim natéru je pfitomna anizocyt6za, poikilocytéza, srpkovité
erytrocyty, terCovité erytrocyty, Howell-Jollyho téliska, ovalocyty, pfipadné
erytroblasty. V alkalické elektroforéze hemoglobinu je patrna frakce abnormalniho
HbS. (Penka, 2009)

3.2.2 Hemoglobinopatie C

Jedna se o autozomalné recesivni chorobu hemoglobinu, kde je zbytek
kyseliny glutamové, ktera je na 6. pozici beta globinového Fetézce, vyménén
za aminokyselinu lysin. Tim se také méni rozpustnost hemoglobinu. Hemoglobin
zaCne tvofit krystaly, které vedou k deformaci krvinky a tim i ke zkraceni doby
prezivani. Lidé s hemoglobinopatii C jsou také imunni proti malarii. V krevnim obrazu
muazeme pozorovat lehce zvySeny pocet retikulocytd a hodnoty MCV jsou v priméru
kolem 72 fl. V krevnim natéru se objevuji terCovité erytrocyty, sférocyty a lehka
polychromazie. U erytrocytu se prokazuje snizend osmoticka rezistence. V alkalické
elektroforéze hemoglobinu nachazime abnormalni frakci HbC v oblasti vyskytu HbA2.
(Penka, 2009)

3.2.3 Choroby hemoglobinu D

Jde o skupinu onemocnéni, kdy se u pacientd vyskytuji rizné druhy
hemoglobinu D. V alkalické elektroforéze ma HbD stejny pohyb jako HbS, ale
nedochazi k srpkovaténi erytrocyti. Ma stejné vlastnosti jako hemoglobin G, proto
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nelze tyto stavy rozlisit. Zbytky aminokyselin jsou nahrazeny jinymi a to nejCastéji
na beta fetézci, kde mame pfiblizné 11 variant HbD. Za nejznaméjSi muzeme
povaZzovat mutaci, pfi které dochazi k zaméné kyseliny glutamové za glycin, a to
v pozici 121. KdalSim druhim patfi HbD Los Angeles, HbD Punjab a HbG
Philadelphia. Heterozygotni formy nevykazuji zZadné pfiznaky oproti formam

homozygotnim, kdy se vyskytuje lehk& anemie a splenomegalie. (Penka, 2009)

3.2.4 Hemoglobinopatie E

Tato hemoglobinopatie je charakterizovana zaménou kyseliny glutamové
v pozici 26 v beta fetézci za aminokyselinu lysin. Jedna se o druhou nej¢astéjSi
hemoglobinopatii, ktera je zvlasté rozSifena v jihovychodni Asii. Onemocnéni je
zasadni v kombinaci s HbS a s beta talasemii, kdy muze dojit az ke Klinickym
projevim talasemie major, navic se zavaznymi tromboembolickymi komplikacemi.
U homozygotu se projevuje lehkou anemii s mikrocytdzou. Nalézame i terCovité
erytrocyty a hypochromii. V alkalické elektroforéze hemoglobinu je patrny abnormalni
band v oblasti HbA2. U homozygotu tvofi frakce HbE az 99 %, zbytek pfipada na
HbF, HbA zcela chybi. U heterozygotu je frakce HbE zastoupena cca 30 — 35 %.
(Penka, 2009)

3.2.5 Hemoglobin Lepore

Jedna se o autozomalné recesivni genetickou mutaci. Jde o fuzni hemoglobin,
ktery vznika cestou ,crossing over”, kdy dochazi k fuzi ¢asti genu pro delta Fetézec
s C4sti genu pro beta fetézec. Onemocnéni je charakterizovano lehkou microcytézou
a lehkou anemii. PFi alkalické elektroforéze hemoglobinu se vydéluje abnormalni
band v oblasti vyskytu HbS (cca 5 — 15 %), HbA2 je v normé, mirné zvySeny muze
byt HbF. (Hoyer, 2003; Fabryova, 20015)

3.2.6 Nestabilni hemoglobiny

Charakteristikou téchto vzacnych autozomalné dominantnich hemolytickych
onemocnéni je pfitomnost hemoglobinu, ktery ma nizsi stabilitu nez hemoglobin
normalni. Nej¢astéji dochazi k poskozeni na beta fetézci, kde dochazi k zaméné
hydrofobni aminokyseliny za hydrofilni a to pfedevSim v oblasti tzv. hemové kapsy,
coZz ma za nasledek poruseni vazby s globinem. Snadnou denaturaci a precipitaci

hemoglobint vznikaji tzv. Heinzova téliska. Zndme vice nez 100 hemoglobinovych
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variant, které jsou vSechny heterozygotni povahy. Projevy jsou ruzné, zalezi

na zavaznosti a rozsahu onemocnéni. (Penka, 2009)

Pro tato onemocnéni jsou charakteristické zvySené hodnoty retikulocytd,
snizené hodnoty MHCH a snizeny pocet trombocytd. V krevnim néatéru je
anizocytéza, poikilocytdza, bazofilni teCkovani, polychromazie, hypochromie,
sférocyty, schistocyty. Je pozitivni test na pfitomnost Heinzovych télisek a dalSi testy

na nestabilni hemoglobiny. (Penka, 2009)

Zname i dalSi hemoglobinopatie, které jsou velmi vzacné, z nichz nékteré
mohou zapfi€init cyan6zu nebo polyglobulii. VétSinou se jedna o autozomalné
dominantni onemocnéni, ktera jsou v homozygotni formé neslucitelnd se Zivotem.
(Friedmann, 1994)

3.3 Talasemie

Talasemie je onemocnéni charakterizované snizenim syntézy jednoho
z globinovych fetézci v molekule hemoglobinu. V erytrocytech tak dochazi
k nedokonalé tvorbé hemoglobinu a dochazi i ke snizeni syntézy hemu. To ma
za nasledek hromadéni Zeleza v erytrocytech. Déle dochazi k poskozeni membrany
erytrocytl v dasledku nadprodukce globinovych Fetézcl, u kterych neni naruSena

jejich syntéza. (Pecka, 2006)

Za pfi¢inu u alfa talasemii miZzeme povazovat bodovou mutaci, popfipadé
deleci globinového genu. U beta talasemii se predpoklada redukce pFepisu kodu

DNA na mRNA. Ale tato tvrzeni nejsou dosud potvrzena. (Pecka, 2006)

Talasemie rozdélujeme podle toho, jaky fetézec je postizen. Alfa a beta
talasemie reprezentuji jednu z nej¢astéjSich skupin dédiCnych onemocnéni. Delta
talasemie je velmi vzacna, gama talasemie neni u dospélého jedince vyznamna.
Dale talasemie rozdélujeme na major, intermedia a minor. Toto rozdéleni je
usporadano podle zavaznosti klinickych projevd, v dusledku postizeni jedné ¢&i vice
alel. (Fairbanks, 1980)
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3.3.1 Alfa talasemie
K syntéze alfa fetézcu dochazi pomoci 4 genl, které jsou umistény
na 16. chromozomu po 2 lokusech. Nedostatek alfa fetézcl je kompenzovan

nadmeérnou syntézou beta, gama a delta fetézcu. (Pecka, 2006)
RozliSujeme tyto typy alfa talasemii:

3.3.1.1 Silent carrier (tiché nosi¢stvi)
Chybi 1 gen pro syntézu alfa Ffetézcu (-a/aa). U pacientd byva pfitomna
mikrocytéza bez anemie. (Penka, 2009)

3.3.1.2 Talasemie minor

Chybi 2 geny pro syntézu alfa fetézct (-,-/aa), (-o/-a') nebo (-,-/aa’).
V krevnim obrazu se objevuji zvySené hodnoty retikulocytu, kostni dferl je
hyperplasticka. V krevnim natéru mazeme pod mikroskopem pozorovat hypochromni
mikrocyty. U pacientu se projevuje lehk& anemie. (Penka, 2009)

3.3.1.3 Choroba hemoglobinu H (HbH)

Chybi 3 geny pro syntézu alfa fetézcu, genotyp je vétSinou (-,-/-a) nebo (-,-
Jaa"), ale jsou mozné i jiné varianty. V dusledku nedostateéné produkce a fetézcd
vznikd hemoglobin H. HbH je nestabilni a doba prezivani erytrocytd se zkracuje.
(Penka, 2009)

Pocdty retikulocytl jsou zvySeny na hodnoty 0,050 — 0,100, hemoglobin klesa
na hodnotu kolem 110 g/I. V krevnim natéru mizeme vidét hypochromii, mikrocytézu,
anizocytozu, terCovité erytrocyty, bazofilni teCkovani. Jsou pfitomna Heinzova
téliska, kterd jsou obsazena v 5-90% erytrocytd. Pacienti trpi Zloutenkou
a splenomegalii. V elektroforéze Hb je u novorozenclu pfitomno 20-40%

hemoglobinu Bart’s a u dospélych 5 — 30 % hemoglobinu H. (Penka, 2009)

3.3.1.4 Hemoglobin Bart’s (-,-/-,-)
Chybi 4 geny pro syntézu alfa fetézcu, proto se netvofi normalni hemoglobiny.
Hemoglobin Bart’s (tetrametr Y4) ma vysokou afinitu ke kysliku, coz ma za nasledek

nedostatecny pfisun kysliku tkanim. Tento stav je nesluditelny se Zivotem, proto

v téchto pfipadech dochazi jiz k umrti plodu, tzv. hydrops fetalis. (Pecka, 2006)
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3.3.2 Beta talasemie

Na 11. chromozomu muzZeme najit 2 geny pro syntézu (B fetézcl. (Pecka,
2006) Pri poruchach syntézy B fetézcl vznika relativni nadbytek a, y a o fetézcu.
(Friedmann, 1994)

3.3.2.1 Talasemie minor 87/B

U talasemie minor je postizena jedna alela genu pro syntézu B fetézce. Tato
forma ma mirny Kklinicky prdbéh, nékdy se Zzadné symptomy nemusi projevit.
Klinickym projevem je hypochromni anemie. U déti se vzacné mohou objevit malé
zmény na lebce, které jsou znatelné pouze na rentgenovém snimku. Nékdy mizeme
nahmatat zvétSenou slezinu. Klinicky obraz se muze liSit u rznych rasovych skupin.
(Penka, 2009)

V krevnim obrazu nalézame zvySené pocty erytrocytl a pokles hemoglobinu
na hodnotu kolem 110 g/l. Kostni dfen je hypercelularni. V krevnim natéru
pozorujeme hypochromni mikrocyty, poikilocyty, terCovité erytrocyty, bazofilni
teCkovani. V nékterych pfipadech se objevuje zkracené prezivani erytrocytl.
V alkalické elektroforéze hemoglobinu byva zvySena koncentrace HbA2 nad 3,5 %,

ale nikdy neprfesahne hodnotu 10 %. (Hoyer, 2003)

3.3.2.2 Talasemie intermedia 8*/8", BB

U tohoto typu talasemie jsou klinické projevy mezi talasemii minor a major.
Kostni dfen je hyperplasticka s neefektivni erytropoézou, coz maze vést k anemii,
k dfefiové expanzi a extramedularni hematopoéze. V elektroforéze hemoglobinu
byva zvySena koncentrace HbA2, kterd se pohybuje vrozmezi 3,5-10% a
koncentrace HbF. V krevnim natéru jsou pfitomny hypochromni mikrocyty,
poikilocyty, terCovité erytrocyty, bazofilni te¢kovani a anizocytéza. (Hoyer, 2003;
Harano, 2004)

3.3.2.3 Talasemie major 8°%/B8*

V tomto pfipadé jsou postizeny obé alely genu pro syntézu [ fetézce. Ma
vazny Kklinicky prubéh. Pacienti mdji téZzkou mikrocytarni anemii, néktefi potfebuji
krevni transfazi. (Harano, 2004)

Nemocni vétSinou umiraji pomérné mladi. Maji zhorSeny a opozdény vyvoj
kosti, které jsou Ccasto deformovane, byva pfitomna mentalni retardace,

hepatosplenomegalie. Nemocni jsou bledi, vyraz jejich tvafe je mongoloidni. VSechny
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tyto projevy jsou zpusobeny vysokou koncentraci hemoglobinu F, ktery ma vysokou
afinitu ke kysliku. (Friedmann, 1994)

Fetalni hemoglobin kolisa v rozmezi mezi 30 — 98 %. V krevnim natéru se
objevuji hypochromni mikrocyty, anizocytéza, poikilocyty, terCovité erytrocyty.
V kostni dfeni jsou zmnozZeny siderofagy a sideroblasty nad 65 %. (Friedmann, 1994)

3.3.2.4 Cooley’s anemia 8%B°

U toho typu talasemie se nesyntetizuje Zadny B globinovy fetézec. Krevni
transflize se podavaji hned po narozeni. (Harano, 2004) Umrti vétsinou nastava
po prvnim roce Zivota. U nemocnych se objevuji zvySené hladiny HbA2 a HbF.
(Friedmann, 1994)

3.4 Diagnostika a laboratorni nalez

Diagnostika hemoglobinopatii a talasemii se sklada z nékolika krokd. V prvnim
sledu hodnotime parametry Cerveného krevniho obrazu a morfologii ¢ervenych
krvinek v krevnim natéru. V pfipadé mikrocytdzy je potieba v ramci diferencialni
diagnostiky vyloucit sideropenickou anemii vySetfenim parametrd metabolizmu

Zeleza. (Fabryova, 2015)

Dale je nutné zkontrolovat procentualni zastoupeni jednotlivych druht
hemoglobini nejlépe pomoci elektroforézy hemoglobinu na agardézovém gelu
v alkalickém a/nebo kyselém prostfedi & pomoci chromatografické metody.
V pfipadé podezieni na pfitomnost nestabilniho hemoglobinu je vhodné proveést
i néktery z test stability hemoglobinu (test na pfitomnost Heinzovych télisek, test
tepelné stability hemoglobinu nebo izopropanolovy test). Poté nasleduje PCR
vySetfeni, které pomuaze dany typ onemocnéni presné zaradit na molekularni drovni.
(Fairbanks, 1980; Hoyer, 2003)

3.4.1 Krevni obraz

Pro komplexni diagnostiku je dllezité vySetfit parametry ¢erveného krevniho
obrazu (RBC, Hb, Ht, MCV, RDW, MCH, MCHC), které mohou pomoci pfi klasifikaci
onemocnéni. Pro vySetfeni krevniho obrazu na analyzatorech krevnich bunék se
odebira Zilni krev do zkumavek obsahujicich K3EDTA nebo K;EDTA. (Fairbanks,
1980)
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Pocty erytrocytd se nej¢astéji stanovuji pomoci dvou principl méfeni —
impedanéniho a optického. Princip impedanéni analyzy spociva v tom, Ze bunky jsou
pomoci hydrodynamické fokusace unaSeny proudem vodivé nosné kapaliny
do stfedu otvoru v méfici kyveté mezi dvé elektrody, na které je vloZzen stejnosmérny
elektricky proud. Pfi prlchodu burky Stérbinou je vytlacen urcity objem elektrolytu,
zmeéni se elektricky odpor prostfedi (impedance) a vznikne impedancéni impuls, ktery
je zaznamenan pristrojem jako amplituda. Tento zdznam ndm poskytne informace
o kvantité (poc€tu impulst) a kvalité (velikosti impulst) bunék. Nékteré analyzatory
pfimo méfi MCV (primérna hodnota ze souctu velikosti impulst) a dopocitavaji
hematokrit, jiné naopak. Opticka analyza pracuje na principu prutokové cytometrie,
kde intereaguji buriky s laserovym paprskem a méfi se rozptylené svétlo nebo
fluorescence. Bunky postupné prochazeji pratokovou kyvetou pomoci
hydrodynamické fokusace. (Penka, 2011; Pecka, 2010)

Koncentrace hemoglobinu se stanovuje spektrofotometricky pomoci
modifikované referenéni kyanmethemoglobinové metody. Ostatni parametry Cervené

krevni fady jsou vypoctené. (Pecka, 2010; Penka, 2011)

Tabulka 1
Fyziologické hodnoty Cerveného krevniho obrazu
Parametry KO Muzi Zeny
RBC (10™%/1) 40-5,8 38-5.2
Ht 0,40 - 0,50 0,35-0,47
Hb (g/l) 135-175 120 — 160
MCV (fl) 82 -98 82 -98
MCH (pg) 28 -34 28 - 34
MCHC (g/l) 320 - 360 320 - 360
RDW (%) 10-15,2 10-15,2

Zdroj: Ceska hematologicka spoleénost (www.hematology.cz)
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Tabulka 2

Hodnoty ¢erveného krevniho obrazu u talasemii

TYP B TALASEMIE o TALASEMIE
POHLAVI MUZI ZENY MUZI A ZENY
POCET 37 34 10
MCV (fl) 53-79 (62,5 + 4,8) 51-72 (61,2 +4,8) 62 - 76 (67,8 + 4,9)
RBC (1012/I) 4,97 - 7,54 (5,87 +£0,57) | 4,92-5,97 (5,46 £0,29) | 4,82-6,75 (5,80 £ 0,59)
Hb (g/l) 95 - 161 (121 + 15) 96 - 146 (110 + 10) 103 - 136 (122 + 10)
MCH (pg) 18 - 24 (20,7 £ 1,8) 19 - 24 (20,4 + 1,4) 19-24 (21,2 £ 1,8)

Zdroj: Chrobak, 2001

3.4.2 Morfologie ¢ervenych krvinek

Jednd se o mikroskopické vySetfeni morfologie ¢ervenych krvinek i prekurzoru
erytrocytarni vyvojové fady. VySetieni se provadi z natéru periferni krve, v pfipadné
nutnosti i z kostni dfené. Natéry se obarvi pomoci barviv May-Grinwald a Giemsa-
Romanowsky (Pappenheimovo panoptické barveni). Morfologicky nalez odpovida tizi
talasemie nebo hemoglobinopatie. U lehkych forem maze byt morfologie erytrocyt(
zcela normélni nebo byva pfitomna pouze mikrocyt6za, u z&vaznéjSich stavl
nalézame morfologické abnormity uvedené podrobné v kapitolach 3.2 a 3.3. (Pecka
2006, Penka, 2009)

3.4.3 Analyza hemoglobinu

Pro dalSi diagnostiku je dualezité, aby se potvrdila pfitomnost abnormalniho
hemoglobinu ¢&i zvySend syntéza nékterého z fyziologickych typd hemoglobind.
OrientaCni kvalitativni metody jsou zaloZzené na principu odolnosti membrany
erytrocytli, které jsou vystaveny vlivu urcitého prostfedi (napf. test osmotické
rezistence erytrocytl), nebo se jedna o testy prokazujici pfitomnost nestabilniho
hemoglobinu v erytrocytech (test na pfitomnost Heinzovych télisek, test tepelné
stability hemoglobinu, izopropanolovy test apod.). Nejcastéji pouzivanymi
kvantitativnimi metodami jsou elektroforéza hemoglobinu, izoelektricka fokusace
nebo chromatografie, nové i hmotnostni spektrofotometrie. Pro definitivni potvrzeni
patologického nalezu slouzi molekularné genetické metody. ((Harano, 2004;

Fabryova, 2015)

3.4.3.1 Elektroforéza hemoglobinu
Princip metody spociva v separaci jednotlivych hemoglobinl v elektrickém poli
v zavislosti na jejich elektrickém naboji. Vzorky hemoglobint (hemolyzaty) jsou
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aplikovany na acetylcelulozovy nebo agarézovy nosi¢ (gel). Nosi¢ se vzorky je
umistén do elektrického pole, kde dochazi k pohybu hemoglobind rdznou rychlosti
podle typu jejich ndboje. Tato rychlost je ovlivnéna i hodnotou pH pouZzitého pufru.
Bézné se pouziva pufr o alkalickém pH 8,4 — 8,6, vnémZ ma vétSina proteinu
zaporny naboj a putuji tedy od katody k anodé. Postupné dochéazi krozdéleni
jednotlivych hemoglobint do pruhd (tzv. bandu), v alkalickém pH je moZné rozdéleni
do 4 pruhu, v kyselém pH 6,0 — 6,2 az do 6 pruhl. Vysledné bandy se barvenim
vizualizuji, susi a poté kvantitativné vyhodnocuji pomoci denzitometru. (Englis, 1992;
Fabryova, 2015)

OdliSnou elektroforetickou metodou je tzv. kapilarni elektroforéza, kdy déleni
hemoglobint probihda ve specialnim elektrolytu v chlazené kapilafe a soucasné
dochazi k jejich kvantifikaci pomoci ultrafialového svétla. Tato metoda je pfesnéjsi,

avSak cenové naroc¢néjsi. (Fabryova, 2015)

3.4.3.2 lzoelektricka fokusace

Hemoglobiny mohou mit celkovy naboj kladny nebo zaporny, ale pfi stejném
pH jako je jejich izoelektricky bod jsou bez naboje a v elektrickém poli dojde k jejich
zastaveni a vydeéleni. K vytvoreni téchto pH z6n se vyuziva specialnich roztoku tzv.
amfolytd. Tato metoda je velmi manualné naro¢na, proto se vyuZiva pouze pro
kvalitativni prikaz abnormalnich hemoglobind ne pro jejich kvantifikaci. (Fabryova,
2015)

3.4.3.3 Chromatografie

NejCastéji se vyuziva tzv. vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).
Princip metody spociva v prichodu mobilni faze (vzorku hemoglobinu) pres
stacionarni fazi (malé Castice iontomeénice v koloné, napf. DEAE celul6za). Rychlého
prutoku pres kolonu se docili pomoci vysokotlakého &erpadla, kdy malé Castice
iontoménice v koloné umoznuji dokonalejSi rozdéleni jednotlivych hemoglobind.
Frakce hemoglobinG se po opusténi kolony detekuji bud kontinualné
spektrofotometricky nebo napojenim na hmotnostni spektrofotometr. Tato metoda je

velmi rychla a ma vysokou separacni u€innost. (Fabryova, 2015)

3.4.3.4 Molekularné genetické metody
Pro potvrzeni ¢&i prikaz pfitomnosti abnormalniho hemoglobinu nebo

talasemie se pouziva nejCastéji polymerazova fetézova reakce (PCR).
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3.5 Lécdba

U alfa i beta talasemie minor neni 1é&ba vétSinou nutna. Vzdy je velmi dulezité
v diferencialni diagnostice vyloucit sideropenii, aby se predesSlo nevhodnému

podavani zeleza. (Penka, 2001)

U talasemii major nebo homozygotnich forem hemoglobinopatii, kdy jsou
prevody, provadi se splenektomie, uvelmi zavaznych stavi byva indikovana
i transplantace kostni dfené. Transfuze je nutnd v pfipadé, kdy se koncentrace
hemoglobinu vyrazné&ji snizi, vétSinou pod hodnotu 70 g/l. Casté opakované
podavani transfuzi maze vést k pretizeni organizmu Zelezem, proto je vhodné
zaroven podavat i chelatacni lé€bu (napf. deferoxamin). Splenektomie pfichazi
v GUvahu ve fazi, kdy slezina za¢ne byt pfili§ aktivni a zatne vychytavat Cervené
krvinky. (Penka, 2001)
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4 Prakticka ¢ast

4.1 Charakteristika vySetfovaného souboru

V bakalarské praci jsme retrospektivné vyhodnotili soubor 1686 osob (962 Zen
a 724 muzu) prevazné zvychodoceského regionu, u kterych byla provedena
v laboratofi V. interni hematologické Kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové
v letech 1996 — 2015 elektroforéza hemoglobinu. Z tohoto souboru jsme vyloudili
skupinu 147 téhotnych Zen z porodnicko-gynekologické Kliniky, kterym byla
odebirana fetalni krev za ucelem vySetfeni vrozenych vad plodu a 49 novorozencl a
kojench do 1 roku Zivota, ktefi maji fyziologicky zvySenou koncentraci HbF a
vysledny nalez je pak vysSi hodnotou HbF ovlivnén. Koneény soubor, ze kterého
jsme jesté vyradili opakovana vySetfeni pacientd, ¢ital 1354 osob (643 muzl a 711
Zzen). Tyto osoby mély v KO (nejCastéji mikrocytarni anemii) a byly testovany
vyhradné za Uuc€elem vylouceni ¢i potvrzeni talasemie nebo hemoglobinopatie.
Popisna charakteristika souboru je uvedena v tabulce 3. Cilem prace bylo zmapovat
zachyt hemoglobinopatii a talasemii ve sledovaném souboru a porovnat vyskyt

téchto onemocnéni ve sledovaném regionu v celostatnim i celosvétovem méfitku.

Tabulka 3
Popisna charakteristika souboru
Pocet osob celkem (muzi; Zeny) 1354 (643; 711)
Cely soubor v ék — median; rozmezi 24;1-91
Zeny v &k — median; rozmezi 24;1-91
Muzi vék — median; rozmezi 24:1-83

Zdroj: autor

4.2 0Odbér krve a metodika

4.2.1 Odbér krve

Na vySetfeni krevniho obrazu, morfologie krevnich bunék a elektroforézy
hemoglobinu se odebiraji 2 ml Zilni krve do zkumavky s protisrazlivym cinidlem
K3EDTA. Stabilita krve na vySetfeni KO a morfologie erytrocytu je 5 hodin pfi teploté
15 — 25 <C, stabilita krve na vySetfeni ELFO Hb je az 5 dni pfi teploté 2 — 8 TC.
(Pecka, 2010; Manual Sebia)
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4.2.2 VySetfovaci metody

PFi podezfeni na talasemii nebo hemoglobinopatii se v laboratofi IV. interni
hematologické Kkliniky Fakultni nemocnice Hradec Krélové standardné provadi
vySetfeni Cerveného KO, morfologie erytrocytd a elektroforéza hemoglobinu

na agardzovém gelu v alkalickém pH.

4.2.2.1 Stanoveni ¢erveného krevniho obrazu

VySetfeni Cerveného KO se u sledovaného souboru osob provadélo
na analyzatorech XE-2100 a XE-5000 firmy Sysmex. Tyto analyzatory stanowvuji
pocty RBC impedan&nim nebo optickym principem popsanym v kapitole 3.4.1. Pfimo
méfenym parametrem je rovnéz hematokrit. MCV je, stejné jako dalSi parametry,
vypocteny. (Pecka 2010) Pro standardni vySetfeni KO analyzator aspiruje cca 150 pl
krve. V analyzatoru se krev rozdéli do 2 méficich apertur — pro erytrocyty, trombocyty
a jejich parametry, dale pro leukocyty a hemoglobin. V méfici apertufe pro RBC a
PLT se vzorek krve fedi diluentem a lyzuji se zde leukocyty. Analyzator zvladne

vySetfit az 150 vzorkld na KO za hodinu. (www.sysmex.se)

Tabulka 4

Reagencie pouZivané ke stanoveni KO na analyzatoru XE-2100 a XE-5000
Reagencie Mnozstvi Pouziti reagencie
Cellpack 20| Trombocyty a erytrocyty
Cellsheath 20| Trombocyty a erytrocyty
Stomatolyser-FB 51 Bazofily
Stomatolyser-NR(L) 51 Normoblasty
Stomatolyser-NR(S) 43 ml x 3 | Normoblasty
Sulfolyser 51 Hemoglobin
CellClean 50 ml Cistici reagencie
Stomatolyser-4DL 51 Klasifikace leukocytl
Stomatolyser-4DS 42 ml x 3 |Klasifikace leukocytl

Reagencie se skladuji pfi teploté 18 az 25 °C. Exspirace je vzdy vyznacena
na jednotlivych reagenciich. (www.katalogsysmex.cz/)
4.2.2.2 Mikroskopické hodnoceni morfologie erytrocytd

Zhotoveni nat éru: Na podlozni sklicko se kapne kapka krve asi v Y%
od okraje. Roztérovym sklickem se rozetfe pod uhlem 30-40 stuprit. Natér by mél byt

rovnomeérny, pfiméfené dlouhy a tenky. Oznaci se identifikanimi Gdaji pacienta a
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necha se zaschnout. Natéry se musi zhotovi do 5 hodin po odbéru krve. Zhotovuji se

bud ru€né&, nebo Ize pouZzit natérové a barvici automaty. (Pecka 2010)

Tabulka 5
Postup panoptického barveni natérd
Cinidlo Doba trvani
Fixace a barveni May- Grinwald 5 —10 minut
Oplach Purifikované voda 30s

Giemsa-Romanowsky + fosfatovy pufr | 15 _ 50 minut
pH 6,7 — 6,8 (fedéni 1:10)

Barveni

Zdroj: Pecka, 2010

Hodnoceni néat éru: Suchy néatér se hodnoti pod mikroskopem za pouZiti
imerznich objektivl, u nichZ je nutné pouzit imerzni olej. Nejdfive se posoudi kvalita
natéru, a to pfi 100-200nasobném zvétSeni. Morfologické hodnoceni se provadi pfi
500 nebo 1000nasobném zvétSeni. Pro dosaZeni objektivniho vysledku je dulezité
posunovat vzorek meandrovitym pohybem. Posuzuji se zaroven i morfologické
zmény bunék. (Pecka 2010)

Tabulka 6
Anomadlie Cervenych krvinek

Odchylky ve velikosti Mikrocyty, makrocyty
Kulaty tercik - planocyty, anulocyty, leptocyty,

sférocyty, achromocyty

Odchylky tvaru
Jiny tvar terCiku — ovalocyty,drepanocyty,poikilocyty,
schistocyty, akantocyty, stomatocyty, echinocyty
Odchylky zbarveni Hypochromie, anizochromie, polychromazie
Vyskyt zrn, télisek, Bazofilni teCkovani, Heinzova téliska, Howell-Jollyho
prstencu téliska, Cabotovy-Schleipovy prstence

Jiné zmény a formace | Karyorexe, penizkovaténi, malaricka plasmodia
Zdroj: Pecka, 2006

4.2.2.3 Elektroforéza hemoglobinu

Metoda slouzi k vySetfeni hemoglobint v daném vzorku. Pfi testu dochazi
k rozdéIni hemoglobinl na jednotlivych frakce podle jejich naboje v elektrickém poli
pfi urcitétm pH (viz kapitola 3.4.3.1). PouzZiva se pristrojové vybaveni a reagencie
od firmy Sebia. (Manual Sebia)
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Tabulka 7
ELFO HGB — pfistroje, pomlicky a reagencie

Reagencie Pristroje a pom tUcky
Hemolyzacni roztok Aplikétory
Agarozovy gel Zdroj napéti
Pufr Tris-barbital ( pH 8,5) Elektroforeticka komora
Redici roztok pro amidogern Nadobky a drzaky geld
Amidocern Susic¢ka- inkubator
Odbarvovaci roztok Denzitometr
Hb AFSC Control - kontrolni krev Pipety
Fixacni roztok

Zdroj: Manual Sebia

Postup: Pfiprava hemolyzatu se provadi smichanim krve odebrané
do K3EDTA s komerénim hemolyzaénim ¢&inidlem. Vzorek se hemolyzuje
pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut. ( Pecka, 2010)

Na agarozovy gel syceny v alkalickém pufru se nanesou vzorky hemolyzatu
pomoci aplikatoru a gel se prenese do migracni elektroforetické komory ve sméru
spravné polarity vyznaené na gelu. Hemoglobiny migruji v elektroforetické komore
22 minut pfi napéti 90 V. Poté se gel vlozi na 15 minut do fixacniho roztoku a
nasledné susi pfi teploté 80CT. Po fixaci se gel barvi v roztoku amido ¢erni 4 minuty,
poté nasleduje odbarveni, dokud neni pozadi prdhledné a bandy jednotlivych

hemoglobinl nejsou ostfe oddélené.

Nasleduje dalSi suSeni a fixace pomoci celofanu. Jednotlivé frakce Hb
v hemolyzatu jsou na agar6zovém gelu viditelné jako kfivky zvonitého tvaru.
Vyhodnoceni probiha denzitometricky pomoci pocitatového software. Plocha piku je
pfimo Uumérna relativnimu zastoupeni jednotlivych frakci Hb ve vzorku. (Manual
Sebia)

4.3 Statistické vyhodnoceni dat

Statistické a grafické vyhodnoceni bylo provedeno v programu Excel
Microsoft Office 2007.
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Procentualni zastoupeni jednotlivych

onemocnéni v celém souboru (n = 1354)
0% 1% 3% 0%

0%\

B normalni ndlez (n = 1045)
M beta talasemie (n - 140)
m alfa talasemie (n = 106)
mHbS (n=1)
mIIbL (n=3)
m Hh Lepore (n = 16)

HbF (n = 41)

ncznamy Hb (n = 2)

Graf 1: Procentudlni zastoupeni jednotlivych nalezd v naSem souboru.
Zdroj: Autor

Normalni nalez
Zastoupeni Hb v procentech (n = 1045)

2,4

HHbA
mHbA2

Graf 2: Pramérné procentualni zastoupeni jednotlivych hemoglobind u normalnich
nélezd v hodnoceném souboru
Zdroj: Autor
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Hbemoglobinopatie E - heterozygot
Zastoupeni Hb v procentech (n = 1)

m HbA
W HbE

Graf 3: Primérné procentudlni zastoupeni jednotlivych hemoglobint u heterozygotni
formy hemoglobinopatie E u jednoho pacienta v hodnoceném souboru
Zdroj: Autor

Hemoglobinopatie S - homozygot
Zastoupeni Hb v procentech (n =1)

1,2

| bA2
m HBF
| HbS

Graf 4: Pramérné procentudlni zastoupeni jednotlivych hemoglobind u homozygotni
formy hemoglobinopatie S u jednoho pacienta v hodnoceném souboru
Zdroj: Autor
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Hb Lepore
Zastoupeni Hb v procentech (n = 16)

B HbA
W HbA2

W Hb Lepore

Graf 5: Primérné procentualni zastoupeni jednotlivych hemoglobind u Hb Lepore
v hodnoceném souboru; Zdroj: Autor

Hemoglobin fetalni
Zastoupeni Hb v procentech (n = 41)

2,4

W -bA
W HhAY

mHbF

Graf 6: Primérné procentualni zastoupeni jednotlivych hemoglobinG u pacientl se
zvySenou koncentraci HbF v hodnoceném souboru; Zdroj: Autor
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Neznamy hemoglobin
Zastoupeni Hb v procentech (n = 2)

m HbA

® Hb neznamy

Graf 7: Pramérné procentualni zastoupeni hemoglobind u pacientl s nélezem

nezamého hemoglobinu v hodnoceném souboru; Zdroj: Autor

Tabulka 8

Priimérna hodnota (rozmezi) RBC (10712/1) MCV (fl) HB (g/1)
Normaélni nalez (n = 1045) 4,9 (1,37 — 8,08) 79,8 (52 — 157) 122,9 (31 -198)
HbS (n=1) 4,01 68,6 97

Hb Lepore (n = 16) 57(3,96-6,81) | 67,4(61,9-77,2) | 126,4 (79 —148)
HbE (n = 3) 4,67 74,9 120

HbF (n = 41) 4,2(1,83-6,85) | 84,6 (658—116,1) | 114 (24—171)
Hb neznamy (n = 2) 4,09 109,8 139,5

Zdroj: Autor

2,3

Alfa talasemie minor
Zastoupeni Hb v procentech (n = 106)

m HbA
mHbA2

Graf 8: Primérné procentualni zastoupeni jednotlivych hemoglobinl u alfa talasemie

minor v hodnoceném souboru; Zdroj: Autor
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Tabulka 9

alfa talasemie MuZi (n =55) Zeny (n = 51) MuZzi i Zeny (n = 106)
RBC (10712/]) 5,8 (3,91 - 7,29) 5,7 (3,71 - 8,04) 5,8 (3,71-28,04)
MCV (fl) 66,3 (55,5 - 76,1) | 64,8 (53,5 - 74,5) 65,8(53,5 - 76,1)

HB (g/l) 125,9 (95 - 148) 122 (92 - 149) 125 (92 - 149)

HbA (%) 97,4 (96,6 - 98,6) |97,7 (96,6 - 98,9) 97,5 (96,6 —98,9)
HbA2 (%) 24(1,4-34) 2,3(1,1-3,4) 2,3(1,1-3,4)

Beta talasemie minor
Zastoupeni Hb v procentech (n = 140)

51

5,6

= HbA
B HbA2
HbF

Graf 9: Pramérné procentualni zastoupeni jednotlivych hemoglobini u beta
talasemie minor v hodnoceném souboru; Zdroj: Autor

Tabulka 10

Beta alasemie MuZzi (n =66) Zeny (n = 74) Muzi i Zeny (n = 140)
RBC (10712/]) 5,8 (4,26 —-6,99) |5,5(3,45-6,79) 5,7 (3,45-6,99)
MCV (fl) 67,8 (54,9 —78,8) [65,9 (52,9 —78,8) 66,7 (52,9 — 78,8)
HB (g/l) 128 (92 - 150) 120 (86 - 142) 122,1 (86 — 150)
HbA (%) 93,8 (84,9 —96,5) |93,7 (84,6 — 96,5) 93,9 (84,6 — 95,6)
HbA2 (%) 5,1(3,5-8,1) 5,1(3,5—7,3) 51(3,5-8,1)

Zdroj: Autor
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4.4 Kazuistiky

1. Kazuistika

s

MuZ, roénik narozeni 1984, cizinec (Kuvaitan) Zijici v Ceské republice.
23.6.2016 byl vySetfovdn a nasledné hospitalizovan na neurologické klinice
pro bolest zad. V osobni anamnéze ma od détstvi zvétSenou slezinu a obcéasné
bolesti patefe a kycli predevSim po zatézi. Vrodiné byla u 3 sourozencl
diagnostikovana srpkovita anemie. Vstupné byla zjiSténa leukocytdéza, mikrocytarni
hypochromii anemie, trombocytopenie, zvySeny C reaktivni protein a koagulopatie
(velmi suspektné pfi hemolytické krizi). Pacient byl zajistén antibiotiky a analgetiky.

Pro progredujici anemii a trombocytopenii byl pfelozen na IV. interni
hematologickou kliniku. Zde ordinovano vysetfeni ELFO Hb a PCR pro potvrzeni
hemoglobinopatie. Toto vySetfeni potvrdilo diagnézu homozygotni formy srpkovité
anemie s akutné probihajici hemolytickou a kostni krizi. Pacient odmitl vyménné
transfuze, podstoupil pouze 2 hemosubstituce s cilem snizit koncentraci HbS
pod 40 % s dobrym efektem. Poté byl v uspokojivém stavu propustén. Dale bude
sledovan v ambulanci IV. IHK.

Tabulka 11
Laboratorni nalez pacienta pfi IV. IHK pfijmu a pfi propusténi

Laboratorni vySet feni | 25.6.2015 10. 7. 2015
WBC (10°/1) | 18,08 5,69
Hb (g/1) 97 149
KO MCV (fl) 68,6 77,5
RDW (%) 14,9 23,3
PLT (10%/1) 43 584
TerCovité erytrocyty, TerCovité erytrocyty,
schistocyty schistocyty ojedin éle,
. ovalocyty, ovalocyty,
DIF (I;/Ir(;gglcc;%e polychromazie polychromazie,
pFit. erytroblasty; anizocytoza,
posun doleva erytroblasty 0,
v rozpo étu WBC normalni rozpo éet WBC
HbS (%) 62,8 37,4
EEFO HbF (%) 36 14,7
HbA (%) 1,2 46,6
HbA, (%) 0 1,3

Zdroj: zaznamy laboratofe 1V. IHK
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5. — 6. Hemoglobinopatie S

Obrazek 2: ELFO hemoglobinu u pacienta pfi pfijmu (zdroj: zdznamy laboratofe
V. IHK)

Zaver

Pacient s homozygotni formou srpkovité anemie s klinickymi  projevy
hemolytické a kostni krize.

2. Kazuistika

Zena, roénik narozeni 1971. Vroce 1997 vySetfena v ambulanci
hematologické kliniky pro mikrocytézu nejasné etiologie. V ELFO Hb zjistén
abnormalni band Hb v oblasti vyskytu HbA2, jednalo se heterozygotni formu
hemoglobinopatie E. U pacientky byla navic prokdzana lehkd forma von
Willebrandovy chroby typu | bez spontannich krvacivych projevi. Pacientka byla
vroce 2004 znovu vySetfena prfed operaci levého kolenniho kloubu. Laboratorni
nalez byl prakticky stejny jako pfi prvnim vySetfeni. V soucasnosti dochazi na

kontroly do spadové hematologické ambulance.
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Tabulka 12
Laboratorni nalez pacientky v Case

Laboratorni vySet Feni 1997 27.7. 2004
WBC (107/) 14,7 10,38
Hb (g/l) 135 123
KO MCV (fl) 75,7 74,2
RDW (%) 13,1 14,1
PLT (10°/) 442 340
Funk éni aktivita VWF (%) | 50 49
ELFO | HbE (%) 31,6 34,9
Hb HbA (%) 68,4 65,1

Zdroj: zaznamy laboratofe 1V. IHK

HYDRAGEL 7 HEMOGLOBIN(E) &

1-— Kontrola
2— hemoglobinopatie E trait
3 — 7 normalni nalez

HbA

HbE

- Aplikacni zona

Obrazek 313: ELFO Hb — pacient s hemoglobinem E trait (pozice 2)

Zdroj: zaznamy laboratore IV. IHK

Zaver

Pacientka s heterozygotni formou hemoglobinopatie E, kter4 se laboratorné

projevuje lehkou makrocytézou, nékdy spojenou s lehkou formou anemie, a klinicky

byva bez pfiznaka.

3. kazuistika

Zena, roénik narozeni 1990. V hematologické ambulanci sledovana od détstvi
pro mikrocytarni anémii. V roce 1998 je pacientce diagnostikovana dominantni forma
beta talasemie minor. Koncem roku 2015 pfichazi na oddéleni urgentni mediciny

s akutni cholecystitidou, pfedtim dlouhodobé subjektivné i objektivné bez potiZzi.
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Laboratorni nalez je prakticky neménny. Po operaci je propusténa domu, pravidelné

dochéazi na kontroly do spadové hematologické ambulance.

Tabulka 13

Laboratorni nalez pacientky s beta talasemii minor

Laboratorni vySet Feni Laboratorni hodnoty
WBC (10°/1) 5,7
Hb (g/1) 89
KO MCV (fl) 59,4
RDW (%) 23,8
PLT (10%/1) 146
TerCovité erytrocyty, schistocyty,
, . ovalocyty, polychromazie, anizocytoza,
2l Mofrologie erytrocytt poikilo?:/;)':éga,ybazofilni oSkovANT.
normalni rozpocet WBC
HbA (%) 84,6
ELFO Hb HbA, (%) 4,4
HbF (%) 11
Biochemické Sérove Fe —— - v norm§
testy B'1.2 a .kysellna listovd | V normé
Bilirubin Dlouhodobé zvysSen (25; 51 umol/l)

Zdroj: zaznamy laboratore 1V. IHK

Magriricaten ot - |
Obrazek 4: Patologicka morfologie RBC u pacientky s beta talasemii minor
(zdroj: zaznamy laboratore 1V. IHK)

Zaver
Pacientka s dominantni formou vrozené beta talasemie minor (viz obr. &. 5).

Zkracené prezivani RBC u tohoto stavu vede k mikrocytarni anemii a subikteru, ktery
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¢asem u pacientky vyustil vtvorbu Zlu¢ovych kamenu a v akutni cholecystitidu.
Opakované vySetfené hodnoty KO jsou prakticky stacionarni, biochemické vySetfeni

Zeleza, vitaminu B12 a kyseliny listové je v normé.

4. kazuistika

Matka, ro€nik narozeni 1957, dcera, rocnik narozeni 1982. Obé odeslany
ze spadu na vysSetifeni mikrocytézy nejasné etiologie. Matka v minulosti sledovana
pro anemii, uzivala intermitentné i Zelezo. Po vySetfeni ELFO Hb byl u obou Zen
zjistén abnormalni band Hb v oblasti vyskytu HbS. Jednalo se o Hb Lepore. Stejny
nalez ma i sestra matky. Obé Zeny jsou v soucasnosti sledovany ve spadove

hematologické ambulanci.

Tabulka 14
Laboratorni nalez obou pacientek s Hb Lepore
Ce e Matka Dcera
Laboratorni vySet Feni 26. 8. 2009 3. 6. 2010
WBC (107/) 4,87 7,52
Hb (g/1) 125 121
KO MCV (fl) 67 68,2
RDW (%) 11,1 15
PLT (10%/1) 191 228
HbA (%) 84,2 83,8
ELFO Hb HbA2 (%) 2 2,1
Hb Lepore (%) 13,8 14,1

Zdroj: zaznamy laboratofe 1V. IHK
Zaveér
Obé pacientky s vyskytem abnormalniho Hb typu Lepore (viz obr. & 5).

Onemocnéni nema zadné klinické projevy, laboratorné se projevuje makrocytdzou,

velmi ¢asto bez anémie.
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Obrazek 5: ELFO Hb — pacient s Hb Lepore (pozice 3) a s beta talasemii minor

(pozice 4) Zdroj: zaznamy laboratore IV. IHK
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5 Diskuze a zavér

Statisticky a graficky jsme zpracovali cely soubor pacientll vySetfenych pro
podezieni na hemoglobinopatii nebo talasemii. Z grafu 1 je patrné rozloZzeni vSech
vrozenych onemocnéni zachycenych v naSsem hodnoceném souboru. Procento
zachycenych vrozenych onemocnéni jsme porovnali v celostatnim i celosvétovém
méfitku. V naSem souboru bylo 77 % osob tzv. normalnich bez patologického nalezu
v ELFO Hb, jednalo se nejCastéji o pacienty se sideropenickou anémii, ale mohlo jit i

0 pacienty s kombinaci sideropenie a alfa talasemie, které ELFO Hb neodhali.

U 11 % osob jsme prokazali pfitomnost beta talasemie minor (zvySeny HbA2)
a u 8 % osob v souboru jsme vyslovili podezieni alfa talasemii minor. U téchto osob
byla pfitomna vyrazna mikrocytoza, v nékterych pfipadech i mikrocytarni anémie a
vétsinou i erytrocytdza, ELFO Hb bylo normalni, vS8echny osoby v8ak mély zaporny
diskriminacni index (Fairbenks, 1980), ktery pomaha rozlisit sideropenii od talasemie.
K definitivnimu potvrzeni alfa talasemie bychom vSak museli u téchto osob provést
sekvenacni analyzu. 3 % osob méla vysSi HbF z divodu pfidruzeného onemocnéni
nebo tzv. perzistence HbF. Tento soubor jsme vSak blize nezkoumali. U 1 % osob
byla prokazana pfitomnost Hb Lepore. Pouze u jednotlivcl jsme prokazali dalsi
hemoglobinové mutace. Zachytili jsme 1 pacienta s homozygotni hemoglobinopatii S
a 1 pacientku s homozygotni formou HbE, v obou pfipadech se jednalo o cizince.
Dale jsme prokazali ve 2 pfipadech vyskyt heterozygotni hemoglobinopatie E.
Ve vSech téchto pfipadech byla v KO pfitomna mikrocytéza. Ve 2 pfipadech (matka a
syn) jsme odhalili v elektroforéze pfitomnost 2 atypickych bandd Hb (v oblasti vyskytu
HbA2 a v oblasti mezi vyskytem HbA2 a HbS). Obé& osoby mély makrocytézu bez
anémie. O dovySetfeni této mutace nemame zpravy, protoZze pacienti byli z jiného

regionu.

Vgrafech 2 - 9 je znazornéno procentualni rozloZeni jednotlivych
fyziologickych i patologickych hemoglobinu u téchto skupin pacientd ve sledovaném

soboru. V tabulkach 8 — 9 jsou jesté doplnény udaje Cerveného KO.

Pro lepSi nazornost jsme formou kazuistik prezentovali pribéh nékterych

Z téchto onemocnéni u nasich pacientu.
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Podle vysledkl je v naSem regionu incidence vyskytu alfa i beta talasemie
2 pfipady na 10 000 obyvatel, hemoglobinu Lepore dokonce 3 pfipady na 100 000
obyvatel. Incidence vyskytu talasemii v Evropé je obdobna (1/10 000), ¢astéjSi vyskyt
talasemii je v oblasti Sttedozemniho mofe a Afriky 10 — 30 %. Hemoglobin Lepore se
vyskytuje zejména v oblasti jihovychodni Asie (cca 2 — 5 %). (Fairbanks, 1980)
Z&chyt HbS ¢&i homozygotni formy HbE byl v naSem souboru raritni. HbS se nejvice
vyskytuje v Africe nebo Americe, kde az 8 % obyvatel m& tuto mutaci v jednom
ze dvou beta gen0. (http://www.labtestsonline.cz/; Williams, 2012) NejvySSi vyskyt
HbE je v jihovychodni Asii, kdy se udava Cetnost vyskytu v populaci mezi 3 — 30 %.
(Hemoglobin E; Fairbanks, 1980)

Obecné neni vyskyt téchto onemocnéni v naSi populaci vysoky. Nej¢astéji se
setkavame s alfa nebo beta talasemii minor. Vzdy je nutné v pfipadé zachytu
mikrocytdzy (v nékterych pfipadech i mikrocytarni anémie) nejasné etiologie na tyto
stavy pomyslet, provést diferencidlni diagnostiku, aby tito pacienti nebyli zbytecné
neléceni a pretézovani zelezem. Vyskyt dalSich hemoglobinopatii je vyloZzené raritni,
nékteré jsme prokazali pouze u cizincu (vyskyt homozygotni formy HbS a HbE).
Vzhledem k migraci obyvatelstva pfevazné z regionu s vysokym vyskytem talasemii
a hemoglobinopatii vS8ak maZeme ocekavat, Ze i v naSi populaci dojde k ¢astéjSimu

vyskytu téchto onemocnéni.
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6 Zkratky

CNS - centralni nervova soustava

CO; - oxid uhli¢ity

DNA — deoxyribonukleova nukleovéa kyselina
DEAE celul6za — dietylaminoetylcelul6za

ELFO Hb - elektroforéza hemoglobinu

FI - fentolitr

g/l — gram na litr

Hb — hemoglobin

HbA2 — hemoglobin A2

HbD — hemoglobin D

HbH — hemoglobin H

HbF — fetalni hemoglobin

HbS — hemoglobin S

HPLC — vysokoug¢inna kapalinova chromatografie
Ht — hematokrit

IHK — interni hematologicka klinika

KO — krevni obraz

MCH - pramérné mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu
MCHC - stfedni koncentrace hemaoglobinu v erytrocytech
MCV - stfedni objem erytrocytu

MPV — stfedni objem krevni desti¢ky

MRNA — ribonukleova kyselina (mediatorova)
PCR — polymerazorva fetézova reakce

Pg — pikogramy

39



pH — potencial vodiku

RBC — ¢ervené krvinky

RDW — distribu¢ni Sife erytrocytu
RTG - rentgenoveé zéreni

VWF — von Willebrandlv faktor

WBC — bilé krvinky
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