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SOUHRN

Alfa-talasemie jsou nejrozsirengjsi monogenné dédicna onemocnéni na svéteé. Jedna se o vrozené anémie s autozo-
malné recesivni dédicnosti charakterizované kvantitativni redukci syntézy a-globinovych retézct molekuly hemo-
globinu. Spole¢né s dalsimi typy talasemii a se strukturnimi hemoglobinovymi variantami jsou fazeny do skupiny
chorob s poruchou tvorby nebo struktury globinovych fetézcl - hemoglobinopatii. Vyskyt vétsiny hemoglobinopatii
je soustredén predevsim do malarickych oblasti. Globinové mutace poskytuji heterozygotnim nosi¢im ochranu pred
maldarii, pravdépodobné proto doslo v priibéhu evoluce k selektivnimu zvyhodnéni mutantnich alel globinovych gen(
v oblastech s vysokym vyskytem malarie.

Alfa-talasemie jsou nejcastéji zplsobeny delecemi tisekl DNA v a-globinovém lokusu na 16. chromozomu a vyznacuji
se mikrocytarni hypochromni anémii s rdznymi fenotypovymi stupni zavaznosti - od témér asymptomatickych forem
az po zivot ohrozujici hemolytické anémie. Jsou rozsireny zvlasté v jihovychodni Asii, ve Stfedomori, v Africe a Indii,
ve stfedni Evropé jsou vzacné. Presto i v nasich zemépisnych sifkach je na pritomnost a-talasemie nutné myslet jako
na moznou pficinu vrozené mikrocytarni anémie. Pro spravnou diagnostiku a-talasemii je nutny soubor hematolo-
gickych, biochemickych a molekuldrné-genetickych vysetreni. Cilem tohoto sdéleni je upozornit na variabilni fenotyp
a genotyp téchto onemocnéni v Ceské republice u ¢eskych rodin i rodin cizincl Zijicich v CR.
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SUMMARY

Divoka M., Partschové M., Pospisilova D., Orviska M., Lap¢ikova A., Indrak K., €Cermak J., Divoky V.
Alpha-thalassemia in 45 Czech and 37 immigrant families: review of the literature and molecular diagnosis
Alpha-thalassemia is the most common monogenic gene disorder in the world. It is an inherited autosomal recessive dis-
order characterized by reduced production of the a-globin chains of hemoglobin. It belongs, together with other types of
thalassemias and hemoglobinopathies, to common globin gene disorders widely distributed due to their natural selection
through protection of carriers against severe malaria. Alpha-thalassemia most frequently results from deletions removing
segments of DNA from the a-globin gene cluster on chromosome 16 and is characterized by a microcytic hypochromic
anemia, with a clinical phenotype varying from almost asymptomatic to a lethal hemolytic anemia. Alpha-thalassemia is
especially frequent in populations originating from the South East Asia, Mediterranean region, Africa and Indian subcontinent,
with rare occurrence in Central Europe. However, also in our region the presence of a-thalassemia should be considered
as a possible cause of hereditary microcytic anemia. Specialized diagnostic approaches that are needed for correct diag-
nosis of a-thalassemia involve molecular analysis required to confirm the hematological and biochemical observations.
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The aim of this study is to report the variable phenotype and genotype of these disease states in the Czech families and in

immigrants living in the Czech Republic.

KEY WORDS

hemoglobinopathy - a-thalassemia - HbH disease - molecular diagnostics

uvob

Alfa-talasemie je nejrozSifenéjsi monogenné
dédicné onemocnéni na svété, asi 5 % svétové populace
nese nékterou z a-talasemickych alel [1]. Alfa-talasemie,
spolu s dal$imi typy talasemii a s endemickymi hemo-
globinovymi variantami byly selektovany v pribéhu
evoluce v malarickych oblastech, nebot heterozygotiim
pfinaseji vyhodu v protekci proti malarickému parazitu
Plasmodium falciparum (2; svétovou distribuci a-talasemii
znazornuje obr. 1). Talasemie i hemoglobinové varianty
se mohou ovSem vyskytnout v kazdé etnické skupiné
a vzhledem ke vzriistajici migraci obyvatel se stale
Castéji rozsiruji do oblasti stfedni a severni Evropy,
do severni Ameriky a také Australie. Praveé ve stredni
Evropé bylo dfive toto onemocnéni 1ékati opomijeno.

Diky historické i soucasné imigraci se talasemie
a hemoglobinové varianty objevuji stale ¢astéjiivnasi
populaci. V Ceské republice a na Slovensku jsou talase-

Obr. 1. Svetova distribuce a-talasemif

Je zndzornéna distribuce nejcastéjsich delecnich i nedele¢nich forem
o-talasemii. Charakteristika delecnich forem vedoucich k a+-talasemii
(-, —0*?) a dele¢nich forem vedoucich k a°-talasemii (- -ME0; - —SEAY)
je uvedena v textu v ¢asti ,Molekularni podstata a-talasemii”. Nedele¢ni
formy a-talasemie jsou v obrdzku oznaceny jako a'. Procenta poukazuji

oblastech. Prevzato na zakladé svoleni Macmillan Publishers Ltd: Nature
Reviews Genetics (Weatherall DJ. Phenotype-genotype relationships

in monogenic disease: lessons from the thalassaemias. Nat Rev Genet.
2001;2(4):245-55), copyright (2001).
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mie nejcastéjsi pricinou vrozené mikrocytarni anémie
[3], ale pozornost byla dosud vénovana témeér vyhradné
B-talasemiim [3-6]. Alfa-talasemie byly dosud v CR
charakterizovany na molekularni Grovni jen vyjimec-
neé [3, 4]; vjednom piipadé se jednalo o novy unikatni
molekularni mechanismus vedouci k a-talasemii [7, 8].
V tomto sdéleni prindsime prehled literatury a vlast-
ni zkuSenosti s diagnostikou a-talasemickych alel.
Uvadime variabilni fenotyp a molekularné-genetickou
analyzu téchto onemocnéni u 45 rodin ceského ptivodu
a 37 rodin cizinct Zijicich v Ceské republice.

GENOTYPOVA A FENOTYP?VA
VARIABILITA o-TALASEMII

Pomér a a B-globinovych fetézc v molekule
hemoglobinu (HD) je fyziologicky jedna ku jedné.
Nerovnovaha vzidjemného pomeéru globinovych fe-
tézcl je charakteristicka pro talasemie; a-talasemie
se vyznacuji redukovanou produkci a-globinovych
fetézcl. Alfa-talasemie jsou vétSinou zptisobeny deleci
funkénich a-globinovych genti, méné casto jsou a-glo-
binové geny inaktivovany bodovou mutaci. Haploidni
lidsky genom ma dva a-globinové geny (obr. 24), to
znamena, ze normalni diploidni genotyp je aa/ax.
Normalni sada ¢ty funkénich a-globinovych gent
mf{zZe byt snizena o1, 2, 3 nebo o vSechny 4 kopie genu
a z toho nésledné vyplyvaji rozdilné klinické projevy
a zvysSujici se zavaznost onemocnéni (obr. 2B). Miru
snizené produkce a-globinovych fetézcti z lokusu vy-
jadfuje oznaceni a*-talasemie a a°-talasemie. U o*-
-talasemie je jen jeden ze dvou a-globinovych gent
na chromozomu deletovan (-a/oa) nebo inaktivovan
bodovou mutaci (a™°/aa, kde ND znaci ,nondeletio-
nal“; dfive a™/aa). U a’-talasemie jsou oba a-globi-
nové geny na chromozomu inaktivovany deleci nebo
bodovou mutaci. Stuperi mikrocytézy, hypochromazie
a anémie zavisi na poc¢tu mutovanych a-globinovych
gentl a dobte koreluje s mirou redukce syntézy a-glo-
binovych fetézct [1].

KLINICKE FORMY o-TALASEMIi

Nazev a-talasemie obecné zahrnuje vSechna one-
mocnéni s deficitem tvorby a-globinovych fetézcil,
které jsou soucasti tetrametru Hb molekuly. VSechny
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Obr. 2. Struktura a-globinového lokusu na chromozomu 16 a genotypové
varianty delec¢nich a-talasemif

A. Rodina (klastr) a-globinovych gent lezi v lokusu v blizkosti telomery
na chromozomu 16. Klastr je dlouhy 29 kb a obsahuje embryonaini gen

¢ a dva a-globinové geny fetainiho a dospélého typu a2 neboli HBA2

a al neboli HBAT (pIné boxy), které jsou usporadany na chromozomu

ve sméru jejich exprese béhem ontogeneze. Exprese téchto gend je
fizena erytroidné-specifickou regulac¢ni oblasti, kterd lezi 40 kb proti
smeéru exprese ¢-globinového genu a nazyva se pozitivni regulacni
oblast HS-40. Prazdné boxy znaci nefunkéni kopie gend - pseudogeny.
Alfa-globinovy lokus se nachdzi v transkripcné-permisivni chromatinové
oblasti, to znamena, ze se nachazi v trvale otevfené chromatinové
doméné a HS-40 oblast plsobi jako zesilovac¢ globinové exprese.

B. Nahore vlevo: normalni diploidni genotyp. Nahore vpravo: heterozygot
pro o*-talasemii, tzv. némé (nebo tiché) nosicstvi. V krevnim obraze

a v pomeéru syntézy o : B globinovych fetézcl se prakticky neprojevuje

a prokazujeme je jen pfi genetické analyze. Uprostred: u homozygotl pro
o-talasemii (nejcastéji delece dvou gend, -a/-a) nebo u heterozygot
pro al-talasemii (- -/aa) hovofime o nosi¢stvi a-talasemie. Projevuje

se mirnou mikrocytdzou, zvysenym poctem erytrocytl a nerovnovahou
v syntéze globinovych fetézct. Dole vlevo: ztrata tii a-globinovych gend
(dvojiti heterozygoti pro o*-talasemii a a-talasemii, nej¢astéji - - /-a.),
vede k chorobé HbH se stredné tézkou chudokrevnosti a s produkci HbH
(B4). Priinkubaci s briliant-kresylovou modFfi nachazime v erytrocytech
precipitovany HbH.

Dole vpravo: chybéni ¢tyi a-globinovych gend, tj. homozygotni stav pro
ol-talasemii (- -/- -), neni slucitelné s Zivotem a vede ke vzniku hydrops
fetalis nebo syndromu Hb Bart’s (y4). Rodi se hydropicky zménéné dité
s ascitem, velkymi jatry, erytroblastézou, retikulocytézou, teréovitymi
bunkami s pfevazujicim Hb Bart’s a malym podilem HbH a Hb Portland
(€2y2).

Upraveno podle Divoky, 2013 [9].

lidské Hb molekuly jsou tetramery, sestavajici ze dvou
riznych para globinovych fetézcili. Jeden par globino-
vych fetézcli je produkovan geny a-globinového lokusu
(ve fetalnim obdobi i v dospélosti jsou to a2 neboli HBA2
a al neboli HBAI geny, jejichz kédujici sekvence jsou
identické). Druhy par fetézct je produkovan geny B-glo-
binového lokusu (ve fetalnim obdobi jsou to y© neboli
HBG2 a y* neboli HBGI geny, v dospélosti 3 neboli HBB
gen). Snizena produkce a-globinovych fetézcl vede ve
fetalnim obdobi k nadbytku y-globinovych fetézct,
které se formuji do y4 tetramerti, a vznika tak Hb
Bart’s, v obdobi dospélosti k nadbytku B-globinovych

Tetézcll, které se formuji do B4 tetramert za vzniku
nestabilniho HbH.

Na zakladé fenotypu rozlisSujeme u nosicstvi pro
a-talasemii dva typy: tiché nosi¢stvi s inaktivaci (vétsi-
nou deleci) jednoho a-globinového genu (-o/aa), které
se v krevnim obraze téméf neprojevuje a prokazat jej lze
jen pomoci molekularné genetického vySetfeni. Vyskyt
tohoto genotypu je v Ceské republice ¢asty. U druhého
typu nazyvaného nosicstvi a-talasemie se jedna nej-
Casté&ji o deleci dvou a-globinovych genti. Radime sem
tedy bud homozygoty pro a*-talasemii (-a/-a), nebo
heterozygoty pro a’-talasemii (- -/aa) (viz obr. 2B).
Nosicstvi a-talasemie se projevuje mirnou mikrocytarni
anémii se zvySenym poctem erytrocytil. Vyskyt téchto
jedincti je v Ceské republice relativné vzicny.

HbH onemocnénim (nékdy oznacovanym jako cho-
roba HDbH) trpi jedinci se ztratou tfi a-globinovych
gent, v pfipadé dele¢ni formy a-talasemie se jedna
ojedince s (- -/-a) genotypem, jde tedy o sloZené hete-
rozygoty pro o*-talasemii a a°-talasemii (obr. 2B). Tito
nemocni vétsinou produkuji méné nez 30 % normalni
hladiny a-globinu, trpi stfedné tézkou anémii (Hb me-
zi 80-100 g/1) s riznym zastoupenim HbH (0,8-40 %),
maji splenomegalii (kterd mtZze byt zavazna). Samotny
HDbH ma vysokou afinitu ke kysliku a je nestabilni
[10]. Choroba HbH vyrazné neovliviiuje kvalitu Zivota;
v Ceské republice se vyskytuje ojedinéle u imigranti,
respektive jejich potomka (viz dale). Hb Bart’s (y4)
syndrom nebo hydrops fetalis je stav neslucitelny se Zi-
votem, jedna se o homozygotni stav pro a’-talasemii,
tedy o chybéni vSech ¢tyf a-globinovych genti (- -/--).
Vétsinou se rodi novorozenci s hydropsem a ascitem,
velkymi jatry, erytroblastézou a retikulocytdzou.
Nejvice hemoglobinu v erytrocytech u novorozenct
s Hb Bart’s hydrops fetalis syndromem je tvoreno fyzio-
logicky nefunkénimi homotetramery y4 a p4. Maji také
promeénlivé mnozstvi embryonalniho Hb Portland, coz
jeu téchto déti jediny funkeéni hemoglobin a jediny pte-
nasec kysliku, ktery je drzi pti zivoté do narozeni [11].

Vzacné jsou znamé pripady dlouhych deleci, které
postihuji kromé a-globinovych gent také dalsi geny
v jejich okoli. Toto onemocnéni je asociované s porucha-
mi vyvoje (zahrnujici také dusevni poruchy) a je ozna-
¢ovano jako a-talasemie/syndrom mentdlni retardace
asociovany s chromozomem 16 (ATR-16 syndrom; 12).
Byly popsany také pfipady vzacné formy mentalni
retardace spojené s a-talasemii, zplisobené abnorma-
litami ATRX genu lezicim na chromozomu X (ATR-X
syndrom). U téchto nemocnych je duSevni porucha vice
zavazna a dysmorfické zmeény jsou napadné podobné
mezi jednotlivymi pacienty. Gen ATRX kéduje protein
ze skupiny helikdz/ATPaz, ktery ovliviiuje chroma-
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tinovou strukturu a transkripci riznych gent, mezi
nimi i a-globinovych gen@. Mutace ATRX vedou ke
globalnimu potlaceni exprese téchto genti, mezi nimi
i genti dlileZitych pro normalni rozvoj CNS. U nas (v CR
nebo na Slovensku) jsme dosud ATR syndrom nedia-
gnostikovali. Vzacné jsou ziskané formy o-talasemie,
asociované s myelodysplastickym syndromem (syn-
drom ATMDS). Ve vétsiné pfipadt je ATMDS syndrom
asociovan se ziskanymi mutacemi v ATRX genu [12].

MOLEKULARNI PODSTATA o-TALASEMIi
Delecni at-talasemie

Vzhledem k tomu, Ze dva a-globinové geny v lokusu
vznikly v evoluci duplikaci, vyznacuje se tato oblast
DNA nékolika homologiemi, které mohou vést k nerov-
nomeérnym reciprokym rekombinacim (interchromozo-
malné, méné Casto intrachromozomalné). Vysledkem
je vznik alel s jednim funkénim a-globinovym genem
a alel s triplikacemi a-globinovych gen [13]. Vznika
tak velmi ¢asta 3.7 kb dlouha a-talasemicka delece
(s variantami oznacovanymi jako I, II a III lisicimi se
mistem rekombinace), produkujici chromozom pouze
s jednim funkénim a-genem (-o37) (viz obr. 1, obr. 3)
a a-triplikovana alela (xao@™37) bez talasemického
efektu. Stejné tak reciproka rekombinace v pribéhu
meidzy mezi homolognimi segmenty DNA zptisobu-
je béznou 4.2 kb dlouhou deleci (-a*?) (viz obr. 1 a 3)
a aaoi*2 chromozom (13). Dalsi pfipady rekombinaci
mezi takto vzniklymi chromozomy («, oo a aaa) pak
mohou zptisobit kvadruplikaci o genti (axaa) nebo

R I |

kvintuplikaci (aaaaa) a dalsi pfeskupeni [14]. Na rozdil
od deleci vedoucich k talasemickému fenotypu se sa-
motné zmnozeni a-globinovych gent u jinak zdravych
jedinct klinicky vétSinou neprojevuje. Problém ovSem
nastava u dvojitych heterozygotli pro alelu se zmno-
Zenymi a-globinovymi geny a B-talasemickou alelu -
dochazi tak ke zvySeni nerovnovahy o a B fetézcl a ke
zvyraznéni chudokrevnosti, coz bylo vzacné potvrzeno
i unemocnych v CR [6, 15].

Dele¢ni a°-talasemie

V soucasné dobé je znamo asi 50 typd deleci HBA
lokusu, které bud kompletné, nebo castecné deletuji
oba a-globinové geny s naslednym zastavenim syn-
delece - -MEP roz§ifena mezi populacemi ve Stfedomori
a - -SEA yyskytujici se pfevazné v jihovychodni Asii [1]
(viz obr. 1). Homozygoti pro tento typ deleci trpi Hb
Bart’s hydrops fetalis syndromem. Slozeni heterozygoti
pro tento typ delece a delece pro a*-talasemii, ktera
zplisobi chybéni jednoho a-globinového genu, maji
HbH onemocnéni. Tyto zatim zminéné typy deleci po-
stihuji pouze HBA lokus a vyskytuji se i v CR (viz niZe).
Jiné delece postihujiijiné priléhajici geny, coZ nemusi
mit vyrazny vliv na zhorSeni fenotypu. Nékteré znamé
delece odstranuji i ¢-gen soucasné s a-geny, a i kdyz
heterozygoti vykazuji normalni vyvoj, u homozygo-
tl je nepravdépodobné preZiti obdobi casného stadia
gravidity vzhledem k tomu, Ze ani embryonalni ({2y2)
a ani fetalni («2y2) hemoglobiny nemohou byt synte-
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Obr. 3. Schematické znazornéni deleci HBA lokusu zjisténych v Ceské republice u ¢eskych rodin a u rodin cizinc(l
Delece - -", delece celého lokusu a rtizné dlouhé delece regulacni oblasti HS-40 jsou u nas popsany poprvé v tomto sdéleni. Vysvétleni gend
a pseudogent v lokusu - viz obr. 2A. HVR znaci tzv. hypervariabilni oblasti v HBA lokusu. Vertikalni sipky nad lokusem znaci polohy MLPA prob

pouzitych pro mapovani deleci (viz Diagndza a diagnostické metody).
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Tab. 1. Pfehled dele¢nich forem a-talasemii a multiplikaci a-globinovych gen(l zjisténych v pribéhu poslednich 10 let v Ceské republice. Je uveden
celkovy pocet rodin a jedincl, za lomitkem pocet ¢eskych rodin a pocet ¢lend téchto rodin zcelkového poctu diagnostikovanych rodin/jedincd.

TYPY DELECI POCET RODIN POCET €LENU
-a®’ (z toho homozygotd) 46/30 51/34 (11/6)
= =k 172 /1 192/1
delece celého HBA lokusu 6/6 /M

delece HS-40 4/3 6/4
kombinace delece HS-40/-a*’ 1° (E
kombinace -a*?/- -M&0 1 1¢

delece a2/al (blize nespecifikovana) 3/3 3/3
duplikace celého HBA lokusu 1/1 /1
kvadruplikace HBAZ genu 1/1 SYss
CELKEM 80 96

215 7 téchto rodin (16 ¢len(l) bylo prokazatelné asijského ptivodu; ®pacient s italskymi predky; Simigrant ze severni Afriky Zijici v CR; %u véech ¢lenti rodiny byla kvadruplikace HBA2 genu asocio-
vdna s B°-talasemickou mutaci, coz vedlo k fenotypu talasemie intermedia u téchto nemocnych [6].

tizovany [13]. Tyto typy deleci byly zjiStény i v ceské
populaci (viz nizZe).

Vzacné delece vedouci k a®-talasemii odebiraji regu-
la¢ni oblast HS-40, kterd se nachazi 40 kb 5’ od ¢-globino-
vého genu (viz obr. 2A), pficemz zanechavaji a-globinové
geny intaktni. HS-40 je esencidlni pro a-globinovou
expresi, delece této oblasti vede k tiplné ztraté exprese
a-globinovych genti v poloze cis. Fenotyp je tedy shodny
jakou vzacnych deleci celého HBA lokusu. Tyto delece se
sporadicky vyskytuji v riznych populacich [10], vzacné
iu Ceskych rodin (viz niZe, obr. 3, tab. 1).

Vznik a-talasemie zplisobené zastavenim transkrip-
ce neaktivnim chromatinem u polské rodiny Zijici
v Ceské republice byl popsin jako novy mechanismus
vzniku tohoto onemocnéni [16]. Delece dlouha 18 kb
zahrnuje al gen a ptilehlou 3’oblast a zptisobi utlumeni
exprese a2 globinového genu v poloze cis. Diky deleci se
do lokusu premisti represivni chromatin, ktery zastavi
o2 transkripci [7, 8]. Heterozygoti pro tuto mutaci tr-
pi mirnou hypochromni mikrocytarni anémii, maji
sniZeny pomeér syntézy o/f globinovych fetézcti a HbH
inkluze v erytrocytech.

Nedele¢ni formy o-talasemie (oNP)

Alfa-talasemie jsou Castéji zplisobeny genovymi de-
lecemi, bodové mutace (jednonukleotidové zdmény)
vedouci k a-talasemii jsou vzacnéjsi [10, 13]. Alfa-
globinové geny mutované v kanonickych sekvencich
HBATa HBA2 ovliviiujicich a-globinovou genovou expresi
se oznacuji jako («™° nebo dfive aT); bodova talasemicka
mutace mize postihnout a2 (a™«) nebo a1 («o™P) glo-
binovy gen. VétSina téchto mutaci ovliviiuje tipravu
(prepis a post-transkripéni zpracovani) mRNA, mRNA
translaci nebo a-globinovou stabilitu. Bodové mutace

mohou vést k ¢astecnému (a*) nebo iplnému (a0) utlu-
meni genové exprese, respektive produkce funkénich
a-globinovych fetézcti. Je zndmo nékolik desitek bodo-
vych mutaci zptisobujicich a-talasemii; mnohé z nich
jsou bézné i ve Stfedomofti a na Blizkém vychodé (obr.
1) a 1ze je tedy ocCekavat i v Ceské a slovenské populaci.
Aktualizovany seznam téchto mutaci je dostupny v da-
tabazi HbVar, http://globin.cse.psu.edu/hbvar. Nékteré
bodové mutace v terminac¢nim kodonu vedou k pro-
dlouzenym Hb variantam s talasemickym fenotypem,
jako napt. Hb Constant Spring, nejbéznéjsi nedelecni
o-talasemicka mutace Casta zvlasté v nékterych oblas-
tech jihovychodni Asie. Jiné mutace zptisobuji vysoce
nestabilni a-globinové varianty, napt. Hb Adana (10).
Nedavno byla popsana odchylka jednoho nukleotidu
v negenové oblasti globinového klastru, kterd vede k no-
vému molekularnimu mechanismu vzniku a-talasemie
(17). Jedna se o zaménu v sekvenci regulacniho jedno-
nukleotidového polymorfismu (SNP, “Single Nucleotide
Polymorphism”), kterou se vytvaii novy transkripcné
aktivni promotor v normalné transkripéné neaktivni
oblasti PZl. Tato abnormalni transkripcéni aktivace in-
terferuje a zeslabuje expresi a-globinovych genti.

Diagnoéza a diagnostické metody

Inicialni laboratorni testovani by mélo zahrnovat
kompletni krevni obraz s popisem cervenych krvinek,
bioanalytické testy zahrnujici méteni hladiny HbA2,
HDbF a elektroforézu Hb. Diive bylo pro potvrzeni a-tala-
semie nezbytné méreni poméru syntézy o/p globinovych
Tetézcl radioaktivné znacenym leucinem; redukovany
pomér na méné nez ~0,8 svédcil pro o-talasemii [18].
V soucasné dobé prevazuji molekuldrni analyzy, které
potvrdi podezieni na a-talasemii. Elektroforéza Hb slouzi
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Obr. 4A. Diagnostika a-talasemickych delecf

Precipitovany HbH Ize v erytrocytech prokdzat inkubaci s briliant-
-kresylovou modff, po obarveni jsou patrné inkluze tvorené shlukem
volnych B-globinovych fetézcl v erytrocytu.
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Obr. 4C. Diagnostika a-talasemickych deleci
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Obr. 4B. Diagnostika a-talasemickych deleci
Vysledek Southern blot analyzy prokazujici dvé nej¢astéjsi a*-

-talasemické delece (-7, -a*?) a triplikaci a-globinovych gena.

-a3.7 HOMO

kontrolni amplifikace a2

Vysledek multiplexniho PCR v agarézovém gelu prokazujici dvé nejcastéjsi a*-talasemické delece (-a*’; -a*?) a al-talasemickou deleci - -,

k separaci abnormalnich hemoglobinovych frakci, je di-
lezita mimo jiné pro detekci Hb variant s a-talasemickym
fenotypem. Precipitovany HbH je v erytrocytech proka-
zovan inkubaci s brilliant-kresylovou modii (obr. 4A).

MOLEKULARNI ANALYZA

Molekularni diagnostice napoméha etnicky ptivod
vySetfovanych jedincii; rozdilné spektrum a-talasemic-
kych mutaci byva nalézano v rozdilnych populacich.
Drive byla vétSina pfeskupeni HBA gent v ramci HBA
lokusu charakterizovana pomoci Southern blotu (obr.
4B). V soucasné dobé existuji rychlé screeningové me-
tody pro detekci deleci a jinych zmén v HBA lokusu.

Pro detekci sedmi nejcastéjsich a-talasemickych
deleci bylo vytvofeno multiplexni PCR [19] (obr. 4C).
Tato metoda se pouziva pro urceni dvou nejcastéj-
§ich a*-talasemickych deleci (-o37; -a*2) a dalSich
5 a’-talasemickych deleci, mezi nimi - -MfP a - -S4,
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Novéjsi MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) je zaloZena na ligaci vice para préb
(obvykle dlouhych), které hybridizuji napfic k analyzo-
vané oblasti. Nasleduje semikvantitativni amplifikace
s pouzitim univerzalnich tag PCR primerti a poté frag-
mentacni analyza (obr. 4D). Tato metoda je hodnotnou
alternativou k Southern blotu a dopliikovou k multi-
plexni PCR pfi zjiStovani jak znamych tak neznamych
deleci zpisobujicich a-talasemii [20].

DIFERENCIALNIi DIAGNOSTIKA

V nékterych pripadech maji nosic¢i a*-talasemie
normalni hematologické vysledky, specidlné nosici
-o37 delece a nosic¢i nedele¢nich mutaci v al genu.
Néktefi jedinci mohou mit normocytézu nebo hranic-
ni hypochromazii bez anémie. Tato skutecnost mtize
byt zjisténa pouze nahodné pfi rutinni molekularni
analyze pro zachyt hemoglobinopatii.
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Obr. 4D. Diagnostika a-talasemickych delecf
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Vysledek MLPA prokazujici deleci regulacni oblasti HS-40 a a.'-talasemickou deleci -o*7, které u slozeného heterozygota vedou k chorobé HbH. Dalsi
informace k dané technologii a zplsobu analyzy vysledkd jsou dostupné na www.mlpa.com, produkt SALSA MLPA P140 HBA probemix.
V pripadé podezieni na bodovou mutaci (nedele¢ni mutaci) se rutinné pouziva sekvenovani HBAT a HBA2 gen(.

Prilezitostné, specidlné v zemich, kde je talasemie
vzacna, mohou byt nosici a-talasemie nespravné ozna-
Ceni za pacienty s anémii z nedostatku Zeleza, zvlasté
pokud neni status Zeleza u pacienta spravné zhodno-
cen. Vzdy je nutna molekularni analyza, zvlasté u ti-
chého nosic¢stvi nebo nosic¢stvi a-talasemie k potvrzeni
diagndzy, protoZe i nosici a-talasemické alely méizou

vy,

vykazovat vyssi riziko pfetizeni organismu Zelezem [21].

VYSKYT a-TALASFMI[V éESKE REPUBLICE
- PREHLED LITERARNICH UDAJU
Alfa-talasemie byly povazovany v Ceské republice
za velmi vzacné; jen nékolik ptfipadt bylo charak-
terizovano na molekularni Grovni tradi¢ni metodou
Southernova prenosu a hybridizace [3, 4]. Kromé -o3”
delece zjisténé u nékolika jedinc byl u jedné rodiny
polského pilivodu Zijici v CR popsan jiZ zminény novy

typ unikatni delece 18 kb DNA postihujici al gen a pfi-
lehlou 3‘-oblast, kterd vedla pfekvapivé k utlumeni
exprese o2 globinového genu v poloze cis, tj. k fenotypu,
ktery je asociovan s a-tal-1 genotypem [16]. Bylo zjis-
téno, ze 18 kb delece premistila do klastru represivni
chromatin, ktery spolu s protismyslnymi transkripty
prilehlého genu (gen, jenz je prepisovan proti sméru
exprese a-globinovych genil) zastavi a2 transkripci [7,
8]. Vzacné byly také detekovany triplikace a-globino-
vych gentl [3, 4], nékdy vedouci ke zhorSeni klinického
projevu B-talasemie [22].

DIAGNOSTIKA OL-TALASEMI!' .
V CESKE REPUBLICE - NOVE VYSLEDKY

V pribéhu poslednich 10 let do$lo k vyznamnému
roz§ifeni spektra a-talasemickych mutaci i poctu mole-
kularné-geneticky diagnostikovanych jedincti v CR. Ke
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zpfesnéni diagnostiky prispélo vyuziti novych molekular-
né-genetickych pristupf - multiplexni PCR a MLPA pro
diagnostiku delec¢nich forem a-talasemii a sekvenacni
analyzy HBA genu pro nedele¢ni formy a-talasemii.
V souboru 82 rodin (98 ¢lent) s podezfenim na a-tala-
semii jsme odhalili u 78 rodin (92 jedincil) rtizné delece
v ramci HBA lokusu; 45 rodin (53 jedincii) bylo Ceskych,
bez predkil z malarickych oblasti nejméné ve tfech ge-
neracich rodu, ostatni byli cizinci Zijici v CR (viz tab. 1).
U dvou jinych Ceskych rodin (4 jedincti) jsme odhalili
multiplikaci a-globinovych gent (viz tab. 1) a u dalSich
dvou imigrantti jsme odhalili nedele¢ni a-talasemickou
mutaci. Vétsina diagnostikovanych jedinct méla mir-
nou mikrocytarni hypochromni anémii, s normalnimi
hladinami HbA2 a HbF, se standardni elektroforézou
Hb a mirné zvySenym poctem erytrocytil. Pro moznou
pritomnost o-talasemické alely svédcil rodinny vyskyt
fenotypu, v pripadé rodin cizincti i etnicky ptvod. Ve
vétsiné piipadl se jednalo o tiché nosi¢stvi nebo nosicstvi
o-talasemie, s béznymi typy deleci jednoho nebo dvou
a-globinovych gent, které jsou znamé ze Stiedozemi
nebo zjihovychodni Asie (viz obr. 1a 3). Rozsahlé delece
celého HBA lokusu, véetné regulac¢ni oblasti HS-40, byly
detekovany u 6 Ceskych rodin (11 ¢lendt) s klinickymi
projevy odpovidajicimi nosi¢stvi a-talasemie (jednalo
se vesmeés o heterozygoty, viz tab. 1). U 4 rodin (z nich
3 Ceského plivodu) jsme detekovali rizné dlouhé delece
regulacni oblasti HS-40, ale s intaktnimi a-globinovymi
geny (viz obr. 3), s fenotypem odpovidajicim ztraté dvou
a-globinovych genti (nosicstvi a-talasemie) u 5 jedin-
c1, a u 1 pacientky jedné rodiny s klinickymi projevy
odpovidajicimi ztraté tii a-globinovych genti (choroba
HDbH). Molekularni analyzou této pacientky s italskymi
predky jsme zjistili, Ze fenotyp HbH onemocnéni je u ni
zpuisoben inaktivaci dvou a-globinovych genti zminé-
nou deleci HS-40 na jednom chromozomu v kombinaci
s deleci jednoho a-globinového genu (-o37) na druhém
chromozomu. Stejné zavazny fenotyp, tj. chorobu HbH,
jsme detekovali u imigranta ze severni Afriky, u kterého
byl pficinny genotyp kombinaci dvou ¢astych deleci ze
Stfedozemi (-a*2/- -MEP) (viz tab. 1).

Nedele¢ni formy a-talasemie jsme zatim diagnos-

vees

jednalo o mutaci HBA2:c.95+2_95+6delTGAGG, ozna-
Covanou také jako a-thal-2 (-5nt) (23), ktera se bézné
vyskytuje ve Stfedomofi.

ZAVER

Prvni systematicka molekularné-geneticka analyza
a-talasemii v CR provedend na selektovaném souboru
82 rodin (98 jedincil) odhalila novymi diagnosticky-
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mi pristupy 92 jedincti ze 78 rodin s delecemi v ramci
HBA lokusu; 45 rodin (53 jedinct) bylo prokazatelné
Ceského plivodu. Dalsi 2 ¢eské rodiny (4 ¢lenové) méli
v genotypu multiplikaci a-globinovych genti a u dalsich
dvou imigrantti byla odhalena nedele¢ni a-talasemicka
mutace. U vétSiny diagnostikovanych jedincti s a-tala-
semii minor (37 cizincii/35 Cechtl), byly nalezeny delece
au2cizinc bodové mutace a-globinovych genti bézné
v malarickych oblastech. Vzacné jsme odhalili rozsahlé
delece celého HBA lokusu nebo delece regula¢ni oblasti
lokusu HS-40, ale s intaktnimi a-globinovymi geny;
tyto typy deleci byly Castéji zjiStény u Ceskych rodin nez
uimigrantli. Podobné typy deleci jsou velmi sporadicky
detekovany v riznych populacich, véetné ptivodnich
obyvatel zdpadni a severni Evropy. U 3 Ceskych rodin
nebylo mozné deleci HBA Kklastru bliZe specifikovat.
Prioritné byl v CR charakterizovan geneticky podklad
dvou pacientli s onemocnénim HbH, prvni mél italské
predky, druhy byl imigrant z Afriky. Heterogenita
a-talasemii je v CR zfejmé daleko vétsi neZ se dosud
soudilo. Navic, a-talasemické alely budou se stupnu-
jici se migraci v CR postupné pfibyvat, a s tim bude
stoupat i nutnost jejich pfesné diagnostiky zaloZené
na molekuldrné-genetickych analyzach.

Seznam pouzitych zkratek

HDb - hemoglobin

ND - ,nondeletional“, nedele¢ni

kb - kilobaze

ATR - ,a-thalassemia with mental retardation®

SNP - ,Single Nucleotide Polymorphism*, jedno-
nukleotidovy polymorfismus

PCR - polymerazova fetézova reakce

MLPA - ,Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification“
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Podil autorii na rukopisu

DM - napsanirukopisu, providénianalyz, interpre-
tace vysledku, pfiprava finalni verze rukopisu

PM - provadéni analyz, revize rukopisu

PD - lécCba pacientil, pripominkovani rukopisu

OM - analyzy pacientskych vzorki

LA - analyzy pacientskych vzorki

IK - 1é¢ba pacientii, pripominkovani rukopisu

CJ - 1écba pacientt, pripominkovani rukopisu

DV - priprava finalni verze rukopisu, interpretace
vysledki
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