proLekare.cz | 12.1.20:

SOUHRNNE/EDUKACNI PRACE

Vrozené erytrocytarni enzymopatie
vedouci k hemolytické anémii -
jejich diagnostika v ceské a slovenské
populaci

Kofalkova P.', Mojzikova R.', PospiSilova D.2, Indrak K.3, Cermék J.4, Divoky V."3

Ustav biologie, Lékarska fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci

’Détska klinika, Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice Olomouc
*Hemato-onkologicka klinika, Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice Olomouc
“Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Transfuze Hematol. dnes, 24, 2018, No. 2, p. 104-114

SOUHRN

Erytrocytarni enzymopatie je genetické onemocnéeni vyznacujici se vrozenymi kvantitativnimi ¢i kvalitativnimi abnor-
malitami erytrocytarnich enzymd, které jsou jednou z pficin vzniku vrozené nesférocytarni hemolytické anémie. V pfi-
padé zralych erytrocytl, které neobsahuji jadro, mitochondrie ani endoplazmatické retikulum, se enzymopatie tykaji
glykolyzy a pentdzafosfatového cyklu, popr. metabolismu glutathionu a nukleotid(. Mezi nejrozsirenéjsi abnormality
patri deficit pyruvatkinazy a glukdza-6-fosfatdehydrogenazy, které jsou vzacnou pricinou vzniku hemolytické anémie
v Ceskeé i slovenskeé populaci.

Enzymopatie jsou charakterizovany normo-/lehce makrocytarni normochromni anémii s obecnymi znaky hemolyzy.
Pfi negativni rodinné anamnéze, je diagnostika enzymopatii vzhledem k minimainim charakteristickym abnormalitam
v morfologii erytrocytd komplikovana (proto byly dfive oznacovany jako vrozené nesférocytarni hemolytické anémie).
Zakladni diferencidlni diagnostika nedokaze rozlisit jednotlivé enzymoveé defekty. Presnd diagndza mdze byt uréena az
na zakladé snizené specifické aktivity daného enzymu a potvrzena dale na molekuldrné-genetické urovni.

Deficit glukdza-6-fosfatdehydrogendzy (G6PD) a pyruvatkindzy (PK) byl v ¢eské a slovenské populaci popsan jiz v 80.
letech. Uceleny prehled o vyskytu tohoto onemocnéni v ceské a slovenskeé populaci, zvlasté pak o jeho vzacnegjsich
formach, doposud chybi. Od roku 2013 se nase laboratof zabyvd metodou primého stanoveni aktivity enzymd s na-
slednym genetickym vysetrenim u pacientl se suspektni enzymopatii. V soucasné dobé jsme jedinou specializovanou
laboratofi zabyvajici se touto diagnostikou v Ceské republice, resp. ve stfedni Evropé. Doposud byl enzymovy deficit
diagnostikovan u dvaceti ¢tyr pacientd. Vedle nejcastéjsich deficitll G6PD a PK (9 a 12 pfipad(), byly identifikovany 2
rodiny s deficitem glukdzafosfatizomerdzy (GPI) a1rodina s velmi vzacnym deficitem hexokindzy (HK). Deficit GPI a HK
jsme v ceské a slovenské populaci diagnostikovali poprvé. Celkové bylo dosud identifikovdano dvacet dva kauzalnich
mutaci, z nichz pét bylo v literatufe popsano poprvé - G6PD p.(Phe216Tyr), PK p.(Arg518Leufs*12), p.(Asp293Val), GPI
p.(Ser160Pro) a p.(Arg472Cys).
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SUMMARY

Koralkova P., Mojzikova R., PospiSilova D., Indrak K., Cermak J., Divoky V.

Hereditary erythroenzymopathies associated with haemolytic anaemia - their diagnostics in the Czech and Slovak
populations

Hereditary red blood cell (RBC) enzymopathies are genetic disorders affecting genes encoding red blood cell enzymes.
They cause a specific type of anaemia designated hereditary nonspherocytic haemolytic anaemia. Enzymopathies
affect cellular metabolism, which in the RBC mainly consists of anaerobic glycolysis, the hexose monophosphate shunt,
glutathione metabolism and nucleotide metabolism.
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Enzymopathies are commonly associated with normocytic/slightly macrocytic normochromic haemolytic anaemia.
In general, RBC enzymopathies are not characterized by specific abnormalities in RBC morphology. Routinely used
haematology methods are unable to pinpoint a specific enzyme defect. Definitive diagnosis is based on the detection
of reduced specific enzyme activity and molecular characterization of the defect at DNA level.

This work represents advanced and up-to-date information regarding RBC enzyme deficiencies in the Czech and Slovak
populations dating from the 1980s, when mutations in Czech and Slovak subjects resulting in glucose-6-phosphate de-
hydrogenase (G6PD) and pyruvate kinase (PK) deficiencies were first described. Both deficiencies represent the most
common erythroenzymopathies worldwide. Since 2013, our laboratory has focused on the introduction of direct enzyme
assays supplemented by genetic testing in patients with haemolytic anaemia and suspected erythroenzymopathy. To
date, several different enzyme defects have been diagnosed in twenty-four patients. Apart from G6PD and PK deficiencies
(9 and 12 cases), 2 families with glucose phosphate isomerase (GPI) defect and 1 family with the very rare hexokinase
(HK) deficiency have been identified. The two latter deficiencies were diagnosed in the Czech and Slovak populations
for the first time. Among the 22 identified mutations, were novel and have not been previously reported in literature:

5, namely G6PD p.(Phe216Tyr), PK p.(Arg518Leufs*12), p.(Asp293Val) and GPI p.(Ser160Pro), p.(Arg472Cys).
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uvob

Metabolismus erytrocytii

Erytrocyty patii k nejspecializovanéj$im bunikam lid-
ského téla. Diferenciaci a zranim ztraci erytrocyty fadu
vyznamnych organel - mitochondrie, ribozomy, jadro,
endoplazmatické retikulum, které jsou nezbytné pro
syntézu proteinti, lipidl a oxidativni fosforylaci. Navzdory
tomu si buriky udrzuji svoji integritu a jsou schopny vyko-
navat své funkce. Vétsina metabolickych potteb erytrocy-
th je tak zavisla na anaerobni glykolyze, pentézafosfatové
draze a metabolismu glutathionu a nukleotidd (obr. 1).

Anaerobni glykolyza predstavuje diky tvorbé ade-
nosintrifosfatu (ATP) hlavni zdroj energie erytrocyti.
Béhem nékolikastupnového procesu je glukéza me-
tabolizovana (popf. fruktéza, manéza, galaktéza) na
laktat za vzniku redukovaného nikotinamidadenin-
-dinukleotidu (NADH) a ATP. Zatimco ATP zajistuje
pohon sodno-draselnych pump, a podili se tak na udr-
zeni bikonkavniho tvaru bunky, NADH jako kofaktor
cytochrom-b5-reduktazy umoznuje redukci oxidova-
nych forem hemoglobinu. Je tedy nezbytnym prvkem
obranného mechanismu proti reaktivnim radikaltm.
Dilezitou soucasti anaerobni glykolyzy savcich erytro-
cyt je Rapoport-Lueberingtv cyklus generujici 2,3-bis-
-fosfoglycerat, ktery spolecné s ATP zasadnim zpiiso-
bem ovliviiuje afinitu hemoglobinu ke kysliku [1-5]. Za
standardnich fyziologickych podminek se 90 % glukézy
spotfebuje anaerobni glykolyzou. Zbyla glukdza je
metabolizovana pomoci pentézafosfatové (PP) drahy.
Tento dumyslny zplisob metabolizace glukdzy spolecné
s metabolismem glutathionu poskytuje vysoce i¢innou
ochranu bunky pfed oxidativnim stresem. Hlavnim

cilem PP drahy je tvorba redukcéniho potencialu ve for-
mé NADPH, ktery slouzi jako donor elektrond pro fadu
vyznamnych enzymatickych reakci a byva nezbytnym
pro ochranu pfed oxidativnimi radikaly. Soucasné
NADPH ptisobi jako kofaktor glutathionreduktazy (me-
tabolismus glutathionu), kterd udrzuje glutathion ve
své redukované formé (GSH), a zajiStuje tak ochra-
nu pred reaktivnimi radikaly [6, 7]. Metabolismus
nukleotidli zahrnuje syntézu a degradaci purinovych
a pyrimidinovych nukleotid@, které urcuji intracelu-
larni koncentraci ATP a guanosintrifosfatu (GTP). Ve
vétsiné bunék lidského téla jsou purinové nukleotidy
syntetizovany de novo nebo tzv. Setfici cestou (salvage
pathway). Zralé erytrocyty nejsou schopny syntetizovat
glutamin-5-fosforibozyl-1-pyrofosfatamidotransferazu,
ktera je nezbytna pro syntézu de novo. Syntéza purino-
vych nukleotidl proto probiha pouze , Setfici cestou”.
Syntéza probiha z jiz existujicich volnych purinovych
bazi nebo nukleosidii vzniklych degradaci nukleovych
kyselin [8]. K dalsim typickym znak@im metabolismu
erytrocytu patii minimalni koncentrace pyrimidino-
vych nukleotidi uvnitf erytrocytu. BEhem diferenciace
erytrocyti dochazi pomoci pyrimidin-5"-nukleotidazy
k degradaci ribozomalni RNA, ¢imz se sniZuje i koncen-
trace pyrimidinovych nukleotid{. Jsou proto ve zralém
erytrocytu zastoupeny derivaty adeninu (adenosinmo-
nofosfat - AMP, ADP, ATP) vice nez 97 % [9].

Erytrocytarni enzymopatie

Erytrocytarni enzymopatie je heterogenni skupina
onemocnéni vznikajicich v dtisledku geneticky podmi-
nénych metabolickych poruch (bodova mutace, inzer-
ce, delece) erytrocytarnich enzym. Deficit ¢i funkéni
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Obr. 1. Hlavni metabolické drahy erytrocytu

Degradaci glukézy anaerobni glykolyzou a pentézafosfatovou drdhou vznikaji tfi zdkladni metabolické
produkty (ATP, NADH a NADPH) nezbytné pro udrzeni Zivotaschopnosti erytrocytu.

ATP - adenosintrifosfat; ADP - adenosindifosfat; AMP - adenosinmonofosfat; NADP/NADPH - oxidovana/
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu; NAD/NADH - oxidovana/redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidu; MetHb - methemoglobin, Hb - hemoglobin

(upraveno podle [507)

porucha téchto enzymi ma za nasledek zkracené prezi-
vani erytrocytt v krevnim obéhu s hlavnim klinickym
projevem vrozené nesférocytarni hemolytické anémie
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(hereditary nonspherocytic hetmo-
lytic anemia, HNSHA) [10, 11].
Vzhledem Kk ,,omezené-
mu“ metabolismu erytrocy-
tl se enzymové poruchy vy-
skytuji ve 4 metabolickych
drahach - anaerobni glyko-
lyza (Embden-Meyerhofova
drdha), PP drdha, metabo-
lismus glutathionu a nu-
kleotid@. Jakakoliv zména
(nedostatek enzymu nebo
jeho omezena funkce) ve-
de k nevratnému po§kozeni
celého metabolismu erytro-
cytu a predc¢asné hemolyze.
Rychlost i stuperl hemolyzy
zavisi na rozsahu poskoze-
nidaného enzymu a funké-
nich vlastnostech mutant-
niho enzymu, popf. na
uplatnéni kompenzacnich
mechanismi, jako je zvy-
Seni produkce cervenych
krvinek projevujici se reti-
kulocytézou [12].

Od roku 1956, kdy byl
poprvé popsan deficit glu-
kéza-6-fosfatdehydroge-
nazy (G6PD), jsou v sou-
¢asnosti znamy mutace
vét§iny enzyma vSech 4 me-
tabolickych drah (tab. 1).
Mezi nejfrekventovanéj-
§i defekty, které budou
popsany v nasledujicich
odstavcich, patfi deficit
pyruvatkinazy (PK), G6PD
a pyrimidin-5"-nukleotida-
zy (P5N).

Enzymopatie glykolyzy
Anaerobni glykolyza
predstavuje hlavni drahu
pro metabolizaci glukézy.
Rychlost glykolyzy je regu-
lovana pomoci tvz. ,rate-
-limiting* enzymi (hexoki-
naza, fosfofruktokinaza

a PK) a dostupnosti NADH a ATP. VétSina enzymovych
defektll je spojena s HNSHA. Dédi¢nost enzymopatii
je autozomalné recesivni. Vyjimku tvofii deficit fos-
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Tab. 1. Prehled Kklinicky vyznamnych enzymovych defektd vedoucich k HNSHA

Enzym Klinicka manifestace

Anaerobni glykolyza

Neurologické

Myopatie Dédi¢nost Pocet pFipadi/mutaci

symptomy

Pentézafosfatova draha

Glukdza-6-fosfatdehydrogenaza HNSHA; vyvolana Iéky
s antioxida¢nimi ucinky/
infekcemi, favismus

Metabolismus glutathionu

Hexokindza HNSHA; chronicka = = AR 30 pripadd, 10 mutacf
Glukozafosfatizomeraza HNSHA; chronicka +/- = AR > 55 rodin, 31 mutaci
Fosfofruktokinaza HNSHA; chronicka (mirna) = + AR 100 rodin, 23 mutacf
Aldolaza HNSHA; chronicka +/- H/= AR 8 pfipadd, 8 mutaci
Tridzafosfatizomerdza HNSHA; chronicka (tézka) + - AR 40 pripadd, 19 mutaci
Fosfoglyceratkinaza HNSHA; chronicka + + X-vaz. 40 pripadd, 23 mutacf
Pyruvatkinaza HNSHA; chronicka - - AR > 500 rodin, > 260 mutacf

400 miliénl pripadd, 186
mutaci

s antioxida¢nimi ucinky/
infekcemi, favismus

Metabolismus nukleotidii

Glutathionsyntetdza HNSHA; chronicka + - AR > 50 rodin, 33 mutaci
y-glutamylcysteinsyntetaza HNSHA; chronicka + - AR 12 rodin, 5 mutaci
Glutathionreduktaza HNSHA; vyvoland Iéky - - AR 2 rodiny, 3 mutaci

Adenosindeamindza (hyperaktivita) | HNSHA; chronicka = = AD 3 rodiny, bez mutaci
Adenylatkinaza HNSHA; chronicka = = AR 12 rodin, 7 mutaci
Pyrimidn-5-nukleotidaza HNSHA; chronicka = = AR > 60 rodin, 26 mutaci

HNSHA - chronicka nesférocytarni hemolyticka anémie; AR - autozomalIné recesivni, AD - autozomalné dominantni; X-vaz. - onemocnéni vdzané na chromozom X

foglyceratkinazy (vizany na X chromozom) a enolazy
(autozomalné dominantni) [11].

Deficit PK je nejcastéjsi enzymovy defekt anaerobni
glykolyzy. Odhadovana frekvence jeho vyskytu u bilé
populace je 1 : 20 000 [13]. PK katalyzuje ireverzibilni
preménu fosfoenolpyruvatu na pyruvat za uvolnéni
ATP. Enzym je alostericky regulovan fruktézou-1,6-
-bisfosfatem (pozitivni regulace) a inhibovan ATP.
Sav¢i PK se vyskytuje ve ¢tyfech izoenzymech - M1, M2,
LaR. Lisi se od sebe jak kinetickymi vlastnostmi, tak
ilokalizaci. Izoenzymy jsou kédovany dvéma riznymi
geny PKM a PKLR. Gen PKLR, lokalizovany na chromozo-
mu 1(1q21) [14], tidi expresi PK-R a PK-L v erytrocytech
ajatrech. Nedostatek PK-R ma dva hlavni metabolické
dtsledky: sniZeni tvorby ATP a akumulaci 2,3-bisfos-
foglyceratu [15]. Zatimco nedostatek ATP vede k pred-
¢asnému odstranéni erytrocytu z krevniho obéhu,
zvySena hladina 2,3-bisfosfoglyceratu snizuje afinitu
hemoglobinu ke kysliku, a ¢astecné tak kompenzuje
tkanovou hypoxii zplisobenou anémii [16]. V soucas-
nosti zname pres 260 mutaci genu PKLR spojenych
s deficitem PK (http://www.hgmd.org/). VétSinou

se jedna o jednonukleotidové zameény (72 %) vedouci
predevsim k aminokyselinovym substitucim; ve 12 %
mutaci dochazi k pfedcasné tvorbé stop kodonu. Az
60 % hlaSenych mutaci je distribuovano v Evropé [17].
Mezi nejcastéjsi mutace vedouci k deficitu patii mutace
1456T a 1529A [18]. Klinicky obraz deficitu PK je velmi
variabilni. Je popsan vyskyt mirnych plné kompenzo-
vanych hemolytickych procesti bez zndmky anémie az
po velmi tézké, kdy jsou pacienti zavisli na transfuzich
[17, 18]. V nékolika pripadech byl deficit PK pfi¢inou
hydrops fetalis a Gmrti v neonatalnim obdobi [19]. V dospé-
losti je klinicky obraz obvykle stabilni, mtiZe se zhorsit
béhem infekci nebo jinych forem fyziologického stresu.
Splenektomie ma za nasledek nejen zvyseni hladiny
Hb, ale paradoxné i mnozstvi retikulocyti. PretiZeni
Zelezem vyskytujici se u vétSiny pacientdl s deficitem
PK je povazovano za multifaktoridlni [20].

Druhym nejcastéj$im defektem anaerobni glykolyzy
je deficit GPI. Doposud bylo identifikovano 34 mutaci
spojenych s deficitem GPI 2a HNSHA. Primarné se jed-
na o jednobodové mutace. Jsou v§ak znamy i mutace
vedouci k tvorbé stop kodonu nebo sestfihové mutace
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(http://www.hgmd.org/). U homozygotnich nosicti je
aktivita enzymu men$i nez 25 %. Jeho Gplny deficit je
letdlni jiz vembryonalnim obdobi. Na rozdil od jinych
enzymopatii je pozorovan castéjsi vyskyt hydrops fetalis
[21]. Soucasné miize byt deficit GPI spojen i s nehe-
matologickymi poruchami, zejména neurologickymi
defekty nebo mentalni retardaci [11].

Deficit fosfofruktokinazy (PFK), deficit aldolazy
(ALD) a triozafosfatizomerazy (TPI) patfi mezi vzac-
néjsi enzymové defekty. Erytrocytarni PFK se skla-
da ze dvou typll podjednotek: PFK-L (jatra) a PFK-M
(sval), které mohou tvorit 5 riznych izoenzymia (M4,
M3L1, M2L2, M1L3, L4). V piipadé mutace podjednotky
PFK-M je v erytrocytech exprimovana pouze funkéni
podjednotka PFK-L, coZ zplisobuje castecny deficit
PFK. Pacienti s deficitem PFK proto obvykle vykazuji
jen mirnou nebo plné kompenzovanou hemolytickou
anémii (HA). Naopak svalové buriky obsahuji pouze
PFK-M podjednotku, deficit ma tedy tézsi charakter
anasledné vede k myopatii [22]. Deficit TPI je nejzavaz-
néjsi poruchou anaerobni glykolyzy a vede k tmrti jiz
vraném détstvi. TPI katalyzuje konverzi mezi dihydro-
xyacetonfosfatem (DHAP) a glyceraldehyd-3-fosfaitem.
Pravé akumulace DHAP zptisobena deficitem TPI prav-
dépodobné vede k rozvoji tézké anémie [23]. Nicméné
je mentdlni retardace a jiné neurologické dysfunkce.
Ty se mohou objevit v disledku tvorby toxickych pro-
teinovych agregatli, které jsou vyvolany nespravnym
sloZzenim enzymové molekuly TPI [23, 24]. U pacientl
s deficitem aldolazy je pozorovana stfedné tézka az téz-
ka HA. Stejné jako u deficitu TPI je deficit ALD spojen
s neurologickymi poruchami [24]. U nékolika postize-
nych jedincti byly pfitomny opakujici se epizody rabdo-
myolyzy a svalovych slabosti [25]. Tézky deficit ALD je
pravdépodobné letalni jiz vembryonalnim obdobi [26].

Hexokinaza (HK) katalyzuje pfenos fosfatu na glu-
kézu za tvorby glukdza-6-fosfatu. Tato reakce je jednim
z regulacnich mist anaerobni glykolyzy. HK je enzym
huji2 rtizné izoenzymy - HK-1a HK-R. Oba izoenzymy
jsoukédovany stejnym genem, avsak jejich transkripce
je fizena alternativnimi promotory. Zatimco izoen-
zym HK-R je pfitomen pouze v erytrocytech, izoenzym
HK-1 je exprimovan v rznych savéich tkanich [27].
Nedostatek tohoto klicového regula¢niho enzymu je
obecné spojen s tézkou HA a miiZe vést ke smrti v neo-
natalnim obdobi. Doposud bylo popsano vice nez 30
piipadi deficitu HK [28].

Fosfoglyceratkinaza (PCK) je jediny enzym glykoly-
zy, jehoZ gen je lokalizovan na chromozomu X. Deficit
PCK je spojen s chronickou hemolyzou, neurologickymi
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poruchami (véetné mentalni retardace a ataxie) a myo-
patii [29]. Existuje jen nékolik postizenych jedinct,
ktefi trpi celym spektrem klinickych priznaki. Klinicky
projev postiZzenych jedinct vykazuje vysokou variabi-
litu. Byly popsany pripady, kdy deficit PGK byl spojen
pouze s myopatii, ale bez pfitomnosti hemolyzy [30].

Ackoliv byl popsan deficit i jinych glykolytickych
enzymu - glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy, fos-
foglyceratmutazy a enolazy, pritomnost hemolyzy
u téchto defektli nebyla popsana.

Enzymopatie PP drahy a metabolismu glutathionu

Hlavni funkci PP drahy a metabolismu glutathionu
je ochrana burky pfed oxidativnim stresem. NADPH
produkovany PP drahou udrzuje glutathion v jeho re-
dukované formé. Ten ndasledné chrani molekuly he-
moglobinu a dals$i makromolekuly proti reaktivnim
kyslikovym radikalim (ROS). Kli¢ovym enzymem PP
drahy je G6PD. Jeho deficit patfi k nejcastéjsim enzy-
mopatiim jak ve svétové populaci, tak i v CR. Naopak
vyskyt deficitu glutathionreduktazy, popt. glutathion-
syntetazy je velmi nizky. Defekty vSech tii enzymu jsou
spojeny s HNSHA [4].

G6PD katalyzuje pfeménu glukéza-6-fosfatu na
6-fosfoglukonolakton za uvolnéni redukéniho poten-
cidlu ve formé NADPH. Za fyziologickych podminek
je tato reakce zcela ireverzibilni, tudiz je brana jako
regulacni (,,rate-limiting step*). NADPH zajistuje reduko-
vanou formu glutathionu, ktery udrzuje hemoglobin
a dalsi proteiny v redukované formé. Deficit G6PD
patii k nejrozsifenéjsim a nejpocetnéjsim enzymovym
abnormalitdm na svété. Postihuje pfes 400 miliont
lidi [31]. G6PD deficit je vyrazné rozsifen v endemic-
kych oblastech malarie - Asii, subsaharské Africe
a Americe [32]. Gen kédujici G6PD je lokalizovan na
chromozomu X a je vysoce polymorfni. Bylo popsa-
no vice nez 400 variant G6PD, z nichZ 186 mutaci
je spojeno s deficitem G6PD. Ve vétSiné pripadl se
jedna o jednonukleotidové zameény, nicméné byly
identifikovany i delece popf. intronové mutace (G6PD
Varnsdorf, G6PD Zurich) [33, 34, 35]. VétSina jedinct
s deficitem G6PD je asymptomatickd; pouze v dli-
sledku zvySeného oxidativniho stresu (infekce, 1éky
s oxida¢nim potencidlem, poZiti bobtd Vicia faba)
miuize dochazet k rozvoji akutni hemolytické krize.
Naopak G6PD varianty, které jsou charakterizovany
velmi nizkou aktivitou G6PD (< 1 %), jsou spojeny
s chronickou HNSHA [34]. Typickym morfologickym
znakem deficitu G6PD je vyskyt Heinzovych télisek.
Vznikaji v diisledku precipitace hemoglobinu (oxidac-
ni stres) a projevuji se vznikem insolubilnich télisek
na okrajich erytrocytu [36].
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Obr. 2. Diferencidlni diagnostika vrozenych nesférocytarnich hemolytickych anémif

Zakladni diferencialni diagnostika muze pouze podpofit/vyloucit podezieni na enzymovy deficit, neni viak
schopna rozlisit jednotlivé enzymové defekty, které umozni rozlisit az biochemické analyzy.

N - normalni; | - snizeny; 1 - zvy$eny; XLSA - sideroblastickd anémie s dédi¢nosti vdzanou na chromozom

X; a-tal. - a-talasemie minor; B-tal. - B-talasemie minor; IRIDA - ,iron refractory iron deficiency anemia“ tzv.
anémie z nedostatku zeleza, kterd nereaguje na lécbu zelezem; DMT1 def. - anémie zplsobend mutaci v genu
pro transmembrdnovy transportér zeleza DMT1; SB - sideroblasty; HoA2 - varianta hemoglobinu dospélého typu
skladajici se z alfa a delta retézcl; HoF - fetalni hemoglobin; Fe - Zelezo, Hb - hemoglobin; MCV - stfedni objem

midinovych nukleotidd,
které nasledné v burice
precipituji ve formé ne-
rozpustnych agregatii,
které jsou viditelné jako
bazofilni teckovani na
natéru periferni krve [39].

erytrocytu; HbF - fetdIni hemoglobin; LDH - laktatdehydrogenaza.

Glutathionreduktaza (GR) katalyzuje pfeménu oxi-
dované formy glutathionu na redukovanou. Spolecné
s G6PD patii ke klicovym enzym@m ochranného me-
chanismu erytrocytu. Poprvé byl deficit GR popsan
v roce 1976. Je to autozomalneé recesivni onemocnéni,
které je zplisobeno pievazné jednobodovymi mutacemi
vedoucimi k zaméné aminokyseliny nebo vzniku stop
kodonu. Klinické ptiznaky jsou shodné s deficitem
GG6PD tj. hemolyticka krize vyvoland 1éky nebo pozi-
tim bobt Vicia faba, popf. novorozenecka Zloutenka
[37]. Glutathion (GSH) je v erytrocytech syntetizovan
z cysteinu, glutaminu a glycinu ve dvoustupriovém
procesu katalyzovaném y-glutamylcysteinsyntetazy
(y-GCS) a glutathionsyntetazy (GS). Jejich deficit sni-
Zuje obsah bunécného GSH a tim zvySuji citlivost bunék
viiéi oxidativnimu stresu. Poruchy téchto enzym jsou
velmi vzacné. Doposud bylo popsano pouze 50 rodin
s deficitem GS a 12 rodin s deficitem y-GCS. Kromé
akutnich hemolytickych krizi se mtiZe deficit projevit
i poruchaminehematologického charakteru, jako jsou
mentalni retardace (deficit y-GCS) a 5-oxyprolinurie
(deficit GS) [38].

Enzymopatie metabolismu nukleotidii

Erytrocyty patii k butikam s vysokym energetickym
obratem. Ve zralém erytrocytu jsou vice nez v 97 %
zastoupeny derivaty adeninu (AMP, ADP, ATP) [9].
To je zajisténo diky pyrimidin-5"-nukleotidaze (P5N),
kterd béhem diferenciace erytrocytu umoznuje

Mechanismus rozvoje HA
v dlsledku akumulace
pyrimidinovych nukleo-
tidd neni zndm. Nicméné nedavné studie prokazaly,
Ze v diisledku deficitu dochazi ke zméné koncentrace
GSH a transketolazy a aktivity ribéza-fosfatpyrofosfo-
kinazy [40, 41].

LABORATORNI DIAGNOSTIKA A LECBA

Erytrocytarni enzymopatie jsou spojeny s normo-
cytarni/lehce makrocytarni normochromni anémii
a obecnymi znaky hemolyzy, tj. zvySend koncentrace
nekonjugovaného bilirubinu a laktatdehydrogenazy
¢i sniZenou koncentraci haptoglobinu a zvySenym az
vysokym poctem retikulocytd [42]. Kromé vyrazného
bazofilniho teckovani v pripadé deficitu P5N a vysky-
tu Heinzovych télisek souvisejicich s deficitem G6PD
a GR, neexistuji zadné specifické morfologické znaky
charakterizujici enzymopatie [34, 39]. Testy tepelné
stability, testy autohemolyzy, kryohemolyzy a testy
osmotické rezistence byvaji v pfipadé enzymopatii
negativni. Zakladni diferencidlni diagnostika mtze
pouze podpotit/vyloucit podezieni na enzymovy de-
ficit; neni vSak schopna rozliSit jednotlivé enzymové
defekty (obr. 2).

V soucasné dobé existuje fada kvantitativnich nebo
semikvantitativnich screeningovych testdl pro stano-
veni deficitu G6PD a PK. Tyto testy jsou zaloZeny na
primém/nepiimém detekovani a/nebo kvantifikaci
NADPH/NADH produkovaného G6PD, resp. PK [36].
Pfestoze jsou tyto testy obvykle rychlé a levné, jsou
schopny rozpoznat pouze nejcastéjsi enzymové defekty.
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Jednim z klasickych pristupti, ktery dokaZe odhalit
i vzacné enzymopatie, je pfimé stanoveni aktivity
erytrocytarnich enzymt pomoci ultrafialové spektro-
skopie, které se vSak provadi jen v nékterych speciali-
zovanych laboratofich, mezi které patii i olomoucké
pracovisté. Na zakladé specifické reakce, charakteri-
stické pro dany enzym a jeho substrat (NAD*, NADP*,
NADH, NADPH), je kontinuilné sledovan nartst
(¢i pokles) absorbance v case. Specificka aktivita kon-
krétniho enzymu je pak vyjadfena jako U/g Hb [1]. I ptes
fadu vyhod (vysoka citlivost a vysoka specificnost) ma
tato metoda fadu tskali, které mohou ovlivnit vysled-
Ky a jejich interpretaci. Enzymova aktivita miaze byt
ovlivnéna faktory, jako jsou:

1. podminky skladovani a pfepravy vzorkil krve
(tj. stabilita enzym in vitro),

2. nedostatecna separace leukocytii a krevnich desticek
(leukocyty a krevni desticky mohou zvySovat speci-
fickou aktivitu),

3. krevni transfuze (vzorek krve miiZe obsahovat ery-
trocyty darce),

4. vék pacienta (exprese mnoha enzymu je zavisla na
véku) a

5. zvySeny pocet retikulocytl (u mladych erytrocyti
je aktivita fady enzym napf. HK, PK, G6PD a P5N
vyssi). V pripadé vysokého poctu retikulocytti mtize
jakykoliv defektni enzym vykazovat normalni, nebo
dokonce zvySenou in vitro aktivitu [1, 2].

V pripadé deficitu erytrocytarnich enzymi u nosic¢i
homozygotni mutace je pokles specifické aktivity pod
25 %.Samotny priikaz snizeni specifické aktivity daného
enzymu ovSem nestaci k uréeni diagnézy. Ta musi byt
potvrzena nasledné na molekularné-genetické irovni,
a to prokazanim kauzalni mutace genu kédujiciho
prislusny enzym.

V soucasné dobé neexistuje specificka 1é¢ba pro jed-
notlivé typy enzymovych defektli. U pacient(i s téZkou
a chronickou HA je 1é¢ba zaloZena na transfuzich ery-
trocytarni masy a chelatacni terapii regulujici mnozstvi
ukladaného Zeleza v organismu. V pripadé deficitu
GPI, PK, PCK a P5N mtiZe byt pfinosna splenektomie.
Terapeuticky efekt je vSak variabilni a obtizné predvida-
telny. Indrak et al. popsali fenotyp 2 mladych neptibuz-
nych Zen s deficitem PK, kterym byla v raném détstvi
provedena splenektomie pro téZkou HA. Splenektomie
sice vedla ke zvySeni hladiny Hb, paradoxné vSak doSlo
i k narustu poctu retikulocytl. Pacientky mély pre-
trvavajici tézkou chudokrevnost, avsak bez potieby
transfuznilécby s hodnotami hemoglobinu kolem 75 g/1,
s poctem erytrocyt{i kolem 1,5-1,9 x 10%/1a s napadnou
retikulocytézou kolem 70 %. Transfuzi dostaly obé ne-
mocné jen po porodu, ktery u obou probéhl bez kom-
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plikaci [43]. U deficitu enzymf podilejici se na ochrané
erytrocytu proti ROS (napf. G6PD nebo GR), je nutné
minimalizovat pfijem 1ékl s oxida¢nimi uc¢inky [5].
Urcitou nadéji na tspésnou lécbu v pripadé zavaznych
deficitl je transplantace kostni dfené. Ackoliv tato
terapie byla vyuzita u pacientdi s PK popf. HK, jedna
se stale spiSe o experimentalni terapii, ktera s sebou
nese fadu vedlejsich efektli. Nedavno byla pfedstavena
nova terapie deficitu PK, pripravky AG-348 a AG-519,
které plisobi jako aktivatory mutantni PK zvysujici hla-
dinu ATP. Ackoliv studie nebyla doposud dokoncena,
predbézné vysledky ukazuji rychly naréist a stabilizaci
hladiny Hb [44, 45].

ENZYMOPATIE V CESKE
A SLOVENSKE POPULACI

Na z&kladé spoluprace se zahrani¢nimi laboratote-
mi byl deficit G6PD a PK v Ceské a slovenské populaci
diagnostikovan jiz v 80. a 90. letech minulého stoleti.
V pripadé deficitu G6PD byly popsany varianty - G6PD
Praha, G6PD Olomouc a G6PD Varnsdorf. V piipadé
G6PD Varnsdorf se jednalo o vlibec prvni popsanou
intronovou mutaci G6PD genu [35]. Molekularni ana-
lyzy genu kédujici PK u ¢eskych a slovenskych nemoc-
nych odhalily mutace p.(Arg510GIn), p.(Arg498His),
p.(Arg532Trp), p.(Ser332Gly) a p.(Arg486Trp) [46].
Pozdéji, jiZz nasi skupinou, byl v CR popsan pfipad zis-
kaného parciilniho deficitu GR vyskytujiciho se spolecné
s nestabilni hemoglobinovou variantou Hb Hana [47].

Absence vhodné diagnostické metody komplikovala
diagnostiku erytrocytarnich enzymopatii v CR, a do-
nedavna tak byla diagnostika téchto poruch zaloZena
pouze na vylouceni ostatnich ptfic¢in vedoucich k HA.

Od roku 2013 se nase laboratof zabyva metodou pti-
mého stanoveni aktivity enzym s naslednym genetic-
kym vySetfenim u pacientl se suspektni enzymopatii.
V soucasné dobé jsme jedinou specializovanou labora-
tofi zabyvajici se touto diagnostikou v Ceské republice,
respektive ve stfedni Evropé.

Doposud byl deficit PK diagnostikovan u 12 pacien-
tl. Klinicky obraz vysSetfovanych pacient byl velmi
variabilni. Vyskytovali se jedinci jak s lehkou plné
kompenzovanou HA bez znamky anémie, tak pacienti
s tézkou hemolyzou s nutnosti podavani pravidelnych
transfuzi a rozvojem sekundarni hemochromatézy
(Hb: 65-121 g/1, retikulocyty: 2-81 %, bilirubin: 33-172
UM, feritin: 16-2000 pg/1). Stanovena aktivita PK od-
povidala ve vétsiné pripadii 30 % hodnoty normalnich
kontrol. Na zakladé molekularné-genetické analyzy
bylo identifikovano 11 mutaci. Opakovaneé byly dete-
kovany jiz vyse uvedené mutace p.(Arg510Gln), p.(Ar-
g498His), p.(Arg532Trp), p.(Ser332Cly) a p.(Arg486Trp).
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Soucasné vSak byl zaznamendn vyskyt mutaci, které do-
posud nebyly v ceské a slovenské populaci popsany
p.(Argll6-Lysll7delinsGlnHisCys), p.(Gly275Arg),
p.(Alal54Thr) a c.1618+1delG. Navic v pfipadé mutace
p.(Asp293val) a p.(Arg518Leufs*12) jde o prioritné popsa-
né mutace [48]. Deficit G6PD byl prokazan u 9 pacien-
tll. Celkem bylo detekovano 8 mutaci - p.(Asp282His),
p.(Thr336Ala), p.(Phe38lLeu), p.(Phe2l16Tyr),
P.(Ser188Phe), p.(Met1591le), p.(Val68Met), p.(Asn126Asp),
z nichZ pouze mutace p.(Phe216Tyr) nebyla doposud
v literatufe popsana. Ve vySetfovaném souboru paci-
entl byl vyskyt chronické hemolyzy (Hb: 100-133 g/1,
retikulocyty: 7,5-17,8 %) popsan u 4 jedinct (ve vSech
pripadech se jednalo o muze/hemizygoty) s mutacemi:
p.(Phe216Tyr), p.(Phe381Leu) - G6PD Olomouc a p.
(Thr336Ala) - G6PD Torun. Aktivita G6PD v téchto pti-
padech neprekrocila 10 % kontrolnich hodnot. Vzacné
byl deficit G6PD diagnostikovan iu dvou zen. Aktivita
G6PD se pohybovala na tirovni 30-50 % kontrolnich
hodnot. V obou ptipadech byl deficit G6PD spojen
i s jinymi poruchami. V prvnim piipadé se jednalo
o kombinaci deficitu G6PD (dvojité heterozygotni mu-
tace p.(Val68Met)/p.(Asn126Asp)) a abnormalni hemo-
globinové varianty HbS. Ve druhém piipadé byl deficit
G6PD, homozygotni mutace p.(Metl1591le) - G6PD Gond,
doprovazen parcidlnim deficitem HK (heterozygotni
mutace p.(Arg93Gln)). Zajimavy byl klinicky projev
tohoto deficitu, kdy pacientka trpéla pouze mirnou
methemoglobinemii (6-11 %) bez znamek hemolyzy.
Poprvé byl v Ceské a slovenské populaci zaznamenan
vyskyt vzacnéjsich defekti - deficit GPI a HK. Deficit
GPI byl diagnostikovan u 3 pacientti ze dvou nepfibuz-
nych rodin. Molekuldrni analyza odhalila doposud
nepopsané mutace p.(Serl60Pro) a p.(Arg472Cys) v GPI
genu. Enzymovy deficit (aktivita odpovidajici 10-20 %
kontrolnich hodnot) byl charakterizovan téZkou mak-
rocytarni anémii (Hb: 86-101 g/1, retikulocyty: 16-46 %,
MCV: 119-136 f1) s nutnosti pravidelnych transfuzi
(pfed splenektomii) a dysplazii erytroidnich prekur-
zorQl (koincidence vrozené dyserytropoetické anémie
byla molekularnimi analyzami vyloucena). Soucasné
u vSech pacientfi bylo prokazano pretiZeni Zelezem [49].
Deficit HK byl popsan u chlapce s tézkou HA zavislou
na transfuzich. Dité pochazi z pfibuzenského vztahu
rodich (sestfenice a bratranec), t€hotenstvi bylo bez-
problémové a porod probéhl cisafskym fezem. Tézka
anémie se projevila ihned po narozeni (erytrocyty: 1,77
x10%/1, Hb: 77 g/1, MCV: 145,7 fl, retikulocyty: 99 %, bili-
rubin: 170 pM). Ve véku 8 mésicti byl zavisly na transfu-
zich (erytrocyty: 2,40 x 10%/1, Hb: 74 g/1, MCV: 83,9 fl,
retikulocyty: 6,3 %, bilirubin: 120 pM), vykazoval re-
tardaci v psychomotorickém vyvoji a byla u néj dia-

gnostikovana sekundarni epilepsie. Hemoglobinopatie
a membranové poruchy byly vylouceny. Enzymova
analyza prokazala snizeni specifické aktivity HK pod 50
% kontrolnich hodnot. Nasledna molekularni analyza
potvrdila pritomnost homozygotni mutace c.278G>A
v 3. exonu HKI genu vedouci k zAméné p.Arg93Gln; oba
rodice pacienta jsou heterozygoty pro tuto mutaci. Je
zajimavé, Ze tato mutace byla v heterozygotni formé
identifikovana i u dalsi pacientky, kterd (jak uz bylo
vySe zminéno) byla soucasné nositelkou G6PD varian-
ty G6PD Gond. Dalsi pfipad parcidlniho deficitu HK
(heterozygotni mutace) byl popsan u pacientky s intro-
novou mutaci c.493-1G>A v HKI genu. Deficit HK byl
v tomto pripadé charakterizovan mirnou hemolyzou
a retikulocytdzou (erytrocyty: 4,25 x 10%/1, Hb: 135 g/1,
retikulocyty: 3,1 %, bilirubin: 100 pM). Rezidualni
aktivita HK byla pod Grovni 50 % kontrolnich hodnot.
Ackoliv jsou tyto parcidlni deficity laboratorné deteko-
vatelné, vétSina heterozygotnich mutaci neni spojena
s klinickymi ptiznaky. U této pacientky byl zavaznéjsi
Klinicky projev pravdépodobné zplisoben Gilbertovym
syndromem [28].

ZAVER

Od roku 2013, kdy se nase laboratof zabyva metodou
pfimého stanoveni aktivity erytrocytarnich enzymu
s naslednym genetickym vySetfenim u pacientdl se
suspektni enzymopatii, se ndm podarilo diagnostikovat
enzymovy deficit u 24 pacientli. Vedle nejcastéjsich
deficith G6PD a PK (9 a 12 ptipaddl), byly identifikova-
ny 2 rodiny s deficitem GPI a 1 rodina s velmi vzacnym
deficitem HK. Biochemicka a molekuldrni analyza
jednotlivych defektl erytrocytarnich enzymi prispiva
nejen ke zdokonaleni diagnostiky a zpresnéni 1éceb-
nych pristupl u postiZzenych jedincti, ale i k lepSimu
pochopeni patofyziologie této skupiny onemocnéni.

Zkratky

ADA - adenosindeamindaza

AK - adenylatkinaza

ALD - aldolaza

AMP - adenosinmonofosfat

ATP - adenosintrifosfat

G6PD - glukéza-6-fosfatdehydrogenaza
GPI - glukoéza-6-fosfatizomeraza
CR - glutathionreduktaza

GS - glutathionsyntetaza

GSH - redukovany glutathion

GSSG - oxidovana forma glutathionu
GTP - guanosintrifosfat

HA - hemolytickd anémie
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HDb - hemoglobin

HK - hexokinaza

HNSHA - vrozenanesférocytarni hemolyticka anémie

MCV - stfedni objem erytrocyti

NAD - nikotinamidadenindinukleotid

NADH - nikotinamidadenindinukleotid
(redukovany)

NADP - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
(redukovany)

PP - pentézafosfatova draha

P5N - pyrimidin-5"-nukleotidaza

PFK - fosfofruktokinaza

PCK - fosfoglyceratkinaza

PK - pyruvatkinaza

ROS - reaktivni kyslikové radikaly

TPIL - tri6zafosfatizomeraza

y-GCS - y-glutamylcysteinsyntetazy

GS - glutathionsyntetaza
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