Anémie



Anémie lze rozdélit:

* Prfiznaky vznikajici v dusledku poklesu transportu kysliku
do tkani ( unava, dusnost, angina pectoris, organoveé
poruchy)

» Priznaky vyplyvajici ze snizeni plazmatického volumu
(bledost, hypotenze)

 Priznaky vyplyvajici ze zvySeného srdecCniho objemu
(tachykardie, srdecni Selest)

Dle morfologickych kritérii se anémie deli na zakladé
objemu erytrocytu, mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu a
pocCtu retikulocytu



Anémie z nedostatku zeleza —
sideropenické anémie:

z nadmerne ztraty zeleza — casté
nedostatecCny prijem — vzacne

spiSe inhibice vstfebavani zpusobena napfr.
fosfaty, oxalaty

malabsorpce pri celiakii, Crohnoveé chorobe
v tehotenstvi — zvysené naroky na privod Fe

Klinicky — unava, slabost, huCeni v usich,
dusnost



Sideropenie - tri stadia — prelatentni, latentni
a manifestni

« Jiz v obdobi prelatentniho nedostatku zeleza se
uplatnuji kompenzacni mechanizmy organismu

« Zvysena resorpce zeleza z GIT, snizeni jeho
vydeje a utlum tvorby zasobniho proteinu Fe —
feritinu

« ZvySena resorpce diagnostické davky °°Fe
z 25% na 75% a snizen vydej Fe mocCi po
jednorazovem podani desferioxaminu

Terapie - |éCba priCiny sideropenie
- substituce Fe



Tab. 14.7. VySetreni pouZivana v diagnostice nedostatku Zeleza

! pod 12 pg/l

1 pod 5 pg/l

Ferritin v séru 1 u poloviny eocny’rh

Fe v séru normaini l pod 6 pmol/l 1 pod 4 pmol/l
Saturace transferinu normaini ! pod 16 % \ pod 10 %
2;3::;:1 t;a;jferinovy normalini T nad 5 mg/! T nad 8 mg/I

Hb normaini normalni Imuzi < 135 g/l,

zeny < 120 g/l




Anémie z nedostatku vitaminu B12 a
kyseliny listové — megaloblastickeé

Oznacuiji se takto dle morfologického vzhledu erytrocytu
NejCastejsi pricinou nedostatku vitaminu B12 je porucha
vstrebavani

Zpusobena bud nedostatkem vnitfniho faktoru nebo
vyraznym omezenim resorpcni plochy ve streve
Perniciézni anémie — nejCastgjsi, postinuje vyssi vekove
kategorie, geneticke vlivy, autoimunitni onemocneni
(protilatky proti bunikam zaludecni sliznice)

Vnitfni faktor — glykopeptid nutny pfi vstrebavani B12

v ileu



Anémie z nedostatku vitaminu B12 a
kyseliny listové — megaloblastickeé

Prokazany dva typy protilatek —
a) brani vazbe vit. B12 na vnitini faktor

b) inhibuji vazbu komplexu vit. B12 - vnitrni faktor na
receptory ve sliznici ilea

protilatka
vit. blokujici

vazbu B,
vnitini faktor

Obr. 14.2. Dva typy protilatek proti vnitinimu fakto-
ru u perniciozni anémie

@ni fa‘ktD

protilatka blokuijici
vazbu VF
+ By2 na receptory
sliznice ilea




Megaloblasticka anemie

Vznika i po resekci zaludku — vétSinou kombinace nedostatku
vitaminu B12 a kyseliny listové ( ta se vstiebava v duodenu a
hornim jejunu)

Vitamin B12 tvofri prostetickou skupinu enzymu
homocysteinmethyltransferazy, ktera demethyluje
tetrahydrofolat a prenasi methylovou skupinu z homocysteinu
na methionin

Tetrahydrofolat je nasledné opét methylovan a je donorem
methylové skupiny pro tvorbu thyminu

Disledkem nedostatku vit. B12 a kyseliny listové je tedy
porucha syntézy thyminovych bazi a tvorby DNA

Prodluzuje se S-faze bunec¢ného cyklu, pri niz se zdvojnasobuje
mnozstvi DNA, vysledkem je velky objem bunky s nezralym
jadrem — megaloblast



uridylat —®» thymidylat — thyrin
DNA
Me-H,-folat H,-folat
homocystein-
methyltransferaza
homocystein —= methionin
methylkobalamin
[ kobalamin
deoxyadenosyl-
kobalaminmutaza
L-methyl- .
m alonyl-%o A P sukcinyl-CoA

Obr. 14.3. Metabolismus vitaminu B,, a Kyseliny lis-
tové



Anémie pri chronickém onemocneéni:

* Chronickeé infekce (tuberkuloza, AIDS), zanétliva
onemocneni, nadory

« Aktivace imunitniho systému vedouci kK omezeni
nabidky zeleza invadujicim patogenum Ci
nadorovym bunkam, pro nez Fe predstavuje
zasadni rustovy faktor

« Stimulace tvorby feritinu spolu s blokadou
uvolnovani zeleza ze zasobarny



Anémie ze zvysSeného zaniku erytrocytu
— hemolyticke :

« Charakteristicka je zkracena doba preziti erytrocytu
v periferni krvi

« Casto ani maximalné stupnovana krvetvorba neni
schopna nahradit zvyseny rozpad krvinek

Hemolytické anémie:

- Deédicna sférocytdza (porucha skeletu erytrocytarni
membrany — deficit spektrinu)

- Anémie z poruchy enzymaticke vybavy erytrocytu — pr.
deficit pyruvat kinazy

- Anémie z poruchy tvorby hemoglobinu - beta-
thalasemie

- Autoimunitni hemolytické anémie — porucha kooperace
mezi pomocnymi a supresorovymi lymfocyty T a B



Vitamin B12 (cyanocobalamin):

Molekula B12 obsahuje jako centralni atom kobalt, ktery
je umistén uprostred porfyritového jadra

Vitamin je nezbytny pro tvorbu nukleovych kyselin, tedy
pro deleni bunek

Nedostatek se projevi perniciéozni anémii

Deficit je nejCastéji zpusoben poruchou absorpce pfi
chronické atrofické gastritide, kdy zaludecCni sliznice
netvori mukoprotein nezbytny pro vstrebavani vitaminu
B12, tzv. vnitrni faktor

Oveéreni se provadi Schillingovym testem, kdy se sleduje
absorpce vitaminu B12 po podani vnitfniho faktoru



Stanoveni vitaminu B 12
( sérum, plasma):

Komercéni stanoveni se zaklada na technikach
stanovujicich volny nebo vazany vitamin B12

Pritomnost endogennich sérovych vazebnych proteinu
pro cyankobalamin ( transkobalaminy vCetné R-proteinu)
a imunoglobulinu namifenych proti vnitfnimu faktoru
vyzaduje pro uvolnéni vitaminu B12 povareni materialu
nebo zpracovani v alkalickem pH

Historie — imunochemické metody - v 70-tych letech se
k stanoveni vitaminu B12 pomoci RIA vyuzivalo
sérovych vazebnych proteinl a ¢astecné vydisténého
vnitrniho faktoru — vysledky byly Casto faleSne zvysene



Stanoveni vitaminu B 12
( sérum, plasma):

V soucasnosti:

Vitamin B12 se stanovuje kompetitivhim testem vyuzivajicim
vysoce Cistého vnitfniho faktoru specifickeho pro vit. B 12 po
uvolnéni z endogennich vazebnych proteinu

Imunochemické metody — napr.
» Elektrochemiluminiscence - Roche — Elecsys, E170 —

Vit. B 12 ze vzorku soutezi s vit. B 12 znaCenym biotinem o vazebna
mista na vnitfnim faktoru znaCenym rutheniovym komplexem

« Chemiluminiscence - Bayer — Centaur —

Vitamin B12 ze vzorku soutézi s vitaminem B12 znacenym
akridinium esterem o limitovanou koncentraci vnitrniho faktoru
kovalentné vazaného na paramagnetické Castice

Po separaci chemiluminiscencni reakce s peroxidem vodiku a
NaOH

Referencni rozmezi: 150 — 650 pmol/l



Folat (kyselina listova)

Tetrahydroderivat kyseliny listové je koenzymem metabolismu
jednouhlikatych zbytku

Uplatiiuje se pri radé reakci v€etné tvorby nukleovych kyselin

Nedostatek se projevuje podobne jako deficit vitaminu B12, t;.
megaloblasticou anémii

Nedostatek velmi €asty - je jednou z nejcastéjSich pri¢in mirné
hyperhomocysteinémie (vliv na sklerotické a tromboticke
onemocneni perifernich cév), u téhotnych muze zvysovat
frekvenci defektu neuralni trubice plodu

Nedostatek muize zpusobit dieta bez cerstvého ovoce a
zeleniny, objevuje se u alkoholikl, drogové zavislych, nebo
starsich osob



Stanoveni folatu v séru
(plasma neni vhodna):

Imunochemické metody
Kompetitivni princip po uvolnéni folatu z endogennich folat
vazajicich proteinu

- napr. elektrochemiluminiscence Roche — Elecsys, E170

- chemiluminiscence - Bayer — Centaur

Folat ze vzorku soutézi s folatem znaCenym akridinium esterem o
limitovany poc€et molekul folat vazajiciho proteinu znac¢eného

biotinem
Tento protein se vaze k avidinu na paramagnetickych casticich

Po separaci probiha chemiluminiscencni reakce s peroxidem vodiku
a NaOH

Referencni rozmezi: 10 — 50 nmol/l

Interference: Hemolyza vyrazné zvySuje koncentraci folatu,
z hemolytickych vzorku se proto stanoveni neprovadi.



Feritin

Zasobni vysokomolekularni bilkovina obsahujici zelezo

Nachazi se v jatrech, slezine, kostni dreni a strevni
sliznici
Koncentrace feritinu v séru odrazi tkafiové zasoby

zeleza — jeji hladina klesa drive nez roste koncentrace
transferinu

Zvyseni syntézy feritinu indukovano nedostatkem zeleza
vV organismu

Bunky nékterych nadoru, predevsim akutni
myeloblasticka leukemie nebo mnohocCetny myelom,
produkuji feritin - koncentrace feritinu jako tumormarker
Muze byt zvySen rovnéz u chronickych zanétu a
onemocneni jater



Stanoveni feritinu (sérum, plasma):

Imunochemické metody
Sendvicovy princip
- napr. elektrochemiluminiscence - Roche — Elecsys,
E170
- chemiluminiscence - Siemens — Immulite

« Stanoveni zalozeno na reakci jednoho epitopu ferritinu
s mysi protilatkou navazanou na polystyréenove kuliCce a
druhého epitopu s polyklonalni protilatkou konjugovanou
s alkalickou fosfatazou

* Po promyti se prida fosforeCny ester adamantyl
dioxetanu - ten s ALP hydrolyzuje na nestabilni
meziprodukt

* Meziprodukt se rozpada za produkce luminiscence



Stanoveni feritinu (sérum, plasma):

fluorescen¢ni imunoanalyza
Kryptor — Brahms
Dvé rtzné protilatky tvofi komplex s feritinem

Jedna znacCena donorem energie - kryptat europia, druha
akceptorem XL 665

Po ozareni komplexu dusikovym laserem donor emituje
dlouhotrvajici signal v ms, zatimco akceptor generuje signal v ns

Obé komponenty svazany v jeden komplex - je mozné signal méfit v
ms

Dochazi rovnéz k spektralnimu posunu
Velikost signalu je umeérna koncentraci stanovovaného analytu

Referenéni rozmezi: M 30 — 400 ug/I
Z 5-150 ugll



Transferin —Trf

« Transportni protein pro zelezo v seru

« Pri nedostatku zeleza velmi citlivy indikator saturace
transferinu

* \Vyuziva se I pri monitorovani leCby anémie

Stanoveni transferinu (sérum, plasma) —
iImunoturbidimetricky
imunonefelometricky

— pf. Roche Diagnostic — Protilatky proti transferinu
reaguji se stanovovanym transferinem za vzniku

komplexu antigen-protilatka
Reakce se provadi v pfitomnosti NaCl a PEG

Aglutinat se stanovi turbidimetricky

Referencni interval:2 — 3,6 g/l



Solubilni transferinove receptory — sTFR

Transferinovy receptor je integralni membranovy protein

Kazda ze dvou podjednotek muze vazat molekulu
transferinu nesouci zelezo

Ucinkem proteolyzy vznika rozpustna forma
transferinového receptoru

STFR je v plasmé pritomen v komplexu s transferinem

Koncentrace sTFR je umerna koncentraci receptoru na
membranach

Pri deficitu Fe se koncentrace sTFR v séru zvysSuje

Na rozdl’l_od koncentrace ferritinu neni konce.ntrac_e
sTFR ovlivnéna reakci akutni faze, nebo malignimi
nadory

Uplatnuje se v diferencialni diagnostice — rozliseni mezi
chronickym onemocnénim a anémii z nedostatku Fe



Stanoveni sTFR (séerum, plasma) —
imunoturbidimetricky:

Princip — pr. Roche Diagnostic

Casticemi usnadnéné imunoturbidimetrické
stanoveni:

 Lidsky rozpustny transferinovy receptor
aglutinuje s latexovymi casticemi, potazenymi
s protilatkou proti rozpustnému transferinovemu
receptoru

* Precipitat se stanovi turbidimetricky

Referencni interval: 2 — 5 mg/I



