Patofyziologie zakladnich
hematologickych chorob




Onemocneéeni krvetvorby

e Patofyziologie RBC
— Zakladni fakta
- Hemoglobin
— Laboratorni vysetreni
- Zelezo
— Erytropoetin a erytropoéza
- Anemie



Vymezeni oboru hematologie

e Hematologie (¢ haima-haimatos krev, F. logos
nauka- hematologie, nauka o krvi a krevnich

chorobach) se zabyva krvi a krvetvornymi
organy

— periferni krev

— Cervena kostni dren

— mizni uzliny

- jatra, slezina



Anatomickeé a fyziologicke poznamky

Zakladni krvetvorné organy:

@stm’ CED)

e Thymus

} Primarni (Gstredni) krvetvorné a imunitni organy

e Lymfatické uzliny \
e MALT

(mucosa associated lymphoid tissue)
e Slezina > Primarni (periferni)

. , krvetvorné a imunitni
e Imunologicky kompetentni organy

n n/ V4 0

fond recirkulujicich lymfocytu

e Periferni krev




Fyziologické funkce krve



Ontogeneza krvetvorby

Extraembryonalni mezenchym

Jatra: 6. tyden - porod

Slezina, tymus, uzliny: 8.- 16. tyden
Cervend kostni drefi: 12. tyden -
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Extramedularni hematopoéza



Kostni dren

Total marrow space-adult (70 kg)
2600—4000 ml

® SI’dIO hematOpOeZy Q; Active red marrow-1200-1500 g

e Cervena kostni dren
- hemopoeticka

e 7luta kostni dren
- tukova

Total marrow space-child (15 kg)
1600 mi
Active red marrow-1000-1400 g




Cervena kostni dren

e stroma

- sit retikularnich bunék

- sit retikularnich vlaken

- kolagenni vlakna I. a III. typu

- fibronektin, laminin, hemonektin
e hematogenni provazce
e sinusoidni kapilary

- vystlaneé souvislym endotelem



Krvetvorba
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Kmetr

Pluripotent stem cell

e pluripotentni |
— diferencuje se
e multipotentni
- lymfoidni bun
- myeloidni bur:-
e progenitorove
e prekurzorove

Lymphoid
- stemecell ~~




Faktory nutné pro hemopoezu

e pluripotentni bunka

— schopna zraciho i meiotického déleni
e mikroprostredi - napr. kostni dren

— soucasti jsou bunky a extracelul. hmota
e rustové faktory

—tzv. kolonie stimulujici faktory = CSF

— napr. erytropoetin

— uvolnované podle potreby



Vyzravani erytrocytu

e erytropoetin, Fe, kys. listova, vit. B,,
e proerytroblast — krajkovy chromatin

e bazofilni erytroblast - silné baz. ctpl.
— bazofilni vzhledem k syntéze Hb

e polychromatofilni erytroblast

e ortochromatofilni erytroblast - nedéli
se
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Erytropoetin

glykoproteln - 165 amlnokysellnovych
zbytku + 4 oligosacharidové Fetézce

tvoren v ledvinach a jatrech,
odbouravan v jatrech

polocas v cirkulaci 5 hodin, projev
sekrece po 2-3 dnech

Zvysuje pocet erytropoetin-senzitivnich
bunek



Erythropoietin
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Hemoglobin
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Hemoglobin




Struktura hemoglobinu

o sféricka molekula skladajici se ze 4 peptidovych
podjednotek (globiny) = kvartérni struktura

e Hb dospélych jedinci (Hb A) je tetramer obsahujici 2 a- a

2 B-globiny — kazdy globin obsahuje 1 hemovou
skupinu s centralnim Fe2+ iontem

A/ =
- / /9L\_
A\ N ,?l
-1‘:;;2- ’?‘. ~
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(a)] Hemoglobin

(b) Iron-containing heme group

Obrazek byl prevzat z http://faculty.etsu.edu/currie/images/hemat3.jpg




Vazba kysliku
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HIStIdlneJ/ \ Hlstldnn
H— \N4C\H C\H
By Lo Heme is |
Heme is domed planar. 0
(nonplanar). \
Deoxygenated Oxygenated

Obrazek byl prevzat z http://www.chemistry.wustl.edu/~edudev/labTutorials/Hemoglobin/MetalComplexinBlood.htm.



http://www.chemistry.wustl.edu/~edudev/labTutorials/Hemoglobin/MetalComplexin

Typy hemoglobinu

Hb dospélych jedinct (Hb A) = 2 a- a 2 B-podjednotky

Hb A1 je hlavni forma Hb u dospélych a déti starsich 7
mésicu.

Hb A, (2 a, 2 d) je minoritni forma Hb u dospélych. Tvori
pouze 2 - 3% celkového Hb A.

Fetalni Hb (Hb F) = 2 a- a 2 y-podjednotky
- u fétu a novorozencu — Hb F vazZe O, pfi nizdich
parcialnich tlacich nez Hb A — Hb F ma vyssi afinitu ke
o

Po narozeni, Hb F je nahrazovan Hb A béhem nekollka
prvnich mésicu Zivota. v
Hb S - v B-globinu, Glu je nahrazen Val

- srpkovita anémie




Derivaty hemoglobinu
Oxyhemoglobin (oxyHb) = Hb s navazanym O,
Deoxyhemoglobin (deoxyHb) = Hb bez navazaneho O,

Methemoglobin (metHb) obsahuje Fe3*+ misto Fe2* v
hemovych skup.

Karbonylhemoglobin (HbCO) - CO se vaze na Fe2* hemu v
pripade otravy CO nebo pri koureni. CO ma 200x vyssi afinitu k
Fe2* nez O.,.

Karbaminohemoglobin (HbCO,) - CO, je nekovalentné vazan
na globinovy retézec Hb. HbCO, transportuje CO, v krvi (asi
23%).

Glykovany hemoglobin (HbA1c) je tvoren spontanné
neenzvmatickou reakci s Glc



Degradace RBC

Hemoglobiri»

Heme Globin —]
Iron Amino acids
(reutilized)
Free, unconjugated
bilirubin

Reused by bone
marrow or stored in
spleen and liver

Conjugated bilirubin

v

Secreted in bile;
excreted in feces
or urine

Bone
marrow



Degradace hemu

V lidském téle priblizné 100 - 200 mil. ery
je degradovano kazdou hodinu. Degradace
zacina v ER retikuloendotelialnich
bunék RES (jatra, slezina, kostni dren).

Hb je degradovan na:
e globin — aminokyseliny — metabolismus
e hem — bilirubin

e Fe2* — transport v komplexu s

transferrinem a dalsi vyuziti v biosyntéze
hemu



Premeéna hemu na bilirubin

NADPH + O
heme
oxXygenase <
CO +Fe'* + NADP
ni W i P P M n W
H H H
Biliverdin
bhiliverdin Rl
reductase -
NADIFP
nM W n P P n i W
H H H H H H
Bilirubin

Obrazek byl prevzat z http://web.indstate.edu/thcme/mwking/heme-
porphyrin.htm/



Laboratorni vysetreni



Hematokrit

HTK udava procentuelni zastoupeni

formovanych krevnich elementu v
objemové jednotce krve 1::
Normalini hodnoty fZZ
zeny: 0,35 - 0,46 35 -46 % col
muzi: 0,38 - 0,49 38 - 49 % o1t
Snizeni: anemie, expanze ECT u

Zvyseni: polycytémie, dehydratace




MCV (mean corpuscular volume)
stredni objem erytrocytu

Normalni hodnota = 87,5 fl (80-96fl)

MCV je zmé&nén u ruznych anomalii erytrocytu
(srpkovita anemie, poikilocytdza, anisocytoza a
dalsi). Je vyuzivan k rozliseni normo-, mikro- a
makrocytarnich anemii

Vypocet: hematokrit x 103/ pocet ery ( x 1012/
1 litr)

Pozn.: témér vzdy je MCV urcen analyzatorem



MCH (mean corpuscular hemoglobin)
obsah hemoglobinu v 1 erytrocytu

Norma: 29 pg (28-33pg), 18 fmol

zvyseni: makrocytarni anemie,
snizeni: mikrocytarni anemie

Vypocet: MCH=Hb (v g/ 100 ml krve) / ery (X
1012 / 1 litr)



M CH C (mean corpuscular hemoglobin concentration)
stredni koncentrace Hb

Vv erytrocytech

Norma =34 +- 2 %

zvyseni: hereditarni sférocytoza
norma az mirneé snizeni: makrocytarni anemie
snizeni: mikrocytarni anemie

Vypocet: MCHC = Hb (v g /100 ml krve)x 100 /
hematokrit



Polet retikulocytu

je udavan v % vsech bunék cervené rady v krvi.

Norma: zeny i muzi 0,5 -1,5 %

a) pri intravitalnim barveni (brilantkresylova modr)
je podilRTC stanoven z natéru

b) stanovenim prutokovou cytometrii jsou udany
absolutni hodnoty

Zvyseni: krvaceni, hemolyza (kompenzacni ¢innost
drene)

Snizeni az vymizeni: utlum erytropoezy, utlum
drené



Vysetreni kostni drené

Sternalni punkce: z manubria sterni

aspirace drenoveé krve umoznuje pouze provest
cytologicky rozbor (napr. cytogenetika, molekularni
biologie)

Trepanobiopsie: ze spina iliaca superior posterior:
umoznuje krome aspirace drenove krve téz ziskat vzorek
kostni tkaneé- nezbytneé pro provedeni histologickéeho
rozboru kostni tkané
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Zelezo

e Zelezo v ionizované formé je velmi
reaktivni a proto je v téle vazano na
anionty organickych kyselin a
proteiny

e Funkcni feroproteiny a skladove
proteiny (feritin a hemosiderin)



Zelezo v organismu

e Zelezo se vstfebavd v horni ¢asti tenkého
stieva (zapotrebi kysela zal. stava) - pri
hypochlorhydrii muze dojit k nedostatku Zeleza
jako nasledek poruchy adsorpce

e Normalné se vstrebava asi jen 7-10% zeleza -
rizeni kapacitou apoferitinu (bilkovina strevni
sliznice) — vazba na feritin

e V plazmé dochazi k vazbé na transportni b;-
globulin - transferin



Obsah zeleza v organismu

e 35-45 mg na kg télesné vahy
e 60-70% v erytrocytech

e 10% myoglobin

e 20-30% zasobni zelezo



Bilance zeleza v organismu

e 10-20 (5-10) mg obsah zeleza v
denni strave

e 0,5-1 mg denni ztradty u muzu 1-2
mg u zen

e \V/strebava se 5-10%



Nedostatek Fe

e Snizeny prijem: nedostatek v
potrave, maldigesce, malabsorpce

e Zvysene ztraty
e ZvySena potreba



Circulation

—Red blood cells
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Biologicky vyznam zeleza

e \/Seobecne znamy je vyznam zeleza
pro prenos kysliku a ox.- red. déje
ve tkanich

e Fentonova reakce - tvorba
hydroxylového radikalu

e Poskozeni Zivotné dulezitych molekul

e Uvedeneé reakci brani transferin,
ktery vaze volné zelezo



Patologie krve a krvetvorby

e Nedostatek krevnich elementu
e Nadbytek krevnich elementu

e Hematologicke malignity

e Krvacive stavy

e Tromboticke stavy



Anémie

e Zakladni rysem anémie je snizeni

mnozstvi hemoglobinu a zpravidla take
nematokritu a poétu erytrocytu v
jednotkovém objemu krve.

e Na mnozstvi hemoglobinu zavisi
transportni kapacita krve pro kyslik.

e Pozor na rozdily mezi pohlavimi
e Nadmorska vyska
e ProC nas zajima hemoglobin?




Klasifikace anémii

e Patofyziologicka
e Morfologicka



Morfologicke trideni

e dle objemu erytrocytu
— normocytove
- mikrocytove
- makrocytové

e podle koncentrace hemoglobinu v ery
- normochromni
- hypochromni



Patofyziologické
tridéni

e anemie z nedostatecne krvetvorby
e anemie ze zvysenych ztrat
e akutni posthemoragicka anemie
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Klinické priznaky anemie

e Unava, slabost, nevykonnost

e bledost kuze, sliznic, nehtovych
luzek

e tachykardie

e dusnost



Etiologie anemii

e snizena krvetvorba
— sideropenicke
- megaloblastové anemie
— z Utlumu krvetvorby
— anémie chronickych chorob
— thalasémie
e zvyseneé ztraty
— chronicka posthemorhagicka

— hemolytické
e korpuskularni
o extrakorpuskularni

e Akutni posthemorhagicka



Megaloblasticka anémie

e Poruchy prijmu kobalaminu a folatu

e Omezeni syntézy DNA a tim i naruseni bun.
cyklu v ramci erytropoézy

e Syntéza Hb pokracuje — vstup megaloblastl
do krve (vétsi nez 100 f1)

e PredCasny zanik megaloblastl a zkracena
doba megalocytl (predc¢asné hemolyza)



Vitamin B,

e Cyanocobalamin, hydroxycobalamin,
deoxyadenosylcobalamin,
methylcobalamin

e \/ potrave vazan na proteiny
e Nachazi se v kazde proliferativni tkani

e Maximalni resorpcni kapacita odpovida
potrebam, velkeé zasoby v jatrech

e Pri nedostatku megaloblastova anémie




Kyselina listova

e Metabolit folatu je potrebny pro syntézu
deoxythymidylatu, ktery je jedinym zdrojem
pro thymin

o Nedostatek folatu = inhibice syntézy DNA
e Zasoba folatu v jatrech cca na 2-4 meésice

e Pouziti napr. fluorouracilu jako cytostatickeho
chemoterapeutika



Syntezu DNA a tim i erytropoezu negativne
ovlivnuji nasledujici poruchy prijmu popr.
metabolismu folatu

e Prilis malo folatu

e ZvysSena potreba (t&hotenstvi)

e Malabsorpce (onemocnéni tenkého stieva)
e Nedostatke kobalaminu

e Inhibice thymidylatsyntetazy

e Inhibice dihydrofolatreduktasy
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Priciny nedostatku kobalaminu

® Nedostatecv:m'/ pFi]em (pfisna vegetarianska strava)
e Nedostatek vnitrniho faktoru

e Kompetice o kobalamin a stépeni IF
bakteriemi v luminu streva nebo konzumace
B,>, parazitem

e Chybéni nebo zanét terminalniho ilea

o Defekt transkobalaminu II, potrebného pro
transport kobalaminu v cytoplazmeée



Vstrebavani vit. By,

e Cobalaminy jsou uvolnovany z vazby
na proteiny v zaludku.

e \Vazou se na R-proteiny
(glykoproteiny) produkované
slinnymi zlazami a zaludecnimi
zlazami

e Komplexy s R-proteiny jsou
degradovany pankreatickymi
proteazami

e \Vazba na vnitrni faktor pochazejici ze
zaludku



e Dimer IF se dvéema molekulami vit.o
B,, se vaze na receptory enterocytu
terminalniho ilea.

e Zpracovani v enterocytu neni presnée
Zzname

e \/ krvi vazan na globulin
transkobalamin II

e 1-2% B,, se vstrebava pasivne v
tenkem streve (radioaktivni testy).



Poruchy metabolismu vitaminu B, a
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Nedostatek vitaminu B12 nebo
kyseliny listové zpusobuje
makrocytarni anemii, nedostatek
zeleza, nebo naruseni vyuzitelnosti
zeleza zpusobuje mikrocytarni
anemii.

V prvnim pripadeée je podkladem
porucha syntezy DNA, ve druhém
pripade porucha syntezy
hemoglobinu.



Anémie z nedostatku zeleza

o Nedostatek zeleza tlumi syntézu Hb =
hypochromni mikrocytarni anémie

\'A AL

Priciny:
— Ztrata krve (GIT, menstruacni krvaceni)
— Naruseni recyklovani Fe — chronické infekce
— Prilis maly prijem Fe (nedostatecna vyziva)
— Naruseni resorpce Fe v dusledku

e achlorhydrie (atroficka gastritida, gastrektomie)
e Malabsorpce

— Zvysena potreba Fe (téhotenstvi, laktace)
— Defekt apotransferinu
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Hemolytické anémie

° KOFpUSkUlé rni HA (flexibilita, osmoticka a mechanicka

odolnost, redukcni potencial)

e Extrakorpuskularni HA
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PriCiny korpuskularnich HA

o Vady membrény (hereditarni sférocytdza)

o Enzymové defekty (naruseni metabolismu glc v erytrocytech)
— Pyruvatkinaza — vazne prisun ATP — inhibice Na/K ATPazy
— Glu-6-PDH - (inhibice recyklace GSSG)
— Hexokinaza — vede k nedostatku ATP — GSH

e Srpkovita anémie, talasémie

e PNH — defekt urcitych membranovych proteindl, které
se ucastni regulace komplementu; aktivace
komplementu pak zpUsobi perforaci erytrocytarni
membrany
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PriCiny extrakorpuskularnich HA

e Mechanické faktory — poskozeni ery pi kolizi s umé&lymi
chlopnémi, cévnimi nahradami apod.

\'A A4

e Imunologické pri€iny — chybna transfuze nebo pi
inkompatibilité Rh mezi plodem a matkou

e Toxiny — urcité hadi jedy



4 ., S P
‘l’ ““ _Carrier _F,...-"" J‘J"I A"IL'P
Sickle-cell . Hexokindlln™" g deficien
Sickle »\‘ Erythrocyte axckinaze ;: cy
—— . i
Thalassemia e
Pynursate Call
I Hb Glucoss —5—P ——f finca -S'I.'I.'B"il'lg
a/f.. v Ankyrin | i \ ¢
! ( Gluc-6-POHp.., ATP}  Hemelysis
| ! - - -
Deficiency or i Pentose—P cycle M M +
functional dizordan-._ __,,;'{\Spectrin ‘,,-" = . x.,“ > Ha
. —— i -,
of spectrin /’_.. . 2GSH e “‘.,
L e ~ Defect
| | acos|erating —
Oamotic | | factar [DAF) 7 " 3
resistance ¥ 4 R-55-R; R;-SHR~SH
»L DAF defact LNy
Chidative stress
. —_—
Hereditary - ‘1’ +
spherocytosis Complement T
actvation
Horse beans, primagquine,
L sulfonamides, etc. Favism

necturnal heme-
glabiruna (PNH)

Hemolytic
Glucose JEroma s

ké anémie

Corpuscular causes Extracorpuscular causes
{2.g. PNH) immunolagical toxic mechanical
{e.0. trangfusion  (e.g. snake poison) (2.0, artificial
reauction) heart vahe)
Acute intravascular hemolysis ~
\ co 4
¢ Y
&
Erythrocyte fragments Free bei -~
e b* ( Hb deficiency
Thrombosis, Haptoglobin T
embaoligm warina:ﬂ ™~ - i
k"] Fe deficiency
L Renal fratin VA
B ' e Hemoglobinuria
A —
_ lschamia
——— .
2 Acute renale failure




Glycine  Succinyl-CoA
N

, BT R 1.Hereditarni sideroblasticka anemie
EAileatiie e N\ - zvySena tvorba meziproduktl —

! o= PORFYRIE

) F \
v ~
Protoporphyrine - ! {.}
Iron deficiency stc. \J ™
(2me next page) ‘ N L)
" X 1.\

L il
h Ironadn:ffincit:ncy 3 \/ l\ l ,
—_— i AN _y? 4
s ; 2. Srpkovita anémie
“ _.,-"'/ ,,--”"/ ?"//
e — e
Waa ==
B-chai 2otehams
emad 2 ns
H ) Hemogm? A

%% i @:@

(wnh Hbryg; HbB,)
Hemoglobm A (- Hbofio)

B-Thalassemia Fales B-chain
(with Hb F=H
and Hb AG-HI:%%
L ] v
Hemoglobin S

Sickle-cell anemia




Podstatou hereditarnich sideroblastickych

aneémii jsou enzymove defekty syntezy
hemu.

Ty zmnozuji nerozpustneé nehemoveé zelezo
v erytroblastech, vyvolavaji mikrocytarni
anemii se sekundarni hyperplazii
erytropoezy.

Zvysuji tak resorpci zeleza s naslednou
hemochromatozou.



Erytropoéza behem vyvoje
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Genetika hemoglobinu

e 3 11p15.5 betaglobinovy cluster
- (beta, gama, delta, epsilon)

e al + a2 16pter-p13.3 alfaglobinovy
cluster
- (alfa, dzeta)
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Srpkovita anémie

e Mutace v kodonu kodujicim 6.
aminokyselinu B globinového
retézce.

e Glu—val hemoglobin S
e Glu—lys hemoglobin C



’

ita anemie

Srpkov




Srpkovita anémie

fa) Homogenni nukleace

(b} Heterogenni nukleace

adynamicky — > kritické D - Zvysujici se stabilita

rust term

jadro a rychly rdst

nestalych agregati

Obr. 9-28
Dvojity mechanismus tvorby jader pro polymeraci deoxyHbS: (a) Poéateéni agregace molekul HbS (krouzky) probiha velmi

pomaiu a meziprodukty maji vétsi tendenci se rozkladat nez dale rist. Jakmile viak agregat dosahne uréité kritické velikosti,
jeho dalsi rist je termodynamicky zvyhodnén a vede k rychlé tvorbé vidken. (b) KaZdé vidkno se mize stat pocateénim
Jjadrem pro polymeraci dalSiho viakna, takZe nova viakna vznikaji velkou rychlosti.



Sickle cell disease

Sickle cell disease is an inherited disease that is caused
by the presence of an abnormal hemoglobin S (HbS),
which upon deoxygenation transforms the erythrocyte
into a sickle shape.

HDbS is transmitted by recessive inheritance and can
manifest as sickle cell trait (i.e., heterozygote with one
HbS gene) or sickle cell disease (i.e., homozygote with
two HbS genes).

Sickle cell disease affects approximately 50,000 (0.1%
to 0.2%) African Americans, and about 10% of African
Americans carry the trait.

In parts of Africa, where malaria is endemic, the gene
frequency approaches 30%, attributed to the slight
protective effect it confers against Plasmodium
falciparum malaria.



Mechanism of sickling and its
consequences in sickle cell disease

Point
mutation

Glutamic acid = \faline

Oxygenated l

O

V Deoxygenated

Heversibly\

sickled Irreversibly

¢ sickled

Increased red cell adhesiveness and
adherence to vessel wall

Hemolysis
Vessel occlusion

Tissue ischemia and infarction

There are two major consequences
of red blood cell sickling:

a) hemolysis of the sickled cells
b) vessel occlusion

The increased rigidity of the sickled
cells results in obstruction of the
microcirculation and ischemic injury
to many tissues.

The inflexibility of the sickled cells
also makes them more susceptible
to destruction (hemolysis) during
circulation through the spleen.

The sickled cells also demonstrate
membrane changes, leading to
increased adhesiveness and
adherence, producing further
complications of capillary blood flow.



Molekularné biologicka
patogeneze thalaséemii

e Pro pochopeni molekularné
biologické etiopatogenze thalasemii
je nutna znalost organizace genu
kddujicich a retézce a B retézce
hemoglobinu



Thalasémie

NORMAL 0—THAL B—THAL

TETRAMERS (%y gg BO&B ég@ %& i Qo of o

INCLUSION BODIES PRECIPITATION
OF B4 (HbH) OF OL4
(VERY INSOLUBLE)

DESTRUCTION OF RBCs
IN MARROW, SPLEEN



a thalasémie

ausobeny prevazné delecemi genu
fa retézec hemoglobinu

emoglobin H (HbH) homotetramer
retézcu

<-|'Q)N

Priciny

Asymetricky crossing over

DIro

Deta

Dlouhé delece obou alfaglobinovych genu

Mutace vedouci ke ztraté funkcnosti

genu
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B thalasémie

e Narusena syntéza beta retezce

e Projevy zavisi na mire produkce beta
\4 \4 O
retezcu

O A4 \Y AV 4 \Y4 \Y4 V' 4
e Zpusobeno vetsim poctem moznych
mutaci v genu pro beta retezec

e Dédicnost autosomalneé recesivni
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