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Seznam pouzitych zkratek

ALT alaninaminotransferaza

AST aspartataminotransferaza

ATP alkalicka fosfataza

Dyct b duodenal cytochrome b

DNA deoxyribonukleova kyselina

DMT1-1 divalent metal transporter

FRET fluorescence resonance energy transfer
GMT v glutamyltransferaza

HFE hemochromat6za

HH hereditarni hemochromatéza

Ireg 1 iron — regulated transporter

LD laktatdehydrogenéaza

PCR polymerazova fetézova reakce

RES retikuloendotelialni systém

RFLP restriction fragment length polymorphism (analyza

restrikCnich fragmentu)

TfR receptor pro transferin
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.  Uvod

Usek molekularni biologie UKBD FN HK, na kterém pracuji, se zabyva,
mimo jinych vySetfeni lidského genomu i vySetfenim hereditarni
hemochromatozy.

Hereditarni hemochromatéza je autosomalné recesivni onemocnéni,
které je zpusobeno prfedevS§im mutacemi vgenu HFE. Je
charakterizovana nadmérnou absorpci Zeleza ze stfeva a jeho
ukladanim v parenchymovych organech, pfedevS§im pak v jatrech,
pankreatu, srdci, tenkém stfevé a v endokrinnich zlazach (1).

Existuje realna hypotéza, ze hemochromatéza vznikla u starych Keltd
(tj. pfiblizné pred 60 ti generacemi). S keltskymi vyboji a s migraci jejich
potomkl se pak Sifila dal. Tuto hypotézu podporuje zemépisné
rozSifeni nemoci. Vyskytuje se pfedevSim u obyvatel Evropy a USA.
V Asii a na jizni polokouli s vyjimkou Australie se naopak tato nemoc
prakticky nevyskytuje (1,2,3).

ZvySena absorpce zeleza podmifiovala snazSi adaptaci jedince
Zivotnim podminkam v obdobi, kdy lidé neméli dostatek masa a hrozila
jim chudokrevnost. V rostlinné potravé je Zeleza méné a navic se
mnohem hufe vstfebava. Mutace, kterd umozfiovala vyuzit az
dvojnasobek Zeleza z potravy byla za téchto podminek pro svého
nositele nespornou selekéni vyhodou. V souCasnosti se vSak stala
zavaznym zdravotnim problémem. Zna¢né mnozstvi Zeleza ulozené
v organizmu muZze vést k cirhdze jater, hepatocelularnimu karcinomu,
srdeCnimu selhani, diabetu, artritidé i k pfedCasnému umrti. Symptomy
nemoci se projevuji vobdobi mezi 40. a 60. rokem Zivota, po

celozivotni bezpriznakové kumulaci zeleza v tkanich.



Z tohoto pohledu se jako klinicky vyznamna jevi snaha o casnou

laboratorni diagnostiku hereditarni hemochromatézy a naslednou

celozivotni |ékafskou péci o takto postizené osoby.

1)

2)

3)

Cile prace

Zaveést vySetfovaci metodu zalozenou na real-time PCR pro

zefektivnéni laboratorni diagnostiky hereditarni hemochromatozy.

Vyhodnotit pfinos fenotypizacnich biochemickych metod a metod
molekularné biologickych pro ¢asnou diagnostiku hereditarni

hemochromato6zy.

Porovnat diagnostickou hodnotu nej¢astéji  pouzivanych
biochemickych metod pro diagnostiku hereditarni hemochromatozy
v téchto souborech probandl: a) homozygotd pro HH
b) heterozygotl pro mutaci C282Y
c) heterozygotl pro mutaci H63D



. Teoreticka cast

".1. Metabolizmus zeleza

Zelezo je esencialnim prvkem, nutnym pro funkci vdech tkani. Hraje
kliCovou roli v oxidativnim metabolizmu buriky, stejné jako pfi tvorbé
DNA (Zelezo je soucasti nehemového proteinu ribonukleotid reduktazy
nezbytné pro syntézu DNA) a jeho nedostatek proto mize mit pro
bufku zavazné dusledky. Na druhé strané tzv. volné Zelezo
v nizkomolekularni formé, jehoz obsah stoupa v bunce pfi pretizeni
zelezem, muze pUsobit jako katalyzator pfi tvorbé sloucenin
obsahujicich aktivni kyslik, zejména ve formé volnych hydroxylovych
radikall. Tyto latky mohou vést cestou peroxidativniho Stépeni lipidu

k poSkozeni fady bunécnych struktur a zaniku poskozené buriky.

Zelezo je také soudasti pro burku Zivotné dlleZitych enzymd, napF.
oxidazy, katalazy, peroxidazy, akonitazy, cytochromu a syntazy oxidu
dusnatého. Jednou z hlavnich funkci Zeleza je u&ast pfi transportu

kysliku (jako sou€ast hemu) (4).

Bilance Zeleza v organizmu

U dospélého ¢lovéka je 35-45 mg Zeleza na kg télesné vahy. Zeny maiji
v dusledku pravidelné ztraty krve menstruaci a menSiho objemu
pfijimané stravy zasoby Zeleza niz8i. 60 az 70 % celkového mnozstvi
Zeleza je pfitomno v erytrocytech jako sou€ast hemoglobinu, 10 %

v myoglobinu, cytochromu a v dalSich enzymech obsahujicich Zelezo.



Zbyvajicich 20-30 % tvofi tzv. zasobni Zelezo, tj. feritin a hemosiderin
v hepatocytech a makrofazich. Mnozstvi zeleza zlistava béhem Zzivota
konstantni, je udrzovano rovnovahou mezi pfijmem a ztratami Zeleza.

BéZnou potravou pfijima ¢lovék denné 10-20 mg Zeleza, do vnitfniho
prostfedi se dostane pouze 5-10 % pfijatého mnoZstvi. Hladina
plazmatického Zeleza je u muze 14,3-26,0 umol / | a u Zzeny 10,7-21,5

umol/l. Primérné denni ztraty u muzu jsou 0,5-1 mg a 1-2 mg u zen.

U Clovéka neexistuje fyziologicky mechanismus exkrece Zeleza.
Jakmile se Zelezo dostava do cirkulace, neni mozné je ve vétSi mife
vylougit. Minimalni mnozstvi se ztraci deskramaci kiize, moci a zZluci. U

zdravych jedincu jsou pfijem i ztraty zhruba vyrovnané (5).

Prijem Zeleza

V potravé se zZelezo vyskytuje ve formé anorganické (nehemové), které
tvofi mensSi ¢ast pfijimaného Zeleza, a jako Zelezo obsaZené v hemu.
Pfijem Zeleza z potravy probiha v duodenu a proximalnim jejunu.
Vstiebavani zeleza ovliviluje kysela Zalude¢ni Stava, kde kyselina
chlorovodikova a pepsin uvoliuji Zelezo zvazby na proteiny a z

komplexu.

Absorpce zahrnuje: a) pfijem Zeleza z lumen stfeva apikalni

membranou enterocytl

b) prachod cytoplazmou enterocytl

pfipadné ulozeni ve formé feritinu

c) uvolnéni do krevniho obéhu pfes bazolateralni

membranu



ZpUsob absorpce hemového a nehemového zeleza se lisi. VétSina
anorganického Zeleza se vyskytuje ve formé& Fe*'kationtt. Membranovy
transportni systém pro Zelezo v8ak uprednostiiuje Fe?kationty, proto
k jeho priichodu pfes membranu je tfeba redukce Fe®*'kationtli na Fe?*
kationty. Redukci zajiStuje membranova reduktaza Dcyt b (duodenal
cytochrome b). Vlastnim transportérem je pak membranovy protein
DMT 1-1 (divalent metal transportér), ktery se nachazi na kartaCovém
lemu enterocytd a vendosomech somatickych bunék. V cytozolu
enterocytl tvofi Zelezo komplexy s nizkomolekularnimi chelatory. Toto
Zelezo je oznaCovano jako labilni intracelularni pool, tj. pohotovostni
zasoba Zeleza Tvofi cca 0,2-0,3 % z celkového Zeleza. Tato Cast
Zeleza je rychle pouZitelnd pro potfeby bunky a ma cytotoxicky

potencial (6,7).

Pfechod Fe®* kationtll pres bazolaterdlni membranu umozfiuje
membranovy protein Ireg 1 (iron-regulated transporter). Pfed vazbou
Yeleza na transferin musi dojit k jeho oxidaci na Fe®*" kationty, a to
prostfednictvim proteinu hefestinu, tj. séroveho proteinu
s feroxiddzovou aktivitou — jde o homolog ceruloplazminu. Transferin
mlZe vazat pouze Fe®' kationty. Zelezo, které neni preneseno, se

skladuje ve formé feritinu (8).

Absorpce hemového Zeleza je efektivnéjSi nez absorpce anorganického
Zeleza. Proteolytickym Stépenim se z hemoglobinu a myoglobinu
uvolfiuje hem, ktery jako metaloporfyrin vstupuje do enterocytd, kde je
Stépen hemoxygenazou a uvolfiuje se Zelezo. To se uklada v bunce,

nebo je uvolnéno do obé&hu stejnou cestou jako anorganickeé zelezo (9).
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Transport a prijem Zeleza burikou

Transport Zeleza z enterocytl k ostatnim bunkam zprostfedkovava
specificky protein, transferin. Transferin je jednofetézcovy sérovy
glykoprotein (Mr = 80 000) s dvéma vazebnymi misty pro Fe**kationty .
Hlavnim mistem syntézy transferinu jsou jatra. Receptor pro transferin
(TfR) na bunéfné membrané umozniuje pfFilem zeleza do bunky,
regulovany jeji momentalni potfebou (10).

Existuji dva typy transferinového receptoru : TfR 1 a TfR 2, oba do
znacné miry homologni. TfR 1 se nachazi na membranach vSech
bunék mimo erytrocytll (nejvice pak na membranach bunék tvoficich
hemoglobin, tj. erytroblastt). TfR 2 je exprimovan hlavné v jatrech. Aby
nedochazelo k nadmérnému pfijmu Zeleza, je syntéza TfR 1 regulovana
posttranskripéné hladinou zeleza. Tato regulace u TfR 2 chybi, jeho
uloha je pravdépodobné predevSim regulacni. TfR 2 ma vyrazné nizsi
afinitu k transferinu nez TfR 1. TfR muze najednou vazat 2 molekuly
transferinu, do bunky se tak mohou pfes jeden receptor dostat 4 atomy
zeleza (11).

Komplex Tf-Fe-TfR se do buriky dostava endocytézou. Cinnosti ATP
dependentni protonové pumpy se snizi pH v endosomu, dochazi ke
konformac¢nim zménam v komplexu Tf-Fe-TfR a kuvolnéni Zzeleza.
Komplex apo Tf-TfR se vraci zpét na povrch buriky, kde disociuje a obé
slozky mohou byt znovu pouzity (12). Resorpci hemového a

nehemového zZeleza schematicky znazorfiuje obrazek 1.
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Obréazek 1. Resorpce Fe*'kationtt, Fe** kationtt a hemu enterocyty

Dcytb — duodenalni cytochrom b, F/ I/ M — Ferroportin 1/ Ireg 1 MTP 1,
DMT 1 — pfenasec¢ Zeleza pres apikalni membranu, TfR 1 — transferinovy

receptorl, Tf — Fe®* - komplex transferinu a trojmocného zeleza

Skladovani a recyklace Zeleza

Hlavnim mistem skladovani Zeleza jsou jatra (hepatocyty) a
retikuloendoteliaini systém (RES). Zelezo se vaze na protein feritin.
Feritin je heteropolymér tvofeny 24 podjednotkami (Mr = 474 000) dvou
typu: H a L. Podjednotka H obsahuje feroxidazové centrum, které vaze
a oxiduje Fe** . Funkci L podjednotky je stabilizace proteinu.

VétSina feritinu se vyskytuje v cytoplazmé, mala ¢ast v séru. Sérovy
feritin je vyznamnym ukazatelem zasob Zeleza.

Degradaénim produktem feritinu je hemosiderin. Na transferin je

navazano méné nez 1% z celkového mnozstvi zeleza, tj. asi 4 mg.
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Za 1 den transportuje transferin az 25 mg zeleza, a to hlavné mezi RES
a kostni dfeni, kde je zZelezo vyuzito ksyntéze hemoglobinu
v prekurzorech erytrocytl (13).

V mitochondriich erytroblastd dochazi k zabudovani Zeleza do
protoporfyrinu v pfitomnosti enzymu hemsyntetazy za vzniku hemu a
nasledné hemoglobinu. Staré erytrocyty jsou odbouravany bunkami
RES, ucinkem  hydrolytickych  enzym(  jsou  degradovany.
Z hemoglobinu se uvoliuje hem, a z néj pomoci hemoxygenazy Zelezo.
Zelezo se vaze na transferin a je znovu transportovano do kostni dfené.
Hemoglobin uvolnény pfi intravaskularni hemolyze (fyziologicky 10-20
%) je v krevni plazmé navazan na haptoglobin a vychytavan jatry a
bufikami RES. Mala ¢&ast intravaskularniho hemoglobinu je
degradovdna na hem, ten je vdzan na hemopexin a transportovan do
jater (14).

Regulace strevni absorpce Zeleza

Na regulaci stfevni absorpce se podileji 3 hlavni faktory

1) saturace transferinu
2) mnozZstvi zasobniho Zeleza

3) potfeby erytropoézy

Minoritni podil na regulaci ma momentéalni obsah Zeleza v potravé a
hypoxie. Pfi nedostatku Zeleza dochazi ke zvySeni DMT-1, Ireg 1, a TIR
2, zatimco mnozstvi feritinu se snizuje. OpacCna situace nastava pfi

nadbytku Zeleza.



13

Pfi regulaci stfevni absorpce se vyrazné uplatiiuje HFE gen a jeho
produkt HFE protein. HFE protein je tvofen tfemi extracelularnimi
doménami o 1-3. Doména o 3 se nekovalentné vaze s f2-
mikroglobulinem, ktery je nutny k transportu HFE proteinu na povrch
buriky. HFE protein tvofi komplex s TfR, kde kompetuje o vazebné
misto s transferinem. Transferin nesouci Zelezo vytésrniuje z komplexu
HFE-B2-mikroglobulin-TfR volny HFE protein. Ten pak zprostfedkuje
signal o dostatecné saturaci zelezem, pravdépodobné prostfednictvim
hepcidinu (15,18).

Hepcidin byl objeven A. Krausem a Ch. Parkerem pfi hledani novych
bakterialnich peptidl. Jedna se o peptid slozeny z 20, 22, nebo 25
aminokyselin s antibakterialni a antimykotickou aktivitou, jehoz syntéza
probiha vyhradné v jatrech. Brzy byl prokazan jeho kliCovy vyznam
vregulaci metabolizmu  Zeleza. Pfijem Zeleza hepatocyty
zprostfedkovany TfR 2 ovliviiuje produkci hepcidinu, ktery nasledné

moduluje stfevni absorpci Zeleza prostrfednictvim Ireg 1 (19,20).

SoucCasny pohled na regulaci Zeleza pfedpoklada, Zze HFE protein
v komplexu s B 2 mikroglobulinem a TfR v burfikach krypt a pfedevsim
v jatrech slouzi jako senzor hladiny Zeleza v téle. ZvySena hladina
Zeleza se odrazi ve vy$Sim pfijmu Zeleza burfikami krypt a jater, coz
vede k uvolnéni HFE proteinu z vazby na komplex, syntéze hepcidinu a
naslednému naprogramovani enterocytd na pfijem mensiho mnozstvi
zeleza ze stfeva. Opacna situace nastava pfi nedostatku Zeleza.

Pric¢inou nedostatku Zeleza muze byt jeho nedostatek v potravé, nebo
jeho malabsorpce, eventuelné zvySené ztraty. NedostateCny pfijem je
zpusoben nevhodnym sloZenim potravy (malo masa, pfevazné mlé¢na
strava, vegetarianstvi atd.). Malabsorpce tj. poruSena resorpce Zeleza
mlze nastat po operacich GIT,napf. po resekci zZaludku. Na
nadmérnych ztratach Zeleza se podili nahlé a masivni krvaceni, ale i

dlouhodobé malé ztraty krve.
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Dusledkem nerovnovahy mezi pfijmem a ztratou, respektive spotfebou
Zeleza muze byt sideropenie a sideropenicka anemie. Pfi normalnim
pfijmu Zeleza muze sideropenie vzniknout v pfipadé, Ze mnozstvi
prijatého Zeleza nestaci kryt zvySené naroky na jeho potiebu.
Prikladem je dospivani a téhotenstvi. V téhotenstvi musi pfijaté Zelezo
kryt i potfeby plodu a placenty. K vyrovnani potfeb je pak nutné dodat
organizmu pfiblizné 6 mg Zeleza za den. Sideropenii v dobé téhotenstvi
trpi az 90 % Zen.

Nedostatek Zeleza se projevi snizenim syntézy hemu. Dochéazi
k poklesu tvorby hemoglobinu, myoglobinu a enzymu obsahujicich
zelezo. Duasledkem nedostate¢ného mnozstvi nebo vyuziti Zeleza je
sideroblasticka anemie. Jde o poruchu inkorporace Zeleza do
erytroblastl. Znamé jsou dvé formy, vrozena a ziskana. Obé ve svém

dUsledku vedou k poruse syntézy hemoglobinu.

[1.L2. Hemochromat6za — dédi¢éné onemocnéni,

mutace genu

[11.2.1. Definice atypy hemochromatézy

Obecné |ze hemochromatozu definovat jako stav, kdy je organizmus
pretizen zelezem. Podle stupné pretizeni pak Ize tento stav rozdélit do

tfi fazi.

1) prelatentni — narast Zeleza v organech bez prekroceni zasobni
kapacity

2) latentni -  narlst Zeleza v organech s prekrocenim zasobni
kapacity bez poskozeni

3) manifestni - s orgdnovym poskozenim
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Ke kumulaci Zeleza v organizmu muze dojit z rdznych pfi€in. Primarni
hemochromatéza, nebo také hereditarni hemochromat6za, je
onemocnéni s primarné zvySenou resorpci Zeleza ve stfevé
s prokazatelnym genetickym pozadim.

Sekundarni hemochromatéza (hemosiderdza), vznika sekundarné
zvysenou resorpci zeleza a kumulaci zeleza podminénou nadmérnym
parenteralnim pfivodem Zzeleza. Se sekundarni hemochromat6zou
zpusobenou sekundarné zvySenou resorpci Zeleza se lze setkat u
anemii s hyperplazii Cervené krevni fady a neefektivni erytropoézou.
Prikladem je talasemie, sférocytarni a nesférocytarni hemolyticka
anemie a myelodysplasticky syndrom. K sekundarni hemochromatoze
vede také nadmérny parenteralni pfivod zZeleza opakovanymi

transfiizemi.

Primarni hemochromatéza je dédicné autosomalné recesivni
onemocnéni charakterizované zvySenou absorpci Zeleza ve stfevé
s naslednym ukladanim nadbyte€ného Zeleza v parenchymovych
bunikach tkani a organl. Je rozeznavano nékolik podtypl hereditarni
hemochromatézy, HH 1 — HH 5. NejCastéji se vyskytuje HH 1,
zpusobena mutacemi v HFE genu. P¥i€inou vzniku ostatnich forem je
mutace nékterych genu, jejichz produkty se uplatriuji pfi metabolizmu

zeleza (21).

lll.2.2. Projevy onemocnéni

V organizmu postizenych osob je ve zvySené mife vstfebavano zelezo.
VyluCovani Zzeleza je limitovano, takze dochazi kjeho pozvolné
kumulaci v tkanich a organech. Pfi zvySené koncentraci Zeleza dochazi
k prfekroCeni kapacity bilkovin, které Zelezo vazou a volné Zelezo mize
mit negativni ucCinky, tj. tvorba hydroxylového radikalu z peroxidu

vodiku. Volné radikaly poskozuji nukleové kyseliny a proteiny (22).
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Rychlost kumulace Zeleza je individudlni. Individualni jsou i projevy
onemocnéni v zavislosti na pohlavi. U Zen se vyskytuje
hemochromatéza méné Casto. Tento rozdil je pfipisovan ztratam Zeleza
béhem fertiiniho véku (menstruace, gravidita, porod, laktace). Je to i
dlvod pozdéjsi manifestace onemocnéni u zen.

V latentnim stadiu maji postizeni normalni krevni obraz, nachazi se u
nich zvySenad koncentrace sérového Zeleza, zvySena saturace
transferinu a zvySeny sérovy feritin. Pfi manifestnim poskozeni pak
dochazi i ke zvySeni hladiny aminotransferaz, glykémie a doprovodnym
jevem jsou i nékteré hormonalni abnormality. V jatrech nemocnych se
rozviji fibroza a cirhdza, fibrozou muze byt postizen i pankreas.
Onemocnéni poskozuje svalovinu i pfevodni systém srdce,vyvolava
osteoporézu a chondrokalcin6zu v kloubech. Charakteristické je i
zbarveni kuze, tzv. bronzovy diabetes a chronicka unava. USetfeny
nezlstavaji ani endokrinni organy. Lze se setkat s hypogonadizmem,
poruchami §titné Zlazy, nadledvin i pfistitnych télisek. ZvySena
koncentrace Zeleza v organizmu muize byt rlstovym faktorem pro

patogenni bakterie (yerseniové sepse) i plisné (23, 24).

Onemocnéni zpravidla manifestuje az po Ctyficatém roku Zivota. Bez
odpovidajici 1éCby je konecna faze této nemoci fatalni. Nemocni umiraji
zpravidla na jaterni selhdni, hepatocelularni karcinom, komplikace
diabetu nebo kardiomyopatii. Pfi vCasné zahajené 1éCbé se pacienti
doZzivaji stejného véku jako zdrava populace.

Lécba spociva v odstranovani nadbyteCného Zeleza z organizmu.
Terapie se provadi: a) opakovanymi venepunkcemi, coZ je doposud
nejucinngjSi postup uzivany pfi 1é€bé hemochromatozy; b) pomoci
chelatorll zeleza — 1é¢ba je méné ucinna nez venepunkce a uziva se u
anemickych pacientt a doplikové u pacientd s rozvinutou
kardiomyopatii; c) doplfikové Ize podavat antioxidanty — vitamin C a
tokoferol, které mohou z€asti neutralizovat toxické ucCinky volného

Zeleza.



17

Velice zadouci jsou i rezimova opatfeni spocivajici v dietnim rezimu

s vyraznym omezenim alkoholu a potravin s vyS$§im obsahem Zeleza.

[11.2.3. Genetické pozadi choroby

Geneticka nebo také hereditarni ¢i primarni hemochromatoza je
vrozena metabolicka porucha, ktera vznikad v dusledku autosomalné
recesivni mutace. Jednd se o0 monogenni (mendelisticky) typ
dédi¢nosti. K fenotypovym projevim choroby je nutna pfitomnost obou
mutovanych alel, tj. homozygotni konstelace.

Pocet heterozygotl pro HH, tj. nositeld jedné vadné alely, se
v evropské populaci, véetné CR, odhaduje na 10 %. Odhad poétu
homozygotll pro HH je pak 1:300-400. To ¢&ini z hereditarni

hemochromatdzy jednu z nejCastéjSich genetickych chorob (25).

HFE gen, jehoz produkt ma vliv na udrzeni pfiméfenych zasob zeleza
v organizmu byl popséan v roce 1996. Nach&zi se na kratkém raménku
6. chromozomu (21). Jednd se o gen =z rodiny hlavniho
histokompatibilniho komplexu s vysokou homologii (58%) ke genim |
tfidy. Analyzou mutaci bylo prokazano, Zze gen HFE je skute¢né
hlavnim faktorem podminiujicim HH (26).

HFE protein tvofi na povrchu buriky stfevnich krypt komplex
s transferinovym receptorem (TfR). ZvySena exprese divokého
(nemutovaného) proteinu HFE na membrané snizuje afinitu TR
k transferinu s navazanym Zelezem. Tim prakticky brani absorpci
nadmérného mnozstvi Zeleza. Jina situace nastane, pokud je HFE

protein zménén mutaci.
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Podle statistik je majoritni mutaci v béloSské populaci mutace C282Y.
Dusledkem zamény guaninu za adenin v pozici 845. nukleotidu je
nahrazeni aminokyseliny proteinu v 282. pozici proteinového fetézce
tyrozinem. Mutace C282Y brani tvorbé disulfidického mustku mezi a3
doménou HFE a B2 mikroglobulinem. Mutantni protein je zadrZovan
v Golgiho aparatu, kde dochazi k jeho zrychlené degradaci.

Neni exprimovan na povrch burky (bez vazby na 2 mikroglobulin neni
transport mozny ). HFE protein nemuze plinit svoji funkci (26).

Prakticky nejrozsSifenéjSi mutaci je mutace H63D. Zaména cytozinu za
guanin na pozici 187. nukleotidu vede na arovni proteinu k zaméné
histidinu za aspartat na pozici 63. aminokyseliny. V pfipadé HFE
proteinu vznikajiciho pfepisem mutované alely H63D dochazi normalné
k vazbé s B2 mikroglobulinem a transportu na membranu. Mutovany

protein vSak ztraci schopnost ovlivnit afinitu TfR k transferinu (27).

[11.2.4 . Mutace C282Y a H63D, vyskyt, frekvence, klinicka

manifestace

Hereditarni hemochromatéza je problémem pfedevSim béloSské
populace. Bylo potvrzeno, Zze mutace C282Y a H63D, vyskytujici se

v homozygotni konstelaci, zpUsobuji dédi€nou hemochromatézu (28).

Mutace C282Y

Provadéné studie vedly ke zjisténi, Ze majoritni pfi¢inou vzniku choroby
je pfitomnost mutace C282Y. Tato mutace je rozSifena pfedevsim
v evropské populaci. V Africe, Asii a Jizni Americe je mutace C282Y

vzacna.
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Rozdily ve frekvenci této mutace jsou pozorovany i v rdmci Evropy. Jeji
vyskyt je nejvySSi v severozapadni Evropé, pfedevsSim v Irsku a Velké
Britanii, kde nejméné jednu kopii mutovaného genu ma 10-20 %
populace. Oproti tomu ve vychodni a jizni Evropé je jeji vyskyt nizsi,
cca 2-4 %.

DalSi studie prokazali vyskyt mutace C282Y v homozygotnim stavu u
80-90 % pacientd s hereditarni hemochromat6zou. Ve Francii byla
mutace v homozygotnim stavu nalezena u 71 % nemocnych s HH, ve
Velké Britanii u 80-85 % postizenych a v Némecku a Rakousku u 90 %
nemocnych. Lépe je na tom jizni Evropa, kde napf. v Italii byla tato
mutace v homozygotnim stavu nalezena u 61 % nemocnych s HH
(30,31,32).

V Ceské republice &ini vyskyt této mutace v heterozygotni formé& cca
7%, to znamena, ze kazdy 15 jedinec je prfenaseCem této mutace.
Kazdy priblizné 850-ty jedinec je pak homozygotem pro mutaci a ma
tedy zvySené riziko onemocnét touto chorobou (29).

Problémem je otdzka penetrance této mutace. Ne u kaZzdého
homozygota pro mutaci C282Y se vyvinou symptomy onemocnéni. Az
u 30 % osob homozygotnich pro mutaci C282Y se hereditarni
hemochromatéza klinicky neprojevuje, jsou u nich patrné pouze mirné

zvyseneé zasoby zeleza.

Mutace H63D

Tato mutace ma podobnou geografickou distribuci jako mutace C282Y,
ale je cCastéjsi. Vyskytuje se u 15-40 % evropské populace. Je
fylogeneticky starS§i a ovliviuje vstfebavani Zeleza pravdépodobné

podstatné méné nez mutace C282Y.
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Z klinickych studii vyplyva, 7e vCR je zhruba kazdy 4. &lovék
heterozygotem pro mutaci H63D a kazdy 130 . Clovék homozygotem.
Kombinovani heterozygoti C282Y/H63D tvofi 3-5 % pacientl s
hereditarni hemochromatézou. Fenotyp je pfi této konstelaci
kompatibilni s HH, klinicky obraz byva méné vyjadien s nizsi penetranci
mutace (33,34,35).

Variabilni fenotypové projevy naznacuji ucast dalSich genl. Fenotypové
projevy jsou ovlivnény nejen geneticky, ale také pohlavim a faktory
prostfedi. Je to predevS§im mnozZstvi Zeleza v potravé a konzumace
alkoholu. Absorpce Zeleza u osob s HH je 2—4krat vySSi neZ u zdravych
osob. V pozdnim stadiu nemoci muze byt celkové mnozstvi Zeleza
v organizmu az 40g, pfi¢emz u zdravych jedincl je to do 5g.

Bylo prokazéno, Ze i urcité procento heterozygotli pro mutace
(pfedevsSim C282Y) spliiuje bézna diagnosticka kriteria pro hereditarni
hemochromatézu. U téchto jedincu je v€asny zachyt =z hlediska

profylaxe dllezity, podobné jako u homozygotu.

Klinickda manifestace

Symptomatologie nemoci se u Clovéka postizeného hereditarni
hemochromatézou projevi kolem 40-60 roku zivota, po mnohaletém
klinicky némém stradani zZeleza v tkanich a jejich nevratném poskozeni.
Pokud je choroba zachycena vc&as, tedy v latentnim stadiu, je mozna

ucinna profylaxe (36).

Prvotnimi pfiznaky, se kterymi pacient pfichazi k lékafi, je celkova
slabost a Unava, ktera se vyskytuje u 90 % nemocnych. Druhym
nejbéznéjsim pfiznakem je bolest bficha, na kterou si stéZuje az 60 %

pacientd.
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Tyto pfiznaky jsou natolik nespecifické, Ze z nich nelze usuzovat na
jakékoliv onemocnéni s genetickym pozadim. Teprve zakladni

biochemicka vySetfeni mohou blize specifikovat mozny zdroj obtizi.

Prioritnim ukazatelem jsou parametry metabolizmu Zeleza. Hlavnim
mechanismem toxického ucinku Zeleza je peroxidace lipidu. Dusledkem
je destrukce dvojnych vazeb nenasycenych mastnych kyselin, které
jsou soucasti membranovych fosfolipidd s naslednou poruchou integrity
lipoproteinovych membran bunék a jejich organel, predevSim
mitochondrii. Vysledkem je porucha homeostazy nitrobunéného
prostfedi s poklesem koncentrace ATP a smrt buriky v dusledku
nekrézy ¢i spusténi apoptdzy (37,38).

V latentnim stadiu maji postiZzeni obvykle normalni krevni obraz. Prvnim
ukazatelem na moZzné genetické pozadi choroby je zvySena
koncentrace sérového Zeleza. Fyziologicka koncentrace seérového
Zeleza je 0,4 mg/l. Fyziologicka koncentrace sérového transferinu je
2,0-3,6 g/l. Vpfipadé HH je jeho koncentrace snizena. Saturace
transferinu je u zdravych jedincd asi 30 %, u nemocnych s HH
presahuje 50 %. Dobrym indikatorem zasob zeleza je sérovy feritin.
Jeho fyziologicka koncentrace je v zavislosti na pohlavi 14-284 mgll.
VySSi hodnoty sérového feritinu mohou vést k podezieni na HH.

DalSimi biochemickymi markery, které jsou ovlivnény hereditarni
hemochromat6zou jsou cytoplazmatické  enzymy. Vzhledem
k postupnému poskozovani hepatocytli, projevujici se zvySenim
permeability bunééné membrany, Ize v krvi prokazat zvySenou aktivitu
ALT, LD a cytoplazmatické frakce AST. Pfi tézkém poskozeni
hepatocytli, kdy se nasledkem nekrézy bunék do krve dostavaji i
enzymy lokalizované intramitochondrialng, stoupa v séru aktivita AST a
pomér AST / ALT je vétSi nez jedna. Vyrazné stoupa i aktivita GMT.

V jatrech probiha mimo jiné metabolizmus sacharidu, lipidd, lipoprotein(
a syntéza bilkovin.
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Vzhledem ktomu, ze vjatrech se nachazi zeleza nejvice, Ize pfi
manifestnim poSkozeni sledovat zvySenou koncentraci glukozy v krvi a
pokles koncentrace nékterych bilkovin v séru. Patfi nim prealbumin,
albumin a nékteré frakce al, a2 a B1 globulind. V jatrech nemocnych se
rozviji cirhéza a fibroza, coz mulze mit za nasledek snizenou
koncentraci cholesterolu (38).

Doplrikovym vySetfenim muaze byt jaterni biopsie. Ta v8ak neni
rozhodujici pfi diagnostice choroby, ale uziva se ji pfi stanoveni stupné
poSkozeni jater.

Lehdi formy pfetizeni zelezem (heterozygozita v lokusu C282Y a dalSi
varianty v prislusnych regulaénich genech) nevedou k organovému
poskozeni sami o sobé&, ale mohou pravdépodobné sekundarné
akcelerovat poskozeni jiné primarni etiologie. Nejvyznamnéji se to tyka
pravé jater, kde jsou zasoby Zeleza nejvyssi. Geneticky determinované
pretizeni Zzelezem bylo sledovano v souvislosti s chronickou hepatitidou
C, steatohepatitidou a dalSimi chorobami (39).

Problémem pfi diagnostice hereditarni hemochromatézy je cCastéjsi
vyskyt pfidruzenych onemocnéni v dobé klinické manifestace choroby.
Diky tomu nemusi byt dlouho (nebo vibec) stanovena spravna
diagnéza. Z toho vyplyva, Ze prakticky jedinym zplsobem stanoveni
spravné diagnézy je molekularné biologické vySetfeni genu pro

hemachromato6zu.

Na useku molekularni biologie UKBD FN Hradec Kralové, bylo od roku
1999 do roku 2006 vySetieno 488 pacienti na mutace v genu pro
hemochromatézu. V naSi laboratofi jsou vySetfovany dvé
nejfrekventovanéjsi mutace, tj. C282Y a H63D. Z celkového poctu bylo
73 osob heterozygotnich pro mutaci C282Y a u 34 byla stanovena
homozygotni konstelace této mutace. Mutace H63D v heterozygotni
formé byla zjisténa u 113 vySetfovanych a 21 osob byli homozygoti pro
tuto mutaci. Tfi vySetfované osoby pak byly smiSenymi heterozygoty
C282Y / H63D.
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ry vz

IV. Experimentalni ¢ast

IV.1. Pouzity biologicky material

Ze souboru osob vySetfenych v naSi laboratofi bylo do této studie
vybrano 41 pacientd homozygotnich pro mutaci H63D nebo C282Y
(soubor 1), heterozygotnich pro mutaci C282Y (soubor 2) a
heterozygotnich pro mutaci H63D v HFE genu (soubor 3). Celkem bylo
vySetieno 14 Zen a 27 muzu. Vék vySetfovanych osob se pohyboval
mezi 10 a 67 roky. Primérny vék vySetfovanych osob byl 42 let. BlizSi

charakteristika je udana ve vysledkové tabulce 6.

,Kontrolni“ skupinu tvofilo 32 pacientli, u nichZz nebyla prokazana
mutace v HFE genu. Do ,kontrolniho" souboru bylo zahrnuto 8 Zen a 24
muzl. Vék vySetfovanych osob se pohyboval mezi 18 a 74 roky.
Primeérny vék kontrolni skupiny byl 43 let. Tito pacienti slouzili jako
porovnavaci skupina pro posouzeni spolehlivosti biochemickych
parametrd pro stanoveni diagnézy HH.

Kritériem pro vybér pacientd byla laboratorni dostupnost jejich
biochemickych parametrli. Tato retrospektivni studie a vybér dat
z laboratorniho informacniho systému byly provedeny se svolenim
Etické komise FN HK a vedeni Ustavu klinické biochemie a diagnostiky

FN Hradec Kralové.
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VI.2. Principy biochemickych vysSetfovacich metod
Biochemické vySetfovaci metody provadéné na analyzatoru Modular
firmy Hitachi High Technologies Corporation, Tokyo, Japonsko.

1) Stanoveni Fe

pH<2,0
Komplex —Transferin Fe » apotransferin +Fe®*
Fe** + kyselina askorbova > Fe*
Fe? +ferrozin » barevny komplex

Absorbance barevného komplexu se méfi fotometricky pfi 570 nm.

Fyziologické rozmezi: muzi 10,6 — 28,3 umol/I

zeny 6,6 -26,0 umol/l

2) Volnd vazebna kapacita Zeleza (UIBC)

PH>7

2+

Fe?* + transferin transferin Fe** + Fe

v

Fe?* + 3ferrozin

v

Fe (ferrozin)s **

Absorbance barevného komplexu se méfi fotometricky pfi 570 nm.

Fyziologické rozmezi : 30,5 — 49,7 umol/l

3) Celkova vazebna kapacita Zeleza FeVK

Stanoveni vypoétem FeVK = Fe + UIBC

Fyziologické rozmezi: 44,8 — 73,6 umol/l
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4) Saturace Zeleza

Fe
Stanoveni vypoctem Saturace Fe =
FeVK

Fyziologické rozmezi: muzi 33 %

Zzeny 30 %

5) ALT alaninaminotransferdza  opticky test

ALT
L —alanin + o - ketoglutarat ——— L —glutarat + pyruvat
LDH

pyruvat + NADH + H* | L —Ilaktat + NAD"
fotometricky je sledovan ubytek NADH méfenim absorbance pfi
340 nm. Enzym ALT je nutné aktivovat pyridoxal —5-fosfatem,

startovaci substrat = ketoglutarat.

Fyziologické rozmezi: muzi 0,21 -0,79 pkat/l
zeny 0,18 - 0,55 pkat/l

6) AST aspartdtaminotransferaza

AST
L — aspartat + o - ketoglutarat __________, L — glutarat + oxalacetat
MD
oxalacetat + NADH + H* —> L —malat + NAD"
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fotometricky je sledovan ubytek NADH méfenim absorbance pfi 340 nm
Enzym AST je nutné aktivovat pyridoxal-5-fosfatem, startovaci substrat

ketoglutarat.

Fyziologické rozmezi: muzi 0,21 - 0,68 ukat/l
Zeny 0,18 - 0,52 upkat/l

7) ALP__alkalick4 fosfataza

ALP

p — nitrofenylfosfat + H,O—_,  fosfat + p — nitrofenol
Reakce probiha v pfitomnosti Mg?* a Zn*" ionttl v alkalickém
prostfedi amino-metyl-propanolového pufru.

Absorbance barevného komplexu se méfi fotometricky pfi 415 nm.

Fyziologické rozmezi: muzi 1,04 — 2,20 pkat/l
Zeny 0,71 -2,03 pkat/l

8) Cholesterol

hydrolyza estert cholesterolu > cholesterol + MK

cholesteroloxidaza

cholesterol + O, » cholesten =3-on + H,0O»,
peroxidaza

2 H,0O, + 4 aminofenazon + fenol » Cerveny komp.+ 4

H,O

Fotometrické stanoveni absorbance barevného komplexu.
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Fyziologické rozmezi: 3,8 — 5,2 mmol/l.

9) Bilirubin

Stanoveni podle Jendrassika a Grafa

Stanoveni pfimého bilirubinu

Kopulace s diazotovanou kys. sulfanilovou ve slabé kyselém prostfedi.
Vznika Cerveny azobilirubin. Intenzita zabarveni je méfena fotometricky
pfi 510 — 550 nm.

Stanoveni celkového bilirubinu.
Reakce zaloZzen& na diazotaci, ke stanoveni je nutné pouzit akcelerator
( kofein + benzoan sodny ).

Fyziologické rozmezi: 3 — 17 umol/l

10) vy - glutamyltransferaza GMT

GMT pfenasi y - glutamylovou skupinu ze substratu na dipeptid
glycylglycin. Pfi reakci se uvolnuje aminonitrobenzoat, ktery se
stanovuje kineticky pfi 405 nm.

Substrat ( y -glutamil-3-karboxy-4-nitroanilid)

Fyziologické rozmezi: muzi 0,0 — 1,77 pkat/l
zeny 0,0- 1,10 pkat/l

11) Feritin

Stanoveni feritinu bylo do 30.6. 2005 provadéno imunoradiometrickou
Metodou ( Feritin Irma Immunotech — A Beckman Coulter Company )
Od 1.7. 2005 vySetieni provadéno enzymovou imunoanalyzou na

mikrocCasticich (MEIA), na pfistroji AxXSYM, firma Abbott.

Fyziologické rozmezi: muzi 17 —230ug/l
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Zeny 14 — 150ug/
12) Transferin

Imunoturbidimetrickd metoda

Protilatka proti transferinu reaguje s antigenem ve vzorku za vzniku
komplexu antigen protilatka. Intenzita zakalu vzniklého komplexu se

stanovuje turbidimetricky.

Fyziologické rozmezi : 2,0 — 3,6 g/l

IV.3. Molekularné biologické vysetreni

Provadi se vysSetfeni na pfitomnosti bodovych mutaci v genu pro
hemochromatézu (C282Y a H63D):
Postup

1) izolace DNA

2) amplifikace PCR reakce
3) RFLP

4) detekce

1) Izolace DNA z biologického materialu

Izolace DNA se provadi z pIné nesrazlivé krve kitem QlAamp DNA,
firmy Qiagen.

Alternativni metodou izolace DNA je fenol-chloroformova extrakce
Touto metodou Ize izolovat DNA nejen z krve, ale napf. i z kostni difené,

tkané a dalSich biologickych materiald.
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Kvalita a kvantita izolované DNA je stanovena spektrofotometricky
méfenim absorbance pfi vinové délce 260 nm / 280 nm.

Pfi pouZiti izola¢nich kolon firmy Qiagen se vytéZek pohybuje okolo 30
ug/ml, a pfi pouziti fenol-chloroformové izolace kolem 250 ug/ml.

Zadouci &istota v obou pfipadech se pohybuje v rozmezi 1,7-1,9.

Vyizolovana DNA muze byt kratkodobé uloZena v lednici pfi teploté
4° C, dlouhodobé skladovana je pfi — 20 ° C v mrazicim boxu.

2) Amplifikace PCR reakce
Amplifikace vyizolované DNA se provadi metodou polymerazové

fetézove reakce (PCR ).

a) prukaz mutace C282Y

Sekvence primeru :

Mutace C282Y

H1 5'—CTG GAT AACCTT GGC TGT ACCCCC -3

H2 5 - CAGATCCTCATCTCACTIG-3

Master mix - slozeni

voda

Pufr (TaKaRa, MgCl, 15 mM) 10x koncentrovany

dNTPs (TaKaRa 2,5mM) 0,2 mM

Primer C282Y ( GeneriBiotech 10 pmol/ ul) 10 pmol

Primer C282Y ( GeneriBiotech 10 pmol/ ul) 10 pmol

Taq — polymeraza ( TaKaRa 5U/ul) 0,75U

b) Prukaz mutace H63D

Sekvence primerd

Mutace H63D

H1 5-ACATGG TTGAGG CCTGTTGC -3
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H 2 5-GCCACATCTGGCTTG AAATT -3

Master mix — slozeni

voda

Pufr (TaKaRa, MgCl, 15 mM) 10 mM

IDNTPs (TaKaRa 2,5mM) 0,2 mM

Primer H63D 1 ( GeneriBiotech 25 pmol/ ul)

Primer H63D 2 (GeneriBiotech 25 pmol/ ul )

Tag — polymeraza (TaKaRa 5U/ul) 0,75U

K analyze je pouzito 23 ul master mixu a 2 ul vyizolované DNA. PCR
reakce probih& v cykleru , ve kterém je nastaven poZadovany teplotni
profil. Vysledek amplifikace je monitorovan na kontrolnim gelu.

3) RFLP

Restrikéni analyza se provadi pfimo v mikrozkumavkach, ve kterych
probéhla PCR. Pro restrikEni analyzu se pouZzivaji endonukleazy Rsa |
(mutace C282Y) a Bcl | (mutace H63D).

Mutace C282Y
15 ul PCR produktu + 0,5 ulRsal + 1,5 ul pufru NEB 1
inkubace 16 hodin pfi teploté 37 °C

Mutace H63D
15 pl PCR produktu + 0,5 ul Bell + 1,5 ul pufru NEB 3
inkubace 16 hodin pfi teploté 50 °C

5) Detekce
Detekce produktu po restrikéni analyze se provadi na 3 % agarozévém

gelu barveném ethidium bromidem s vhodnym velikostnim markerem.
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Interpretace vysledku:

C282Y mutace : produkt: 171 bp + 18 bp = wt / wt
171 bp + 133 bp + 18 bp = M / wt

133 bp+38bp+18bp =M/M

H63D mutace : produkt : 150 bp + 50 bp =wt / wt
200 bp 150 bp + 50 bp = M / wt

200 bp =M/M
M/M = homozygot pro mutaci
M/wt = heterozygot pro mutaci
wt/wt = zdravy homozygot

Obrazek 2. Ukazka analyzy C282Y pomoci PCR-RFLP na 3%

horizontalnim agarézovém gelu. drdha 1: heterozygot M/wt,
draha 2: heterozygot M/wt

draha 3. homozygot wt/wt
drdha 4. homozygot M/M

drdha 5. velikostni marker MXIII

draha 6. kontrola M/wt

~a 133bp
™ 171 bp
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IV.4. Princip real —time PCR s hybridizaénimi FRET sondami

Pro fluorimetrickou detekci a vyhodnoceni PCR reakce v realném Case
(real-time PCR) ve sklenénych kapildrach na pfistroji LightCycler (viz
obrazek 3) Ize pouzit nékolik metod. V této praci byla pouZzita metoda
vyuzivajici FRET sondy (fluorescence resonance energy transfer)

specificky detekujici vytvofené PCR produkty.

Obréazek 3. Celni pohled na LightCycler (Roche), verze 1.5.

Jako sondy se pouzivaji dva specialné navrzené, sekvencné specifické
oligonukleotidy znacené na svych koncich fluorochromy. Sekvence
téchto sond se voli tak, aby mohly komplementarné hybridizovat ve své
tésné blizkosti (v naSem pfipadé 2 nukleotidy) na cilovou sekvenci
amplifikovaného DNA fragmentu v uspofadani ,hlava-ocas* (head-to-

tail) tak, aby po hybridizaci mohlo dojit k u€innému pfenosu energie.
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Pouzivané barvy (fluorochromy):

a) Fluorescein - vyuZiti — znaCeni donorové sondy

Sonda obsahuje fluorochrom na svém 3 konci, maximum excitace
fluoresceinu: 493 nm; maximum emise barvy: 525 nm

b) LightCycler Red 640 (LC Red 640) - vyuZiti — znaceni akceptorové

sondy

Sonda obsahuje fluorochrom na svém 5’konci, maximum excitace: 626
nm; maximum emise: 640 nm. Hydroxylova skupina na 3" konci
oligonukleotidového fetézce musi byt fosforylovana, aby se zabranilo
prodluzovani (polymeraci) sondy béhem PCR reakce.

b) LightCcler Red 705 (LC Red 705) — vyuZiti — znaCeni akceptorové
sondy
Sonda obsahuje fluorochrom na svém 5°konci, maximum excitace: 685

nm; maximum emise: 705 nm.

Reakéni smés obsahuje kromé dvou sond jesté reakéni pufr, dNTPs,
Taq polymerazu, hofeCnaté kationty, primery a DNA templat.
Optimalizace koncentraci jednotlivych komponent byly jednim z cilt této
bakalafské prace a jsou proto uvedeny jako soucast jeji vysledkové

casti.

Béhem denaturace pfi 95 °C vytvafi templat jednofetézcova vlakna
DNA. Po dosazeni annealingové teploty (58 °C) hybridizuji PCR
primery a sondy komplementarné ke svym specifickym sekvencim
cilovych usekl. Donorova sonda znacena fluoresceinem se dostava do
tésné blizkosti fluorochromu sondy akceptorové. Po osvitu elektrony

fluoresceinu excituji svétlem ze zdrojové LED diody (470 nm) a
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nasledné dochazi kemisi fluorescence o vinové délce 530 nm.
Emitované zareni pfedava Cast své energie pomoci dipol-dipdl interakci
akceptorovému fluorochromu.

Ten nasledné emituje fluorescenéni zafeni o vysSi vinové délce (640
nm nebo 705 nm). Svétlo emitované LC Red 640 (resp. 705) se
nasledné meéfi v pfislusném detekénim kanalu (F2, resp. F3 ) na konci
hybridizacni faze, tedy v dobé, kdy dosahuje fluorescence svého
maxima. S kazdou nové vytvofenou molekulou amplikonu se zvySuje
intenzita fluorescence. PocCinaje cyklem, ve kterém dojde k narustu
fluorescence nad mez detekce, plati, Ze hodnota fluorescence je
nepfimo Umérna logaritmu koncentrace cilové DNA. Cim vy3si je
mnozstvi DNA templatu ve smési, tim mensi pocCet cykli je tfeba
k narustu fluorescence nad detek&éni mez pfistroje.

V dalSim kroku programu (elongace) dochazi k vzestupu teploty na

72 °C, coz ma za nasledek oddéleni sond od cilovych sekvenci.
Soucasné jsou na zakladé komplementarity dosyntetizovana dcefinna
vldkna k vliaknim templatovym. V této fazi reakce jsou sondy oddéleny,
jsou tedy priliS daleko od sebe a pfenosu FRET energie neni mozny.

Pfi dalSim cyklu se déj znovu opakuje.

IV.5. Pouzité statistické metody

Pro hodnoceni biochemickych dat a molekularné biologickych
parametrd byl v jednotlivych skupinach pacientd vypocitan ciselny
primér a vybérova smérodatna odchylka. Pro hodnoceni statistické
vyznamnosti byl pouZit t test. VeSkeré statistické analyzy byly
provedeny v programu Microsoft Excel, verze 2000.

U vSech biochemickych parametri bylo predpokladano normalni
rozdéleni hodnot. Za statisticky vyznamnou byla povazovana hladina

vyznamnosti p < 0,05.
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V.  Vysledky

V.1. Optimalizace experimentélnich podminek pro real-time PCR
Pro analyzu byly pouzity primery a sondy firma TIB MOLBIOL
Synthesela bor GmbH (Berlin, SRN).

Sekvence primert pro mutaci C282Y

HFE 282 F 5 TggCAAgggTAAACAgGATCC 3’
HFE 282 B 5 TACCTCCTCAggCACTCCTC 3’

Sekvence sond pro mutaci C282Y
HFE 282 mt 5-"AQATATACQTACCAggTggAg--FL

HFE 282 (640)
5°-LC640-CCCAggCCTggATCAgCCCCTCATTgTgATCTgg--PH

Sekvence primerl pro mutaci H63D
HFE63 S 5 CACATggTTAAgQgCCTgTTg 3’
HFE63 A 5 gATCCCACCCTTTCAgACTC 3’

Sekvence sond pro mutaci H63D

HFE63mt 5°- ACggCgACTCTCATCATCATAgA—FL

HFE 6365 (705)
5 -LC705-CACgAACAGCTggTCATCCACGTAGCCCAAAGCTTCAA-PH
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Reakce probihala v LightCycleru firmy Roche Molecular Biochemicals

Teplotni profil PCR reakce.

Probéhlo 40 cykll za podminek uvedenych v nasledujicim schématu.

1. denaturace: 95°C - 10 sec.
2. annealing : 58°C - 10 sec.
. 72°C -

Podate&ni denaturace 95°C - 6 minut.

3. elongace

Protokol €. 1: Optimalizace koncentrace MgCl,

mutace.

Tabulka 1. Slozeni master mixu

pro H63D i C282Y

Pufr Roche 10x 2,0ul

MgCl, 25mM 0,5ul

Pr.C282Y F 5uM 0,4l

Pr.C282Y B 5uM 0,4l

Pr. H63D S 5uM 0,4ul

Pr. H63D A 5uM 0,4l

S. C282Ymt 2uM 2,0l

S.C282Y (640) 2uM 2,0l
S. H63D mt 1uM 2,0ul

S.H63D (750)  2uM 2,0l
H.O 0,9l
DNA

2,0ul
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K zakladnimu master mixu bylo do jednotlivych kapilar pfipipetovano:
1,0 1,5 3,0 4,0 a5,0ul MgCls.

Celkovy objem byl v kapilarach doplnén H,O na 22ul a poté provedena
analyzy. Vysledek analyzy dokladaji obrazky 4 a 5.

Obrazek 4. Amplifikaéni kfivky real-time pro mutaci C282Y pfi
optimalizaci koncentrace MgCl..
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=
=
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Obrazek 5. Amplifikacni kfivky real-time pro mutaci H63D pfi
optimalizaci koncentrace MgCl,.
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o ' i
oot
0009
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%u,ueaj zelena.3,0pl
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Zavér protokolu 1: Jako optimalni koncentrace MgCl, pro reakci byla

shledana koncentrace 1,5 pl.

Protokol €.2: Optimalizace koncentrace primeru a sond pro H63D

Master mix pro mutaci H63D

Pufr Roche 10x 2,0l
MgCl, 1,5 ul
Primer H63D S 0,4 pl
Primer H63D A 1,0 wl
Sonda H63D(705) 1,0 pl
Sonda H63D mt 1,0 pl
DNA 2,0 ul

K zakladnimu master mixu bylo do jednotlivych kapilar pfipipetovano:
0,6 1,6 2,6 pl primerd H63D S a H63D A. Doplnéno na celkovy

objem 22ul H,O. Hodnoceni viz obrazek 6.

Obrazek 6: Amplifikacni kfivky real-time pro mutaci H63D pfi

optimalizaci koncentrace primerQ pfi koncentraci sond 1pl.
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Pro optimalizaci koncentrace sond bylo pouzito stejné sloZzeni smési,
jako u predchazejici série, objem sond H63D mt a H63D (705) byl

zvySen na 2ul a 4 pl . Hodnoceni viz obrazek 7.

Obrazek 7: Amplifikacni kfivky real-time pro mutaci H63D pfi
optimalizaci koncentrace sond pro H63D.

SheD‘I:Bm]s:epz;Mgl

E o
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|| zelena....1,0ul
. | gervena..2,0ul

[| fialova....4,0ul

Zaveér protokolu 2:

Optimalni koncentrace pro mutaci H63D
MgCl, =1,5ul

Primer H63 A =1,0ul

Primer H63S  =1,0ul

Sonda H63mt = 1,0ul

Sonda H63(705) = 1,0pl
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Protokol €. 3: Kontrola optimalizace podminek pro mutaci C282Y
Master mix pro mutaci C282Y

Pufr Roche 10x 2,0ul
MgCl, 25mM 1,5ul
PrimerC282Y F 0,5ul
PrimerC282Y B 0,5ul
Sonda282 mt 2,0ul
Sonda282(640) 2,0ul
H.O 9,5ul
DNA 2,0ul

Zaveér protokolu 3: Master mix byl shledan jako optimélni pro analyzu.
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Protokol €. 4: Optimalizace mnoZstvi DNA templatu a hodnoceni meze

detekce metody real-time PCR (protokol dvou jednoduchych PCR
reakci ve dvou kapilarach)

Master mix

Mutace H63D Mutace C282Y
Pufr Roche 10x 2,0pl Pufr Roche 10x 2,0ul
MgCl, (25mM) 1,5ul MgCl, (25mM) 1,5ul
Primer H63D C 1,0ul Primer C282Y B 0,5ul
Primer H63D A 1,0ul Primer C282Y F 0,5ul
SondaH63mt 1,0ul Sonda C282 mt 2,0ul
Sonda H63 (750) 1,0l Sonda C282 (640) 2,0ul
H,O 10,5ul H,O 9,5ul

Koncentrace DNA

Vzorky Koncentrace DNA
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e 300,0pg/ml
G2 100,0ug/mi
B 50,0ug/ml
Choo 35,0pg/ml
B 17,5ug/ml
(oL JR 8,7ug/ml
Gl e s 1,0ug/ml
B8 0,5ug/ml
€O 0,1ug/ml

Obrézek 8. Amplifika¢ni kFivky real-time pro mutaci C282Y pro zjisténi

meze detekce real-time PCR.

[ Step 1: Baseine ] Step 2 Anaisis
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Obrazek 9. Amplifikaéni kfivky real-time pro mutaci H63D pro zjisténi
meze detekce real-time PCR.

Step 1: Beseine | Step 2 Anslsis |
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v v

templatu schopna amplifikace je 0,1ug/l.

Protokol 5: Hodnoceni paralelni vySetfeni obou mutaci v jedné kapilare

(multiplex PCR) versus PCR ve dvou kapilarach

Master mix pro multiplex PCR
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Pufr Roche 10x 2,0ul
MgCl, 25 mM 1,5ul
Primer H63D S 1,0ul
Primer H63D A 1,0ul
Sonda H63mt 1,0ul
Sonda H63(705) 1,0p

Primer C282Y 0,5ul
Primer C282Y B 0,5ul
Sonda C282Y mt 1,0l
Sonda C282Y(640) 1,0pl

H,O 7,5ul)
DNA 2,0ul

Obrazek 10. Analyza teploty tani pro mutace C282Y pfi multiplex real
time-PCR  .modra kfivka.....wt/wt zelena...... M/wt
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Obrazek 11. Analyza teploty tani pro mutace H63D pfi multiplex real
time-PCR hnéda kfivka.....wt/wt fialova.....M/wt
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Zaver protokolu 5:

Hodnota teploty tani pro mutovanou alelu C282Y = 54,77°C.
Hodnota teploty tani pro zdravou alelu C282Y = 60,39°C.
Hodnota teploty tani pro mutovanou alelu H63D = 54,70°C.
Hodnota teploty tani pro zdravou alelu H63D = 63,60°C.
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Protokol 6. Rozptyl hodnot teploty tani normélnich a mutovanych alel
na souboru anonymizovanych analytickych vzorkd DNA (vysledky viz
tabulka 2) .

Tabulka 2: Prumérné hodnoty teplot tani pro mutované a zdravé alely
H63D a C282Y.

n Tm °C SD
H63D wt 57 54,70 0,34
H63D M 29 63,60 0,34
C282Y wt 50 54,77 0,29
C282Y M 27 60,39 0,30

Zaveér protokolu 6:

Pramérna teplota tani zdravé alely H63D = 54,70 + 0,34 °C.

Pramérni teplota tani mutovana alely H63D = 63,60+ 0,34°C.

Primérna teplota tani zdravé alely C282Y = 54,77+ 0,29°C.

Primérna teplota tani mutované alely C282Y = 60,39+ 0,30°C.

Protokol 7: Hodnoceni sériové opakovatelnosti real-time PCR pomoci

crossing-point analyzy pro mutace H63D a C282Y (viz Tabulka 3)

Tabulka 3. Hodnoty analyzy crossing-point pro obé& mutace

n crossing point SD

H63D 11 25,51 1,05
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c282Y 11 27,95 1,26

Obréazek 12.

Step1: Baseine | Step 2 Analytis |
Eim

0028~

Hodnoceni sériové opakovatelnosti real-time PCR pro mutaci C282Y,

ur¢ena na 11 vzorcich DNA, vySetfenych v 1 analytické sérii.

Obréazek 13.

E
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Hodnoceni sériové opakovatelnosti real-time PCR pro mutaci H63D,

ur¢ena na 11 vzorcich DNA, vySetfenych v 1 analytické sérii.

Zaveér protokolu 7:
Hodnota crossing-point pro mutaci H63D = 25,51+ 1,05.
Hodnota crossing-point pro mutaci C282Y = 27,95+ 1,26.

Sériova opakovatelnost reakce je vyhovujici.

Protokol 8: Hodnoceni reprodukovatelnosti v ¢ase (8 sérii v pribéhu
14 dni) real-time PCR pomoci crossing-point analyzy pro mutace H63D
a C282Y (viz Tabulka 4)

Tabulka 4. Hodnoty analyzy crossing-point pro obé mutace
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n crossing-point SD
H63D 8 25,01 0,30
C282Y 8 27,55 0,39

Zaveér protokolu 8:
Hodnota crossing-point pro mutaci H63D = 25,01+ 0,30.
Hodnota crossing-point pro mutaci C282Y = 27,55+ 0,39.

Reprodukovatelnost analyzy v ¢ase je vyhovuijici.

V.2. Vysledky vysetieni probandli pomoci real-time PCR

Metodou real-time PCR jsme vySetfili celkem 73 pacientld se znamymi
genotypy uréenymi v pfedchozich analyzach pomoci PCR-RFLP pro
oba typy mutaci. Tabulka 5 prezentuje shodu dosazenych vysledka.

Tabulka 5. Srovnani vysledk(l metody PCR-RFLP a real-time PCR pro
mutace H63D a C282Y v HFE genu.
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Skupina n osob |Real-time |PCR RFLP | shoda

wit/wt 32 32 32 100 %
heterozygot H63D 10 10 10 100 %
heterozygot C282Y 8 8 8 100 %
homozygot H63D 6 6 6 100 %
homozygot C282Y 17 17 17 100 %

Obrazek 14. Priklad analyzy mutace H63D v sérii 16 pacientl. Zdrava
alela disponuje Tm piiblizné 55°C, Tm mutované alely je pfiblizné
64°C.

Obrazel

16 pacientl. Zdrava

alela disponuje Tm priblizn& 55°C, Tm mutované alely je priblizné
61°C.
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Zavér: Obrazek €. 14 a 15 dokumentuje shodu vysledkd vySetfeni

viz.tabulka ¢&.5.

V.3. Vysledky biochemickych analyz probandt
Klinicko-biochemickym vySetfenim jsme zjistili u vybraného souboru
0sob pozadovana laboratorni data. SloZeni souboru, primérné hodnoty
a hodnoty smérodatné odchylky méfenych analytt shrnuje tabulka 6.

Tabulka 6. Srovnani biochemickych parametrt v sledovaném souboru

probandu
Heterozygot Heterozygot Homozygot
negativni H63D c282Y D63D,C282Y
Slozeni
souboru 24 muzd 8zen | 7muzd 3Zzeny | 3muzi5Zen | 17muzd 6 Zen
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primér | SD primér | SD primér | SD primér | SD

Vék 431 16,16 |43,8 15,05 |325% 18,7 49,0 11,0

a a
ALT pkayl  |265° 352 |187 193 |047% 1044 110 095

b

ALP pkat/l 2,20 1,17 1,67 1,01 2,44 1,61 1,56 0,67

AST pkat/l 2,51 455 |162 247 0,63 0,48 |0,87 0,41

Bilirubin 80,14% |162,14 | 25,0 16,23 |36,00 |6526 (14,31 8,21
umol/|

Cholesterol

mmol/| 4,57 1,71 4,54 1,57 4,99 1,33 4,50 0,78
Feritin pg/| 766,26 |1272,0 | 366,73 |406,30 | 285,88% | 382.24 | 700,74 |648,88
Fe umol/l 2593° |8,04 [2987 |1575 |29,66 |16,71 |34,83 |12,29

FeVK umol/l |55:33 16,34 |6047° |878 |5579 |8,65 [49,37 |10,56

Cc Cc
Saturace o 0,50 0,20 0,39 0,19 0,85 0,19 0,72 0,22

b
GMT pkatt  |377 |4%0 |152  |142 j073 085 |137 126

TAG mmolll |254° |,79 |126 060 |2,22 234 1,27 0,76

Transferin g/l |2.33 072 |2,69° 034 |[234 052 |2,05 0,61
*
Biopt. Fe ug/g | 1339.69 | 784,09 | 2935,20 | 2477,7 | 3904,50 8078,70 |6643,5
a....... p<0,05; b....... p<0,02; c....... p<0,01

(hodnoceno proti skupiné homozygotni)

* o vzhledem k nekompletnim datim nebyla statisticka
analyza pro tento parametr provedena

VI. Diskuze

V roce 2002 byla uvefejnéna kolektivem autor Cimburova M. a kol.
(34) studie, ktera poprvé stanovila pocty heterozygotli a homozygotu
pro ob& mutace HFE genu v CR. Mutace C282Y v heterozygotnim
stavu zahrnuje cca 7% nasSi populace, tj. kazda 15 osoba je
prenaseCem hemochromatézy. Kazda 850. osoba je homozygotem pro

C282Y. Kazdy Ctvrty Clovék je heterozygotem pro mutaci H63D, kazdy
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130. Clovék u nas je pro tuto mutaci homozygotem. Kombinovanych
heterozygotu H63D / C282Y je pfiblizné 3-5 %.

V nasi laboratofi bylo od roku 1999 do konce roku 2006 vySetieno
celkem 488 probandl s podezfenim na hereditarni hemochromatézu.
Z tohoto poctu bylo vySetfenim prokazano 73 heterozygotl pro mutaci
C282Y (15 % zcelkového poctu), tj. kazda sedma osoba.
Homozygotnich pro tuto mutaci bylo 34 probandud (6%), tj. kazda
¢trnacta osoba. Mutace H63D v heterozygotnim stavu byla
diagnostikovana u 113 probandu (23%), tj. u kazdé ctvrté osoby a
v homozygotnim stavu u 21 osob (4,3%), tj. kazda dvacata tfeti osoba
z celkového poctu. V souboru byly prokadzani 3 heterozygoti pro
kombinovanou mutaci C282Y / H63D.

V porovnani svySe uvedenou studii jsme vtomto naSem souboru
prokazali dvojnasobny pocet heterozygotl pro mutaci C282Y a shodny
pocCet heterozygotll pro mutaci H63D. Pocet pacientll s homozygotni
konstelaci jak pro mutaci H63D tak pro mutaci C282Y byl v naSem
souboru vysSi. Rozdily ve frekvenci mutaci jsou dany nendhodnym
vybérem nasSeho souboru, do kterého byly zafazeny pouze osoby, u
kterych bylo provadéno vySetieni na HH pravé pro podezieni na toto
onemocneéni.

Genetickému vySetfeni vzdy pfedchazi vySetfeni biochemicka, ktera
signalizuji poruchy metabolizmu Zeleza. VySetfeni mutaci v HFE genu
pak potvrdi nebo vyvrati pfedpokladané diagnozy.

Také v nasi studii byly kromé& molekularné biologického vySetieni HH
svédci pro poskozeni jaterni tkané.

Kumulace Zeleza v organizmu, a to pfedevSim v jatrech ma za nasledek
zvySeni nebo naopak snizeni nékterych biochemickych marker(
v zavislosti na stupni poSkozeni jater a funkénosti metabolizmu Zeleza.
V prvé fadé je to koncentrace Zeleza, vazebna kapacita pro Zelezo,
transferin a feritin, ktery je vyznamnym ukazatelem celkovych zasob

Zeleza v organizmu.
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Fyziologické rozmezi pro Fe je 6,6—-28,3 umol/l. U homozygott pro HH
byla primérna koncentrace Fe 34,83 pumol/l tj. v priméru o 23% vysSi
nez u zdravé populace. U heterozygotld pro mutace H63D a C282Y
Cinilo zvySeni koncentrace Zeleza cca 10% nad fyziologické rozmezi.
Fyziologické rozmezi FeVK je 44,8-73,6umol/l. Hodnota vazebné
kapacity u homozygotu a heterozygotu pro mutaci C282Y se nachazi
na spodni hranici fyziologickych hodnot, u heterozygotli pro H63D
zhruba uprostied fyziologického rozmezi.

Saturace transferinu se fyziologicky pohybuje okolo 33%. U skupiny
homozygotl pro HH a heterozygotd pro mutaci C282Y ¢ini hodnota
saturace vice neZ dvojnasobek fyziologické hodnoty. Oproti tomu
heterozygoti pro mutaci H63D maji hodnotu saturace na horni hranici
fyziologického rozmezi.

Fyziologickd koncentrace feritinu je 14-284 ug/l. U homozygotl je
primérna koncentrace 700,74 pg/l tzn. 2,5x vySSi nez je fyziologicka
koncentrace. U heterozygotll pro mutace C282Y a H63D byla
koncentrace feritinu pouze lehce zvySena nad fyziologickou mez.
Transferin ma fyziologickou koncentraci v krvi rovnajici se 2,0-3,6 g/l.
Ve skupiné homozygotl byla jeho primérna koncentrace 2,05 g/l, tzn.
na spodni hranici fyziologického rozmezi. Heterozygoti pro H63D a
C282Y méli v pruméru o 0,30-0,60 g/l vyssi koncentraci transferinu
nez homozygoti.

DalSimi biochemickymi markery, které signalizuji postizeni jater jsou
transaminazy (ALT, AST a GMT) a déale ALP.

Fyziologické rozmezi ALT je 0,18-0,79ukat/l. Ve skupiné homozygotl
byla primérna hodnota 1,10 pkat/l tj. cca o 39 % vySSi nez u zdravé
populace. U heterozygotd pro C282Y byla hodnota ALT ve
fyziologickém rozmezi, u heterozygotu pro H63D byla pak vice nez
dvojndsobna. Provedena statistickd analyza prokazala, Ze skupina
heterozygoti C282Y meéla hodnoty ALT v séru vyznamné niz§i nez

skupina homozygotu.
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AST fyziologické rozmezi je 0,18-0,68 pkat/l.Primérna koncentrace u
homozygotl Cinila 0,87 ukat/l tedy o 27 % vySSi nez u zdravé populace.
Hodnoty u heterozygotli pro C282Y byly ve fyziologickém rozmezi,
hodnoty u heterozygott pro H63D pak byly cca 3x vySsi.

ALP ma fyziologické rozmezi 0,71-2,20 upkat/l.Hodnoty vSech
sledovanych skupin se nachazely ve fyziologickém rozmezi.
Fyziologické rozmezi GMT je 0,0-1,77 pkat/l.U vS8ech vySetfovanych
osob byly hodnoty GMT v normé.

Nasledkem ukladani Zeleza v jatrech se u postizenych osob postupné
rozviji fibroza a cirhéza jater. Jatra tak pFestavaji plnit svoji funkci
v odbouravani bilirubinu a tak dochazi ke zvySeni koncentrace bilirubinu

v krvi.SoucCasné dochazi k poklesu koncentrace cholesterolu.

Fyziologické rozmezi bilirubinu ¢ini 3—-17 pmol/l. U homozygotl se
koncentrace bilirubinu pohybovala ve fyziologickém rozmezi. U
heterozygotu pak koncentrace bilirubinu byla o 50 az 100 % vySsi nez
fyziologick& hodnota.

Fyziologické rozmezi cholesterolu je 3,8-5,2 mmol/l. Koncentrace
cholesterolu u homozygotd byla v priméru 4,50 mmol/l, tedy zhruba
uprostfed fyziologického rozmezi. U heterozygotu pro mutace C282Y a
C63D byla hodnota pfiblizné stejna jako u homozygotu.

Stanoveni Zeleza v jaterni tkani (tzv. bioptické Zelezo) se jako rutinni
vySetieni metabolizmu Zeleza bézné neprovadi. Toto vySetfeni slouzi
spiSe ke stanoveni stupné poskozeni jater.

U homozygotu byla koncentrace bioptického Zeleza v praméru 8078,70
ug/g, u heterozygotd pro ob& mutace pak vpriméru 3000,0 -
4000,0ug9/g.

Ze souhrnu vysledkl  biochemickych markerll vyplyva, ze

nejvyznamnéjSim  ukazatelem svédCicim o kumulaci Zeleza



56

v organizmu, je podle pfedpokladu feritin, ktery je u pacientl

s prokazanou HH v priméru 2,5x vysSi oproti normalu. Podobné i

koncentrace Zeleza je u této skupiny vySSi nez u ostatnich skupin.

v porovnani se skupinou heterozygotu, coz také svédc&i pro diagnézu

HH. Nejvétsi rozdil pak vykazuje hodnota bioptického zeleza, ktera je u

homozygotl 2 — 2,5x vy$Si nez u heterozygotu.

Ostatni biochemické markery jsou pak pro danou diagn6zu malo

prukazné.

Vypovédni hodnota vysledkll  biochemickych vySetfeni neni

stoprocentni z nékolika davod.

1. U pacientl s prokazanou HH probiha Ié€ba (venepunkce), tudiz
hodnoty metabolizmu Zeleza jsou zna¢né rozkolisané.

2. PfedevS8im u heterozygotl mohou byt vysledky biochemickych
vySetfeni ovlivnény jinou probihajici chorobou.

.Kontrolni“ skupina tvofena 32 probandy neslouZila k porovnani zdrave

a nemocné populace. U probandd nebyly pfedchozim vySetienim

prokazany mutace vHFE genu a skupina slouzila k demonstraci

pravdivé ucinnosti biochemickych vySetfeni pfi stanoveni diagnozy HH.

Hodnoty biochemickych analytdl u této skupiny sveéd&i o poruse
metabolizmu Zeleza a poskozeni jater, kdy napf. koncentrace feritinu
(766,26 + 1272,0 ug/l), GMT (3,70 = 4,90 pkat/l), ALT (2,65 + 3,52
ukat/l), AST (2,51 + 4,55 ukat/l) a bilirubin ( 80,14 + 162,14), jsou
statisticky vyznamné odliSné v porovnani se skupinou homozygotl pro
HH. Statisticky vyznamné zmény vtéto skupiné oproti skupiné
homozygotni zahrnovaly kromé vySe uvedenych také u saturace Zeleza
a TAG viz tabulka €. 6.
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U ,kontrolni* skupiny se vyskytovaly diagndzy: steat6za jater 5
pacientl, alkoholicka cirh6za 3 pacienti, ulcerdzni kolitida 1 pacient,
chronicka hepatitida 5 pacientu, portalni hypertenze 3 pacienti, nemoc
jater NS 11 pacientli, myelodysplasticky syndrom 1 pacient a anemie
z nedostatku Zeleza 2 pacienti. VSechny tyto stavy, jak je patrné mohou
vést k podobnym pfiznakim jako hereditarni hemochromatdza.
Z tohoto zjisténi vyplyva, ze jedinym skutecné prikaznym stanovenim

diagn6zy HH je molekularné biologické vySetfeni mutaci genu pro HFE.

DalSim cilem této prace bylo zavedeni vySetfovaci metody zaloZené na
real-time PCR pro zefektivnéni laboratorni diagnostiky hereditarni
hemochromatdzy. Pro tento ucel byly pouzity primery a sondy firmy TIB
MOLBIOL Synthesela bor GmbH (Berlin, SRN). Tato firma deklarovala
moZznost provedeni analyzy obou mutaci tzv. multiplex-PCR reakci tzn.
soucasné stanoveni obou mutaci v jedné kapilafe. SloZzeni master mixu
a koncentrace DNA potiebna k analyze byly optimalizovany (viz
vysledkova Cast) a analyza byla provadéna na pristroji LightCycler.
Ackoliv byly dodrzeny vSechny podminky deklarované firmou, multiplex
PCR reakce svou nizkou amplifikaci vykazovala neuspokojivé vysledky.
Proto jsme se zaméfili na stanoveni mutaci v singletové podobé, tj. na

analyzu kazdé mutace zvlast. Tato cesta vedla ke zdarnému vysledku.

Vyhody této nové metodiky zaloZzené na real time PCR tkvi pfedevsim
v Uuspofre €asu. Pro srovnani:
Metoda restrikéni analyzy PCR- RFLP

Izolace DNA cca 1hod.
PCR reakce 2hod.
Kontrola amplifikace cca 1hod.
RFLP 3-16 hod.
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Detekce na agar.gelu 2hod

Metoda real time PCR
Izolace DNA cca 1hod.

Vlastni analyza spole¢né s detekci cca 1 hodina.

DalSi nespornou vyhodou je omezeni mozZnosti kontaminace a
eliminace lidské chyby jak pfi manipulaci se vzorky, tak pfi odectu

vysledkl vysetreni.

VIl.  Zavéry bakalarské prace

1) Byla zavedena vySetfovaci metoda zalozena na real time reakci,

ktera pfinesla zefektivnéni vysetfeni mutaci HH.

2) Vyhodnocenim dostupnych vysledk( biochemickych vysSetfeni pfi

stanoveni diagnozy hereditarni hemochromatézy bylo zjiSténo, ze tyto
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hodnoty maji pouze informativni charakter a nijak blize nedefinuji ani

nepotvrzuji tuto diagnozu.

3) Porovnanim vypovédni hodnoty biochemickych vySetfeni a hodnoty
provedenych vySetfeni molekularné biologickych jsme dospéli k zavéru,
Ze jedinym spolehlivé prukaznym stanovenim spravné diagnézy u
hereditarni hemochromatézy je molekularné biologické vysetfeni HFE

genu.

VIII. Literatura

1. Andrews, N.C., Lery, J.R.. Iron is hot: Update on the
patophysiology of hemochromatosis. Blod., 96, 1998, 6, s. 1845-
1851.



10.

11.

12.

13.

60

Cazzola, M., Cerani, P., Rovati, A.: Juvenile genetic
hemochromatosisis dinically and genetically distinct from classical
HLA — related discorder. Blod.,92, 1998, 8, s. 2979 — 2981.
Wordwood, M.: Haemochromatosis : pathological or beneficial.
Med. Wochschr.,128, 1998, s. 1925 — 1935.

Lieu,P.T., Heiskala, M., Peterson,P.A., et al.: The roles of iron in
health and disease. Mol. Aspects. Med., 2001, 22, s. 1 — 87.
Conrad,M.E., Umbreit,J., Moore, E. G.: Iron absorption and
transport. Am. J. Med. Sci., 1999, 318, s. 213 — 229.

Mc Kie, A. T., Barrow, D., Latunde-Doda, G. O., et al.: An iron —
regulated ferric reductase associated with the absorption of dietary
iron. Science., 2001, 291, s. 482 — 488.

Gunshin, M., Mackenzie, B., Berger, U. V., et al.: Cloning and
characterization of mammalian proton-coupled metal-iron
transporter. Nature., 1997, 388, s. 482 — 488.

Donovan, A., Brownlie, A., Zhou, Y., et al.: Positional cloning of
zebrafish ferroportin 1 identifies a conserved vertebrate iron
exporter. Nature., 2000.

Morgan, E. H., Oates, P. S.: Mechanisms and regulation of intesti-
iron absorption. Blood. Cells. Mol.Dis., 2002, 29, s. 384 — 399.

Lee, P. L., Ho, N. J., Olson, R., et al.: The effect of trasferrin
polymorphismus on iron metabolism. Blood. Cells. Mol. Dis., 1999,
25, s. 374 -379.

West, A. P., Bennet, M. J., Sellers, V. M., et al.. Comparison of
the Interactions of transferrin receptor and transferrin receptor 2
with transferrin and hereditary hemochromatosis protein HFE. J.
Biol. Chem., 2000, 275, s. 38135 — 38138.

Andrews, N. C.: Iron metabolism: iron dificiency and iron overload.
Annu. Rev. Genomics. Hum. Genet., 2000, 1, s. 75 — 98.

Arosia, P., Levi, S.: Ferriti, iron homeostasis, and oxidative
damage. Fred Rsdic. Mol.Bio. Med., 2002, 33, s. 457 — 463.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

61

Knutson, M., Wessling-Resnick, M.: Iron metabolism in the
reticuloendothelial systém. Cri.Rev. Biochem. Mol. Biol., 2003, 38,
s. 61 — 88.

Mc Kie, A. T., Marciani, P., Rolfs, A., et al.: A novel duodenal iron
regulated transporter, IREG 1, implicated in the basolateral transfer
of iron to the circulation. Mol. Cell., 2000, 5, s. 299 — 309.
Canonne-Hergaux, F., Gruenheid, S., Ponka, P., et al.:Cellular
and subcellular localization of the Nramp 2 iron transporter in the
intestinal brush border and regulation by dietary iron. Blood., 1999,
93, s. 4406 — 4417.

Fletcher, L. M., Halliday, J. W.: Haemochromatosis: understanding
the mechanism of disease and implications for diagnosis and
patient management following the recent cloning of novel genes
involved in iron metabolism. J.Intern.Med., 2002, 251, s. 181 — 192.
Lebron, J. A., Bennett, M. J., Vaughn, D. E., et al.: Crystal
structure of the hemochromatosis protein HFE and characterisation
of its interaction with transferrin receptor. Cell., 1998, 93, s. 111 —
123.

Krause, A., Neitz, S., Marget, H. J., et al.. LEAP — 1, a novel
highly disulfide-bonded human peptide, exhibits antimicrobial
activity. FEBS Lett., 2000, 480, s. 147 — 150.

Park, C. H., Valore, E. V., Waring, A. J., et al.: Hepcidin, a urinary
antimicrobial peptide synthesized in the liver. J.Biol. Chem., 2001,
276, s. 7806 — 7810.

Feder, J. N., Gnirke, A., Thomas, W., et al.: A novel MHC class I-
like gene is matated in patients with hereditary haemochromatosis.
Nat. Genet., 1996, 13, s. 399 — 408.

Baynes, R. D., Bukofzer, G., Bothwell, T. H., et al.: Iron
metabolism in normal and hemochromatic macrophages. Amer. J.
Hematol., 1989, 31, s. 21 — 25.

Mc Nab, A. A., Mc Kelvie, P.: Iron overload is a risk factor for
zygomycosis. Arch. Ophthalmol., 1997.



62

24. Vadillo, M., Cobella, X., Pac, V., et al.. Multtiple liver abscesses
due to Yersinia enterocolitica discloses primary hemochromatosis
three case reports and review. Clin.infest. Dis., 1994, 18 (6), s. 938
—941.

25. Burke, W., Thomson, E., Khoury, M. J., et al.: Hereditary
hemochromatosis: gene discovery and its implications for
population — based screening. JAMA., 1998, 280 (2), s. 172 — 178.

26. Feder, J. N., Tsuchihashi, Z., Irrinki, A., et al.. The
hemochromatosis founder mutation in HLA — H disrupts Beta2 —
microglobulin interaction and cell surface expression. J. Biol.
Chem., 1997, 272, s. 14025 — 14028.

27. Feder, J. N., Penny, D. M., Irrinki, A., et al.: The hemochromatosis
gene product complexes with the transfferin receptor and lowers its
affinity complexes the transfferin receptor and lowers its affinity for
ligand binding. Proc. Nat. Acad. Sci., 1998, 95, s. 1572 — 1477.

28. Mura, C., Reguenes, O., Ferec, C.: HFE mutation analysis in 711
hemochromatosis probands: evidence for S65C implication in mild
form of hemochromatosis. Blood., 1999, 93, s. 2502 — 2505.

29. Zd’érsky, E., Horak, J., Stritesky, J., Heirler, F.: Stanoveni
frekvence C282Y mutace pro populaci Ceské republiky a citliva
detekce hemochromatozy z Guthrie karet., Cas Lék.¢es., 1999,138,
S. 497 — 499.

30. Datz, C., Lalloz, M. R. A., Vogel, W., et al.: Predominance of the
HLA — H Cys 282 Tyr mutation in Austrian patients with genetic
hemochromatosis., J. Hepatol., 1997, 27, s. 773 — 779.

31. Niederan, C., Niederan, C. M., Lange, S., et al.: Screening for
haemochromatosis and iron deficienci in employees and primary
care patients in western Germany., Ann. Intern. Med., 1998, 128, s.
337 — 345.



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

63

Bulaj, Z. J.: Clinical and biochemical abnormalitis in people
heterozygous for hemochromatosis., New Engl. J. Med., 1996, 355,
s. 1799 — 1805.

Merryweather Clarke, A. T., Pointon, J. J., Shearman, J. D.,
Robson, K. J.: Global prevalence of putative hemochromatosis
mutations., J. Med. Genet., 1997, 34, s. 275 — 278.

Cimburova, M., Putova, I, Provaznikova, H., Horak, J.:
Hereditary hemochromatosis — the detection of C282Y and H63D
Mutations in HFE gene by means of Guthrie cards in population of
the Czech Republic., Genet. Epidemiol., 2002, 23, s. 260 — 263.
Bulaj, Z. J.: Clinical and biochemical abnormalities in people
heterozygous for hemochromatosis., New Engl. J. Med., 1996, 355,
S.1799 — 1805.

Niderau, C., Fischer, R., Sonneberg, A., et al.: Survival and
causes of death in cirhotic and in non cirhotic patients with primary
hemochromatosis. New Engl. J. Med., 1985, 313, s. 1256.
Francanzani, A. L., Conte, D., Franguelli, M., et al.: Increased
cancer risk in cohort of 230 patients with hereditary hemochromato-
sis in comparison to matched control patients wit non-iron-related
chronic liver disease., Hepatology., 2001, 33, s. 647-651.

Niderau, C., Fischer, R., Sonneberg, A., et al.: Survial and
causes of death in cirrhoti and in non-cirrhotic patients with
primary hemochromatosis., New Engl. J. Med., 1985, 313, s. 1256.
Bonkovsky, H. L., Troy, N., McNeal, K., et al.. Iron and
development and progression of chronic hepatitis., C. J.
Hepatol., 2002, 37, s. 848 — 854.



	UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
	FARMACEUTICKÁ FAKULTA V HRADCI KRÁLOVÉ
	Katedra biologických a lékařských věd
	Význam molekulární biologie v laboratorní diagnostice vrozené hemochromatózy

	Bakalářská práce

	Hradec Králové 2007                               Jaroslava Hegerová
	Seznam použitých zkratek
	ALT                      alaninaminotransferáza
	OBSAH
	Úvod ………………………………………………………………3
	Cíle…………………………………………………………………4
	Teoretická část…………………………………………………..5
	Experimentální část ……………………………………………21
	Výsledky………………………………………………………….33


	V.1. Optimalizace experimentálních podmínek pro real-time
	V.2. Výsledky vyšetření probandů pomocí real-time PCR…..47
	Závěry bakalářské práce………………………………………56
	Literatura…………………………………………………………57


	I.     Úvod
	II.      Cíle práce
	III.       Teoretická část
	III.1.      Metabolizmus železa
	Transport a příjem železa buňkou

	III.2.     Hemochromatóza – dědičné onemocnění,
	mutace genu
	III.2.4 .   Mutace C282Y a H63D, výskyt, frekvence, klinická manifestace

	IV.  Experimentální část
	Výsledky
	VIII. Literatura

