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following: a single gene deletion (o>’ and «*?) and both genes deletion (FIL, SEA, MED I,
. Owing to the use of MLPA technique, we found nontypical deletions in another
12 patients and multiplication of the alpha-globin genes in further 4 cases. We also
identified a patient with a point mutation HBA2: ¢.300 + 2T>A by DNA sequencing. Conc-
lusions: Molecular analysis of the alpha-globin cluster is required for a correct diagnosis
in patients with normal or reduced level of HbA,.

The results of the study show that due to the progressive migration of the population
and globalization, thalassemia must be included in the differential diagnosis of anemia

© 2016 Polskie Towarzystwo Hematologéw i Transfuzjologdéw, Instytut Hematologii i
Transfuzjologii. Published by Elsevier Sp. z o.0. All rights reserved.

Wstep

Talasemie alfa to grupa genetycznie uwarunkowanych nie-
dokrwistosci hemolitycznych spowodowanych zaburzeniami
w tancuchu alfa globiny. Sg to tak zwane hemoglobinopatie
iloSciowe bedace efektem zaburzen w produkcji prawidto-
wych tancuchéw alfa globiny.

Synteza alfa globiny jest kodowana przez klaster genéw
znajdujgcych sie na krétszym ramieniu 16 chromosomu
(16p.13.3). W klastrze tym, na kazdym chromosomie s3g
obecne dwa geny kodujgce tancuch alfa hemoglobiny a:
gen HBA2, gen HBAI, a takze gen zeta, pseudogeny, gen teta
oraz elementy regulatorowe (m.in. HS-40) [1, 2]
W komorce diploidalnej znajdujg sie wiec cztery geny
kodujgce tanicuch a.

Nieprawidlowg produkcje alfa globiny powodujg mutacje
w genach kodujacych te bialka lub w ich regionach promo-
torowych (np.HS-40). Mutacje prowadzace do talasemii alfa
to w okolo 80% przypadkéw delecje [3, 4] jednego lub wiecej
gendw. Znacznie rzadziej sg to mutacje punktowe: substytu-
cje, insercje lub delecje pojedynczego nukleotydu lub kilku
nukleotydéw [5].

U chorych z talasemig alfa obserwuje sie zahamowanie
produkgji alfa globiny w réznym stopniu, co jest zalezne od
tego, ile sposrdd czterech genéw nie generuje ekspresji alfa
globiny [6].

Mutacja powodujgca brak ekspresji jednej kopii genu
powoduje talasemie alfa plus. Pacjent z taka postacia
talasemii alfa, (-a/aa) okredlany jest jako ,cichy nosiciel
alfa-talasemii”; dochodzi u niego do czeSciowego spadku
poziomu alfa globiny. Najczestszymi mutacjami pojedyn-
czego genu sg delecje: o7 i o*2

Delecje obejmujace oba geny HBA2 i HBA1 prowadza do
talasemii alfa zero. W takim przypadku mutacja prowadzi
do polowicznego zahamowania syntezy alfa globiny. Taka
postac talasemii alfa okre$lana jest jako ,cecha alfa-talase-
mii” (alpha-thalassemia trait). Przykladami tych mutacji sg
MED I, SEA, THAI, FIL, o**°, oraz rzadziej wystepujace BRIT,
SA, CAL [7-9].

Zlozone heterozygoty, u ktérych doszito do unieczynnie-
nia trzech kopii genéw, prowadzg do tzw. choroby hemoglo-
biny H (HbH) [10]. Natomiast brak ekspresji wszystkich
czterech gendéw alfa globiny prowadzi do powstania tzw.
hemoglobiny Bart’s.

U pacjentéw z mikrocytoza i hipochromig coraz czesciej
wykonywane sg w Polsce badania w kierunku talasemii [11].
Wykazujg one, ze choroba ta w Polsce wystepuje i nalezy
rozszerza¢ i udoskonala¢ ich diagnostyke o zastosowanie
metod molekularmych. Badania molekularne sg szczegélnie
istotne dla zdiagnozowania talasemii alfa, bo tylko za ich
pomocg mozna ustali¢ to rozpoznanie. W prezentowanej
pracy przedstawiamy wyniki badan molekularnych w kie-
runku wystepowania talasemii alfa wykonanych w naszym
os$rodku oraz charakterystyke wykrytych mutacji.

Materialy i metody

Prébki pelnej krwi pobranej na EDTA po ocenie podstawo-
wych parametréw krwinki czerwonej (aparat Mythic, Orphee)
poddawano analizie biochemicznej w kierunku talasemii.
Wynik badania poziomu HbA, w granicach normy lub
obnizony (norma 1,9-3,5%) stanowil podstawe do przeprowa-
dzenia badan genetycznych w kierunku talasemii alfa u 155
os6b (91 kobiet i 64 mezczyzn), w dominujacej wiekszosci
pochodzenia kaukaskiego. Wérdd tej grupy byly trzy rodziny
oraz 147 niespokrewniomych pacjentéw. W przewazajgcej
wiekszosci byli to pacjenci z Poradni dla Chorych na
Wrodzone Niedokrwisto$ci Instytutu Hematologii i Trans-
fuzjologii; niektérzy kierowani byli do diagnostyki z innych
osrodkéw w Polsce. Stezenie HbA, badane bylo metoda
mikrokolumnowej chromatografii anionowymiennej przy
uzyciu zestawu Beta-Thal HbA,Quick Column (Helena Bios-
ciences). DNA izolowano z krwi obwodowej przy uzyciu
zestawu Nucleospin Dx Blood (Machery Nagel); jego stezenie
i czysto$¢ mierzono w NANODROP.

DNA wyizolowane od kazdego chorego badano w kie-
runku najczesciej wystepujacych mutacji: o7, o*?, SEA;
MED I; FIL; o®>®, THAI za pomocg specyficznych dla kazdej
delecji primeréw przy uzyciu multipleksowej reakcji gap-
PCR (termocykler GeneAmp PCR system 9700), [12]. Do
wykrycia triplikacji stosowano osobny PCR [13]. Produkty
PCR rozdzielano elektroforetycznie na zelu agarozowym 2%.
Wizualizacje prowadzono w $wietle UV. Jako kontroli pozy-
tywnych uzyto otrzymane grzecznosciowo z Uniwersytetu
Leiden prébki DNA z ww. delecjami.

Wszystkie uzyskane wyniki z gap-PCR potwierdzano me-
todg MLPA (multiplex ligation — dependent probe amplification)
(MRC-Holland, Amsterdam, Holandia) z wykorzystaniem
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zestawu SALSA MLPA probemix P140-B4 HBA. Badania wyko-
nano wedtug zalaczonej instrukcji, rozdziat elektroforetyczny
przeprowadzono za pomocg analizatora genetycznego ABI
3130 (Applied Biosystems, USA), analize przeprowadzono
przy uzyciu programu Coffalyser. Metoda ta pozwala na
ocene liczby kopii eksonéw lub gendéw, do ktérych sag
skierowane sondy, wykrywajac delecje bgdz multiplikacje
badanych obszaréw chromosomu. Zasada tej techniki jest
powielanie sond, ktére ulegly hybrydyzacji do okreslonych
sekwencji badanego DNA.

U 21 pacjentdw, u ktérych nie wykryto przy uzyciu
powyzszych metod delecji ani multiplikacji genéw alfa
globiny, przeprowadzono sekwencjonowanie genéw HBA1
i HBA2 w celu wykrycia mutacji punktowych. Produkty PCR
uzyskane za pomocg primerdéw specyficznych dla HBA2
i HBA1 oczyszczano za pomoca QIAquick PCR Purification
Kit (Qiagen), reakcje sekwencjonowania matrycy wykony-
wano z uzyciem zestawu odczynnikéw BigDye terminator
v1.1. Sequencing. Rozdzial elektroforetyczny wyznakowa-
nych fluorescencyjnie fragmentéw DNA wykonano za pomo-
c3 analizatora genetycznego ABI 3130.

Wyniki

U 155 pacjentéw poddanych badaniom genetycznym poziom
HbA, wynosit od 1,0% do 3,1%. Za pomoca metody gap-PCR
zidentyfikowano mutacje odpowiadajgce za talasemie alfa
u 55 pacjentéw. Przyktadowy wynik analizy produktéw
amplifikacji przedstawiono na rycinie 1.

U 22 oséb wykryto mutacje pojedynczego genu, delecje
o®7. Wséréd tych przypadkéw 8 oséb wytypowano jako
postaé homozygotyczng (-o>’/-a>7), a 14 jako postaé hetero-
zygotyczng (-a?’/aq) tej delecji. Jednego pacjenta zidentyfi-
kowano jako nosiciela mutacji a*? (~a*%/aaq).

Wsréd mutacji dwugenowych u badanych pacjentow
zidentyfikowano delecje FIL, SEA, MED I, 20,5kb. U 17 oséb
stwierdzono delecje FIL (-"™/aa). 7 chorych okazalo sie
nosicielami delecji SEA (-**#/aa), w tym jeden przypadek

Ryc. 1 - Obraz elektroforetyczny produktéw otrzymanych
w wyniku gap-PCR: $ciezki: M-marker wielkosci 2 kb; 1:
prawidlowy, 2: o7, 3: FIL, 4: « 2°>, 5: MED 1, 6: o*?, 7: SEA;
Wielkos¢ amplifikowanych fragmentéw podana w parach
zasad

Fig. 1 - Gel electrophoresis of PCR amplified «-thal deletions;
Lanes: M = DNA size marker, 2 kb DNA ladder; 1: WT; 2: o>7;
3: FIL; 4: o®°%; 5: MED 1; 6: o*%; 7: SEA; Size of amplified
fragments are given in base pairs

homozygotycznej postaci prowadzacy do tzw. Hb Bart’s hy-
drops fetalis. Dwa przypadki zidentyfikowano jako mutacje
MEDI (-M®¥P/aq), a 1 przypadek jako mutacje o®* (—a?**/aq).

Wsréd badanych zidentyfikowano 5 oséb jako chorych
z HbH. Oznacza to, ze u tych badanych tylko jeden
z czterech gendéw funkcjonuje prawidlowo. Trzy pozostale
ulegajg delecji lub 2 geny delecji, a jeden mutacji punktowe;j.
Nasze przypadki stanowily zlozone heterozygoty z delecji
o37/FIL (-o3>7/-FY) (3 osoby), delecji «>7/SEA (-o>7/-5%%) (jeden
przypadek) i o®’/nietypowa delecja (-o>7/-) (réwniez jeden
przypadek).

Badanie MLPA potwierdzilo wystepowanie wszystkich
ww. mutacji (Ryc. 2), a takze pozwolilo na wykrycie kolej-
nych mutacji, niewykrywalnych w metodzie gap-PCR u 16
kolejnych pacjentéw. U 2 oséb zidentyfikowano mutacje
w obrebie regionu promotorowego genu alfa globiny, HS-40.
Inne przypadki z tej grupy to: 2 przypadki delecji, ktére
obejmujg tylko jeden gen HBA1, oraz 8 przypadkéw delecji
obejmujgce oba geny: HBA1, jak i HBA2 oraz region promoto-
rowy, HS-40. Dokladna wielko$¢ oraz koncowa sekwencja
delecji nie jest znana. Przypadki te wymagajg dalszych,
szczegdlowych badan. Dzieki MLPA wykryto tez 4 przypadki
multiplikacji. U 3 pacjentéw to triplikacja 3.7 (co/acc 208 37),
potwierdzona tez metodg gap-PCR. Natomiast u jednego
pacjenta zaobserwowano kwadryplikacje genéw HBA1, HBA2
(caaa/aa).

U 21 oséb, u ktérych nie wykryto mutacji delecyjnych,
wykonano sekwencjonowanie. U jednego pacjenta, trzy-
dziestoo$mioletniego mezczyzny, znaleziono mutacje punk-
towa (Ryc. 3.) Byla to heterozygotyczna substytucja tyminy
na adenine w intronie 2, genu HBA2 w miejscu wycinania
intronu. Stezenie HbA, u tego pacjenta wynosilo 2,6%.
Parametry czerwonokrwinkowe byly nastepujace: liczba
krwinek czerwonych (RBC) -6,24 x 10%ul, Hb - 14,7 g/d],
Srednia objetos¢ krwinki (MCV) - 71,6 fl, Srednia masa Hb
w krwince (MCH) - 23,6 pg, rozpietos¢ rozkladu objetosci
krwinki czerwonej (RDW) — 11,8%.

Ogdlem, zastosowane metody badan genetycznych pozwo-
lity na wykrycie mutacji w genie alfa globiny u 72 ze 155
badanych chorych (46%) z podejrzeniem talasemii alfa. U 67
oséb, odpowiedzialna za talasemie alfa okazala sie delecja.
Natomiast w jednym przypadku, w wyniku sekwencjonowa-
nia, wykryto mutacje punktowg. W 4 przypadkach wykryto
multiplikacje liczby genéw alfa globiny.

Wséréd 67 pacjentdw z delecja wytypowano 17 oséb
z brakiem jednej kopii genu alfa globiny, a 44 pacjentéw
z brakiem dwéch gendéw. U 5 osdéb stwierdzono mutacje dla
3 kopii genéw alfa globiny, a u 1 brak ekspresji wszystkich
czterech kopii genéw (Ryc. 4).

Analizujac wyniki badan morfologicznych chorych ze
zdiagnozowang delecjg w alfa globinie, stwierdzono u prze-
wazajacej wiekszosci chorych prawidlows liczbe erytrocytow
5,8x10%pl + 0,8 (Tab. I). Wiekszoé¢ pacjentéw wykazywala
mikrocytoze w stopniu zaleznym od rodzaju mutacji. Przy
delecji jednego genu (-a*”/aa) MCV w zaleznoéci od pacjenta
wynosilo od 66 fl do 93 fl. W przypadku uszkodzenia dwéch
genéw mikrocytoza byla wieksza. Przy homozygotycznej
postaci delecji o’ (-a®7/-a*’) érednie MCV=66,7 fl+4,1,
w przypadku delecji FIL, MCV = 63,3 & 3,1 {l, delecji SEA 65,6
+7,2 fl, delecji Med I (2 pacjentéw) 62,8 + 1,8 fl, delecji HS-40
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Ryc. 2 - Wyniki analizy wybranych mutacji delecyjnych w genach « globiny metoda MLPA przy uzyciu programu Coffalyser:
A [genotyp prawidlowyl], B [genotyp -o>7/aa], C [genotyp: —o>7/-a>7], D [genotyp: —/aa], E [genotyp: —°5*/aa], F [genotyp:

- OL3'7 /_FIL]

Fig. 2 - Results of selected mutation analysis of alpha-globin genes employing MLPA using Coffalyser: A [genotype WT], B [genotype:
-a7/aa], C [genotype: -a*7/-a>7], D [genotype: —/aa], E [genotype: —°54/aa], and F [genotype: -o>7/-F""]

MCV=63,4+57 fl (2 pacjentéw), delecji 20,5kb (1 pacjent)
MCV =613 fl. U 12 pacjentéw z nieokreslong delecja, MCV
wynosito 66,6 + 1,3 fl. Dla 5 chorych z wykryta chorobg HBH
$rednie MCV miato wartos¢ 57,8 + 6,8 fl, a warto$¢ hemoglo-
biny wynosita 8,8 + 1,1 g/dl, natomiast MCH i RDW odpowied-
nio: 17,4 pg+ 1,11 19,6% =+ 2,5.

Omoéwienie

W prezentowanej pracy wykonaliSmy badania genetyczne
w kierunku talsemii alfa u chorych kierowanych do leczenia

Ryc. 3 - Fragment sekwencji alfa globiny. Strzatka wskazuje
miejsce mutacji; HBA2:c.300+2T>A

Fig. 3 - DNA sequence of a-globin gene variant. The arrow
points to the mutation site; HBA2:¢c.300+2T>A

i diagnostyki do Poradni Dla Chorych na Wrodzone Niedo-
krwisto$ci oraz do Pracowni Niedokrwisto$ci Uwarunkowa-
nych Genetycznie IHIiT. Zgodnie z wcze$niejszymi obserwa-
cjami stwierdziliSmy, ze talasemia alfa jest obecna u pol-
skich chorych, cho¢ Polska nie nalezy do typowych rejonéw
wystepowania talasemii i hemoglobinopatii [14]. U 72 pa-
cjentow stwierdziliSmy defekt w tancuchu alfa globiny,
czyli wskazaliémy mutacje charakterystyczng dla talasemii
alfa u 46% badanych pacjentéw. Wsréd tej grupy przynaj-
mniej potowa miata kaukaskie pochodzenie. U oséb skiero-
wanych na badanie molekularne stwierdzono rézny stopien
nasilenia mikrocytozy, ktéry okazat sie zalezny od rodzaju
mutacji. Niewielka mikrocytoze lub nawet normocytoze
zaobserwowano u chorych z uszkodzonym tylko jednym
genem (-o®’/aa). Natomiast u zadnego chorego z mutacja
obejmujacy przynajmniej dwa geny MCV nie bylo powyzej
80 fl, co zgodne jest z dostepnag literaturg [15]. U badanych
chorych stwierdzono tez obnizony czy pozostajacy
w granicach normy poziom HbA,. Nalezy jednak zaznaczyd,
ze warto$¢ HbA, moze tez by¢ obnizona (lub pozostajgca
w granicach normy) w przypadku niedoboru zelaza [16],
niedokrwistosci aplastycznej, niedokrwistosci syderoblas-
tycznej czy tez niedokrwistosci bedacej wynikiem choréb
przewlektych. Istniejg tez przypadki hemoglobinopatii (np.
hemoglobina Lepore) czy wspélwystepowania rdéznych
typéw talasemii i hemoglobinopatii, ktére mogg zanizaé
poziom HbA, [17]. Tylko zastosowanie metod biologii mole-
kularnej pozwala na wykrycie mutacji powodujacych tala-
semie alfa.
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Ryc. 4 - Liczba wykrytych przypadkéw delecji obejmujacych
jeden (-a/aa), dwa (-a/-a oraz —/aa), trzy (-a/-) lub cztery
(-/-) geny

Fig. 4 — Mutation rate depending on the amount of deleted
genes (mutation involving one gene (-a/ac), two (-o/-a and
-/aa), three (-a/-) or four (-/-) genes)

Na calym S$wiecie powszechnie wykrywa sie jednoge-
nowa delecje o7 [18-20]. Podobnie w naszej pracy ta delecja
byta wykrywana najczesciej - wykryto jg u 27 chorych, co
stanowi prawie 40% wykrytych typéw mutacji. We wczesniej
przeprowadzonych badaniach w IHIiT opublikowanych
w 2010 [21] wérdd 10 pacjentéw z delecjami 5 przypadkow
stanowily delcje o®’. Nastepna pod wzgledem czestotliwosci
w naszych badaniach byla delecja FIL (prawie 30% wsréd
analizowanych przypadkéw), a dalej delecja SEA (12%).
WykryliSmy tez pojedyncze przypadki delecji wystepujacych
czesto w krajach $rédziemnomorskich: Med I, o%*° [22, 23]
oraz delecji «*2. U zadnego z badanych chorych nie wykry-
liSmy delecji THAI, popularnej w Tajlandii [24].

Uzyskane wyniki wykazaly, ze w badanej grupie przewa-
zaja delecje dwugenowe. Stanowig 65% ogélem wykrytych

delecji, 8 chorych z tej grupy ma nietypowe delecje, niemie-
szczace sie w grupie siedmiu populamych mutacji. Ich
wykrycie mozliwe bylo tylko dzieki zastosowaniu techniki
MLPA.

Wsréd badanych w obecnej pracy chorych wykryto az
5 pacjentéw z chorobg HbH oraz jeden przypadek najciez-
szej postaci alfa-talasemii, prowadzgcej do braku syntezy
alfa globiny tzw. Hb Bart’s hydrops fetalis. Tacy chorzy,
z ekspresjg tylko jednego genu HBA, czesto sg diagnozowani
w poludniowo-wschodniej Azji [25]. Wobec coraz wiekszej
migracji oséb z tych regionéw Swiata do Polski musimy
liczy¢ sie z rozpoznawaniem tych postaci talasemii alfa.

Punktowe niedelecyjne postaci talasemii alfa wystepuja
na $wiecie zdecydowanie rzadziej [14]. Wéréd grupy bada-
nych pacjentéw zdiagnozowaliSmy jeden taki przypadek,
gdzie miala miejsce zamiana pojedynczego nukleotydu
(tyminy na adenine) w intronie II genu HBA2. Mutacja ta
wystepuje w bazie hemoglobin jako HBVar ID 2522 IVS II-2
(T>A) HBA2:c.300+2T>A alpha+/alpha0. Do tej pory opisano
w literaturze jedng rodzine z tg mutacjg [26]. Wykryto ja
u trzydziestoszeScioletniego mezczyzny w pdinocnej Euro-
pie. Zaréwno nasz przypadek, jak i opisany w literaturze,
charakteryzowaly sie¢ podobnymi wynikami morfologicz-
nymi i biochemicznymi. U naszego pacjenta MCV wynosito
78,5 fl, MCHC 23,3 pg, a HbA, 2,6%. U pacjenta opisanego
przez Hartevelda (odpowiednio) 75 fl, 23,7 pg i 2,6%.

Kolejny typ mutacji, ktéry odkryliSmy w grupie polskich
chorych, to multiplikacje tanicucha alfa globiny. Zwiekszenie
liczby kopii genu alfa globiny nie jest talasemis, ale prowadzi
do zaburzenia réwnowagi w ilosci alfa i beta globiny
w komorce i, ostatecznie, przy wspotwystepowaniu z talase-
mig beta prowadzi do ciezszej postaci fenotypowej talasemii.
[27]. Badania genetyczne w kierunku talasemii beta u tych
pacjentéw sg w toku.

Ze wzgledu na postepujaca migracje ludnosci i globalizacje
talasemia musi by¢ uwzgledniona w diagnostyce réznicowej
niedokrwisto$ci w krajach poza jej gléwnym endemicznym

Tabela I - Wartosci skrajne wskaznikéw hematologicznych i biochemicznych dla pacjentéw z delecjami w klastrze «

globiny
Table I - Hematological and biochemical data (ranges) for patients with deletions in the «-globin gene
Genotyp Genotyp Liczba RBC RBC Hb Hb MCV MCH HbA,
ogdlny szczegblowy  przypadkéw  x 1091  x 10%1 (g/d)) (g/d)) (1) (pg) (%)
badanych K M K M
pacjentow
-a/aa - Jaa 14 4456 43-7,2 11,4-13,2 11,0-14,3 66,0-93,0 20,0-31,5 1,6-2,8
-a*?/aa 1 = 5,4 - 12,2 69,0 22,7 1,7
-/ 2 6,1-6,6 = 12,1-13,5 - 56,5-71,0 18,3-22,1 2,0-2,3
-o/-a oraz oo -a>7/-037 8 5,0-6,3 5,5-5,7 10,6-13,0  11,1-11,8  62,3-73,0 20,1221  1,5-2,4
/oo 17 5,2-6,1 6,2-6,8 10,3-12,0  12,2-14,8  595-695  17,7-22,8  1,7-238
-SEA aq 6 5,2-6,1 6,2-7,3 10,2-10,9 12,1-13,5 57,9-76,1 16,7-21,2  1,6-2,6
-MED/qx 2 53 6,7 11,9 14,5 60,8-64,7 21,6-22,5 2,7-3,0
-a?%%/aa 1 - 7,6 - 13,2 61,3 17,4 1,6
NN/ga 8 5,7-6,5 6,2-7,0 10,2-12,7 13-14,7 60,6-68,9 17,8-22,0 2,2-2,7
-H540/0q, 2 6,3 438 11,4 10,4 59,3-67,4  17,9-21,9  22-2,6
o/~ -o37/-FIL 3 4,8-54 5,8 8,5-10,1 9,6 55,5-57,7 16,7-18,8 1,0-1,4
-o37/-5ea 1 41 - 7,3 - 68,7 17,8 1,4
-7/ 1 - 5,3 - 8,5 50,2 16 1,5

o™/aa - nieznane delecje obejmujace jeden gen, -"/aa — nieznane delecje obejmujace dwa geny, K - ple¢ zefiska, M - pte¢ meska
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wystepowaniem w pasie okoloréwnikowym. Badania bioche-
miczne umozliwiajg iloSciowe i jakoSciowe oszacowanie obec-
nosci poszczegdlnych frakcji hemoglobin, natomiast badania
molekularne prowadzg do zdiagnozowania mutacji. Opraco-
wany w naszym zespole system badan molekularnych oparty
na zastosowaniu trzech metod badawczych pozwolil na jedno-
znaczng identyfikacje u chorych z podejrzeniem talasemii
alfa, a tym samym potwierdzil diagnoze. Rozpoznanie
talasemii alfa ma bardzo istotne znaczenie kliniczne, bo
chroni pacjentéw przed niepotrzebng suplementacja
preparatami zelaza, a w dalszej perspektywie przed rozwi-
nieciem sie hemochromatozy.
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