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Streszczenie

Blona erytrocytow to zlozona, polplynna i dynamiczna struktura zbudowana ze skladnikow
lipidowych 1 powiqzanych z nimi licznych bialek o voznych funkcjach. Membranopatie, czyli
wrodzone niedokrwistosci hemolityczne wywolane defektami blon erytrocytow, pod wzgledem
podioza genetycznego 1 patofizjologii stanowiq bardzo zroznicowanq grupe chorob hematolo-
gicznych. Zalicza sie do niej przede wszystkim sferocytoze wrodzongq i eliptocytoze wrodzong —
czesto wystepujqce niedokrwistosct wywolane niedoborami biatek blonowych 1 cytoszkieletu lub
zaburzeniami w ich wzajemnych oddzialywaniach, prowadzqce do zmmniejszenia zdolnosci
deformacyjnych krwinek czerwonych. Do membranopatii nalezq rowniez rzadziej wystepujgce
defekty wywolane zwigkszong przepuszczalnosciq blon erytrocytow dla jednowarosciowych ka-
tionow. Niedokrwistosci te, okreslane wspolnym mianem stomatocytozy wrodzonej, wcigz majq
nieznane podloze molekularne 1 sprawiajq trudnosci diagnostyczne. Wrodzone niedobory anty-
genow grupowych krwinek czerwonych, w tym fenotyp Rh,.,, najczescie) wywolujq lagodne
objawy niedokrwistosci hemolitycznej 1 dotyczq niewielkiej grupy pacjentow. Natomiast naj-
rzadziej wystepujqcq 1 sporvadycznie rozpoznawang grupe membranopatii stanowiq dyslipide-
mie — defekty blon erytrocytow wywolane chorobami metabolicznymi.

Stowa kluczowe: btona i cytoszkielet erytrocytow, wrodzone niedokrwistosci

hemolityczne, patogeneza, objawy kliniczne, rozpoznanie
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Abstract

Erythrocyte membrane is a complex, semifluid and dynamic structure composed of lipid
components associated with a number of proteins with different functions. Membranopathies
— inherited hemolytic anemias caused by the defects in erythrocyte membranes — in terms of
genetic and pathophysiology are a very diverse group of hematologic diseases. The most
frequently observed arve hereditary spherocytosis and hereditary elliptocytosis caused by
deficiencies in membrane and cytoskeleton proteins or disturbances in their interactions that
lead to a impaired deformability of red blood cells. Less common are the defects caused by
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increased permeability of erythrocyte membranes to monovalent cations. They are collectively
described as hereditary stomatocytosts, their molecular background is still unknown and cause
the diagnostic difficulties. Congenital deficiencies of red blood cell blood group antigens,
including the Rh,,,; phenotype, cause mostly mild symptoms of hemolytic anemia and affect
a small group of patients. Very rare membranopathies arve dyslipidemias — erythrocyte
membrane lipid defects caused by metabolic diseases.

Key words: erythrocyte membrane and cytoskeleton, hereditary hemolytic anemias,

pathogenesis, clinical features, diagnosis

Wprowadzenie

Biatkowe i lipidowe skladniki bion erytrocytow
tworza zlozong strukture wzajemnych powigzan
umozliwiajaca utrzymywanie wlaSciwego ksztaitu
1 fizjologii krwinek. Zaburzenia dotyczace skladni-
kow biatkowych i lipidowych bton, zarowno nabyte
(np. nocna napadowa hemoglobinuria, choroby wa-
troby) jak 1 wrodzone, moga by¢ przyczyng zmiany
ksztattuizdolnoS§ci deformacyjnych erytrocytow, co
prowadzi do skrdcenia ich zywotnoSci.

Membranopatie to uwarunkowane genetycznie
defekty bton erytrocytow prowadzace do wrodzo-
nych niedokrwisto$ci hemolitycznych. W wyniku
niedoborow lub dysfunkcji bialek, a takze dyspro-
porcji w sktadzie lipidowym blony komorkowej do-
chodzi do zmiany jej struktury, a w konsekwencji
— do zmiany organizacji blony lub zaburzenia jej
polprzepuszczalno$ci [1]. Jest to bardzo zroznico-
wana grupa schorzen hematologicznych, od czesto
wystepujacych (sferocytoza wrodzona, eliptocyto-
za wrodzona), po tak zwane choroby sieroce (krio-
hydrocytoza, niedobory antygenow grupowych, dys-
lipidemie). Podzial membranopatii przedstawiono
w tabeli 1.

Ostatnie lata charakteryzuje ogromny postep
w zakresie poznania zarowno budowy, jak 1 funk-
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cjonowania blon erytrocytow, ktory pomaga coraz
lepiej rozumieé podioze genetyczne, patofizjologie
oraz objawy kliniczne tych choréb. Jednak przyczy-
ny molekularne niektorych membranopatii nadal
pozostajg niewyjasnione (stomatocytoza wrodzona).
Rozpoznanie opisywanych niedokrwisto$ci hemo-
litycznych czesto wymaga poszerzenia diagnostyki
o specjalistyczne testy laboratoryjne oparte na wy-
korzystaniu wielu metod biochemicznych 1 gene-
tycznych. Rowniez w tej dziedzinie pojawily sie
nowe mozliwoSci.

Celem niniejszej pracy jest podsumowanie
1 zgromadzenie w jednym opracowaniu dotychcza-
sowej wiedzy na temat podloza genetycznego, pa-
tofizjologii i objawow klinicznych oraz nowoczesne;j
diagnostyki membranopatii krwinek czerwonych.

Budowa i funkcje blony erytrocytow

Prawidiowe erytrocyty maja ksztatt dwuwkle-
stego dysku o $rednicy 6-9 um, o Sredniej po-
wierzchni 140 um? i $redniej objetosci 90 fl. W po-
rownaniu z krwinka sferoidalna o tej samej objeto-
Sci powierzchnia dyskocytu jest 0 40% wieksza [2].
Tak wysoki stosunek powierzchni do objetoSci po-
zwala na skuteczng wymiane gazowa miedzy krwin-
kami a otaczajacym je Srodowiskiem oraz na ich

Tabela 1. Podziat wrodzonych niedokrwistosci hemolitycznych wywotanych defektami bfon erytrocytow

Table 1. Classification of hereditary hemolytic anemias caused by erythrocyte membrane defects

Defekty Podtypy

Biatkowe Zaburzenia oddziatywan pionowych miedzy cytoszkieletem a dwuwarstwa lipidowg (sferocytoza wrodzona)
Zaburzenia w oddziatywaniach poziomych biatek cytoszkieletu (eliptocytoza wrodzona)
Zaburzenia w przepuszczalnosci bton dla jednowartosciowych kationdw (stomatocytoza wrodzona)
Niedobory antygendéw grupowych (fenotypy: Rh,,;, McLeod, Leach i in.)

Lipidowe Dyslipoproteinemie (a-3-lipoproteinemia, hipo-3-lipoproteinemia, a-a-lipoproteinemia, hipo-a-lipoproteinemia)

Nadmierna akumulacja cholesterolu (rodzinny niedobor LCAT)

LCAT (lecithin cholesterol acyltransferase) — acyltransferaza lecytynowo-cholesterolowa
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Kompleks ankiryny

Spektryna g

Kompleks biatek wigzgcych

Rycina 1. Schematyczny przekroj przez btone erytrocytu; GPI-AP — biatko zwigzane z glikozylofosfatydyloinozytolem;
GPA — glikoforyna A; AE1 — biatko przenoszace aniony; RhAG — glikoproteina zwigzana z kompleksem Rh; LW —
glikoproteina Landsteiner-Wiener; GPB — glikoforyna B; GPC — glikoforyna C; GLUT1 — transporter glukozy 1; CA Il —
anhydraza weglanowa II; PFK — fosfofruktokinaza; G3PD — dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego; Ald —
aldolaza; Add — adducyna; Tpm — tropomiozyna; Tmod — tropomodulina

Figure 1. A simplified cross-section of the erythrocyte membrane; GPI-AP — glycosylphosphatidylinositol-anchored
protein; GPA — glycophorin A; AE1 — anion exchanger 1; RhAG — Rh associated glycoprotein; LW — Landsteiner-
Wiener glycoprotein; GPB — glycophorin B; GPC — glycophorin C; GLUT1 — glucose transporter 1; CA Il —
carbonic anhydrase; PFK — phosphofructokinase; G3PD — glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Ald —
aldolase; Add — adducin; Tpm — tropomyosin; Tmod — tropomodulin

duza odksztalcalnos¢. W ciagu swojego diugiego
zycia (100-120 dni) erytrocyty kraza po organizmie,
pokonujac dystans okoto 500 km, przeciskajac sie
miedzy innymi przez naczynia krwiono$ne, ktorych
Srednica jest 2-3-krotnie mniejsza od ich rozmia-
ru. Mimo braku mechanizméw naprawczych (doj-
rzale erytrocyty sa pozbawione organelli komorko-
wych, takich jak jadro, mitochondria i rybosomy)
krwinki sg zdolne do ciagltych odksztalcen i powrotu
do prawidlowego ksztaltu bez utraty integralnoSci.
Utrzymywanie takich parametrow, niezbednych do
zachowania zywotnoSci 1 funkcji erytrocytow, jest
mozliwe dzieki wyjatkowym wiasnoSciom dynamicz-
nej 1 plynnej struktury blony plazmatycznej. Biona
prawidiowego erytrocytu, podobnie jak blony innych
komorek, skiada sie z trzech elementow: dwuwar-
stwy lipidowej (50-60% masy blony), zakotwiczo-
nych w niej bialek o roznej strukturze 1 funkcji [3]
oraz wewnetrznego szkieletu (zwanego dalej cytosz-
kieletem). Schematyczny przekroj przez blone ery-
trocytu 1 zalezno$ci miedzy biatkami bionowymi
a biatkami cytoszkieletu przedstawia rycina 1.

Sktadniki lipidowe blony erytrocytow
Dwuwarstwa lipidowa jest podstawowym
skiadnikiem kazdej blony komorkowej i, podobnie
jak w innych komorkach, w erytrocytach skiada sie
z cholesterolu i fosfolipidow, wystepujacych w row-

nych proporcjach, oraz domieszki glikolipidow [4].
Fosfolipidy w bionie s3 rozmieszczone asymetrycz-
nie. Fosfolipidy cholinowe — fosfatydylocholina
(PC, phosphatidylcholine) 1 sfingomielina (SM, sphin-
gomyelin) — wystepuja glownie po zewnetrznej
stronie dwuwarstwy, natomiast fosfolipidy amino-
we — okoto 80% fosfatydyloetanoloaminy (PE, pho-
sphatidylethanolamine) i fosfatydyloseryna (PS, pho-
sphatidylserine), a takze kwas fosfatydowy 1 fosfo-
inozytole (fosfatydyloinzytol, fosforan fosfatydylo-
inozytolu oraz 4,5-difosforan fosfatydyloinozytolu)
— po jej wewnetrznej, cytoplazmatycznej stronie
[5]. Czasteczki cholesterolu, ktory wystepuje
w blonie w postaci niezestryfikowanej (wolnej), sa
rozmieszczone rownomiernie w obu monowar-
stwach, moga sie jednak szybko przemieszczac
miedzy nimi.

Glikolipidy (ok. 10% wszystkich lipidéw blon)
s zwigzane jedynie z zewnetrzng monowarstwa
blony erytrocytow [6], a ich cze$¢ cukrowa, skla-
dajaca sie z reszt sacharydowych o r6znej diugosci,
jest wyeksponowana na zewnatrz. Cukry te stano-
wia determinanty antygenow grupowych A, B, H,
P, P i P¥. Glikosfingolipidy, takie jak: antygen P,
(nLs, neolactopentaosylceramide) 1 P* (globotriaozy-
loceramid, Gh;, CD77), sa receptorami dla Escheri-
chia coli, a antygen P (globozyd, Gb,) jest recepto-
rem dla parvowirusa B,, — patogenu wywolujace-
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go odwracalng aplazje czerwonokrwinkowa w szpi-
ku kostnym [7].

Z blong komorkows erytrocyta jest zwigzanych
wiele bialek peryferycznych (powierzchniowych,
przyblonowych), w tym wiele enzymow hydrolitycz-
nych i adhezyn. Wazng role w powiazaniu tych bia-
tek z biong pelni kotwica lipidowa — glikozylofos-
fatydyloinozytol (GPI, glycosylphosphatidylinositol).
Jest to glikolipid skladajacy sie z trzech elementow:
PE odpowiedzialnej za polaczenia z biatkami (C-
-koniec), glikanu — ruchliwego fragmentu oligosa-
charydowego (zlozonego z reszt mannozy, N-ace-
tyloglukozoaminy i inozytolu) oraz wchodzacego
w zewnetrzng monowarstwe fosfolipidu [8, 9].

Wzajemne proporcje poszczegdlnych skiadni-
kow lipidowych w obu warstwach blony sa istotne
dla utrzymywania prawidlowego ksztaltu i elastycz-
nosci krwinek czerwonych. W bionach prawidlo-
wych erytrocytow stosunek cholesterolu do fosfo-
lipidow oraz SM do PC wynosi okoto 0,9. Niewiel-
ka zmiana w tym stosunku (< 0,4%) prowadzi do
zmiany ksztaltu krwinki do echinocytu (,,nadmiar”
zewnetrznej monowarstwy) lub stomatocytu (,,nad-
miar” wewnetrznej monowarstwy). Zaburzenia
w skiadzie lipidowym prowadza rowniez do zwieksze-
nia sztywnosci bion i1 zmniejszenia zdolno$ci do
wielokrotnych odksztaicenn w mikrokrazeniu; dzie-
je sie tak zwlaszcza przy nadmiarze cholesterolu,
a takze przy zwiekszonym udziale SM i PE w blonie.
Na plynno§¢ blon wplywa takze obecno$¢ produk-
tow rozpadu fosfolipidow (lizofosfolipidow, zwlasz-
cza lizo-PC) oraz ilo§¢ 1 rodzaj kwasow tluszczowych
(dtugo$¢ tancucha, stopien nasycenia) — zaro6wno
wolnych, jak i tych wchodzacych w skiad fosfolipi-
dow. Nienasycone kwasy tluszczowe charaktery-
zuja sie znaczng ruchliwo$cia, natomiast nasycone
nadaja dwuwarstwie sztywnoS¢.

W dojrzalych erytrocytach nie zachodzi synte-
za lipidow blonowych; ich naprawa dokonuje sie na
zasadzie wymiany dzieki lipoproteinom krazacym
w osoczu. Dotyczy to zwlaszcza PC 1 SM, ktore
dominujg w zewnetrznej warstwie blony. Podobnie
wolny cholesterol jest, z jednej strony, pobierany
z zewnatrz 1 whudowywany w blone, z drugiej za§ —
estryfikowany w lipoproteinach (kwasem ttuszczo-
wym pochodzacym z PC) za pomocg acyltransfera-
zy lecytynowo-cholesterolowej (LCAT, lecithin:cho-
lesterol acyltransferase) 1 w takiej formie oddawany
do osocza. Z udzialem tego enzymu dochodzi jed-
noczes$nie do powstawania formy lizo-PC. Wolne
kwasy tluszczowe z osocza sa whudowywane enzy-
matycznie po wewnetrznej stronie biony do lizofos-
folipidow z udzialem koenzymu A, acylazy 1 energii
z trifosforanu adenozyny (ATP, adenosine tripho-

sphate). W przypadku niedoboru lub dysfunkcji
LCAT dochodzi do akumulacji wolnego cholesterolu
oraz zaburzen ksztaltu erytrocytow [4].

Zachowanie asymetrii lipidow blon ma ogrom-
ne znaczenie w funkcjonowaniu krwinek [10].
Szczegdblnie wazne jest utrzymywanie PS po we-
wnetrznej stronie biony. W badaniach wykazano, ze
interakcje PS po cytozolowej stronie btony z biat-
kiem 4.1R 1 spektryng g wplywaja na stabilno$¢
mechaniczng krwinek [11]. Pojawienie sie niewiel-
kiej iloSci PS na zewnetrznej powierzchni blony jest
wynikiem starzenia sie krwinki [12]. Eksternalizacja
PS to sygnat dla makrofagoéw, by sfagocytowac taka
krwinke [2]. Fosfatydyloseryna jest przenoszona do
zewnetrznej warstwy rowniez podczas uszkodzen, na
przyktad wywolanych stresem oksydacyjnym. Zmie-
niaja sie wowczas reologiczne 1 hemostatyczne wla-
snoSci erytrocytow. Krwinki z wyeksponowana na
zewnatrz PS adheruja do siebie nawzajem i do ko-
morek $rodbtonka naczyn krwiono$nych, a ponad-
to stymuluja aktywacje czynnikow krzepniecia. Pro-
cesy te sg badane oraz opisywane zwlaszcza u cho-
rych na cukrzyce, w zespole Scotta (wrodzone
zaburzenie krzepniecia krwi) oraz w niedokrwisto-
Sci sierpowatokrwinkowej [6]. Poniewaz lipidy wy-
kazuja zdolno$¢ do powolnego spontanicznego prze-
mieszczania sie w plaszczyznie kazdej warstwy (dy-
fuzja lateralna) oraz miedzy monowarstwami biony
(dyfuzja poprzeczna), w procesy prowadzace do
powstawania 1 utrzymywania asymetrii blony sg
zaangazowane rozne bialka, zalezne lub niezalezne
od energii powstalej z hydrolizy ATP [6]. Niektore
biatka przeno$nikowe naleza do rodziny transporte-
row ABC (ATP-binding cassette transporter family).
Inne biatka enzymatyczne — flipazy (ATPazy zalez-
ne od Mg*") i flopazy — s3 odpowiedzialne za trans-
port lipidow w poprzek blony. Na przyktad translo-
kaza aminofosfolipidowa (APT II, aminophospholipid
translocase type II) katalizuje przemieszczenie PS do
wewnetrznej monowarstwy, a innych lipidow do ze-
wnetrznej, natomiast biatko ABCA1 jest zaangazo-
wane w eksport cholesterolu na zewnatrz komorki
przy zuzyciu energii z ATP, ale takze w transport do
zewnetrznej warstwy PS 1 PE po aktywacji wysokim
wewnatrzkomorkowym stezeniem jonOw wapnia
w erytrocytach. Jeszcze inne integralne biatka blon
— skramblazy (m.in. PLSCR [phospholipid scrambla-
se]) — sa aktywowane wysokim stezeniem jonow
wapnia w cytozolu (np. podczas stresu oksydacyjne-
g0, szoku osmotycznego lub niedoboru energii), trans-
portuja lipidy pasywnie, niespecyficznie 1 dwukierun-
kowo, biorac w ten sposob udzial w apoptozie, ktora
w odniesieniu do erytrocytéw pozbawionych jadra zo-
stala nazwana eryptoza (eryptosis) [5, 13].
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Sktadniki lipidowe blon wykazuja zdolno$¢ do
tworzenia funkcjonalnych domen, zwanych tratwami
lipidowymi (lipid rafts), miedzy innymi pod wplywem
wysokiego stezenia wewnatrzkomorkowego wapnia.
Wrtasnos$cia tych mikrodomen jest ich nierozpuszczal-
no$¢ w niejonowych detergentach, na przyktad w Tri-
ton X-100. Ich skiadnikami lipidowymi sa przede
wszystkim cholesterol i sfingolipidy (giownie SM
1 gangliozydy). Dzieki diugim taficuchom i zwiekszo-
nemu stopniu nasycenia kwasy ttuszczowe sfingoli-
pidow w tratwach sa SciSlej upakowane niz w pozo-
statych miejscach blony. Tratwy lipidowe sg bogate
w bialka zwigzane z glikozylofosfatydyloinozytolem
(GPI-AP, GPI-anchored proteins), stomatyne (biatko
7.2), flotylline-1 i flotylline-2, akwaporyne-1 oraz pod-
jednostki a bialek G-stymulujacych (Gs-«) [14, 15].
Do tych domen mogg by¢ rowniez wbudowywane bial-
ka cytozolowe zalezne od Ca>* — sorcyna oraz synek-
syna (aneksyna VII), ktora wiaze sie bezposrednio do
fosfolipidow. Dowiedziono, ze tratwy lipidowe sg za-
angazowane w oddzialywania z bialkami cytoszkiele-
tu, a zaklocenie tych interakcji prowadzi do uwalniania
fragmentow blon z powierzchni krwinek [16-18]. Uwa-
za sie, ze tratwy mogg bra¢ udzial w przekazywaniu sy-
gnalow w interakcjach typu: lipid—hiatko, lipid-lipid,
a takze w sortowaniu (sorting processes) 1 usuwaniu
niektorych biatek z komorki [19].

Bialka blonowe

Za pomoca nowoczesnych technik proteomicz-
nych, miedzy innymi spektrometrii mas, udalo sie zi-
dentyfikowac w ludzkich erytrocytach 340 bialek blo-
nowych [20]. Sg one zwigzane z dwuwarstwa lipidowa
w rozny sposob. Bialka transblonowe przenikaja
w poprzek jedno- lub wielokrotnie obie monowar-
stwy. Sa to bialka integralne o charakterze amfipa-
tycznym, czyli skladajace sie z zewnetrznych domen
hydrofilowych oraz domeny hydrofobowe;j (o struk-
turze a-helisy) bezposSrednio oddziatujacej z lipida-
mi blony. Bialka peryferyczne sa zwiazane tylko
z powierzchnig blony i nie maja domeny hydrofobowe;j.
Natomiast bialka cytoszkieletu stanowig niezalezng
strukture po cytoplazmatycznej stronie blony, ktéra
jest podczepiona do dwuwarstwy za pomocg biatek
kotwiczacych. Blony erytrocytow wraz z cytoszkie-
letem (bez zanieczyszczen wewnatrzkomorkowych
— hemoglobiny [Hb] i sktadnikoéw cytozolu) mozna
stosunkowo Ifatwo otrzymywac na drodze lizy w hi-
potonicznym roztworze buforu fosforanowego. Pod-
stawowe (najliczniej reprezentowane) biatka blon
erytrocytow poznano dzieki technice elektroforezy
w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturu-
jacych detergentu dodecylosiarczanu sodu (SDS-
-PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-
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trophoresis) [4]. Metoda ta ma duze znaczenie dla dia-
gnostyki sferocytozy. Zgodnie z elektroforetyczng
ruchliwo$cia w zelu biatka zostaja rozdzielone na po-
szczegoOlne prazki (pasma elektroforetyczne) odpo-
wiadajace ich molekularnym rozmiarom, uwidocznio-
ne po odpowiednim wybarwieniu (np. Coomassie
Brilliant Blue). Glowne biatka blon erytrocytow iich
podstawowe funkcje przedstawiono w tabeli 2.

Potprzepuszczalno$c biony, wymiana gazow O,
1 CO, miedzy tkankami a plucami oraz utrzymywa-
nie stalego pH s3 mozliwe dzieki specjalnym biai-
kom bionowym pelnigcym role kanalow (ryc. 2).
Dwutlenek wegla powstajacy w tkankach dostaje sie
do wnetrza erytrocytow na zasadzie dyfuzji i/lub za
pomocy kanaléw, gdzie w obecno$ci H,O zostaje
przeksztatcony do H,COs, a nastepnie z udzialem
anhydrazy weglanowe;j II (CA I, carbonic anhydra-
se) do jonow H* 1 HCO,™. Aniony HCOs™ sg usuwa-
ne z krwinek na zasadzie wymiany na jony Cl przez
biatko przenoszace aniony (AE1, anion exchanger 1),
nazywane roOwniez hiatkiem prazka 3 (band 3) [21].
Pozostale w erytrocytach jony H* wiaza sie do Hb,
prowadzac do uwolnienia czasteczek O,. W plucach
dochodzi do odwrotnych reakcji prowadzacych do
pobrania O, i uwolnienia CO, z krwinek.

W ludzkich erytrocytach biatko przenoszace
aniony (izoforma eAE1) jest bardzo dobrze pozna-
nym duzym biatkiem transblonowym (911 amino-
kwasow), ktore stanowi 25-30% wszystkich biatek
blony. Wystepuje w postaci mobilnych homodime-
row odpowiedzialnych za transport anionow (60%)
1 mato ruchliwych tetramerow (40%), ktore pozo-
staja w Scislym zwigzku z bialkami cytoszkieletu
[22]. Kazdy monomer AE1 sklada sie z trzech do-
men [21]. Duza domena cytoplazmatyczna (N-ko-
niec, aminokwasy 1-402) stanowi miejsce przycze-
pu biatek cytoszkieletu (ankiryny, biatka 4.2, bial-
ka 4.1R, adducyny) oraz biatek enzymatycznych
szlaku glikolizy: dehydrogenazy aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego (G3PD, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), fosfofruktokinazy (PFK, phospho-
fructokinase), aldolazy (Ald, aldolase). Ponadto po-
winowactwo do tej domeny wykazuja deoksyhemo-
globina i hemichromy (produkty po$rednie denatu-
racji Hb) [22]. Wiazanie enzymow glikolitycznych
do poczatkowego fragmentu domeny cytoplazma-
tycznej (aminokwasy 1-23) prowadzi do ich inak-
tywacji, a poniewaz jest odwracalne (zalezne od fos-
forylacji AE1 i stanu utlenienia komorki), peini
funkcje regulujaca metabolizm krwinek [23]. Dome-
na blonowa (aminokwasy 403-891), pelnigca funk-
cje kanalu dla anion6w Cl"1 HCOys, sktada sie z 12—
-14 segmentow (petli) fancucha peptydowego prze-
nikajacego dwuwarstwe lipidowa. Szacuje sie, ze
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HCO;~

Srodowisko zewnetrzne

Whnetrze erytrocytu
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Rycina 2. Transport jondw przez btone erytrocytu; AE1 — biatko przenoszace aniony; RhAG — glikoproteina zwigza-
na z kompleksem Rh; AQP1 — akwaporyna 1; ATP — trifosforan adenozyny; ADP — difosforan adenozyny; CAll —

anhydraza weglanowa Il

Figure 2. Transport of ions across the erythrocyte membrane; AE1 — anion exchanger 1; RhAG — Rh associated
glycoprotein; AQP1 — aquaporin 1; ATP — adenosine triphosphate; ADP — adenosine diphosphate; CAIl —

carbonic anhydrase

pojedyncza krwinka jest zdolna wymieni¢ okoto
20 bilionéw anionéw w ciggu sekundy [7]. Ponadto
AE1 odgrywa role w buforowaniu pH erytrocytow.
Po zewnatrzkomorkowej stronie domeny bionowe;j
w pozycji Asn642 znajduje sie miejsce N-glikozyla-
¢ji, w ktorym przylaczony jest dtugi i zlozony fancuch
sacharydowy, ktory jest no$nikiem antygenow A, B,
H, I oraz 1[7]. Zaburzenia w glikozylacji AE1 s3 spo-
tykane we wrodzonych niedokrwistos$ciach dysery-
tropoetycznych (CDA, congenital dyserythropoietic
anaemia) [24]. Fragment domeny bionowej (ami-
nokwasy 720-761), wyeksponowany na zewnatrz
krwinki, jest receptorem dla antygenow MSP1 1 MSP9
(merozoite surface protein) zarodzca malarii gatunku
Plasmodium falciparum (P. falciparum). Krotka do-
mena cytoplazmatyczna (C-koniec, aminokwasy 892—
-911) jest miejscem wigzania CA II [21].

Polimorfizmy AE1 (Leu854Pro lub Lys658Glu)
tworza antygeny zaliczane do ukiadu grupowego
Diego [7, 25]. Podczas starzenia sie erytrocytow,
a takze w wyniku uszkodzen oksydacyjnych Hb (np.
w niedoborze dehydrogenazy glukozo-6-fosforano-
wej, talasemii), powstaja w bionie kompleksy AE1
z hemichromami, ktore powodujg agregacje czaste-
czek AE1 [26]. Agregaty (clusters) tego bialka s3
rozpoznawane przez autologiczne przeciwciata kla-
sy IgG, ktore wiaza skladniki dopelniacza, co pro-
wadzi do eliminacji krwinek z krazenia na drodze
fagocytozy [19, 27].

W komorkach nabtonkowych (a-intercalated
cells) kanalikow dystalnych nerek wystepuje izofor-

ma tego biatka — kAE1, rézniaca sie od izoformy
wystepujacej w erytrocytach brakiem poczatko-
wych 65 aminokwasow N-konca [28]. Bialko to
w nerkach bierze udzial w sekrecji jono6w wodoro-
wych (rola w zakwaszaniu moczu). W przypadku
mutacji zmiany sensu w genie kodujacym kAE1
dochodzi do zaburzen w transporcie defektywnego
biatka do btony komorkowej. U 0sob dotknietych
takimi mutacjami obserwuje sie niezdolnoSc nerek
do zakwaszania moczu ponizej pH 5,5 oraz do zabu-
rzen w wydalaniu niektorych kwasow, a w rezulta-
cie — do nerkowej kwasicy kanalikowej typu dy-
stalnego (dRTA, distal renal tubular acidosis) [29].

W sasiedztwie AE1 w blonie erytrocytow sa
umiejscowione liczne biatka kompleksu Rh, do kto-
rego oprocz RhD i RhCE naleza: RhAG (Rh asso-
ciated glycoprotein), antygeny LW (Landsteiner-Wie-
ner glycoprotein) 1 CD47 (IAP, integrin-associated
protein) oraz glikoforyna B (GPB, glycophorin B)
[30]. Antygeny grupowe RhD oraz RhCE znajduja
sie na bialkach transblonowych (Rh30), ktore nie
sa glikozylowane, natomiast towarzyszace im bial-
ko RhAG (Rh50) jest glikoproteina [30]. Tworze-
nie stabilnych tetrameréw Rh-RhAG oraz catego
kompleksu biatek w blonie erytrocytow jest catko-
wicie zalezne od obecno$ci czasteczek RhAG [31].
Uwaza sie, ze rolg RhAG moze by¢ niespecyficzna
wymiana gazow: CO,, O,, NO oraz NHy/NH," [32].
Rola bialek Rh nadal nie jest poznana. Ostatnie lata
dostarczaja coraz wiecej dowodow poswiadcza-
jacych istnienie interakcji miedzy tymi biatkami
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a cytoszkieletem w ramach ,,makrokompleksu:
AE1-Rh” [33]. Wykazano, ze kompleks bialek Rh
oddziatuje poprzez RhAG z ankiryna, biatkiem od-
powiedzialnym za przylaczanie fancuchow spektry-
nowych do AE1 [34]. W blonie erytrocytow znajduja
sie rowniez bialka transblonowe (ok. 25 typow),
ktore sa no$nikami antygendéw grupowych (m.in.
Duffy, Kell, Lutheran). Ich rola i struktura jest
szczegblowo opisywana w piSmiennictwie o tema-
tyce immunohematologicznej [15, 35].

Do biatek integralnych naleza rowniez sialogli-
koproteiny zwane glikoforynami (A, B, C, D), kto-
re stanowia 2% wszystkich biatek btonowych ery-
trocytow. Czes$¢ biatkowa glikoforyn ma trzy dome-
ny: glikozylowang domene zewnatrzkomorkows, na
ktorej sa wyeksponowane tancuchy polisacharydo-
we (N-koniec), hydrofobowa domene transbtonowa,
ktora przenika jednokrotnie dwuwarstwe lipidowa
oraz domene cytoplazmatyczng (C-koniec). Glowng
sjaloglikoproteing erytrocytow jest glikoforyna A
(GPA, glycophorin A), ktora wystepuje w bionie
w postaci dimerow towarzyszacych AE1. Obecno§é
AE1 w blonie erytrocytow jest niezbedna do zacho-
wania stabilno$ci GPA w dwuwarstwie lipidowej
[36]. Glikoforyna A oddziatuje rowniez bezposred-
nio z lipidami, dzieki zdolno$ci wigzania fosfolipidow
aminowych. W GPA czes$¢ polisacharydowa stano-
wi okolo 60% jej czasteczki (ok. 100 reszt cukro-
wych), na ktora sktada sie 15 czterocukrowych tan-
cuchow O-glikozylowanych (z kwasem sialowym)
1 jeden rozbudowany lancuch N-glikozylowany
w pozycji Asn26 [7]. Nieco inna jest czasteczka GPB:
ma 11 fancuchow O-glikozylowanych, nie ma nato-
miast krotkiego fragmentu biatka z miejscem N-gli-
kozylacji. Glikoforyna C (GPC, glycophorin C) zawie-
ra 12 miejsc O-glikozylacji 1 jedno N-glikozylacji
(Asn8), a jej odmiana — glikoforyna D (GPD, glyco-
phorin D) — tylko 8 tancuchéw O-glikozylowanych.
Ze wzgledu na duzy udzial w czasteczce ujemnie
natadowanych oligosacharydow (reszty kwasu sia-
lowego) glikoforyny cechuje zmniejszona ruchli-
wos$¢ w SDS-PAGE. Bialka te sa widoczne na elek-
troforetogramie dopiero po wybarwieniu kwasem
nadjodowym i odczynnikiem Schiffa (PAS, periodic
acid-Schiff). Dzieki ujemnie natadowanej po-
wierzchni biony erytrocyty odpychaja sie wzajem-
nie, maja tez utrudniony kontakt z innymi krwin-
kami, komorkami Srodbtonka 1 mikroorganizmami
[35]. Wykazano, ze tancuchy cukrowe zawierajgce
kwasy sialowe na GPC i GPA sa receptorami dla
antygenow EBA140 1 EBA175 (erythrocyte binding
antigen) z P. falciparum, co umozliwia wtargniecie
tego pasozyta do wnetrza krwinek [37]. Lancuchy
cukrowe glikoforyn sa no$nikami antygenow gru-

powych ABH [38]. Ponadto, na GPA znajduja sie
antygeny M 1N, na GPB — antygeny S1is, a na gliko-
forynach C i D — antygen grupowy Gerbich [7, 38].
Istotna dla stabilnoS$ci, odksztalcalnos$ci blony oraz
ksztaltu erytrocytow jest GPC, poniewaz jej cytopla-
zmatyczna domena oddziatuje z biatkami kotwicza-
cymi cytoszkielet (biatka 4.1R i p55). Funkcja pozo-
stalych glikoforyn nie jest jasna. Podczas starzenia
sie erytrocyty tracg ujemny fadunek wraz z reszta-
mi kwasow sialowych z glikoforyn, co jest sygnatem
do ich usuniecia z krazenia [39].

Objetos¢ krwinek czerwonych i1 stan ich uwod-
nienia sa regulowane przez wewnatrzkomorkowe
stezenie jednowarto$ciowych kationoéw [1, 40].
W prawidlowych erytrocytach stezenie jonéw sodu
(Na") jest utrzymywane na niskim (6—-8 mM), a po-
tasu (K*) na wysokim poziomie (102-130 mM),
natomiast w osoczu odwrotnie: Na* wystepuje na
wysokim (140-150 mM), a K* na niskim poziomie
(4-5 mM). Za pasywny przeplyw jonow (gradiento-
wy, bez zuzycia energii) przez dwuwarstwe lipidowa
odpowiadaja biatka blonowe: kotransportery K*/CI-
iNa*/K*/2Cl, wymienniki jonéw Na*/H" i Na*/Mg**
oraz kanaly K" aktywowane zwiekszeniem we-
wnatrzkomorkowego stezenia Ca®*, czyli tak zwa-
ne kanaly Gardosa [41]. Maty (5-10%) pasywny
wyciek potasu 1 naplyw sodu w erytrocytach sg row-
nowazone poprzez aktywny transport, gdzie dwa
jony potasu sg transportowane do wnetrza komor-
ki za kazde trzy jony sodu z niej usuniete. Dzieje
sie to dzieki whudowanej w bione pompie sodowo-
-potasowe], ktora jest zalezna od ATP (ATPaza Na*/
/K*). Pompa sodowo-potasowa sklada sie z trzech
podjednostek «, B 1y, gdzie podjednostka « odpo-
wiada za przylaczenie ATP 1jest wrazliwa na ouaba-
ine (glikozyd nasercowy). JeSli przepuszczalno$é
blony dla kationow wzrasta, ATPaza Na*/K* cze-
Sciowo kompensuje zmiany w ich stezeniu. Przy
duzych zmianach stezen, kiedy pompa nie jest
W stanie wyrownac stezen obu jon6w, dochodzi do
zmian objeto$ci krwinek. Wzrost zawartoSci katio-
now zwieksza naplyw wody do krwinek i powoduje
zwiekszenie ich objetosci, a spadek — odwodnie-
nie 1 obkurczenie krwinek. Ponadto erytrocyty
pecznieja, gdy naplyw sodu przewyzsza wyciek po-
tasu, a obkurczaja sie, gdy wyciek potasu na ze-
wnatrz przewyzsza naplyw sodu. Zmiany w uwod-
nieniu erytrocytow wplywaja na ich ksztalt, sred-
nie stezenie hemoglobiny MCHC, mean corpuscular
hemoglobin concentration), wrazliwo§¢ na zmiany
osmotikum oraz zdolno$ci deformacyjne [1].

W osoczu stezenie jondéw wapnia (Ca**) jest na
wysokim, natomiast we wnetrzu erytrocytow — na
bardzo niskim poziomie (20-50 nM) [42, 43]. Wbu-
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dowana w blone erytrocytow pompa wapniowa
(ATPaza Ca*"), ktora aktywuje kompleks kalmodu-
lina—Ca*", zapobiega akumulacji jonéw wapnia, ktore
pasywnie naplywaja do wnetrza krwinek ze $rodo-
wiska. W obecnoSci jondw Mg** i przy zuzyciu jed-
nej czasteczki ATP jony Ca’* sg usuwane z krwi-
nek 1jednoczes$nie do ich wnetrza sa wprowadzane
jony H*. Wysokie wewnatrzkomorkowe stezenie
Ca’* wyzwala wiele niekorzystnych reakcji prowa-
dzacych do powstawania echinocytow, egzocytozy,
aktywacji enyzymow (m.in. kalpainy), proteolizy,
degradacji biatek, odwodnienia 1 zmniejszenia od-
ksztalcalnoS$ci biony [3].

W blonie erytrocytow wystepuje takze biatko
odpowiedzialne za transport mocznika, ktore jedno-
czeSnie jest no$nikiem antygenow grupowych JK
(Kidd) [7]. Glukoza — najwazniejsze zrodlo ener-
gii dla krwinek — jest wprowadzana do wnetrza
krwinek za poSrednictwem glikoproteiny zwanej
transporterem glukozy 1 (GLUT1, glucose transpor-
ter 1). Bialko to charakteryzuje sie wysoka eks-
presja w blonach ludzkich erytrocytow (200 000
kopii, co stanowi 10% biatek blonowych). Na jego
czasteczke sklada sie 12 transblonowych segmen-
tow peptydowych, pelnigcych funkcje kanatu.
Oprocz transportu glukozy GLUT1 ma takze zdol-
no§¢ przenoszenia przez bione utlenionej formy
witaminy C [44]. Ostatnie badania dostarczyly do-
wodow na udzial innego biatka blonowego — sto-
matyny (bialko prazka 7.2) w preferencyjnym trans-
porcie przez GLUT1 kwasu dehydroaskorbinowe-
go. W przypadku niedoboru stomatyny w bionie
(patrz stomatocytoza wrodzona) transport tego
zwiazku jest zmniejszony o 50%, natomiast gluko-
zy znacznie podwyzszony [45]. Wydaje sie takze, ze
cytoplazmatyczna domena GLUT1 ma powiagzanie
z biatkami cytoszkieletu przez oddzialywania z de-
matyna i1 adducyng [46].

Woda moze swobodnie przenikac przez bione
erytrocytow. Wykazano jednak, ze istnieje biatko
blonowe, akwaporyna 1 (AQP1, aquaporin 1), zawie-
rajace domene transblonowg 6-krotnie przenikajaca
dwuwarstwe lipidowa, ktora stanowi kanal wodny
w blonie erytrocytow. Akwaporyna 1 wystepuje
w postaci homotetramerow. Uwaza sie, ze 85% wody
przenika do wnetrza krwinek za pomoca tych kana-
tow. Kierunek transportu wody zalezy od gradien-
tu osmotycznego. Wydaje sie, ze AQP1 moze mieé
rowniez zwiazek z transportem O, 1 CO,. Biatko to
jest no$nikiem antygenow uktadow grupowych:
ABO i Colton (Co*1 Co®) [7, 47]. Fenotyp Colton,
charakteryzuje sie znacznie ograniczong przepusz-
czalno$cia bion erytrocytow, zarowno dla wody, jak
1 CO, [48, 49].

Justyna Spychalska, Membranopatie krwinek czerwonych

Przykladem bialek peryferycznych sa te zwia-
zane z powierzchnig zewnetrzng blony za pomoca
GPI, swoistej ,,kotwicy” lipidowej, ktora jest inte-
gralng czeScig blony. Do bialek zwigzanych z GPI
(GPI-AP) erytrocytow naleza miedzy innymi: czyn-
nik przyspieszajacy rozpad (CD55), CD58 (lympho-
cyte function-associated antigen-3), blonowy inhibi-
tor reaktywnej lizy (CD59) oraz acetylocholinoeste-
raza. Utrata zdolnoSci do syntezy GPI (w wyniku
somatycznej mutacji w genie PIG-A) prowadzi do
niedoboru tych biatek oraz zwiekszenia podatno$ci
krwinek na atak biatek kompleksu dopelniaczaijest
przyczyna nocnej napadowe]j hemoglobinurii [50].

Bialka cytoszkieletu

Po wewnetrznej stronie dwuwarstwy lipidowe;j
znajduje sie sieC biatek pelnigcych funkcje cyto-
szkieletu. Jego zadaniem jest utrzymywanie ksztattu
krwinki oraz jej zdolno$ci deformacyjnych, stabilnos-
ciblony, a takze ograniczenie dyfuzji biatek integral-
nych w dwuwarstwie (np. ruchliwo$ci lateralnej AE1)
[3]. Odwracalno§¢ zmian ksztaltu erytrocyty za-
wdzieczaja procesom fosforylacji i defosforylacji bia-
tek wchodzacych w skiad cytoszkieletu: spektryny
B, ankiryny, biatka 4.1R, adducyny 1 dematyny. Pod-
stawowymi biatkami nalezacymi do tego ,,rusztowa-
nia” dla biony s3 spektryny (podjednostki « 1), bial-
ko 4.1R oraz aktyna, ktérym towarzyszy wiele in-
nych biatek. Sie¢ widkien spektryny jest zwigzana
z integralnymi biatkami btony (AE1 i GPC) za po-
moca bialek kotwiczacych, do ktorych naleza anki-
ryna oraz biatko 4.2. Pionowe oddzialywania biatek
cytoszkieletu z biatkami i lipidami dwuwarstwy sg
niezbedne do stabilizacji blony, poniewaz zapobie-
gaja utracie jej fragmentow w postaci mikropeche-
rzykow (microvesicles), zwanych rowniez mikro-
czastkami (microparticles) [51].

Spektryny sa kluczowym elementem cyto-
szkieletu wszystkich komorek. W erytrocytach sta-
nowia 25-30% wszystkich bialek bton i 75% bhiatek
cytoszkieletu. Kazdy tancuch spektryny skiada sie
z powtarzalnych 106 aminokwasowych jednostek,
powstalych z potréjnych segmentéw o strukturze
a-helisy, polaczonych ze soba krotkimi odcinkami
niehelisowymi. Tak zbudowany lancuch wykazuje
znaczng elastycznos$c. Lancuch « spektryny skiada
sie z 20 pelnych jednostek i 1 niepelinej, natomiast
tancuch 8 tylko z 16 peinych jednostek i 1 niepel-
nej. Kazdy heterodimer (¢8) spektryny tworzg lek-
ko przeplatajace sie fancuchy « 18, ktére sa zwiaza-
ne niekowalencyjnie w kilku punktach. W hetero-
dimerze tancuchy sa do siebie przeciwstawne —
C-koniec spektryny « oddziatuje z N-konicem spek-
tryny B [52]. Na C-koncu tancucha 8 znajduja sie
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miejsca fosforylacji dimeru (ufosforylowana ,,glo-
wa”), odpowiedzialne za oddzialywania z kolejnym
dimerem. Oddzialywania miedzy dimerami nie sg
statyczne, lecz dynamiczne, co warunkuje odksztal-
calno§¢ krwinek. Powstajace tetramery (a2p2)
spektryny maja dtugos$¢ okoto 200 nm. Poziome od-
dziatywania miedzy ,,gfowami” tetramerow prowadzg
do oligomeryzacji tahcuchow spektryny, a w konse-
kwencji do powstania silnej i elastycznej sieci odpor-
nej na znaczne rozcigganie i obkurczanie zaleznie od
warunkow osmotycznych i mechanicznych Srodowi-
ska, w jakim znajduja sie erytrocyty [53]. Poziome
oddziatywania miedzy dimerami sg niezbedne do
utrzymywania integralnoSci cytoszkieletu. W prawi-
diowych krwinkach tetramery (50%) przewazaja nad
dimerami (5%); zaburzenie tej proporcji prowadzi do
destabilizacji cytoszkieletu, a nawet do fragmenta-
ryzacji krwinek, na przyktad wskutek zmian w stop-
niu ufosforylowania spektryny 8 [41].

Lancuchy spektryny g (w poblizu C-konca)
maja domene wigzaca ankiryne — biatko o struktu-
rze globularnej. Ankiryna stanowi okoto 5% wszyst-
kich biatek blony, wystepuje w niej w kilku izofor-
mach (2.1, 2.2, 2.3, 2.6) [4]. Dominujaca, zwlaszcza
w mlodych krwinkach, jest izoforma 2.1. Zadaniem
tego bialka jest podczepienie (,,zakotwiczenie”)
cytoszkieletu do dwuwarstwy lipidowej poprzez
oddzialywania zaréowno z tetramerami AE1, jak
1 wloknami spektryny [54]. To polaczenie jest naj-
istotniejsze w utrzymywaniu stabilno$ci blony i in-
tegralno§ci krwinki. Nieufosforylowana ankiryna
preferuje tetramery i oligomery spektryny nad di-
merami. Po fosforylacji bialko to wiaze sie tylko
z dimerami, natomiast traci powinowactwo do AE1.
Drugim biatkiem bioracym udzial w zakotwiczeniu
cytoszkieletu spektrynowego jest biatko 4.2 (band
4.2), ktore stanowi okolo 5% biatek btonowych. Jest
to biatko wiazace ATP, ktore, z jednej strony, od-
dzialuje z domeng cytoplazmatyczng AE1, z drugiej
za§ — z ankiryng (prawdopodobnie takze ze spek-
tryna i lipidami wewnetrznej warstwy biony erytro-
cytu). Ponadto biatko 4.2 stabilizuje w dwuwarstwie
biatka z kompleksu Rh (gtoéwnie CD47). Wykazano,
ze obecnoS¢ AE1 jest niezbedna do wbudowania
biatka 4.2 w btone erytrocytéw, a niedobor tego bial-
ka transhtonowego prowadzi do znacznej redukcji
biatka 4.2. Podobnie niedob6r ankiryny przyczynia
sie do wtérnego niedoboru biatka 4.2 [54]. Bezpo-
Srednie oddziatywania tetrameréw AE1 z ankiryna,
biatkiem 4.2, GPA i innymi biatkami obecnie opisu-
je sie jako ,,kompleks ankiryny” [2, 22, 55, 56].

W miejscu polaczenia ,,glow” heterodimerow
spektryny (N-koniec tancucha g8) przylaczony jest
kompleks biatek wiazacych (unctional complex).

Nalezg do niego: aktyna, biatko 4.1R (band 4.1R),
biatko p55, adducyna (Add), tropomiozyna (Tpm,
biatko 7), tropomodulina (Tmod) oraz dematyna
(biatko 4.9) [57]. Z kompleksem tych bialek sa po-
wigzane GPC, dimery AE1 oraz biatka Rh [22].
Aktyna 8 (5,5% hiatek btonowych, biatko 5) wyste-
puje w postaci krotkich (33-37 nm dtugosci) podwoj-
nych helis F-aktyny, tak zwanych protofilamentow
ztozonych z okolo 13 monomerow [58, 59]. Stan spo-
limeryzowania aktyny jest istotny dla elastycznoSci
blony; zahamowanie polimeryzacji ja zwieksza, za$
zwiekszona polimeryzacja nadaje blonie sztywno§¢.
Za polimeryzacje 1 depolimeryzacje aktyny odpowia-
daja towarzyszace jej biatka. Dematyna laczy cza-
steczki aktyny w protofilamenty. Te z kolei stabili-
zowane sg przez heterodimery tropomiozyny, ktore
wigza po 6—8 monomerdow aktyny. W stabilizacji
F-aktyny uczestniczy takze tropomodulina poprzez
oddzialywania z tropomiozyna w stosunku 2:1. He-
terodimery af adducyny (1% bialek bton) regulujg
dlugo$¢ powstatych fi lamentow, przylaczajac sie do
koncow F-aktyny (F-actin capping) oraz wiazac je
z fancuchami spektryny. Adducyna stanowi rowniez
pomost faczacy kompleks spektrynowo-aktynowy
z dimerami AE1. Funkcje Add kontroluje kompleks
Ca’"—kalmodulina [60]. Wykazano, ze fosforylacja
Add prowadzi do dysocjacji fancuchow spektryny
1 aktyny, zaburzajac stabilno§¢ cytoszkieletu [61].
Pojedynczy protofilament aktyny wiaze sie z pie-
cioma lub szeScioma koncami tetramerow spek-
tryny, nadajac widknom spektrynowym strukture
sieci, pokrywajacej od wewnatrz okolo 65% po-
wierzchni blony. W przypadku niedoboru tancuchow
a lub 8 spektryny dochodzi do zaburzen w tej upo-
rzadkowanej strukturze heksagonalnej [62], co
przyczynia sie do utraty dwuwklesiego ksztaltu oraz
zmniejszenia zdolno$ci deformacyjnych bton erytro-
cytow. Kazde polaczenie aktyna—spektryna jest sta-
bilizowane przez silnie ufosforylowang glikoprote-
ine, biatko 4.1R, zlokalizowang po cytoplazmatycz-
nej stronie btony komorkowej erytrocytow [4].
Biatko to wiaze sie $ciSle ze spektryng 8 w miejscu
wiazania aktyny, a ponadto wiaze sie z biatkiem p55,
GPC i AE1. Wykazuje rowniez powinowactwo do
PS. Obecnos¢ biatka 4.1R stabilizuje GPC w dwu-
warstwie lipidowe;j. Fosforylacja biatka 4.1R obniza
jego powinowactwo do spektryny i aktyny, nato-
miast defosforylacja (np. przy spadku poziomu ATP)
— zwieksza je, prowadzac do zwiekszenia stabilno-
Sci kompleksow spektryna—aktyna i regulujac w ten
sposob mechaniczng stabilno$¢é bton oraz zdolnoSci
deformacyjne erytrocytow [41]. Na funkcje biaitka
4.1R wplywaja 4,5-difosforan fosfatydyloinozytolu
oraz stezenie wolnego 2,3-difosfoglicerynianu
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Tabela 3. Podtoze genetyczne defektéw biatkowych w sferocytozie wrodzonej wedtug danych z Europy

Table 3. Gene defects of membrane proteins in hereditary spherocytosis in European populations

Uszkodzony Czestos¢ Typ Najczestsze Redukcja Rozmaz
gen wystepowania dziedziczenia mutacje biatek
ANK1 30-60% Dominujgce/ Typu null 15-50% Sferocyty
/rzadziej recesywne (zmiany fazy odczytu, Ankiryna
(de novo) nonsensowne) i spektryna
SLC4A1 20-30% Dominujace/ Mutacje prywatne 15-40% Sferocyty,
/bardzo rzadko (zmiany sensu lub AE1 i biatko 4.2 krwinki w ksztatcie
recesywne fazy odczytu) grzybkow
SPTB 15-30% Dominujace Typu null 15-40% Sferocyty,
(czasem de novo)  (zmiany fazy odczytu, Spektryna « i 8 5-10%
nonsensowne, splicingu) akantocytow
SPTA1 < 5% Recesywne ¥ (splicingu) + 50-75% Sferocyty, krwinki
+ null (zmiany sensu) Spektryna « i B* obkurczone,
poikilocyty
EPB42 < 1% Recesywne Zmiany sensu, 95-100% Sferocyty,
splicingu Biatko 4.2* owalostomatocyty
Nieznany 7-10% ? ? Niewykrywalna ?

*Dotyczy homozygot

(2,3-DPG, 2,3-diphosphoglycerate) [63]. W erytrocy-
tach biatko to wystepuje w dwoch izoformach 4.1a
1 4.1b, roznigcych sie masa czasteczkowa (odpo-
wiednio 80 1 78 kDa). Frakcja biatka 4.1a dominuje
w starszych krwinkach (efekt deamidacji Asp502)
[64, 65]. W talasemiach i niedokrwisto$ci sierpowa-
tokrwinkowej pod wplywem stresu oksydacyjnego
moze dochodzi¢ do zaburzeh w oddzialywaniach
miedzy biatkiem 4.1R a spektryna, w wyniku kto-
rych erytrocyty traca fragmenty dwuwarstwy lipi-
dowej w postaci mikropecherzykow [66]. Biatko p55
wystepuje w postaci dimerow. Jego rola sa oddzia-
tywania z biatkiem 4.1R 1 cytoplazmatyczng domeng
GPC. Zaburzenia we wzajemnych oddziatywaniach
spektryny, biatka 4.1R 1 GPC sa przyczyna zmniej-
szonej odksztalcalnoSci krwinek.

Sferocytoza wrodzona

Wystepowanie i podloze molekularne
Najczestsza wrodzong niedokrwisto$cia hemo-
lityczng jest sferocytoza wrodzona (HS, hereditary
spherocytosis), zwana inaczej sferocytoza dziedziczng
lub choroba Minkowskiego-Chauffarda. Najwiecej
0s0b z tg choroba jest w Europie Polnocnej 1 Ame-
ryce Poinocnej (1: 2000). Sferocytoza wrodzona
wystepuje rowniez w innych regionach §wiata [67].
Po raz pierwszy, w 1871 roku, opisali ja dwaj bel-
gijscy lekarze, Vanlair i Masius, jako de la micro-
cythémie, na podstawie zaobserwowania w mikro-
skopie §wietlnym matych, sferoidalnych krwinek

pochodzacych od matki 1 corki z objawami zo6ttacz-
ki, ktorej towarzyszyla splenomegalia [4]. Obecnie
wiadomo, ze podloze molekularne powstawania sfe-
rocytow moze by¢ bardzo zréznicowane. Defekt
najczesciej dotyczy spektryny lub ankiryny, choé
moze dotyczy¢ tez bialka 4.2 oraz zwigzanego z cy-
toszkieletem biatka blonowego AE1 [68].

Bardzo rozne molekularne mechanizmy pro-
wadza do takich samych niedoborow biatkowych.
Ponadto mutacja w genie jednego biatka czesto
wywoluje wtorny niedobor innych biatek. Na przy-
ktad, obecno$¢ ankiryny warunkuje stabilno$§¢ wio-
kien spektryny. Konsekwencja jej niedoboru jest
obnizenie wigzania do btony prawidiowo zsyntety-
zowanych tancuchow spektryny [1]. Opisano muta-
cje Walsrode w genie ANKI dotyczaca domeny an-
kiryny odpowiedzialnej za przylaczenie do AEL.
Mutacja ta w blonach erytrocytéow osobnikéw ho-
mozygotycznych powoduje przede wszystkim nie-
dobor AE1 (28%), lecz takze, cho¢ mniejszy, nie-
dobor ankiryny i spektryn [69]. Podobnie zmniej-
szona pula spektryny wplywa na redukcje innych
biatek cytoszkieletu, gtownie aktyny i biatka 4.1R,
a niedostateczna liczba czasteczek AE1 powoduje
zmniejszenie liczby miejsc wigzacych dla biatka 4.2
1, w konsekwencji, jego czeSciowy niedobor (tab. 3).
Takze inne biatka, gtownie nalezace do makrokom-
pleksu AE1-Rh, s3 na nizszym poziomie ekspresji
[30]. Obecnie uwaza sie, ze za wtorne niedobory
bialkowe moga odpowiada¢ zaburzenia w procesie
dojrzewania erytrocytow. W badaniach na mysich
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erytroblastach z niedoborem ankiryny wykazano, ze
czes¢ puli bialek z kompleksu ankiryny (AE1, GPA,
RhAG) jest usuwana wraz z jadrem komoérkowym [70].

Sferocytoza wrodzona, mimo réznego podioza,
na ogolt dziedziczy sie jako cecha dominujaca (75%),
rzadziej jako recesywna (25%). Zachorowania wsku-
tek nowych spontanicznych mutacji stanowiag oko-
fo 12%, w pozostalych przypadkach obserwuje sie
rodzinne wystepowanie tej membranopatii. Wiek-
szo$¢ mutacji ma charakter prywatny lub wystepu-
je sporadycznie, zaledwie u kilku rodzin. Mutacje
typu null sa dziedziczone w sposob dominujacy.
Defektywnego bialka nie wykrywa sie w krwinkach,
a u heterozygot obserwuje sie jedynie biatko beda-
ce produktem kompensacyjnej aktywnosci prawi-
diowego allelu. W takich przypadkach w SDS-PAGE
widoczna jest 15-50-procentowa redukcja biatka.
Homozygotyczna postaé takich mutacji jest praw-
dopodobnie letalna. W ten sposob najczesciej sg
dziedziczone mutacje w genie ankiryny, spektryny
B 1 AE1l. Wyjatek stanowia trzy mutacje w genie
SLC4A1 (Coimbra, Courcouronnes i Neapolis). Na-
wet przy ich homozygotycznym wystepowaniu jest
zachowana inkorporacja niewielkiej iloSci defektyw-
nego biatka AE1 w bione. Mutacje nie sa letalne,
lecz powoduja bardzo ciezki, zagrazajacy zyciu prze-
bieg kliniczny choroby. W przypadku ankiryny
1 spektryny f zdarzaja sie mutacje de novo, ktore
moga by¢ dziedziczone w sposéb dominujacy lub
recesywny.

Mutacje dotyczace spektryny « sa dziedziczone
recesywnie. Poniewaz synteza lancuchow a spek-
tryny jest 3—4-krotnie wyzsza niz fancuchow g, de-
fekt dotyczacy tylko jednego allelu spektryny « nie
wplywa na powstawanie prawidlowych tetrameréow.
Na przykiad, mutacja «"*** (powodujaca obnizona
synteze lancuchow spektryny «) u heterozygot nie
powoduje objawow klinicznych. Jednak w przy-
padku zlozonej heterozygoty, u ktorej wystepuje
""" tacznie z inng mutacja wywolujaca niska eks-
presje spektryny a w pozycji trans, dochodzi do gle-
bokich zaburzen w cytoszkielecie i poikilocytozy
w rozmazie krwi obwodowej [71]. Mutacje w genie
EPB42 (czeste w populacji japonskiej) rowniez pod-
legaja recesywnemu sposobowi dziedziczenia, dla-
tego redukcja biatka 4.2 (nawet do 100%) oraz de-
fekty w cytoszkielecie wystepuja jedynie u homo-
zygot 1 zlozonych heterozygot [54].

U 7-10% pacjentdow z objawami HS nie wykry-
wa sie defektu biatek bton erytrocytow na poziomie
biochemicznym [72]. By¢ moze, za tg niedokrwi-
sto$¢ hemolityczng mogg odpowiada¢ mutacje
w genach kodujacych inne biatka niz wcze$niej wy-
mienione. Wyniki badan na myszach sugeruja, ze

mutacje w genach kodujacych Add réwniez moga
by¢ przyczyng HS [73, 74].

Patofizjologia

Zaburzenia we wzajemnych pionowych oddzia-
tywaniach miedzy spektrynami, ankiryna, biatkiem
4.2 1 biatkiem blonowym AE1 prowadza do niesta-
bilnoSci cytoszkieletu 1 utraty jego heksagonalnej
struktury. Fragmenty blony, ktore nie maja wystar-
czajacej liczby powiazan z cytoszkieletem, ulegajg
uwolnieniu do osocza w postaci pecherzykow lipi-
dowych pozbawionych spektryny [53]. Takie lipi-
dowe mikroczastki moga zawierac biatka blonowe,
miedzy innymi AE1 i1 antygeny grupowe. W przy-
padku niedoboru AE1 prawidlowy cytoszkielet ma
mniej miejsc przyczepu do biony, co rowniez przy-
czynia sie do uwalniania fragmentow dwuwarstwy
lipidowej. Utrata fragmentéw blony w postaci mi-
kropecherzykow nastepuje juz na poziomie retiku-
locytow [75-77]. W konsekwencji z dwuwklestych
dyskow powstaja sferocyty o zmniejszonym stosun-
ku powierzchni do objetosci, co powoduje obnizong
elastyczno$¢ oraz zmniejszonag oporno$¢ osmo-
tyczng in vitro. Skiad lipidowy oraz asymetria blo-
ny w sferocytach nie zmieniajg sie [78].

Wykazano tez, ze w sferocytach dochodzi do
zwiekszonej wrazliwoSci komorek na stres oksyda-
cyjny, a w konsekwencji — do wtérnych zmian
w bialkach btonowych (w tym w biatkach zwigzanych
z tratwami lipidowymi), zwiekszonego wigzania
skladnikow cytoplazmy, takich jak zdenaturowana
Hb czy hemichromy do cytoszkieletu spektrynowe-
go oraz autologicznych przeciwcial typu IgG do bion
[79, 80]. Defekty cytoszkieletu wywoluja tez wiele
zmian w metabolizmie krwinek. Miedzy innymi
podwyzszona jest aktywno$é ATPazy Na*/K*,
zmniejsza sie kotransport jonow K*/Cl 1 obserwu-
je sie zwiekszony pasywny naplyw Na* 1 wyciek K*
prowadzacy do odwodnienia krwinek [81, 82]. Wzra-
sta zapotrzebowanie na ATP (podwyzszona aktyw-
no$¢ enzymow glikolitycznych), maleja natomiast
wewnatrzkomorkowe pH oraz stezenie 2,3-DPG.

Sferocyty maja utrudniony pasaz przez zatoki
Sledziony, dlatego sa w nich zbyt dlugo zatrzymy-
wane. Wykazano, ze ich pobyt w §ledzionie trwa 30—
-300 razy dtuzej niz prawidlowych krwinek [69].
Cze$¢ krwinek pod wplywem wolnych rodnikow,
niskiego pH oraz niskich stezen glukozy 1 ATP cat-
kowicie ulega hemolizie. Inne krwinki (opsonizowa-
ne autologicznymi przeciwciatami IgG) sa przed-
wczes$nie niszczone na drodze fagocytozy przez
makrofagi [65, 83]. Pozostate krwinki przezywajg
w nieprzyjaznym Srodowisku mikrokrazenia §le-
dzionowego 1, po uwolnieniu mikropecherzykow
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Table 4. Clinical classification of hereditary spherocytosis
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Postac choroby

tagodna Umiarkowana Umiarkowanie ciezka Ciezka

Czestos¢ wystepowania 15-25% 60-70% Ok. 10% 3-4%
Hemoglobina [g/dl] 11,0-15,0 8,0-11,5 6,0-8,0 <6,0
Retikulocyty (%) 3-8 >8 =10 =10
Bilirubina [mg/dl] 1-2 >2 > 2-3 >3
Opornos¢ osmotyczna Prawidtowa lub Obnizona Wyraznie obnizona Znacznie obnizona

nieznacznie obnizona
Rozmaz Prawidtowy lub Pojedyncze Liczne sferocyty Mikrosferocytoza

pojedyncze sferocyty sferocyty oraz poikilocytoza
Transfuzje* 0-1 0-2 =3 Systematyczne

Splenektomia Niekonieczna

Zwykle niekonieczna

Niezbedna (> 5. rz.) Niezbedna (> 2-3 rz.)

*Nie wliczono transfuzji wykonywanych podczas przetomu aplastycznego i transfuzji wymiennych w okresie noworodkowym

blonowych, wracaja do krazenia w postaci mikros-
ferocytow o znacznie zmniejszonej opornosci oSmo-
tycznej 1 ostatecznie rowniez ulegaja zniszczeniu.
Wszystkie te procesy prowadza do niedokrwistoSci
hemolitycznej [67].

Objawy kliniczne

Sferocytoza wrodzona moze wystepowacl
w zroznicowanych postaciach klinicznych — od
fagodnnej, niewymagajacej leczenia, po ciezka,
ujawniajaca sie juz w okresie noworodkowym
w formie ciezkiej zoltaczki i niedokrwisto$§ci wyma-
gajacej regularnych przetoczen krwi, a nawet jako
uogdlniony obrzek plodu (hydrops fetalis) [84]. Kli-
niczng klasyfikacje HS przedstawiono w tabeli 4.
Podstawowe cechy kliniczne choroby (o réznym
stopniu nasilenia) to niedokrwisto$§¢, zo6ltaczka
1 splenomegalia.

Bezohjawowi nosiciele HS sa zazwyczaj rodzi-
cami pacjentow z objawami choroby. U nosicieli nie
obserwuje sie zadnych symptomow lub tylko nie-
znaczng retikulocytoze (1,5-3%), lub nieznacznie
obnizone stezenie haptoglobiny w surowicy, ewen-
tualnie kilka sferocytow w rozmazie oraz nieznacz-
nie zmniejszong inkubowang oporno$¢ osmotyczng
[69]. Na podstawie badan przesiewowych opornoSci
osmotycznej na grupie dawcow z Niemiec 1 Norwe-
gii szacuje sie, ze nosicielstwo recesywnych genow
HS dotyczy okoto 1% populacji europejskiej [85].

W tagodnej postaci choroby (20-30% przypad-
kow) nieznacznej hemolizie nie towarzyszy niedo-
krwisto§¢, poniewaz szpik jest w stanie calkowicie
skompensowacé ciagle niszczenie krwinek, wzma-
gajac erytropoeze nawet 6-8-krotnie. Stezenie ery-
tropoetyny w surowicy tych pacjentow jest 2-krot-

nie podwyzszone w stosunku do warto$ci prawidto-
wych [86]. Tylko 2/3 pacjentoéw z fagodng postacia
choroby ma sferocyty we krwi obwodowej [69]. Nie
obserwuje sie u nich wcale lub stwierdza sie tylko
nieznaczna splenomegalie. Pacjenci z tej grupy po-
zostaja czesto bez rozpoznania przez diugie lata.
Niekiedy rozpoznanie zostaje ustalone przy okazji
epizodu hemolitycznego lub aplastycznego wywo-
tanego infekcja, na przyktad parvowirusem B19 [87],
wirusem Epstein-Barr [88] czy grypy [89] lub tez
wystepujacego pod wplywem innych czynnikow,
takich jak ciaza [90] czy nadmierny wysitek fizycz-
ny [67].

Najczestsza forma HS jest jej posta¢ umiarko-
wana (60-75%) z tagodna lub umiarkowang niedo-
krwistoscig (Hb 8-11 g/dl), przewlekla hemoliza,
retikulocytoza zwykle przekraczajaca 8% iz charak-
terystycznymi sferocytami w rozmazie krwi obwo-
dowe]. Zobltaczka pojawia sie sporadycznie u polowy
pacjentow, zazwyczaj w zwiazku z infekcjg wiru-
sowa [67].

Umiarkowanie ciezka HS obejmuje niewielka
grupe pacjentow z nizszym stezeniem Hb (6-8 g/
/dl), wyzsza retikulocytoza (czesto > 15%) 1 biliru-
binemig przekraczajaca 3 mg/dl [69]. Pacjenci z tej
grupy okresowo wymagaja leczenia koncentratami
krwinek czerwonych (kkcz). Stezenie erytropoety-
ny w surowicy u tych chorych jest nawet 8-krotnie
podwyzszone [86].

Ciezka posta¢ HS (3—4% wszystkich przypad-
kow) charakteryzuje sie gieboka, zagrazajaca zyciu
niedokrwisto§cig hemolityczna, ktéra wymaga re-
gularnego przetaczania kkcz [67]. U dzieci bez sple-
nektomii i niepoddawanych systematycznym prze-
toczeniom obserwuje sie zahamowanie wzrostu oraz
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op6znienie dojrzewania plciowego [69]. Ponadto
w ciezkiej postaci HS moga wystepowaé wady wro-
dzone, takie jak op6Znienie rozwoju psychofizyczne-
go, zmiany kostne (wiezowata czaszka, gotyckie pod-
niebienie oraz mikrooftalmia) oraz hepatosplenome-
galia zwigzane z pozaszpikowa erytropoeza [67].

Rodzaj defektu molekularnego w HS wplywa
na morfologie erytrocytow oraz kliniczne objawy
choroby. Wydaje sie, ze mutacje dziedziczone re-
cesywne powoduja ciezsze objawy niz dziedziczo-
ne dominujaco [72]. Najczestszy zlozony niedobor
ankiryny 1 spektryn, wywolany mutacjami w genie
ANK1, daje typowy obraz, od tagodnej do umiarko-
wanie ciezkiej HS. Im glebszy niedobor ankiryny,
tym wiekszy wtorny niedobor spektryn i ciezszy
przebieg Kliniczny [67].

Mutacje w genie SPTB odpowiadaja za niedo-
krwistoS¢ tagodna do umiarkowanej. W tym przy-
padku w rozmazie krwi obwodowej, obok wyrazne;j
sferocytozy, obserwuje sie 8-15% malych akanto-
cytow bez centralnego przeja$nienia, tak zwanych
krwinek kolczystych [91]. Zlozenie dwoch mutacji
w genie SPTAI («"*™* plus inna mutacja) jest czesta
przyczyna ciezkiej, dziedziczonej recesywnie sfe-
rocytozy. W rozmazie krwi pacjentow obserwuje sie
liczne sferocyty 1 mikrosferocyty; moga sie pojawiac
krwinki kolczyste i1 poikilocyty. Natomiast homozy-
gotyczna postaé spektryny «"*"** ma nieco tagod-
niejszy przebieg [69].

Mutacje w SLC4A1 dziedziczone w sposob do-
minujacy najczeSciej wywoluja tagodna, dobrze
skompensowang hemolize. Zdarzaja sie przypadki
rozpoznania tego defektu dopiero u osob po 50. roku
zycia [71]. Cecha charakterystyczng dla defektow
w tym bialku jest wystepowanie krwinek w postaci
grzybkow (1-2%) u pacjentow niepoddanych zabie-
gowi splenektomii [53, 92]. Opisano pojedyncze
przypadki homozygotycznej postaci HS wywolanej
mutacjami SLC4A1 [32]. Mutacja AE1“™ (prawie
catkowity brak whudowywania zmutowanego bial-
ka w blone) spowodowala ciezka postaé choroby
z gleboka niedokrwisto$cia i obrzekiem plodowym,
a takze dRTA, ktorej objawami byly: kwasica me-
taboliczna, wapnica nerek, hipokaliemia, hiperchlo-
remiaizrzeszotnienie ko$ci [30, 93]. Podobne, lecz
fagodniejsze objawy wywolata homozygotyczna po-
sta¢ mutacji AE1%"o™e Wykazano, ze jedynie
okoto 35% zmutowanego biatka byto whudowywa-
ne w blone erytrocytow [94]. Mutacja AE1Neae!is
u homozygoty wywolala ciezka HS, natomiast nie
obserwowano zadnych zaburzen w nerkach, ponie-
waz mutacja spowodowala delecje poczatkowego
fragmentu N-konca biatka AE1, ktory nie wystepu-
je w izoformie nerkowej. W SDS-PAGE blon ery-

trocytow wykryto jedynie 12% biatka AE1Y*° do
ktorego nie byta zdolna sie przylaczyc¢ aldolaza [95].

Najczestsza mutacja w genie EPB42, opisywa-
na jako 4.2" u homozygot wywoluje atypowa
postaé HS z owalostomatocytami w rozmazie [96].
Natomiast u zlozonych heterozygot (4.2¥"" plus
inna mutacja w genie EPB42) objawy choroby s3
typowe dla HS [97-99].

Do najczestszych powiklan w przebhiegu HS
zalicza sie kamice pecherzyka zolciowego lub drog
zolciowych oraz okresowe poglebianie sie niedo-
krwistoSci w wyniku przelomow hemolitycznych
1 aplastycznych.

U noworodkéw z hiperbilirubinemia istnieje
znaczne ryzyko zolitaczki jader podkorowych mozgu
(kernicterus), ktore wiaze sie ze wspolistniejgcym
zespolem Gilberta [100, 101]. Po okresie noworod-
kowym u pacjentow z HS zoéltaczka nie jest juz tak
nasilona. Zaostrza sie okresowo, towarzyszac zme-
czeniu po wysitku fizycznym, ekspozycji na zimno,
stresowi emocjonalnemu, infekcjom (zwlaszcza
wirusowym), a takze u kobiet w cigzy. Kamica pe-
cherzyka zo6lciowego jest bardzo czestym powikla-
niem juz w okresie dzieciecym; w ultrasonografii
jest obserwowana od 4.—-13. roku zycia [102]. Ry-
zyko wystepowania kamicy wzrasta z wiekiem
1 dotyka 40-80% dorostych z HS, zazwyczaj w 2.-3.
dekadzie zycia. U pacjentow z tagodng postacia cho-
Ryzyko zapadalno$ci na kamice wzrasta 4-5-krot-
nie przy wspolistnieniu w postaci homozygotycznej
mutacji w genie UGT1AI (zespo61 Gilberta) [103].

Poglebianie sie niedokrwistoSci dotyczy zwlasz-
cza kobiet w ciazy, u ktorych nastepuja wzrost ob-
jetoSci krwi oraz przyspieszona hemoliza. Ponadto
niedokrwisto$§¢ poglebia sie w stanach goraczko-
wych, najczeSciej wywolanych niespecyficznymi in-
fekcjami wirusowymi. Zakazenie parvowirusem B,
moze prowadzi¢ do przelomu hipoplastycznego lub
aplastycznego. Objawiaja sie nie tylko obnizeniem
stezenia Hb (nawet do 2-3 g/dl), ale tez retikulocy-
topenia (< 2%) 1 wzrostem stezenia zelaza w suro-
wicy. Znane sg przypadki przejSciowe]j pancytopenii
wywolanej infekcja wirusem B19 u pacjentow z HS
[87, 104]. Inng przyczyna poglehiania sie niedokrwi-
stoSci jest wyczerpanie sie folianow w organizmie,
wykorzystywanych do wzmozonej erytropoezy. Jed-
nak przelomy megaloblastyczne wystepuja rzadko —
najczeSciej u osob niedozywionych lub u pacjentek
W ciazy ze wspolistniejaca chorobg watroby. Moga
wystepowaé rowniez u dzieci w okresie wzrostu
1 pacjentdw po przetomie aplastycznym [67].

U pacjentow z HS, ze wzgledu na wzmozong
erytropoeze 1 nadmierne niszczenie krwinek oraz

94 www.hematologia.viamedica.pl



zwiekszona absorpcje zelaza przez przewod pokarmo-
wy, niekiedy obserwuje sie hemochromatoze wtorna.
Powiklanie to jest bardzo rzadkie u chorych na HS,
w przeciwienstwie do chorych na niedokrwisto§é
dyserytropoetyczng typu Il (CDA 11, congenital dyse-
rythropoietic anaemia type II), ktora charakteryzuje sie
zblizonymi objawami klinicznymi (przewlekia hemo-
liza, splenomegalig) oraz zmniejszong opornoscia
osmotyczng erytrocytow 1 wystepowaniem sferocy-
tow w rozmazie [105], a ktorej przyczyna sa zaburze-
nia w glikozylacji bialek blonowych, w tym AE1 [15,
106, 107]. Ryzyko przeladowania zelazem roznych
organow dotyczy przede wszystkim pacjentow uza-
leznionych od transfuzji. Znane s jednak przypadki
hemochromatozy u os6b dorostych niepoddanych
splenektomii lub takich, u ktorych ten zabieg wyko-
nano stosunkowo pdzno. Przeladowanie zelazem
moze sie wigza¢ u tych osob z nosicielstwem genu
hemochromatozy (mutacje genu HFE) [108-110].
Objawy HS moga by¢ maskowane przez scho-
rzenia wspolistniejace 1 wplywjace na wielko$§é
1 morfologie krwinek czerwonych, takie jak: niedo-
bor zelaza, zo6ltaczka mechaniczna, niedobor wita-
miny B12 i kwasu foliowego [67]. W przypadku z61-
taczki zmienia sie sklad lipidowy blony erytrocytow,
krwinki nabieraja nietypowego ksztaltu w rozma-
zie, a ponadto zmniejsza sie stopien hemolizy.
Rowniez inne wrodzone defekty krwinkowe
moga wspolistniec¢ z HS 1 zmieniac jej obraz Kklinicz-
ny oraz parametry laboratoryjne. Przy wspotistnie-
niu sferocytozy z cecha talasemii 8 (heterozygoty)
obserwuje sie zlagodzenie hemolizy [111]. Jak
wczesniej wykazano, mutacja w genie kodujacym
globine B (cecha talasemii B), facznie z niedoborem
AE1, prowadzi do maskowania objawow niedokrwi-
stoSci, a jedynym objawem choroby jest fagodna,
dobrze skompensowana hemoliza [112]. Podobnie
mutacje w genie globiny « zmieniaja obraz klinicz-
ny HS [113]. Opisano przypadek wspolistnienia
cechy talasemii ¢ z dwiema mutacjami w genie
EPB42, gdzie dominowala mikrocytoza [114]. Co
ciekawe, w przypadku wspolistnienia sferocytozy
z cecha sierpowatokrwinkowos$ci (heterozygota
HbAS) nie zaobserwowano maskowania objawow
choroby [115]. Wspoélistnienie asyptomatycznej HS
(z niedoboru spektryny) z tagodng mutacja w genie
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (enzymo-
patia) powoduje synergistyczny efekt, poniewaz pro-
wadzi do przewleklej niedokrwisto$ci hemolityczne;j,
znacznej retikulocytozy, mikrosferocytozy i1 hepa-
tosplenomegalii [116, 117]. Natomiast faczne wy-
stepowanie niedoboru biatka AE1 (i wtérnego nie-
doboru biatka 4.2) z niedoborem kinazy pirogronia-
nowej (enzymopatia) prowadzi do przewleklej
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,hiesferocytowe]” niedokrwisto$Sci hemolitycznej
z prawidlowa opornoscia erytrocytow oraz z elipto-
cytami i krwinkami o ksztalcie fez w rozmazie [118].

Rozpoznanie

W wiekszoSci przypadkow HS stwierdzenie
niedokrwistosci, zoitaczki (podwyzszonego steze-
nia bilirubiny catkowitej i niezwigzanej), splenome-
galii, retikulocytozy, sferocytow w rozmazie krwi
obwodowej oraz zmniejszonej opornosci osmotycz-
nej erytrocytow, przy ujemnym wyniku bezposred-
niego testu antyglobulinowego 1 dodatnim wywia-
dzie rodzinnym, sa wystarczajacymi elementami
rozpoznania HS [119].

Trudno$ci w rozpoznaniu dotycza zwlaszcza
okres6w noworodkowego 1 wczesnoniemowlecego.
Wykazano, ze u 2/3 dzieci do 6. miesiaca zycia nie
dokonano prawidlowego rozpoznania, ze wzgledu na
odmienne wiasnoSci erytrocytéw w tym okresie
[120-122]. TrudnoSci diagnostyczne dotycza rowniez
tagodnych (dziedziczonych recesywnie) 1 atypowych
postaci HS, w ktorych obraz kliniczny odbiega
od typowego (np. brak sferocytow w rozmazie i pra-
widiowa oporno$¢ osmotyczna, objeto$¢ krwinek
> 100 fl). Wyniki badan obejmujacych 300 pacjen-
tow wykazaty, ze u okolo 10% os6b wystepowaty po-
jedyncze sferocyty w rozmazie lub byly niewykry-
walne [123]. U takich chorych nalezy wykluczy¢ inne
przyczyny niedokrwistosci, zwlaszcza niedokrwi-
sto§¢ autoimmunohemolityczng z ujemnym wyni-
kiem bezposredniego testu antyglobulinowego [124],
CDA 1II oraz stomatocytoze wrodzona.

W morfologii krwi u pacjentow z HS obserwu-
je sie obnizone stezenie Hb $wiadczace o niedokrwi-
stoSci. Nalezy jednak pamietaé, ze ze wzgledu na
kompensacyjna aktywnos§¢ szpiku u okoto 1/3 pa-
cjentdow nie ma niedokrwisto$ci. Mimo utraty frag-
mentow blon 1 odwodnienia Srednia objeto$¢ krwi-
nek MCV, mean corpuscular volume) zwykle pozo-
staje na poziomie normy ze wzgledu na duzy
odsetek retikulocytow, ktory maskuje mikrocyto-
ze. Anizocytoza objawia sie podwyzszonym wskaz-
nikiem zmienno$ci objetoSci krwinek czerwonych
(RDW, red cell distribution width) powyzej 14%.
Przy duzym odsetku odwodnionych erytrocytow
MCHC moze by¢ podwyzszone do 35-38%. O he-
molizie S§wiadcza hiperbilirubinemia, wzrost aktyw-
no$ci dehydrogenazy mleczanowej, obnizenie
stezenia haptoglobiny oraz zwiekszone stezenie
zelaza w surowicy. W rozmazie krwi obwodowe;j
widoczne sg sferocyty i mikrosferocyty oraz krwinki
polichromatofilne. W ciezkiej postaci w rozmazie
moga wystepowac réwniez poikilocyty 1 akantocy-
ty. Retikulocytoza osigga poziom 5-20%.
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Klasyczne testy przesiewowe w kierunku HS
polegaja na ocenie osmotycznych wiasnos$ci lub
przepuszczalnoS$ci bion patologicznych erytrocytow.
Sa oparte na pomiarze Hb uwolnionej z erytrocy-
tow pod wplywem Srodowiska inkubacyjnego lub
temperatury. Zmniejszona oporno$¢ osmotyczna
Swiadczy o zwiekszonym stosunku objetosci do
powierzchni krwinek czerwonych, a wiec o obec-
noSci sferocytow we krwi pacjentow (niezaleznie od
przyczyny ich powstania). NajczeScie] wykonywa-
nym badaniem przesiewowym jest test oporno$ci
osmotycznej. Test ten to dobry wskaznik ciezko$ci
choroby 1 odzwierciedlenie liczby sferocytow we
krwi. Jego wykonanie jest jednak pracochionne
1 diugotrwate, dlatego podejmuje sie proby wpro-
wadzenia technik cytometrii przeplywowej do jego
wykonywania [125, 126]. Nalezy podkreslic, ze
zmniejszong oporno$¢ osmotyczng obserwuje sie
tylko u 66% pacjentow z HS niepoddanych splenek-
tomii oraz u 95% pacjentow po splenektomii [127].
Prawidlowy wynik testu oporno$ci osmotycznej nie
wyklucza wiec HS [128]. Wynik pozytywny nato-
miast otrzymuje sie takze w innych niedokrwisto-
Sciach hemolitycznych z obecno$cia sferocytow,
w tym o podlozu immunologicznym. Czulsza metoda
diagnostyczng jest test lizy krwinek czerwonych
w zakwaszonym glicerolu (AGLT, acidified glyce-
rol lysis test), jednak to badanie rowniez jest mato
specyficzne [68]. Na wynik obu testow wplywaja
inne parametry, takie jak: nieprawidiowy ksztalt
krwinek czerwonych, stopieh uwodnienia, retiku-
locytoza, stezenie zelaza, temperatura, cigza, nie-
wydolno$¢é nerek, toczacy sie proces autoimmuno-
hemolityczny i inne czynniki hematologiczne. Dla-
tego testy te charakteryzuja sie bardzo staba
specyficzno$cia 1 czulo$cia, a spora grupa pacjen-
tow z tagodna postacig HS lub z jej nietypowymi
objawami wymaga badan dodatkowych [129]. Test
kriohemolizy, w ktorym na erytrocyty dziala za-
rowno Srodowisko hipotoniczne, jak i niska tem-
peratura, jest czulszy i bardziej specyficzny od te-
stow opisanych wyzej. Pozytywny wynik otrzymu-
je sie w HS, w CDA 1I i niektorych przypadkach
eliptocytozy wrodzonej [130].

Test EMA (eosin-5"-maleimide) jest badaniem
przesiewowym opartym na ocenie defektow biatko-
wych w bionie metoda cytometrii przeplywowe].
W badaniu wykorzystuje sie barwnik fluorescencyj-
ny EMA, ktory wiaze sie gtoéwnie do biatka AE1. In-
tensywno$¢ fluorescencji wyznakowanych erytro-
cytow odpowiada iloSciowym lub jakoSciowym zmia-
nom w biatkach bion i cytoszkieletu poszczegdlnych
krwinek. Test jest specyficzny dla wrodzonych nie-
dokrwistosci hemolitycznych, pozwala na wykrycie

membranopatii (nie tylko HS) takze u pacjentow
z tagodng postacia choroby, przed splenektomia,
przy duzej retikulocytozie, po transfuzji krwi, a na-
wet unoworodkow. W przypadku HS obserwuje sie
znaczne obnizenie (o 20-40%) wiazania EMA do
blony erytrocytow w poréwnaniu z erytrocytami
zdrowych osob (ryc. 3) [129, 131].

Pozytywny wynik testu EMA stwierdza sie
rowniez w bardzo rzadkich chorobach, takich jak
CDA 111 niektére membranopatie (pyropoikilocyto-
za wrodzona, kriohydrocytoza, owalocytoza Azji Po-
tudniowo-Wschodniej 1 fenotyp Rh,,). W zwiazku
z powyzszym badanie cytometryczne wigzania EMA
do erytrocytoéw nalezy traktowac jedynie jako prze-
siewowe, a wynik testu wymaga skorelowania ze
stanem klinicznym pacjenta oraz wynikami innych
badan laboratoryjnych [129].

W wiekszoSci przypadkow nie ma konieczno-
§ci potwierdzania rozpoznania HS w elektrofore-
zie biatek bion erytrocytow technikg SDS-PAGE.
Badanie to jest niezbedne w nielicznych przypad-
kach, w ktorych wyniki badan przesiewowych sg
dwuznaczne lub watpliwe. Elektroforeze stosuje
sie rOwniez przy nieznanym dziedziczeniu ciez-
kiej, atypowej postaci HS z dodatkowymi objawa-
mi klinicznymi [131]. Wowczas nalezy wykluczyé
przede wszystkim kserocytoze wrodzong (odmia-
na stomatocytozy), czesto rozpoznawana jako
»atypowa postac sferocytozy wrodzonej” (z MCV
> 100 fl), poniewaz w przeciwienstwie do HS
splenektomia w tej chorobie jest przeciwwskaza-
na [68, 132, 133].

Badanie SDS-PAGE nie jest popularng metoda
diagnostyczng ze wzgledu na liczne ograniczenia,
niezadowalajaca czuto$¢ oraz wysoki koszt i czaso-
chionno$¢ [28]. Pozwala jedynie na potiloSciowa
ocene niedoborow spektryn, AE1 1 biatka 4.2. De-
fekty w ankirynie moga pozosta¢ niewykrytne,
zwlaszcza u pacjentow z wysokim odsetkiem reti-
kulocytow [72]. Dlatego ocena iloSciowa bialek jest
tatwiejsza u pacjentéow po splenektomii [123].
U pacjentow z bardzo fagodng postacig choroby lub
nosicieli bez jej objawoéw choroba moze pozostaé
nierozpoznana [134, 135].

Ektacytometria w gradiencie osmotycznym
jest bardzo czulg metoda umozliwiajaca wykrycie
charakterystycznego zmniejszenia powierzchni
w stosunku do objeto$ci oraz zmniejszonega stop-
nia uwodnienia krwinek [136]. W HS obserwuje sie
obnizony indeks deformacji (DI, deformability in-
dex), ktory jest wprost proporcjonalny do po-
wierzchni blony i zmniejszonej iloSci spektryn
w cytoszkielecie krwinek [137]. Badanie to pozwa-
la na wykrycie HS u pacjentdow z prawidiowym
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Rycina 3. Przyktady histogramoéw reprezentujagcych wigzanie eozyno-5-maleimidu (EMA) do erytrocytéw pacjenta:
A. Znaczne obnizenie wigzania EMA (66,3% kontroli) wskazuje na sferocytoze wrodzong (HS), ktérg potwierdzono
w innych badaniach oraz w dodatnim wywiadzie rodzinnym; B. Podwdjny pik EMA — badanie wykonano 5 dni po
transfuzji. Okoto 40% erytrocytow stanowiag krwinki pacjenta ze znacznie obnizonym wigzaniem EMA (64,5% konro-
li), co wskazuje na HS; C. Niejednoznaczny wynik testu EMA ($rednie obnizenie wigzania EMA 83,7% kontroli), ktory
sktonit do wykonania dodatkowego badania potwierdzajagcego CDAII. Kontrola pozytywna: erytrocyty pacjenta
z rozpoznanym HS (ciemny wykres), kontrola negatywna: erytrocyty dawcy (jasny wykres)

Figure 3. Examples of histograms of eosin-5'maleimide (EMA) labelled erythrocytes from patients. A. A significant
reduction in binding of EMA (66.3% of control) indicates a hereditary spherocytosis (HS) which was confirmed by
other studies, and a positive family history; B. Twin-peak EMA — test was performed 5 days after the transfusion.
Approximately 40% of patients erythrocytes have much lower binding capacity of EMA (64.5% of control), indicating
a HS; C. Ambiguous results of EMA test (mean decrease in binding of EMA 83.7% of control), which led to perform
additional confirmatory test towards CDA Il. Positive control: the patient’s erythrocytes with HS (dark graph),
negative control: the erythrocytes of the donor (clear graph)

wynikiem testu oporno§ci osmotycznej [127]. Ek- Analizy genetyczne w HS s3 utrudnione ze
tacytometria w gradiencie osmotycznym nie jest wzgledu na heterogennos$¢ alleli, mutacje de novo
jeszcze dostepna w Polsce. oraz duzy rozmiar gen6w. Badania te sa czasochton-
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ne i kosztowne [138, 139]. Stuza one gtownie do
badan naukowych w celu identyfikacji mutacji
sprawczych wywolujacych niedobory bialek zwia-
zanych z cytoszkieletem, zwlaszcza w przypadku
nietypowego obrazu klinicznego [114, 140, 141].

Eliptocytoza wrodzona

Wystepowanie

Druga najbardziej znang membranopatia jest
eliptocytoza wrodzona (HE, hereditary elliptocytosis),
zwana inaczej dziedziczng eliptocytoza lub owalo-
cytoza. Eliptocytoza wystepuje na §wiecie z czesto-
Scig 1:2000-4000, w Europie Poéinocnej — 1:5000.
Doktadne wystepowanie tej niedokrwisto$ci hemo-
litycznej jest trudne do oszacowania, poniewaz
u wielu pacjentow nie wystepuja objawy kliniczne.
Choroba najczeSciej sg dotknieci mieszkancy Afry-
ki z endemicznych rejonéw malarii (0,6-3% popu-
lacji) oraz ludno§¢ pochodzenia §rodziemnomorskie-
go. Eliptocytoze po raz pierwszy opisal w 1904 roku
Austin Flint [142], ale za chorobe wrodzona uzna-
no ja dopiero w 1932 roku [143]. Charakterystyczng
cecha choroby jest wystepowanie w rozmazie kKrwi
obwodowej licznych, wydtuzonych krwinek, zwa-
nych eliptocytami [144].

Podtoze molekularne

Eliptocytoze wrodzong dziedziczy sie najcze-
Sciej w sposob autosomalny dominujacy, rzadko
wystepuja mutacje de novo. Jest to heterogenna pod
wzgledem molekularnym grupa schorzen zwigzana
z roznymi defektami biatek bionowych: spektryny
a, spektryny 8 lub biatka 4.1R (i wtornie GPC), ktore
powoduja utrate stabilnoSci cytoszkieletu i nad-
mierna wrazliwo$¢ erytrocytow na bodzce mecha-
niczne [52, 144].

Najczestsza (65%) przyczyna choroby sa mu-
tacje zmiany sensu w genie SPTAI (¢™), powodu-
jace defekty N-konca spektryny « (domena al po
trawieniu trypsyna), odpowiedzialnego za miejsce
przylaczenia C-konca spektryny 8 (af8-spectrin self-
-association contact site). Mutacje dotyczace dalszych
fragmentow spektryny « (domeny al i oll) przewa-
zaja w populacjach afrykanskiej 1 arabskiej. Szacuje
sie, ze 20-30% populacji na $wiecie jest nosicielem
allelu «"* (low-expression Lyon), ktory prowadzi do
powstania skroconego biatka o zmniejszonej w oko-
o 50% dostepnosci dla tancuchow spektryny . Nie-
prawidiowe laficuchy a nie zostaja whudowane
w dimery i ulegaja proteolizie. Dzieki kilkakrotnej
nadprodukcji tancuchow « w stosunku do 8 posia-
danie tego allelu w homo- i heterozygotycznej po-
staci nie powoduje widocznych objawow Klinicz-

nych. Jednak wspotistnienie allelu «™*¥ w pozycji

trans z inng mutacja o™ jest przyczyna pelnoobja-
wowej HE [144].

Mutacje punktowe lub delecje w genie SPTB
(") stanowia okoto 30% przypadkéw HE na Swie-
cie. Moga one rowniez wywolywac zaburzenia wza-
jemnych oddziatywan miedzy tancuchami « 1 po-
przez defekty w regionie C-kofica spektryny 8, na
przyktad delecje jednego lub kilku miejsc fosfory-
lacji tancucha 8. Brak ufosforylowanej ,,glowy”
C-konca spektryny 8 u homozygot jest letalny lub
zagraza zyciu [145]. Opisano réwniez przypadek zto-
zonej heterozygoty, u ktérej wykryto mutacje w obu
genach spektryny (a¢"*/8"") [146].

Defekty w biatku 4.1R odpowiadaja za HE w 5%
przypadkow (w populacji europejskiej w 30%). Moga
to by¢ niedobory biatka wywolane brakiem syntezy
lub niestabilno$§cia mRNA (mutacje delecyjne lub
punktowe) [147]. Zdarzaja sie rowniez jakoSciowe
zmiany w powstalym biatku wskutek delecji lub
duplikacji eksonow w genie EPB41 kodujacych
cze$¢ biatka odpowiedzialng za wigzanie spektryny
[147]. Prawidlowy izomer biatka 4.1R ma mase
80 kDa; w HE spotyka sie skrocone (65, 68 kDa)
lub wydtuzone (95 kDa) warianty tego biaika, ktore
w takiej formie jest niefunkcjonalne. CzeSciowy nie-
dobor biatka 4.1R u heterozygot, opisywany jako
cecha 4.1R(-), wiaze sie z tagodna eliptocytoza
1 minimalng fragmentacja erytrocytéw, natomiast
jego catkowity brak u homozygot prowadzi do ciez-
kiej choroby hemolitycznej, wymagajacej licznych
transfuzji lub nawet splenektomii. W rozmazie tych
chorych dominuja eliptocyty i poikilocyty [144, 148].

Patofizjologia

W wiekszosSci przypadkow zawarto$¢ spektry-
ny w eliptocytach pozostaje prawidlowa, ale jej
struktura jest na tyle zmieniona, ze zaburza wza-
jemne oddzialtywania miedzy lancuchami « i 8 (nie
moga powstawac prawidiowe tetramery i oligome-
ry). Ponad 90% spektryny wyekstrahowanej z ery-
trocytow zdrowych os6b ma forme tetramerow,
a w przypadku HE dominuja dimery spektryny.
Z jednej strony, niezdolno§¢ do tworzenia tetrame-
rOw oraz zmniejszona sita oddzialywania 8 spek-
tryny z ankiryna i AE1 odpowiadajg za utrate hek-
sagonalnej struktury cytoszkieletu, niestabilno$¢
blon i powstawanie eliptocytow. Z drugiej strony,
strukturalne lub funkcjonalne defekty w biatku
4.1R niszcza oddzialywania miedzy spektryna a ak-
tyna oraz powoduja zaburzenia w kompleksie bia-
tek wigzacych (niedoboér bialka 4.1R powoduje
wtorny niedobor biatek: p55, CD47, CD44 oraz
GPC) [70, 149].
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Tabela 5. Uproszczona klasyfikacja kliniczna eliptocytozy wrodzone;j
Table 5. A simplified clinical classification of hereditary elliptocytosis

Postac choroby

Typowa Sferocytowa SAO
Heterozygoty Homozygoty/ztozone HPP
heterozygoty
Niedokrwistos¢ Brak Umiarkowana- Gteboka tagodna- Brak
—gteboka —umiarkowana
Hemoliza Brak-fagodna Umiarkowana-— Znaczna tagodna- Brak
-znaczna —umiarkowana
Splenomegalia Brak Obecna Obecna Obecna Brak
Rozmaz 15-90% Do 2. rz.: mikrocytoza, Znaczna Sfero-owalocyty, > 25%
eliptocytow  poikilocyty, eliptocyty, mikrocytoza, mikrosferocyty owalostomatocytow
sferocyty, schistocyty  poikilocytoza, z poprzecznymii
Po 2. rz.: eliptocytoza mikrosferocyty, bruzdam
fragmenty krwinek
Opornos¢ Prawidtowa Zmniejszona Zmniejszona Zmniejszona Prawidtowa
osmotyczna lub zwiekszona
Typ dziedziczenia Dominujacy Recesywny Recesywny Dominujacy Dominujacy

HPP (hereditary pyropoikilocytosis) — pyropoikilocytoza wrodzona; SAO (Southeast Asian ovalocytosis) — owalocytoza Azji Potudniowo-Wschodniej

Mechanizm powstawania eliptocytéw nie jest do
konca wyja$niony. Zaobserwowano, ze mlode erytro-
cyty wychodzace ze szpiku majg prawidlowy dysko-
idalny ksztalt, po czym w krazeniu ulegaja nieodwra-
calnej deformacji. Nabywaja podiuznego ksztattu,
przeciskajac sie przez Swiatlo naczyn wlosowatych.
Im starsze sa krwinki, tym bardziej wydiuzone, az
ostatecznie ulegaja fragmentacji i hemolizie. Jednak
liczba eliptocytow nie koreluje ze stopniem hemoli-
zy. W eliminacji nieprawidtowych krwinek iich frag-
mentow hierze udziat §ledziona [1].

Objawy kliniczne

Pod wzgledem klinicznym HE jest zblizona do
HS i obserwuje sie w niej cale spektrum objawéw
— od ich braku (stan nosicielstwa), poprzez fagodng
niedokrwisto§¢ hemolityczna, po zagrazajacy zyciu
uogo6lniony obrzek plodu [145]. Objawy choroby
mogg sie roznic u cztonkdéw tej samej rodziny, a tak-
ze zmieniac sie w ciggu zycia chorego. Uproszczong
klasyfikacje kliniczng HE przedstawiono w tabeli 5.

Typowa postac eliptocytozy wrodzonej

U niektorych cztonkéw rodzin pacjentow z HE
morfologia erytrocytow jest prawidlowa i nie ma
objawow hemolizy. Jedynie badania molekularne
spektryn wskazuja na stan nosicielstwa tej mem-
branopatii. U wiekszoSci pacjentow wystepuje elip-
tocytoza (15-100% eliptocytow), przypadkowo roz-
poznawana na podstawie rozmazu krwi obwodowej
przy okazji rutynowych badan diagnostycznych.

U tych os6b najczeSciej nie obserwuje sie niedo-
krwisto$ci, zmniejszonej oporno$ci osmotycznej,
skréconego czasu przezycia erytrocytow, hemoli-
zy czy splenomegalii. U okolo 12% pacjentow z tej
grupy wystepuja jedynie pojedyncze epizody hemo-
lizy, najczeSciej wywolane infekcjami, cigza lub nie-
doborem witaminy B12 [144].

U 5-20% osob z typowa HE wystepuje prze-
wlekla niedokrwisto§¢ hemolityczna, ktora nie jest
w pelni kompensowana przez szpik kostny. Czas
przezycia krwinek czerwonych jest skrocony o oko-
to 10%. Wystepuja tagodna retikulocytoza i obnizo-
ne stezenie haptoglobiny.

U homozygot lub zlozonych heterozygot (gdy
u 1 pacjenta wystepuja dwie rézne mutacje odpo-
wiedzialne za defekt w spektrynach) defekt w cy-
toszkielecie erytrocytéw powoduje bardziej nasilo-
ne objawy niedokrwisto$ci (Hb 7-11 g/dl, w niekto-
rych przypadkach 2-6 g/dl) i powikiania zwigzane
z hemoliza (splenomegalia, kamica pecherzyka
z06lciowego).

W ciezkich przypadkach HE moga wystapié
powiklania w postaci przeloméw aplastycznych
1 megaloblastycznych, podobnie jak w HS. Nasilone
sa takze zmiany w morfologii krwinek; w rozmazie
obok eliptocytow moga wystapi¢ mikrosferocyty
1 poikilocyty [144]. Szczegblnie w okresie niemow-
lecym obserwuje sie poikilocytoze i fragmentacje
erytrocytow, ze wzgledu na wysokie stezenia HbF
1 wolnego 2,3-DPG [53]. U noworodkow, ktorych
rodzice maja typowa HE, moze sie pojawic gleboka
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niedokrwisto§¢ hemolityczna i z6ltaczka wymaga-
jaca transfuzji wymiennej. W ciezkich postaciach
HE zdarzaly sie przypadki obrzeku ptodowego lub
zgonu krotko po urodzeniu [144].

U wiekszo$ci dzieci z objawami niedokrwisto-
Sci hemoliza zazwyczaj stabnie w ciggu pierwszych
2 lat zycia. W pozniejszym okresie zycia pogorsze-
nie stanu chorego moze by¢ zwiazane z chorobami
wirusowymi watroby, marsko$cia watroby, hiper-
splenizmem, a takze z przebhiegiem mononukleozy
zakaznej, infekcji bakteryjnych 1 malarii. Nasilenie
hemolizy wystepuje réwniez w mikroangiopatii,
przy niedoborze witaminy B12 i u kobiet w ciazy.
U pacjentow w wieku dojrzewania, pochodzacych
z kilku rodzin wloskich, oprocz eliptocytozy ze spo-
radyczna hemolizg obserwowano dysplastyczna nie-
efektywna erytropoeze, ktora nasilala sie z wiekiem
[150, 151].

Rozpoznanie. Dodatni wywiad rodzinny
w kierunku niedokrwisto$ci hemolitycznej oraz wy-
stepowanie w rozmazie krwi obwodowej minimum
15% prawidtowo wybarwionych krwinek czerwo-
nych, ktérych wiekszy przekroj jest elipsa, sa cze-
sto wystarczajaca wskazowka do rozpoznania HE.
W przypadku ujemnego wywiadu rodzinnego nale-
zy brac pod uwage rowniez inne wrodzone i nabyte
choroby wywolujace eliptocytoze, w tym: talasemie,
niedokrwisto$¢ sierpowatokrwinkowsa, niedobor
kinazy pirogronianowej, niedobor zelaza, niedokrwi-
sto§¢ megaloblastyczna, choroby mieloproliferacyj-
ne, zespoly mielodysplastyczne lub zwloknienie
szpiku.

W 1agodnej postaci choroby (u heterozygot)
eliptocyty moga nie wystepowaé w rozmazie przez
pierwsze 4—6 miesiecy zycia [144]. Ponadto w roz-
mazie krwi obwodowe] — w zaleznoS$ci od podtypu
HE — moga sie pojawiac bardziej okragte owalocy-
ty, sferocyty, stomatocyty i fragmenty krwinek
o dziwacznych ksztaltach (poréwnanie w tab. 5). Za-
zwyczaj wystepuje normocytoza. W tagodnych po-
staciach choroby retikulocytoza nie wzrasta powy-
zej 5%, w przypadku ciezkiej hemolizy moze osia-
gac¢ do 30%. Zmniejszona oporno$¢ osmotyczna
wystepuje u homozygot. W niektorych laboratoriach
wykonuje sie test wrazliwosci termicznej erytrocy-
tow (lub wyizolowanych spektryn) [152]. Prawidio-
we krwinki ulegajg spontanicznej fragmentacji
(wskutek denaturacji spektryn) w temperaturze
49 °C, natomiast w ciezszych przypadkach typowej
HE erytrocyty rozpadaja sie juz w 44-48 °C [144].

Pomocnym badaniem w diagnostyce HE jest
ektacytometria. Krzywa deformacji erytrocytow
w gradiencie osmotycznym w ektacytometrze ma
charakterystyczny asymetryczny, splaszczony ,tra-

pezowaty” ksztalt, a DI jest znacznie obnizony
W poroéwnianiu z prawidlowymi erytrocytami [71, 147].

Wysokospecjalistyczne badania laboratoryjne
nie sg konieczne w rutynowej diagnostyce HE, na-
tomiast moga by¢ przydatne w atypowych posta-
ciach choroby oraz przy okreslaniu podloza mole-
kularnego defektow w blonach erytrocytow. Ocena
biatek cytoszkieletu w SDS-PAGE pozwala na wy-
krycie skroconych fanicuchow « lub 8 spektryny,
zmian jako$ciowych w biatku 4.1R lub niedoborow
powyzszych biatek [144].

Innym badaniem w kierunku HE jest ocena
stopnia oligomeryzacji spektryny w warunkach in
vitro w elektroforezie natywnej [153]. Wystepowa-
nie znacznych ilo$ci wolnych dimeréw w stosunku
do tetramerdow 1 oligomerow spektryny towarzyszy
ciezkiej postaci HE. Wykonuje sie rowniez mapowa-
nie tryptycznych fragmentow spektryny. Po trawie-
niu trypsyna fancuchy « ulegaja fragmentacji na pieé
odpornych na proteolize domen (« I-V), natomiast
tancuchy g — na cztery takie domeny (8 I-IV). Po-
niewaz najczestsze mutacje w HE dotycza peptydu
N-kofica taficucha a (domena aI*’) o masie 80 kDa,
w SDS-PAGE obserwuje sie wystepowanie jedne-
go lub wiecej nieprawidlowych wariantow tego pep-
tydu (np. al™, al”®, «I®) [154]. Mutacja aI™ powo-
duje najciezsza postac niedokrwisto$ci hemolitycz-
nej u homozygot [144]. Badania genetyczne dotyczg
sekwencjonowania fragmentow genomowego cDNA
odpowiedzialnych za geny spektryn 1 biatka 4.1R.
Na obszarach czestego wystepowania HE wprowa-
dza sie badania przesiewowe metoda reakcji fancu-
chowej polimerazy (PCR, polymerase chain reaction)
w kierunku najczestszych mutacji [144].

Eliptocytoza sferocytowa

Wystepowanie i podloze molekularne.
Eliptocytoza sferocytowa (spherocytic elliptocytosis)
wystepuje giownie w populacji europejskiej [144].
Przyczyna tego podtypu HE jest defekt w genie
SPTB. Opisano mutacje ™" powodujaca obnizong
synteze spektryny 8 (jak w HS), ktora jest skrocong
forma prawidlowego bialka (cecha charakterystycz-
na dla HE) i jednocze$nie ma defekt w miejscu przy-
taczenia do spektryny 3 (typowy dla HE) [155].

Patofizjologia. Eliptocytoza sferocytowa cha-
rakteryzuje sie mikrosferocytami oraz bardziej okra-
glymi krwinkami, tak zwanymi sferoowalocytami (fat
elliptocytes), niz w typowej HE. Powstawanie sfero-
owalocytow jest zwigzane z gltebokim niedoborem
obu tancuchow spektrynowych i zaburzeniami w ich
tetrameryzacji. W krwinkach powierzchnia btony jest
zredukowana w stosunku do objetosci krwinek
1 tatwo ulegaja one hemolizie [155].
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Objawy kliniczne. Obraz kliniczny eliptocy-
tozy sferocytowej przypomina HS. Pacjenci maja
tagodna do umiarkowanej niedokrwisto$¢ hemoli-
tyczng ze splenomegalig 1 czesto kamica pecherzy-
ka zolciowego. Splenektomia znacznie zmniejsza
lub nawet znosi hemolize, podobnie jak w przypad-
ku HS [155].

Rozpoznanie. W eliptocytozie sferocytowej
w rozmazie krwi obwodowej widoczne sa mikrosfe-
rocyty oraz sferoowalocyty. Nie wystepuja natomiast
schistocyty 1 poikilocyty. Krwinki czerwone w elip-
tocytozie sferocytowej cechuje zmniejszona oporno§é
osmotyczna 1 daja dodatni wynik testu kriohemolizy.
Zarowno niedobor biatka 4.2 (HS), jak i niedobor GPC
1 GPD (fenotyp Leach), ktore sg dziedziczone w spo-
sOb autosomalny recesywny, mogg imitowa¢ w roz-
mazie eliptocytoze sferocytowsa [130].

Pyropoikilocytoza wrodzona

Wystepowanie i podioze molekularne. Do
niezwykle rzadko wystepujacego podtypu HE na-
lezy pyropoikilocytoza wrodzona (HPP, hereditary
pyropoikilocytosis), ktora jest najczeSciej dziedziczo-
na w sposob autosomalny recesywny. Pierwszy
przypadek HPP opisali Zarkowsky 1 wsp. w 1975
roku [156]. NajczeSciej na HPP choruja osoby po-
chodzenia afrykanskiego, rzadziej arabskiego 1 eu-
ropejskiego [144].

Podloze genetyczne HPP jest roznorodne. Moga
to by¢ postaci homozygotyczne lub zlozone hetero-
zygoty mutacji w SPTAI prowadzace do wariantow
strukturalnych domeny «al ze zmienionym regionem
odpowiedzialnym za oligomeryzacje spektryn. Do
HPP prowadza tez zlozenia typowej mutacji w genie
SPTA1I (odpowiedzialnej za zaburzenia w oligomery-
zacji spektryny) w polaczeniu z allelem prowadzacym
do zmniejszenia syntezy lancuchow spektryny a w po-
zycji trans. U takich zlozonych heterozygot poziom
prawidiowych fancuchow spektryny « jest znaczaco
obnizony lub nawet niewykrywalny [157, 158].

Patogeneza. Wszystkie opisane wyzej defek-
ty w genie SPTAI powoduja gieboki niedobo6r obu
tancuchow spektrynowych, a w konsekwencji —
calkowita destabilizacje cytoszkieletu, fragmenta-
ryzacje krwinek 1 ich nadmierne niszczenie [157].

Objawy Kliniczne. Pyropoikilocytoza wrodzo-
na jest ciezka postacig niedokrwisto$ci hemolitycz-
nej wieku niemowlecego i wczesnodzieciecego, kto-
ra czesto pozniej rozwija sie w typowa postaé HE.

Choroba charakteryzuje sie hiperbilirubinemig
1 gleboka niedokrwistoScig w pierwszych miesig-
cach zycia. Stezenie Hb obniza sie do 4-8 g/dl,
a retikulocytoza osiaga warto§¢é 13-35%. W prze-
biegu choroby dochodzi do powikian w postaci
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zahamowania wzrostu, zmian kostnych (wiezowata
czaszka), znacznej splenomegalii 1 wczesnej kami-
cy zolciowej [144].

Rozpoznanie. Erytrocyty w HPP cechuje
znaczna mikrocytoza (MCV 25-75 fl), podczas gdy
MCHC pozostaje na prawidiowym poziomie [144].
W rozmazie wystepuje znaczna poikilocytoza (do-
minujg mikrosferocyty, mikroeliptocyty i schisto-
cyty), ktora przypomina stan po oparzeniach. Opor-
no$¢ osmotyczna krwinek jest zmniejszona, podob-
nie ich stabilno§¢ w wysokich temperaturach.
W wiekszoSci przypadkow HPP erytrocyty rozpa-
daja sie juz w 44-48 °C [156].

Przesiewowy test EMA w polaczeniu z para-
metrami czerwonokrwinkowymi ulatwia rozpozna-
nie HPP. W tym przypadku obserwuje sie charak-
terystyczny nieregularny pik wigzania barwnika do
erytrocytow oraz fluorescencje nizsza niz w HS.
Natomiast w typowej HE test EMA jest dodatni
jedynie w przypadku niedoboru spektryn [159, 160].

Owalocytoza Azji Poludniowo-Wschodniej

Wystepowanie. Owalocytoza Azji Potudnio-
wo-Wschodniej (SAO, Southeast Asian Ovalocyto-
sis), ktorej synonim to eliptocytoza stomatocytowa
(stomatocytic elliptocytosis), jest najczestsza na obsza-
rach obejmujacych Papue Nowa Gwinee, Malezje,
Filipiny, Poludniowa Tajlandie i Indonezje. W nie-
ktorych populacjach nosiciele SAO stanowig do 5-
—25% ludnoSci. Zdarzaja sie sporadyczne przypadki
SAO wsrod Europejczykow 1 Amerykanoéw pocho-
dzenia afrykanskiego [144].

Podloze molekularne i patofizjologia. Pod
wzgledem molekularnym SAO jest catkowicie od-
miennym podtypem HE. Przyczyna SAO jest zloze-
nie mutacji delecyjnej z polimorfizmem Memphis 1
w genie SLC4A1 w pozycji cis, dziedziczone w spo-
s6b autosomalnie dominujacy; postaé homozygotycz-
na jest letalna [161]. Delecja 27 nukleotydow w ge-
nie prowadzi do braku 9 aminokwasow w AE1
w pozycji 400—408, na styku domeny cytoplazmatycz-
nej z pierwsza transhbionowa petla. Polimorfizmem
Memphis I jest substytucja aminokwasowa Lys56Glu
w domenie cytoplazmatycznej N-konca AE1 — kto-
ra, wystepujac samodzielnie — jest bezobjawowowa.
Powstate defektywne biatko AE1%° jest stabilne
1tworzy heterodimery z prawidiowa czasteczka AE1
w blonie erytrocytow. Taki kompleks nie jest jednak
w pelni funkcjonalny — wykazano zmniejszony o oko-
to 50% transport anionéw [32], wzrost fosforylacji,
nadmierng agregacje czasteczek tego biatka oraz jego
niespecyficzne oddzialywania z cytoszkieletem [162].

Zaburzenia w cytoszkielecie wywolane przez
AE1%*° prowadza do catkowitej utraty zdolno$ci do
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deformacji erytrocytow in vitro w ektacytometrze
[163]. Ponadto w krwinkach zaburzona jest prze-
puszczalno$¢ dla jondow sodu i potasu w niskich tem-
peraturach [164], co upodabnia je do krwinek
w kriohydrocytozie. Dlatego, wedlug niektorych au-
torow, SAO powinna by¢ wigczona w grupe chordb
zwigzanych z zaburzeniami przepuszczalnoS§ci bion
erytrocytow (patrz nizej) [165, 166].

Charakterystyczna cecha erytrocytow w SAO
jest wzrost termostabilno$ci 1 oporno$ci osmotycz-
nej, odwrotnie niz w typowej] HE. Erytrocyty
w SAO pozostaja stabilne do temperatury 52 °C.
W badaniach metodami cytometrii przeplywowe;j
wykazano zredukowang ekspresje wielu antyge-
now krwinek czerwonych, gléwnie biatek z kom-
pleksu Rh [35, 167].

Objawy kliniczne. W pierwszych dniach zycia
u okolo polowy pacjentow z SAO obserwuje sie hi-
perbilirubinemie i niedokrwisto$¢ [168]. W p6Zniej-
szym okresie zycia choroba zazwyczaj przebiega
bezohjawowo, rzadziej obserwuje sie tagodna hemo-
lize [169]. Objawy niedokrwisto$ci hemolitycznej
w SAO wystepuja u pacjentéw z powiklaniem dRTA,
ktorej przyczyna sa rowniez mutacje w SLC4A1
[170]. Poniewaz inwazja zarodzca malarii (P. falci-
parum) do wnetrza erytrocytow wiaze sie z reor-
ganizacja blony i powstawaniem wewnatrzblono-
wych czastek bogatych w AE1, mutacje prowadza-
ce do SAO skutecznie zapobiegajg przemieszczaniu
sie tego bialka w blonie i tym samym chronig pa-
cjentow przed malaria [144].

Rozpoznanie. W rozmazie krwi obwodowe]
pacjentow z SAO widoczne sa charakterystyczne
owalostomatocyty (= 25%), z podiuzng lub 1-2 po-
przecznymi bruzdami, ktore wystepuja tylko w tej
jednostce chorobowej [144].

Charakterystyczny dla SAO jest dodatni wynik
testu kriohemolizy [130]. Wynik przesiewowego
testu EMA réwniez jest dodatni. Wigzanie barwni-
ka fluorescencyjnego EMA do erytrocytow jest
zmniejszone prawdopodobnie ze wzgledu na zmie-
niong konformacje biatka AE1%*° [171].

Za pomoca ektacytometrii mozna wykazac
calkowita utrate zdolnosci deformacyjnych ery-
trocytow w SAO [172, 173]. W krajach o duzej cze-
sto$ci wystepowania SAO popularne sa badania
przesiewowe delecji w genie SLC4A1 metoda
PCR [144].

Stomatocytoza wrodzona

Wspblng nazwa ,,stomatocytoza wrodzona”
(HSt, hereditary stomatocytosis) okreSla sie grupe
rzadziej wystepujacych chorob, ktore cechujg sie

zaburzeniami w przepuszczalnoS$ci blon erytrocytow
dla jednowarto$ciowych kationow (Na* 1 K*), charak-
terystycznymi nieprawidiowos$ciami w morfologii
erytrocytow (stomatocyty w rozmazie krwi obwodo-
wej) 1 niedokrwistos$cig hemolityczna. Ze wzgledu na
bardzo rzadkie wystepowanie tego typu defektow
blon erytrocytow HSt zalicza sie do tak zwanych
chorob sierocych. Na podstawie rozpoznanych dotad
przypadkow uwaza sie, ze dziedziczenie stomatocy-
tozy jest autosomalnie dominujace [31].

Molekularna przyczyna zaburzen w przepusz-
czalno$ci blon erytrocytéw w stomatocytozie nie
jest dokladnie rozpoznana. Ze wzgledu na zrozni-
cowane wiasnoS$ci krwinek czerwonych HSt podzie-
lono na kserocytoze, hydrocytoze, kriohydrocyto-
ze oraz rodzinng pseudohiperkaliemie. Charaktery-
styczne cechy wymienionych podtypow przedsta-
wiono w tabeli 6.

Kserocytoza wrodzona

Wystepowanie i podloze molekularne. Naj-
czesciej spotykanym podtypem stomatocytozy jest
kserocytoza wrodzona (hereditary xerocytosis), opi-
sywana rowniez jako odwodniona dziedziczna sto-
matocytoza (DHSt, dehydrated herveditary stomato-
cytosis). Po raz pierwszy opisali te chorobe Oski
1wsp. w 1969 roku oraz Glader i wsp. w 1974 roku,
ktorzy badali stezenie kationow 1 stopien uwodnie-
nia erytrocytow [174, 175]. Kserocytoza wrodzona
wystepuje 20-krotnie rzadziej niz HS (okolo
1:50 000), lecz czesto jest z nig mylona [71]. U czeSci
pacjentow wykryto zwiagzek abberacji w obrebie
chromosomu 16q23-q24 z choroba. Nadal trwaja ba-
dania w kierunku identyfikacji genu z tego regio-
nu, ktérego mutacje bylyby odpowiedzialne za za-
burzenia w przepuszczalno$ci bion erytrocytow
w DHSt [176, 177].

Patofizjologia. Przyczyng DHSt jest zaburze-
nie w przepuszczalnoSci bfony dla K*, ktérego nad-
mierny wyplyw z wnetrza komorki nie jest kompen-
sowany naplywem sodu. W erytrocytach catkowite
stezenie sodu i potasu jest obnizone, natomiast
W surowicy stezenie potasu jest 2-3-krotnie pod-
wyzszone (pseudohiperkaliemia).

Erytrocyty w DHSt wykazuja zaburzenia lipido-
we (nadmiar PC), dlatego dawniej niedokrwisto$¢ te
klasyfikowalo sie jako niedokrwisto$§¢ hemolityczng
zwigzang z wysokim stezeniem fosfatydylocholiny
w blonach erytrocytow (HPCHA, hereditary high red
cell membrane phosphatidylcholine hemolytic anemia)
[178]. W niektorych przypadkach obserwowano ob-
nizone stezenie 2,3-DPG w erytrocytach.

Objawy kliniczne. W okresie okoloporodo-
wym DHSt moze towarzyszyc obrzek (perinatal
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Tabela 6. Podtypy stomatocytozy wrodzonej i ich charakterystyczne cechy
Table 6. Characteristic features of hereditary stomatocytosis subtypes

Parametr Podtyp
DHSt OHSt CHC FP
Hemoglobina [g/dl] 11-14 8-10 Norma Norma
MCV [fl]* 95-115 110-150 84-122 81-102
MCHC [g/dl] 34-38 24-30 34-40 34-38
Retikulocyty (%) 5-10 10-30 5-24 <1
Hemoliza Umiarkowana Ciezka Umiarkowana tagodna
Rozmaz 5-10% stomatocytow, 10-50% Stomatocyty, Krwinki tarczowate,
krwinki tarczowate, stomatocytow makrosferocyty stomatocyty
echinocyty
Opornos¢ Zwiekszona Zmniejszona Prawidtowa Prawidtowa
osmotyczna lub zwiekszona
Stezenie K* w osoczu Wzrost 2-3 X Wzrost do 40 x Podwyzszone Prawidtowe**
Stezenie Na* i K* Obnizone Podwyzszone Norma (1 Na*, | K") Dolna granica
w erytrocytach (tNa* 2-7 x, (tNa* 15-40 x, normy (1 Na*, | K*)
LK 2-4 x) JK* 2-4 x)
Uwodnienie Obnizone Zwiekszone Zwiekszone Prawidtowe?
erytrocytow
Inne Zwigzek Brak lub niedobér  Wyciek K* w niskich Zwigzek z chromosomem
z chromosomem stomatyny; czeste temperaturach 16923-924 lub
16923-924; mutacje de novo (autohemoliza); 2935-36; wyciek K*
akumulacja PC sdCHC: niedobor tylko in vitro w niskich
w btonach stomatyny i objawy temperaturch

neurologiczne

*MCV jest wysoce zalezna od warunkéw przechowywania krwi (czasu i temperatury), znacznie wzrasta zwtaszcza w OHSt i SDCHC; **pomiar w Swiezej probce
krwi; DHSt (dehydrated hereditary stomatocytosis) — odwodniona dziedziczna stomatocytoza; OHSt (overhydrated hereditary stomatocytosis) — przewodniona
dziedziczna stomatocytoza; CHC (cryohydrocytosis) — kriohydrocytoza; FP (familial pseudohyperkalemia) — rodzinna pseudohiperkaliemia;

MCV (mean corpuscular volume) — $rednia objetos¢ krwinek; MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration) — $rednie stezenie hemoglobiny;

sdCHC (stomatin-deficient cryohydrocytosis) — kriohydrocytoza z ubytkiem stomatyny

oedema), na przyktad w postaci wodobrzusza, ktore
w kolejnych tygodniach lub miesigcach samoistnie
zanika, ale moze by¢ tez przyczyna Smierci w wy-
niku hydrops fetalis [178, 179]. Hiperbilirubinemia
w pierwszych tygodniach zycia wiaze sie ze wspoi-
istnieniem zespotu Gilberta [56].

Umiarkowanej niedokrwistoSci towarzyszy
makrocytoza (MCV 95-115 fl) zwiazana z retikulo-
cytoza oraz podwyzszone MCHC wywolane odwod-
nieniem krwinek. Wskutek przewleklej hemolizy
dochodzi do umiarkowanej splenomegalii, jednak
zabieg splenektomii jest przeciwwskazany u pacjen-
tow z DHSt z powodu zagrazajacych zyciu powiklan,
w tym przede wszystkim zakrzepicy 1 nadciSnienia
plucnego [180-182]. NiedokrwistoSci hemolitycz-
nej czesto towarzyszy kamica pecherzyka zolciowe-
go 1 wtorna hemochromatoza [177, 183].

Rozpoznanie. W DHSt wskazniki czerwono-
krwinkowe wskazujg na niedokrwisto$¢, ktorej towa-
rzyszy umiarkowana do znacznej makrocytoza. W roz-
mazie krwi obwodowe] obserwuje sie nieliczne, stabo
wyksztalcone stomatocyty (do 10%), ktore moga byé

tatwo przeoczone, a takze krwinki tarczowate, eks-
centrocyty (eccentrocyte), echinocyty oraz ,,obkurczo-
ne” krwinki powstale wskutek odwodnienia, ktore
moga by¢ opisywane jako sferocyty [56, 177]. W zwiaz-
ku z utratg jonéw K* 1 towarzyszacym temu odwod-
nieniem erytrocyty wykazuja podwyzszong oporno$¢
osmotyczna, mierzong w Swiezej probce krwi, co
odroznia DHSt od HS [31]. Zdarza sie, ze wysokie
stezenie zelaza jest pierwsza wskazowka do rozpozna-
nia DHSt. Inne rutynowe testy przydatne w diagno-
styce tej stomatocytozy wskazuja na hiperkaliemie,
hiperbilirubinemie 1 hiperferrytynemie [56].
Najwazniejszym testem w diagnostyce HSt jest
pomiar odksztalcalnoSci krwinek w ektacytometrze
w gradiencie osmotycznym. Krwinki czerwone
w podtypie DHSt cechuje prawidlowa odksztalcal-
no$¢ (DI w zakresie normy), jednak krzywa defor-
macji jest charakterystycznie przesunieta w lewo,
Swiadczac o zwiekszone] opornosci osmotycznej
1 zmniejszonym uwodnieniu erytrocytow [56].
Bardzo specyficznym badaniem w kierunku
zaburzen w przepuszczalnosSci bion dla kationow jest
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test inkubacji erytrocytéow z ouabaing — inhibito-
rem ATPazy Na*/K* oraz bumetanidem — inhibi-
torem kotransportu Na*/K*/2Cl". W przypadku HSt
obserwuje sie niewrazliwo§¢ tej pompy na inhibi-
tory (nawet 6-krotnie wyzsze warto$ci K* w tem-
peraturze 37 °C w stosunku do oso6bh zdrowych),
a takze pasywny wyciek jonOw potasu, wprost pro-
porcjonalny do spadku temperatury. Niestety, ten
bardzo czuly test rzadko stosuje sie w praktyce,
poniewaz obecnie jest wykonywany tylko w jednym
laboratorium [71].

Hydrocytoza wrodzona

Wystepowanie i podioze molekularne. Rza-
dziej spotykang odmiane stomatocytozy — hydro-
cytoze wrodzona (hereditary hydrocytosis), ktorej
synonim to przewodniona dziedziczna stomatocy-
toza (OHSt, overhydrated hereditary stomatocytosis),
po raz pierwszy opisali Lock i wsp. w 1961 roku
1, na podstawie obrazu erytrocytow w rozmazie, na-
zwali ,,stomatocytoza”, poniewaz zamiast okragle-
go centralnego przejasnienia krwinki mialy wgte-
bienie przypominajace ksztaltem usta [184]. Cze-
stoS¢ wystepowania OHSt szacuje sie 1:1 000 000.
Chorobe czesto wywoluja mutacje powstale de novo
[56]. W ostatnich badaniach wykazano nieznaczny
niedobo6r biatka RhAG w blonach erytrocytow
u pacjentow z OHSt. Na podstawie badan genetycz-
nych sugeruje sie udzial dwoch mutacji w genie
RHAG jako jednej z przyczyn nadmiernej utraty
kationow z krwinek u tych chorych [185].

Patofizjologia. Przyczyng przewodnienia ery-
trocytow w OHSt jest zwielokrotniony (15-40-krot-
nie wyzszy w stosunku do normy) naplyw Na* do
krwinek [40]. Stezenie obu jednowartoSciowych
kationdow w erytrocytach jest podwyzszone. W su-
rowicy stezenie potasu moze by¢ podwyzszone na-
wet 40-krotnie [178].

W OHSt zaburzeniom przepuszczalno§ci bton
dla kationéw towarzyszy gleboki niedobo6r lub na-
wet calkowity brak stomatyny, zwigzanego z tratwa-
mi lipidowymi biatka blonowego, ktére wykazuje
powinowactwo do cholesterolu [17, 186]. Wykaza-
no jednak, ze niedobor stomatyny jest efektem
wtornym, poniewaz nie znaleziono mutacji w genie
EPB72, a ponadto bialko to jest obecne w pronor-
moblastach 1 normoblastach w szpiku oraz we frak-
¢ji bardzo mlodych erytrocytow (CD71%) we krwi
obwodowej u chorych na OHSt [187]. Wyniki badan
in vitro erytroblastow od pacjentow sugeruja, ze
biatko to nie jest transportowane do biony, lecz zo-
staje usuniete wraz z jagdrem komorkowym [188].

Utrata stomatyny moze sie wigzac z jej rolg
w regulacji funkcji biatka GLUT1 transportujacego

czasteczki glukozy 1 kwasu dehydroaskorbinowego
[45]. W OHSt, w celu kompensacji wycieku katio-
noé6w, wzrasta aktywnos¢ ATPazy Na*/K™*, w zwiaz-
ku z czym obserwuje sie zwiekszenie aktywnoSci
enzymow szlaku glikolitycznego oraz zapotrzebo-
wania krwinek na Zrodlo energii — glukoze. Utrata
stomatyny z blony erytrocytow jest wiec energe-
tycznie korzystna [185, 189].

Objawy kliniczne. Hydrocytoza wrodzona
charakteryzuje sie umiarkowana lub ciezka posta-
cig niedokrwisto$ci hemolitycznej, znacznym odset-
kiem stomatocytdéw oraz znaczng makrocytoza
1 retikulocytoza (do 30%).

Pacjenci sa narazeni na przetadowanie organi-
zmu zelazem. Podobnie jak w DHSt u pacjentow
z OHSt zaobserwowano sktonno$¢ do zakrzepicy po
zabiegach splenektomii. Moze sie ona wigzac z za-
burzona asymetria fosfolipidow blon erytrocytow,
poniewaz do§wiadczalnie wykazano nadmierna eks-
pozycje PS po zewnetrznej stronie dwuwarstwy li-
pidowej w erytrocytach pochodzacych od pacjentow
z OHSt [190].

Rozpoznanie. Hydrocytoza wrodzona charak-
teryzuje sie nieprawidlowymi wskaznikami czerwo-
nokrwinkowymi: makrocytoza (MCV 110-150 fl),
obnizonym MCHC i zmniejszong oporno$cig osmo-
tyczna, co jest odbiciem przewodnienia erytrocytow
[1]. W rozmazie krwi obwodowej obserwuje sie licz-
ne, dobrze wyksztatcone stomatocyty (10-50%)
sugerujace rozpoznanie tej niedokrwistosci hemo-
litycznej. W hydrocytozie wiazanie EMA jest na
prawidiowym lub podwyzszonym poziomie W zwigz-
ku z makrocytoza [133].

Do potwierdzenia rozpoznania OHSt czesto
niezbedne sg specjalistyczne badania. W tym celu
wykonuje sie elektroforeze bialek bion erytrocytow
w SDS-PAGE, w ktoérej obserwuje sie obnizony
poziom lub catkowity brak stomatyny [185]. Najdo-
ktadniejszym testem w kierunku OHSt jest ekta-
cytometria w gradiencie osmotycznym. Krwinki
cechuje prawidlowa odksztaicalno$¢ (DI w zakre-
sie normy), jednak krzywa deformacji jest charak-
terystycznie przesunieta w prawo, ze wzgledu na
zmniejszong oporno$¢ osmotyczng i przewodnienie
erytrocytow [56].

Stomatocytoze wrodzong moze nasladowac sto-
matocytoza Srédziemnomorska z makrotrombocy-
topenia (Mediterranean stomatocytosis/macrothrom-
bocytopenia, stomatocytic haemolysis and macro-
thrombocytopenia) — bardzo rzadka choroba
metaboliczna dziedziczona w sposéb autosomalny
recesywny (inaczej niz HSt). Przyczyna schorzenia
sa mutacje jednego z dwoch genow ABCGS lub
ABCGS, kodujacych transportery ABC (sterolin-1,
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sterolin-2), odpowiedzialne za przenoszenie czaste-
czek steroli w jelicie 1 watrobie. Brak tych biatek
wywoluje fitosterolemie (phytosterolaemia, sitoste-
rolaemia), czyli wzrost absorpcji oraz obnizone
wydalanie cholesterolu i pochodnych steroli roslin-
nych dostarczanych z pozywieniem (np. z oliwek,
soi, orzechow i awokado). Cecha charakterystyczng
tej choroby jest umiarkowane obnizenie liczhy pty-
tek (70-150 000/ul), znaczne zwiekszenie ich obje-
tosci (17-29 fl) 1 tagodne krwawienia w polaczeniu
z hemoliza i1 licznymi stomatocytami (50-80%).
Objawom hematologicznym moga towarzyszy¢ bole
w okolicy brzucha, przedwczesna choroba wienco-
wa 1 zapalenie stawow. U pacjentéw obserwuje sie
akumulacje cholesterolu i fitosteroli w osoczu.
W przypadku stomatocytozy Srodziemnomorskiej
z makrotrombocytopenia skiad lipidowy i1 biatkowy
blon erytrocytow oraz przepuszczalno$¢ bion dla
kationow sg prawidiowe, co jednoznacznie wyklu-
cza membranopatie [191].

Kriohydrocytoza

Wystepowanie. Do grupy chorob zwigzanych
z zahurzong przepuszczalnoS§cia blon erytrocytow
nalezy rowniez kriohydrocytoza (CHC, cryohydrocy-
tosis), charakteryzujaca sie zwiekszong przepuszczal-
noScig dla kationdéw iz vivo oraz znacznym naplywem
Na* i nadmiernym wyciekiem K* in vitro w tempe-
raturach zblizonych do 0 °C. Po raz pierwszy taka
wlasciwo$¢ krwinek czerwonych opisali Miller 1 wsp.
w 1965 roku [192]. Dotychczas opisano kilka rodzin
z objawami odpowiadajacymi CHC [31].

Podloze molekularne i patofizjologia. W os-
tatnich latach wykazano zwiazek pieciu mutacji
w genie SLC4A1 z nadmiernym wyplywem katio-
now z erytrocytow w temperaturze 0 °C [193].
Mutacje te prowadza do syntezy nieprawidlowego
biatka AE1 wskutek pojedynczych substytucji ami-
nokwasow we fragmencie biatka miedzy 6smag
a dwiema ostatnimi petlami domeny transhlonowej
(region aminokwasow 687-760). Zmutowane bial-
ko jest obecne w blonie erytrocytow, ale wykazuje
zmniejszong o okolo 50% zdolno§¢ transportu anio-
now (jak w SAO), natomiast w niskich temperatu-
rach ma wlasnoSci nieselektywnego kanatu katio-
nowego, przyczyniajacego sie do naplywu Na*
1 wody do krwinek [194].

W 2009 roku opisano przypadek defektu w tym
samym regionie bialka AE1 powodujacego objawy
stomatocytozy w polaczeniu z cechami dyserytro-
poezy w szpiku kostnym, a zwigzanego z zaburze-
niami fosforylacji tego bialka oraz innych bialek,
w tym stomatyny [195]. Ostatnio wykryto kolejng
mutacje w AE1 prowadzaca do CHC [196]. Co cie-
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kawe, ta sama mutacja powodowala rézne objawy
u 2 niespokrewnionych pacjentow: u pierwszego
wstepnie rozpoznano HS ze stomatocytami i sfero-
stomatocytami w rozmazie krwi obwodowe]
(w SDS-PAGE wykryto nieznaczny niedobor AE1),
natomiast u drugiego — dobrze skompensowang
DHSt.

Opisano rowniez 2 niezalezne przypadki CHC
z ubytkiem stomatyny (sdCHC, stomatin-deficient
cryohydrocytosis), w ktorych niedokrwisto$ci hemo-
litycznej towarzyszyly niedorozwdj fizyczny 1 umy-
stowy, napady drgawkowe, zaCma i masywna hepa-
tosplenomegalia [197]. Ostatnio wykazano, ze przy-
czyng molekularng tej odmiany CHC sa mutacje
w genie SLCA2A1I kodujacym biatko GLUT1. De-
fektywne biatko jest wbudowywane w bione erytro-
cytow, moze transportowac glukoze, ale przyczy-
nia sie do nadmiernego wyplywu kationow Na* 1 K*
z krwinek [198].

Objawy Kliniczne. Kriohydrocytoza wrodzo-
na charakteryzuje sie dobrze skompensowana,
tagodna do umiarkowanej, niedokrwistoS$cig 1 hiper-
bilirubinemia przypominajgca HS. Wydaje sie, ze —
inaczej niz w przypadku DHSt 1 OHSt — splenek-
tomia nie przyczynia sie do problemow zakrzepo-
wych u pacjentow z tym podtypem stomatocytozy
wrodzonej [31].

Rozpoznanie. Cechg charakterystyczng CHC
jest wrazliwo§¢ krwinek na niskie temperatury, na
przyklad pozostawienie pelnej krwi w warunkach
chtodniczych przez kilka godzin powoduje znaczng
autohemolize [199]. W rozmazie, wykonanym
z krwi przechowywanej w obnizonej temperaturze,
oprocz stomatocytow moze sie pojawiC artefakt
w postaci ,makrosferocytozy”, co sugeruje rozpo-
znanie atypowej HS [132]. W przesiewowym tes-
cie EMA dodatni wynik (obnizenie wigzania barw-
nika) obserwuje sie w zwigzku z niedoborem AE1
[129]. W SDS-PAGE biatek bton erytrocytow po-
chodzacych od pacjentow z CHC moze wystapic
nieznaczny niedoboér tego biatka (do 20%) [193],
natomiast w podtypie sdCHC — niedoh6r lub brak
stomatyny [197].

W diagnostyce zaburzen przepuszczalno$ci
bton erytrocytow, metoda fotometrii ptomieniowe;,
oznacza sie stezenia potasu i sodu wewnatrz ery-
trocytow. W przypadku CHC obserwuje sie 5-6-
-krotnie wieksze stezenie potasu w osoczu [132].
Badania stezenia potasu mozna wykona¢ roéwniez
w surowicy bezpos§rednio po pobraniu krwi na he-
paryne (37 °C) oraz po 6-godzinnej inkubacji w tem-
peraturze 20 °C 1 4 °C [182, 199]. Znaczny wzrost
stezenia K*, zwlaszcza po inkubacji w niskich tem-
peraturach, potwierdza rozpoznanie CHC.
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Rodzinna pseudohiperkaliemia

Wystepowanie i podioze genetyczne. Ro-
dzinna pseudohiperkaliemia (FP, familial pseudohy-
perkalemia) rowniez jest zaliczana do HSt. Ceche
te, dziedziczong w sposob dominujacy, po raz pierw-
szy wykryto w 1979 roku. W testach laboratoryjnych
u czlonkoéw pewnej rodziny Stewart 1 wsp. [200]
zaobserwowali pseudohiperkaliemie, czyli wzrost
stezenia K* w surowicy pochodzacej z probek krwi
przechowywanej kilka godzin w temperaturze po-
kojowej (lub nizszej), podczas gdy stezenie tego
jonu iz vivo byto prawidlowe.

Do tej pory zdiagnozowano jedynie kilka rodzin
z defektem krwinek odpowiadajacym pseudohiper-
kaliemii, prawdopodobnie wiekszoS$¢ przypadkow
nie zostala rozpoznana [56, 201, 202]. Poniewaz
rowniez w DHSt wystepuje zwiekszony wyciek
potasu w niskich temperaturach, a ponadto w jed-
nej rodzinie z pseudohiperkaliemiag (FP Edinburgh)
zaobserwowano zwiazek z abberacja w obrehie chro-
mosomu 16q23-q24, wydaje sie, ze cecha ta moze
by¢ asymptomatyczng formg DHSt. W badaniach
genetycznych innej rodziny (FP Lille) wykazano
zalezno$¢ miedzy zaburzeniem we fragmencie chro-
mosomu 2q35-36 a zaleznym od temperatury wy-
ciekiem kationow [203]. W zwiazku z powyzszym
sugeruje sie wystepowanie w blonie biatka w po-
staci heterodimeru, znajdujacego sie pod kontrolg
dwoch genow [56].

Objawy Kkliniczne. Rodzinna pseudohiperka-
liemia nie wywoluje objawow hematologicznych lub
jedynie lagodna makrocytoze ze stomatocytoza
1 nieznaczna retikulocytoza (1,5-3,5%) [31].

Rozpoznanie. W rozmazie krwi obwodowe;]
u oso6b dotknietych FP nie obserwuje sie niepra-
widlowo$ci. Badania erytrocytow pacjentow z FP
metodg ektacytometrii w gradiencie osmotycz-
nym nie wykazuja nieprawidlowos$ci, co odroznia
te ceche od HSt [71]. Diagnostyka FP opiera sie
na poroéwnaniu stezenia K* w surowicy oraz w prob-
kach krwi przechowywanych w temperaturze po-
kojowej lub nizszej. Podwyzszone stezenie K,
przy braku objawow hiperkaliemii 1 hemolizy (pra-
widlowe: aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowe;j
1 stezenie haptoglobiny), jest wystarczajaca do
rozpoznania tej cechy [201].

Niedobory antygenow grupowych

Do membranopatii nalezy takze grupa tagod-
nych niedokrwistoSci hemolitycznych zwigzanych
z niedoborami integralnych biatek bionowych, na
ktorych wystepuja niektore antygeny krwinek czer-
wonych (fenotyp Rh,,, fenotyp McLeod, fenotyp

Leach i in.). Niedobor lub catkowity brak tych bia-
tek powoduje zaburzenia w oddziatywaniach biatko-
wo-lipidowych w blonie erytrocytow, co objawia sie
powstawaniem krwinek patologicznych, fatwo ule-
gajacych hemolizie.

Fenotyp Rh,

Wystepowanie i podioze molekularne.
Fenotyp Rh,. (Rh,,.. phenotype, Rh,,syndrome) jest
dziedziczony autosomalnie recesywnie 1 wystepu-
je z czestoScig 1:6 000 000. Brak antygenow Rh po
raz pierwszy opisano w 1961 roku [204].

Przyczyna choroby sa mutacje zmiany sensu,
delecje lub mutacje typu splicing w genach koduja-
cych biatka kompleksu Rh. Delecja calego genu
RHD 1acznie z inaktywacja genu RHCE w pozycji
cis u homozygot jest opisywana jako podtyp Rh,y,
amorph. Podtyp Rh,, regulator wiaze sie z recesyw-
nie dziedziczonymi mutacjami w genie RHAG (geny
RHD 1 RHCE sa prawidlowe), ktore uniemozliwiajg
powstawanie stabilnego kompleksu Rh w bionie
[31]. Rowniez podtyp Rh,, moderator jest zwigza-
ny z mutacjami w genie RHAG [32].

Patofizjologia. Fenotyp Rh,, charakteryzuje sie
brakiem biatek RhD, RhCcEe oraz RhAG (tylko 20%
tego bialka wystepuje w podtypie amorph), ktorym
towarzyszy wtorny brak lub niedob6r GPB oraz cza-
steczek adhezyjnych LW 1 CD47. Brak bialek kom-
pleksu Rh w blonie erytrocytow prowadzi do zaburzen
w oddzialywaniach miedzy cytoszkieletem spektry-
nowym a dwuwarstwa lipidowa oraz do utraty frag-
mentow blony. Erytrocyty maja zmieniong asymetrie
fosfolipidow blony. Podobne zaburzenia obserwuje sie
w fenotypie Rh,, podtyp moderator, charakteryzuja-
cym sie znaczng redukcja bialek z kompleksu Rh
wskutek defektu w RHAG [32]. Krwinki cechuje pa-
sywny wyciek kationow z erytrocytow (podobnie jak
w HSt) oraz odwodnienie wskutek podwyzszonej ak-
tywnoSci ATPazy Na*/K™ [7, 32].

Objawy kliniczne. Choroba charakteryzuje
sie tagodna do umiarkowanej przewlekia niedokrwi-
stoScig hemolityczng (stezenie Hb 8-13 g/dl), reti-
kulocytoza (3—20%), makrocytoza i splenomegalig
[205]. W czasie cigzy lub w wyniku transfuzji osoby
Rh,, wytwarzaja przeciwciala skierowane przeciw
wszystkim biatkom kompleksu Rh, ktore powoduja
hemolize erytrocytow. Leczenie krwig tych osob
stanowi powazny problem — moga otrzymywac je-
dynie krew o tym samym fenotypie Rh,; [206].

Rozpoznanie. W rozmazie krwi obwodowe;j
obserwuje sie sferocytoze i stomatocytoze [71].
W testach stwierdza sie zmniejszona opornos$é
osmotyczng (na poziomie miedzy normg a warto-
Sciami charakterystycznymi dla HS), ktora jest od-
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biciem zmniejszonego stosunku powierzchni do
objetosci krwinek [206]. W zwigzku z powyzszym
fenotyp Rh, rozpoznaje sie jako HS. W przesiewo-
wym teScie EMA wigzanie barwnika jest obnizone,
jednak nie tak bardzo, jak w HS [207].

Podstawowym narzedziem diagnostycznym
w rozpoznaniu niedoboru lub catkowitego braku an-
tygenow z kompleksu Rh sg badania immunohema-
tologiczne [206]. W diagnostyce fenotypu Rh,,, sto-
suje sie rowniez metody cytometrii przeplywowe;.
Do ostatecznego rozpoznania przydatne sg badania
genetyczne [208].

Zespol McLeod

Wystepowanie i podloze molekularne. Ze-
spot McLeod (McLeod syndrome) jest zwigzany
z brakiem antygenu Kx (fenotyp McLeod), dziedzi-
czonego wraz z chromosomem X, oraz wtornym
niedoborem antygenu Kell w blonach erytrocytow
[209]. Po raz pierwszy wykryli go u dawcy krwi
Allen 1 wsp. [210] w 1961 roku. Opisano okoto 150
0s0b z tym schorzeniem. Wystepowanie zespoliu
szacuje sie na 0,5-1:100 000. Przyczyna defektu sg
rézne mutacje w genie XK [211, 212].

Patofizjologia. Erytrocyty w fenotypie
McLeod przybieraja ksztait akantocytow, poniewaz
ich powierzchnia jest zredukowana w stosunku do
objetosci 1 s3 odwodnione. Krwinki czerwone nie
wykazuja zmniejszonej oporno$ci osmotycznej.
Sktad lipidéw 1 podstawowych biatek bion erytro-
cytow pozostaje prawidiowy, chociaz ich stopien
fosforylacji jest podwyzszony [213].

Objawy kliniczne. W zespole McLeod tagod-
nej, skompensowanej niedokrwisto$ci hemolitycz-
nej (3-7% retikulocytow) towarzysza wysokie ste-
zenia kinazy kreatynowej w surowicy (1,3-15 krot-
nie wyzsze niz u osob zdrowych) [213]. Pacjenci
majg powiekszong Sledzione 1 watrobe, a testy
watrobowe wskazuja na jej dysfunkcje. U oso6b
w 3. 14. dekadzie zycia, oprocz objawoéw hematolo-
gicznych, chorobie moga towarzyszyc zaburzenia
psychiczne, objawy miopatii, kardiomiopatii i neu-
ropatii (zblizone do neuroakantocytozy) prowadza-
ce do przedwczesnego zgonu w wieku 31-69 lat
[214]. U heterozygotycznych kobiet rzadko rozwi-
jaja sie objawy neurologiczne [215].

W przypadku wiekszych delecji we fragmencie
chromosomu Xp21.1 oprocz fenotypu McLeod ob-
serwuje sie rowniez przewlekia chorobe ziarninia-
kowa (CGD, chronic granulomatous disease), reti-
nopatie barwnikowa oraz dystrofie mieSniowa Du-
chenne’a [209].

Rozpoznanie. Charakterystyczng cechg ze-
spolu McLeod sg liczne akantocyty w rozmazie krwi

Justyna Spychalska, Membranopatie krwinek czerwonych

obwodowej; u mezczyzn (hemizygot) stanowig one
25-85%. Towarzyszace akantocytozie podwyzszo-
ne stezenie kinazy kreatynowej, objawy kardiomio-
patii i napady drgawkowe u 0s6b dorostych sa wska-
z6wka do oceny fenotypu erytrocytow metodami
immunohematologicznymi. Podstawa rozpoznania
zespolu McLeod jest wykazanie braku antygenu Kx
1 stabej ekspres;ji antygenu Kell [214, 216]. Kobie-
ty (heterozygoty) maja dwie populacje erytrocytow:
jedna z prawidtowa morfologia (Kx*) 1 drugg wadli-
wych akantocytow (Kx) [209].

Fenotyp Leach

Wystepowanie i podloze molekularne.
Lagodna forme niedokrwisto$ci z eliptocytoza
w rozmazie krwi obwodowej, zwigzang z calkowitym
brakiem glikoforyny C i D (antygenow Gerbich),
opisali Anstee 1 wsp. w 1984 roku [217] jako feno-
typ Leach (Ge:-1,-2,-3,-4). Defekt wywoluje dele-
cja dwoch eksonow (3 1 4) lub mutacja zmiany sen-
suw genie GYPC [7]. Fenotyp ten jest dziedziczo-
ny recesywnie, a jego wystepowanie jest bardzo
rzadkie; zdarza sie gtownie u osoh z Malezji 1 Papui
Nowej Gwinei [218].

Patofizjologia. Krwinki w fenotypie Leach
oprocz braku antygenéow Gerbich maja rowniez
wtorny niedobor biatka 4.1R (ok. 20%) 1 biatka p55,
co zaburza mechaniczng stabilno$¢ cytoszkieletu.
Dlatego erytrocyty cechuje obnizona o okolo 50%
zdolno$¢ do deformacji w ektacytometrze. Obnize-
nie ekspresji bialek cytoszkieletu jest korzystne dla
pacjentow, poniewaz chroni krwinki przed wniknie-
ciem zarodzca malarii [7, 219].

Objawy Kliniczne. U pacjentow obserwuje sie
tagodna hemolize, wywolang zmniejszona oporno-
§cig osmotyczng krwinek [7]. Podobnie jak w feno-
typie Rh,;, pacjenci wytwarzaja przeciwciala skie-
rowane przeciw antygenom, ktorych nie posiadaja,
co powoduje powikliania potransfuzyjne, a u kobiet
w cigzy moze wywola¢ chorobe hemolityczng pto-
du lub noworodka [220].

Rozpoznanie. Dominujacg cechg fenotypu
Leach jest eliptocytoza w rozmazie krwi obwodo-
wej [7]. W badaniach immunohematologicznych nie
wykrywa sie reakcji z przeciwcialami skierowany-
mi przeciw GPC 1 GPD [221].

Fenotyp In(Lu)

Wystepowanie i podioze molekularne. W 1961
roku po raz pierwszy opisano fenotyp In(Lu) Lu
(a-b-) (inaczej fenotyp Lu,,,), dziedziczony w spo-
soOb autosomalnie recesywny, ktory charakteryzu-
je sie tagodng poikilocytoza i akantocytoza, ale bez
objawow niedokrwistoSci [222]. Przyczyna tego
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bardzo rzadkiego defektu (opisano kilka przypad-
koéw) sa mutacje w genie LU kodujacym biatko Lu-
theran (Lu) [222, 223]. Ostatnie lata dostarczyly
dowodow na udzial mutacji w genach kodujacych
czynniki transkrypcyjne GATA-1 (GATA binding
protein 1) 1 EKLF (erythroid Kriippel-like factor)
W powstawaniu erytrocytow o fenotypie Lu(a-b-).
Defekty w genie GATA-I sa dziedziczone z chro-
mosomem X, natomiast w genie EKLF — w spo-
soOb autosomalny dominujacy [35]. Jednak, ze wzgle-
du na §ladowa obecno$é antygenu Lu w bionach
erytrocytow, nie nalezg one do rzeczywistego fe-
notypu Lu,, [7, 224].

Patofizjologia. OpornoS¢ osmotyczna $wie-
zych krwinek w fenotypie In(Lu) jest prawidiowa,
jednak po diuzszej inkubacji iz vitro obserwuje sie
wyciek K* i zwiekszong oporno$§¢ osmotyczng ery-
trocytow [225]. Ostatnio wykazano w badaniach
[226], ze cytoplazmatyczne domeny glikoprotein
z ukladu grupowego Lu bezposrednio oddzialujg
z lancuchem « spektryny. Utrata tych antygenow
z blony moze prowadzi¢ do powstawania nieprawi-
dlowych form erytrocytow.

Objawy kliniczne. NieprawidlowoS$ciom
w krwinkach czerwonych nie towarzysza objawy he-
molizy ani niedokrwistos$ci [7].

Rozpoznanie. W fenotypie In(Lu) w rozmazie
krwi obwodowe] widoczna jest fagodna poikilocy-
toza, do znacznej akantocytozy. Oporno$¢ osmo-
tyczna krwinek jest prawidlowa na Swiezej probce

krwi, natomiast wzrasta po inkubacji [7]. W bada-
niach serologicznych wykrywa sie przeciwciala
skierowane przeciw biatku Lu [222].

Defekty lipidowe w blonie erytrocytow

Wrodzone defekty lipidowe (dyslipidemie) bton
erytrocytow rowniez moga by¢ przyczyna niedo-
krwisto§ci hemolitycznej [227]. NajczeSciej obser-
wuje sie akantocytoze wywolang zaburzeniami
w syntezie $-apolipoprotein (apoB). Do innych bar-
dzo rzadko wystepujacych wrodzonych zaburzen
w skladzie lipidowym bion nalezg defekt LCAT oraz
brak lub niedobor a-lipoproteiny. Zestawienie cech
charakterystycznych dla tych defektéw przedsta-
wiono w tabeli 7.

Bardzo rzadki wrodzony defekt genetyczny,
prowadzacy do braku glikosfingolipidow: antygenu
P (fenotyp P*) lub braku antygenéw P¥, P, i P (feno-
typ p) w bionach erytrocytow, moze byc przyczyna
ostrej reakcji poprzetoczeniowej z hemolizg we-
wnatrznaczyniowa oraz powtarzajacych sie sponta-
nicznych poronien [228]. Niedokrwisto$¢ hemoli-
tyczng zwigzang z wysoka zawartoS$cig fosfatydylo-
choliny w blonach erytrocytéw omowiono wyzej
(patrz DHSt).

A-B-lipoproteinemia
Wystepowanie i podioze molekularne.
A-gB-lipoproteinemia (ABL, abetalipoproteinemia,

Tabela 7. Wrodzone zaburzenia lipidowe zwigzane z niedokrwistoscig hemolityczna

Table 7. Hereditary dislipidemias associated with hemolytic anemia

Typ
ABL FHBL Rodzinny niedobér LCAT TGD
Defekt genu MTP (4923) APOB (2p24.1) LCAT (16q22.1) ABCAT (9931.1)
(chromosom) lub inne
Dziedziczenie Recesywne Recesywne Recesywne Recesywne
Rozmaz (opornos¢ 50-90% Akantocytoza Anizopoikilocytoza, Stomatocytoza
osmotyczna) akantocytow stomatocyty, (zmniejszona)
(obnizona) krwinki tarczowate
Lipidy osocza ~10% cholesterolu, < 5% apoB, {LDL 1 cholesterol, 1 triglicerydy,

Itriglicerydy, brak:
apoB, VLDL, LDL

Choroba trzewna,
niedobor wtamin,
zaburzenia neurologiczne

Typowe cechy

Mniej nasilone
niz w ABL

lcholesterol, LLDL,
5% HDL, 1-3% apoA1

1 triglicerydy, {HDL,
apoA1 i apoB,
obecna Lp-X

Przetadowanie tkanek

cholesterolem
(pomaranczowo-zobtte
migdatki), neuropatia,
LPLT

.Rybie oko”, neuropatia,
biatkomocz, przedwczesna
miazdzyca

ABL (abetalipoproteinemia) — a-B-lipoproteinemia; FHBL (familial hypobetalipoproteinemia) — homozygotyczna rodzinna hipo-3-lipoproteinemia; LCAT (leci-
thin:cholesterol acyltransferase) — acyltransferaza lecytynowo-cholesterolowa; TGD (Tangier disease) — choroba tangierska; VLDL (very low-density lipoprotein)
— lipoproteiny o bardzo matej gestosci; LDL (low-density lipoprotein) — lipoproteiny o matej gestosci; HDL (high-density lipoprotein) — lipoproteiny o duzej

gestosci; PLT (platelets) — ptytki krwi
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Bassen-Kornzweig syndrome) jest chorobg niezwy-
kle rzadka (na Swiecie opisano ok. 100 przypadkow),
dziedziczong w sposob autosomalny recesywny. Po
raz pierwszy objawy choroby u 18-letniej pacjentki
1jej 9-letniego brata opisali Bassen 1 Kornzweig
w 1950 roku [229]. Przyczyna zaburzenia sg liczne
mutacje (> 40) w genie MTP, ktory odpowiada za
synteze mikrosomalnego biatka transportujacego
triglicerydy (MTP, microsomal triglyceride transfer
protein) [230, 231].

Patofizjologia. Biatlko MPT w hepatocytach
1 enterocytach odpowiada za transport z retikulum
endoplazmatycznego apoB, jego nagromadzenie
w aparacie Golgiego oraz sekrecje. W wyniku mu-
tacji w MPT dochodzi do przedwczesnej wewnatrz-
komorkowej degradacji apoB. W osoczu wystepuje
catkowity brak apoB (apoB-48 i apoB-100), ktory
jest przyczyna nieprawidlowej dystrybucji lipidow
w blonie erytrocytow (niedoboru PC oraz akumu-
lacji cholesterolu 1 SM).

Erytroblasty i1 retikulocyty w szpiku u chorych
na ABL majg prawidlowa morfologie, natomiast ery-
trocyty przebywajace dlugo w krazeniu przybierajg
ksztalt akantocytow [232]. W nieprawidiowych ery-
trocytach dochodzi do zaburzen w oddzialywaniach
miedzy wewnetrzng a zewnetrzng warstwa blony li-
pidowej, a w konsekwencji — do zaburzen w oddzia-
tywaniach z cytoszkieletem, jej pofaldowania i powsta-
wania kilku-kilkunastu nieregularnych wypustek. Po-
wstale akantocyty sa wrazliwe na czynniki oksydacyjne
1 latwo ulegaja hemolizie (maja nieprawidlowa opor-
no$¢ osmotycznag) [232]. Krwinki te ulegaja przyspie-
szonemu niszczeniu w mikrokrazeniu $ledzionowym.

Objawy Kkliniczne. Noworodki obcigzone ABL
rodza sie zdrowe; choroba rozwija sie powoli w ko-
lejnych latach zycia [233]. Objawami klinicznymi,
oprocz tagodnej normocytarnej niedokrwistoS$ci
1 przewleklej hemolizy, sa zaburzenia wchianiania
ttuszczow (choroba trzewna) oraz witamin rozpusz-
czalnych w ttuszczach (E, A, D, K), ktore prowadza
do wielu wtornych zaburzen metabolicznych. Najcze-
Sciej obserwuje sie postepujaca neuropatie (ataksja),
miopatie 1 degeneracyjne barwnikowe zapalenie siat-
kowki (zaburzenia widzenia), ktore sa wywolane diu-
gotrwalym niedoborem witaminy E [234].

Pacjenci powinni ograniczy¢ spozywanie diu-
golancuchowych kwasow ttuszczowych. Leczenie
polega przede wszystkim na podawaniu doustnie (od
2. rz.) duzych dawek witamin rozpuszczalnych
w tluszczach, zwlaszcza witaminy E. Wskazana jest
rowniez suplementacja zelaza i kwasu foliowego
[233, 235].

Rozpoznanie. Pierwsza charakterytyczna
cecha pojawiajaca sie w ABL sg bardzo liczne akan-
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tocyty widoczne w rozmazie krwi obwodowe;j (50—
-90%) [236]. W surowicy chorych obserwuje sie
bardzo niskie stezenie cholesterolu catkowitego
(ok. 10% normy), brak frakcji -lipoprotein o matej
gestoSci (LDL, low density lipoproteins) 1 o bardzo
malej gestosci (VLDL, very low density lipoproteins),
a takze niskie stezenie triglicerydow (< 10 mg/dl)
oraz fosfolipidéw (ok. 30% normy). Podstawa roz-
poznania jest wykazanie braku apoB w osoczu.
U heterozygot nie stwierdza sie zaburzen w skia-
dzie lipidowym osocza [233].

A-B-lipoproteinemie nalezy roznicowac z inny-
mi przyczynami akantocytozy — zar6wno wrodzo-
nymi (hipo-g-lipoproteinemia, fenotyp McLeod,
neuroakantocytoza), jak 1 nabytymi (uszkodzenie
funkcji miazszu watrobowego prowadzace do prze-
tadowania erytrocytow cholesterolem, niedozywie-
nie, niedoczynno$¢ tarczycy i in.).

Hipo-B-lipoproteinemia

Wystepowanie i podloze molekularne. Ho-
mozygotyczna rodzinna hipo-8-lipoproteinemia
(FHBL, familial hypobetalipoproteinemia) rOwniez
jest zaburzeniem metabolizmu lipidow, dziedziczo-
nym w sposob autosomalnie dominujacy. Najlepiej
poznana przyczyna tej akantocytozy to rozne mu-
tacje (> 60) w genie APOB kodujacym apoB, ktore
najczesciej prowadza do powstawania skroconej for-
my biatka apoB-100. Defekt moze sie rowniez wia-
za¢ z mutacjami innych genow [237, 238]. Czesto§é
wstepowania tego schorzenia szacuje sie na 1:500—
-1:1000 [239].

Patofizjologia. Podobnie jak w ABL, przy-
czyna akantocytozy w FHBL jest zaburzenie w skia-
dzie lipidowym blon erytrocytow wywolane niedo-
borem apoB. Niedobor wigze sie z obnizong synteza
lub nadmiernym katabolizmem zmutowanej formy
apoB [240].

Objawy kliniczne. U homozygot i zlozonych
heterozygot obserwuje sie objawy kliniczne podob-
ne do objawow ABL [241]. U heterozygot objawy
czesto nie wystepuja, chociaz w badaniach laborato-
ryjnych obserwuje sie niedobor zarowno apoB, jak
i cholesterolu frakcji LDL [240]. Nosicielstwo choro-
by moze sie wigzac ze stluszczeniem watroby [242].

Rozpoznanie. Dodatni wywiad rodzinny oraz
badania biochemiczne skladu lipidowego surowicy
pacjenta 1 jego rodzicoOw sg niezbedne do réznico-
wania miedzy ABL a FHBL [243]. U homozygot
wykazano bardzo niskie (< 5%) stezenia apoB
1 cholesterolu frakcji LDL, a u heterozygot obnizo-
ne do polowy stezenia apoB 1 cholesterolu zwigza-
nego z LDL [240]. Niskie stezenie cholesterolu
frakcji LDL (< 70 mg/dl) oraz stezenie apoB poni-
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zej 50 mg/dl u pacjentow ze stiuszczeniem watro-
by potwierdzaja rozpoznanie FHBL [244].

Akantocytoze wywolana opisanymi wyzej zabu-
rzeniami lipidowymi nalezy roznicowac z neuroakan-
tocytoza (neuroacanthocytosis, zespot Levine’a-Crit-
chleya, ChAc [choreoacantocythosis]), ktora jest cho-
roba neurodegeneracyjna, dziedziczong autosomalnie
recesywnie lub dominujaco [245]. Objawia sie w wie-
ku dorostym (< 25-45 rz.) postepujacg neuropatig
(plasawica), zaburzeniami psychicznymi oraz akan-
tocytozg (5-50% akantocytow w rozmazie krwi ob-
wodowej). Przyczyna zaburzen sa mutacje w genie
VPS13A kodujacym biatko choreine. Bialko to jest
prawdopodobnie zwigzane z wewnatrzkomorkowym
transportem biatek cytoszkieletu [246]. Tylko w nie-
ktorych przypadkach obserwuje sie tagodng niedo-
krwisto$¢ spowodowana skroconym czasem przezy-
cia akantocytow. Blona erytrocytow ma prawidlowy
skiad lipidowy — rowniez lipoproteiny w surowicy
krwi sg na prawidlowym poziomie (inaczej niz w ABL
1 FHBL). Podobnie jak w zespole McLeod, stezenie
kinazy kreatynowej jest podwyzszone w zwigzku
z atrofig miesni [247].

Rodzinny niedobor LCAT

Wystepowanie i podloze molekularne.
Rodzinny niedobor LCAT (familial lecithin:choleste-
rol acyltransferase deficiency, Norum disease) jako
pierwsi opisali Gjone 1 Norum w 1968 roku [248].
Schorzenie wystepuje bardzo rzadko; znanych jest
mniej niz 100 pacjentdéw, pochodzacych z poinocne;j
1 zachodniej Europy, Stanéw Zjednoczonych, Japo-
nii, Korei, Pakistanu, Maroka, Algerii 1 Australii.
Defekt genetyczny dziedziczy sie w sposob autoso-
malny recesywny. U zdrowych osoh LCAT katalizu-
je przeniesienie kwasow ttuszczowych z PC (lecy-
tyny) na cholesterol, a produktami reakcji sg estry
cholesterolu i lizo-PC. Acyltransferaza lecytynowo-
-cholesterolowa w osoczu jest zwigzana z lipoprote-
in o duzej gestoSci (HDL, high-density lipoproteins)
1 apoB. U homozygot obserwuje sie gieboki niedo-
bor LCAT lub utrate jej aktywnosci enzymatycznej,
wywolang wieloma mutacjami (znanych jest 78)
w genie kodujacym to biatko [249, 250].

Patofizjologia. Ze wzgledu na niedob6r LCAT
w blonach erytrocytow wystepuje nadmierna aku-
mulacja wolnego cholesterolu i nadmiar PC oraz nie-
dobor SM 1 PE. Takie zaburzenia w skiadzie lipido-
wym prowadza do niestabilno$ci blon erytrocytow
1 powstawania stomatocytow, krwinek tarczowatych
oraz anizopoikilocytozy. W konsekwencji dochodzi
do hemolizy nieprawidiowych erytrocytow.

Objawy kliniczne. Rodzinny niedobér LCAT
charakteryzuje sie tagodng niedokrwisto$cia hemo-

lityczna, ktora jest normocytowa 1 normobarwliwa,
dobrze kompensowana przez szpik (fagodna retiku-
locytoza). Najczestszymi objawami niehematolo-
gicznymi, towarzyszacymi nieprawidiowemu meta-
bolizmowi 1 akumulacji cholesterolu w réznych
tkankach, sg zmetnienia rogowki, czyli tak zwana
choroba rybiego oka (fish-eye disease) oraz glome-
rulopatia, ktorej skutkiem jest biatkomocz, a nawet
ciezka niewydolno§¢ nerek [250, 251]. Wykazano,
ze zaro6wno homozygoty, jak 1 heterozygoty sa ob-
cigzone zwiekszonym ryzykiem rozwoju zmian
miazdzycowych [249, 252]. Nie ma specyficznej te-
rapii dla pacjentow z niedoborem LCAT. Zaleca sie
stosowanie diety z ograniczeniem tiuszczow.

Rozpoznanie. Aktywnos¢ oraz stezenie LCAT
W surowicy pacjentow jest niewykrywalne. Steze-
nie cholesterolu frakcji HDL 1 estrow cholesterolu
jest bardzo niskie; apoAl i apoB rowniez jest obni-
zone. Natomiast stezenia wolnego cholesterolu
1triglicerydéw w surowicy sg znacznie podwyzszo-
ne, ponadto wystepuje lipoproteina Lp-X [253].
U nosicieli zmutowanego genu (heterozygoty) zabu-
rzenia dotyczace lipidow sg mniej nasilone. Nalezy
pamietac, ze w chorobach watroby moze wystepo-
wac nabyty defekt LCAT [250, 254, 255].

A-a-lipoproteinemia

Wystepowanie i podloze molekularne. A-a-
-lipoproteinemie (analfa-lipoprotein deficiency; TGD,
Tangier disease) po raz pierwszy opisali Fredrickson
1wsp. w 1961 roku [256] u rodzenstwa z wyspy Tan-
gier (Stany Zjednoczone). Obecnie na $wiecie zna-
nych jest okolo 70 przypadkow TGD. Defekt jest
dziedziczony autosomalnie recesywnie. Przyczyna sg
mutacje w genie ABCA1I kodujacym bialko blonowe
(transporter ABC1) odpowiedzialne za przekazywa-
nie cholesterolu 1 fosfolipidow z komorek do apoli-
poprotein [257, 258]. Obecnie znanych jest ponad
150 mutacji [259], ktore prowadza do produkcji de-
fektywnego biatka ABC1 o zmienionej strukturze
trzeciorzedowej, co wplywa negatywnie na jego lo-
kalizacje w komorce oraz na oddzialtywania z fosfoli-
pidami biony i apolipoproteing Al (apoAl) [260, 261].

Rodzinna hipo-a-lipoproteinemia (FHA, fami-
lial hypoalphalipoproteinemia) rowniez charaktery-
zuje sie niskim stezeniem cholesterolu frakcji HDL
w osoczu (< 5%), lecz bez objawow klinicznych
typowych dla TGD. Uwaza sie, ze jest to odmiana
alleliczna defektu w ABCAI [262]. Przyczyna tej
dyslipoproteinemii moga by¢ rowniez mutacje
w genie kodujacym apoAl [263].

Patofizjologia. Biatko ABC1 pelni kluczowa role
w usuwaniu nadmiaru cholesterolu i fosfolipidow
z komorek, ktory za posrednictwem apoAl trafia do
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HDL [227]. Dysfunkcja ABC1 prowadzi do usuwania
apoAl z osocza, a w konsekwencji — do niedoboru
(< 0,2 mmol/l) lub catkowitego braku cholesterolu
frakcji HDL [264]. Schorzenie to charakteryzuje sie
akumulacja estrow cholesterolu w makrofagach 1roz-
nych tkankach: migdatkach, ktore sa powiekszone
1 przybierajg charakterystyczny pomaranczowo-zoity
kolor od estrow retinolu i karotenoidow, w komorkach
Schwanna nerwow obwodowych, co wywoluje neuro-
patie, blonach §luzowych przewodu pokarmowego
[265], w komoérkach siateczkowo-§rodblonkowych
Sledziony, watrobie, szpiku kostnym, weztach chion-
nych, grasicy, skorze (zoitaki) 1 rogdwce, powodujac
zmetnienia podobne do obserwowanych przy niedo-
borze LCAT [265, 266]. Poniewaz transport we-
wnatrzkomérkowego cholesterolu do blony jest zabu-
rzony, zawarto$¢ cholesterolu i SM w erytrocytach sie
obniza, natomiast akumulowana jest PC. W wyniku
tych zaburzen obserwuje sie zmniejszony stosunek
powierzchni do objetoS$ci 1 zmniejszong oporno$é
osmotyczna krwinek [267].

Objawy Kliniczne. A-a-lipoproteinemia u ho-
mozygot objawia sie juz w dziecinstwie, za$ przela-
dowaniu tkanek cholesterolem towarzysza: niedo-
krwisto$¢ hemolityczna, retikulocytoza, stomatocy-
toza w rozmazie krwi obwodowej oraz splenomegalia
z wtorng maloplytkowoscia [267].

Rozpoznanie. W surowicy homozygot obserwu-
je sie niskie stezenie cholesterolu catkowitego, gte-
boki niedobor cholesterolu frakcji HDL (5%) oraz ni-
skie stezenie LDL (40% normy), fosfolipidow (30—
-50% normy) i podwyzszone stezenie triglicerydow.
Warto$c apoAl stanowi zaledwie 1-3% normy. U he-
terozygot jedynie stezenia HDL i apoAl sa obnizone
0 50%, a stezenie triglicerydow jest podwyzszone.
Nosicieli mutacji w genie ABCA1I cechuje zwiekszo-
ne ryzyko rozwoju choroby wiencowej [268, 269].

Podstawa rozpoznania TGD jest stwierdzenie
powiekszonych migdatkow przetadowanych chole-
sterolem oraz wykazanie zaburzen lipidowych
(gloéwnie niskiego stezenia cholesterolu frakcji HDL
1 cholesterolu catkowitego w surowicy).

Podsumowanie

Liczne badania nad erytrocytami pochodzacy-
mi od chorych na wrodzone niedokrwisto$ci hemo-
lityczne dostarczyly wgladu w organizacje oraz wza-
jemne powiazania biatek 1 lipidow blonowych. Przy-
czynily sie rowniez do lepszego poznania podstaw
molekularnych defektow krwinek czerwonych.

Pomijajac wspolny dla wszystkich membrano-
patii proces hemolityczny, niedokrwistosci te sta-
nowig bardzo heterogenna grupe. Przez wiele lat
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niektorych z tych schorzen nie rozpoznawano lub
rozpoznawano je niewlasciwie. Czesto wiazalo sie
to z bardzo rzadkim wystepowaniem niektorych
z tych patologii, a w zwigzku z tym matym doSwiad-
czeniem lekarzy 1 diagnostow oraz brakiem specy-
ficznych testow. Dokladne poznanie poszczeg6l-
nych podtypow 1 ich indywidualnych objawow Kli-
nicznych, a takze charakterystycznych wskaznikow
laboratoryjnych niewatpliwie przyczyni sie do po-
prawienia ich diagnostyki.

Kilkuletnie do§wiadczenia w wykonywaniu
przesiewowego testu EMA w Instytucie Hemato-
logii 1 Transfuzjologii wskazuja, ze wprowadzenie
tego badania przyczynilo sie do znacznego postepu
w diagnostyce roznicowej wrodzonych niedokrwi-
sto$ci hemolitycznych. Test EMA umozliwil wykry-
cie atypowych postaci HS, w ktorych nie obserwo-
wano charakterystycznych cech tej choroby: sfero-
cytow w rozmazie krwi obwodowej 1 zmniejszonej
oporno$ci osmotycznej [140]. Badanie to pozwolilo
roOwniez na rozpoznanie innych choréb (HSt, CDA
II, talasemii beta, niedoboru dehydrogenazy gluko-
zo-6-fosforanowej), ktore pod wzgledem objawow
Kklinicznych, a takze wynikéw innych testéw labo-
ratoryjnych imitowaty HS [133, 270-272].

W celu upowszechniania wiedzy wsrod pacjen-
tow oraz podnoszenia kwalifikacji Srodowiska medy-
cznego w 2002 roku zalozono organizacje ENERCA
(European Network for Rare and Congenital Ana-
emias). Skupia ona specjalistow z dziedziny rozpo-
znawania rzadkich niedokrwistoS$ci i przyczynia sie
do ustalania ich wystepowania oraz stuzy tworze-
niu nowoczesnych procedur diagnostycznych
1 terapeutycznych [273].
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