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Streszczenie

Talasemie stanowiq grupe uwarunkowanych genetycznie niedokrwistosci hemolitycznych, wynika-
jqgcych z zaburzenia syntezy lavicuchow globin. Poziom ekspresji tych bialek jest zaburzony w wy-
niku mutacji w obrebie genu globiny lub w jego miejscach regulatorowych. Do tej pory na swiecie
zidentyfikowano ponad 400 mutacyi prowadzqgcych do zaburzen ekspresji globin. Kazda z nich moze
miec inne znaczenie kliniczne. Ograniczona diagnostyka powoduje, ze nadal istnieje malo danych,
szczegolnie o a-talasemii, w polskiej populacyi. Celem pracy jest opisanie patofizjologii, podstaw
molekularnych i mozliwej diagnostyki talasemii z polskiej perspektywy i doswiadczenia.

Stowa kluczowe: talasemia, mutacje, patofizjologia, niedokrwistos¢ hemolityczna,
hemoglobinopatia
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Abstract

Thalassemias are genetically transmitted hemolytic anemias resulting from disturbance of the
globins chain synthesis. The expression of these functional proteins of hemoglobin is compromised
by mutations in the globin gene or regulatory region of this gene. More than 400 mutations have
already been described, each of them may be of different clinical significance. Due to limited diag-
nostics there is still much to be learned about thalassemias, especially a-thalassemia, in the Polish
population. This review aims to describe the pathophysiology, molecular basics and diagnostics of
thalassemia from the Polish perspective and experience.
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Wprowadzenie

Talasemie to heterogenna grupa genetycznie
uwarunkowanych niedokrwistos$ci hemolitycznych
wynikajacych z zaburzen syntezy biatkowych czesci
hemoglobiny (Hb), spowodowanych mutacjami
w kodujacych je genach, w wyniku ktorych docho-
dzi do obnizenia lub calkowitego braku ekspresji po-
szczegoblnych fancuchow globin, a w konsekwencji
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do zachwiania wzjemnych proporcji miedzy rézny-
mi typami Hb wystepujacymi u czlowieka. Najczes-
ciej zaburzenia dotycza ekspresji a (alfa)-globiny
(a-talasemia) lub S (beta)-globiny (3-talasemia),
cho¢ wystepuja takze talasemie zwigzane z ob-
nizong syntezg innych globin, na przyklad 6 (del-
ta)-globiny. Talasemie sa tak zwanymi hemoglobi-
nopatiami iloSciowymi. Inng jednostke chorobowg
stanowia hemoglobinopatie jakoSciowe, w ktorych
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Rycina 1. Schematyczny obszar chromosomu 16 obrazujacy potozenie genéw nalezacych do klastra a-globiny; MCS-
-R1-4 — elementy regulatorowe; Hb — hemoglobina; ps — pseudogen; Z — zeta; M — mu; Q — theta; A1 — a1;

A2 — a2; k — tysigc par zasad

Figure 1. Schematical view on a-globin gene cluster lokalized on chromosom 16; MCS-R1-4 — regulatory elements;
Hb — hemoglobin; ps — pseudogene; Z — zeta; M — mu; Q — theta; A1 —a1; A2 —a2; k— one thousand base pairs

wystepuja Hb patologiczne, na przykiad HbS, ktora
w swej homozygotycznej postaci prowadzi do ane-
mii sierpowatej [1]. Ta grupa schorzen nie bedzie
W niniejszej pracy omawiana.

W odniesieniu do talasemii stosuje sie tez
inne nazwy: ,,niedokrwisto$§¢ srodziemnomorska”
(thalassa — ‘morze’ + haima — ‘krew’; z greki:
‘z okolic morza’ — nazwa zwigzana z wystgpowa-
niem choroby w rejonie Morza Srodziemnego) lub
hiedokrwisto$¢ tarczowatokrwinkowa” (nazwa
zwigzana z wygladem krwinek), a ciezka (major)
postac B-talasemii jest okreslana jako ,,niedokrwi-
sto§¢ Cooleya”, od nazwiska pediatry, ktory ja
opisal w 1925 roku [2, 3].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie
podstawowych informacji dotyczacych wystepowa-
nia, patofizjologii i objawow klinicznych talasemii
(- 1 B-talasemii), podstaw molekularnych tej cho-
roby oraz podstawowych metod biochemicznych
1 molekularnych, ktore sg wykorzystywane do jej
diagnozowania w Polsce 1 na $wiecie. Przedsta-
wiono rowniez przeglad opublikowanych danych
dotyczacych talasemii w Polsce.

Epidemiologia talasemii na Swiecie

Talasemie stanowig obecnie problem globalny,
gdyz wraz z migracjg ludnosci wywodzacej si¢ z rejo-
now basenu Morza Srodziemnego, Bliskiego Wscho-
du, P6Inocnej Afryki i Azji Potudniowej pojawily sie
w populacjach Europy, obu Ameryk i Australii [4].
Talasemie sg coraz czeSciej diagnozowane miedzy
innymi dzieki dostepnos$ci odpowiednich metod ba-
dawczych. Uwaza sie, ze a- 1 -talasemie wywodzg
sie gléwnie z tych rejondéw Swiata, gdzie wystepowat
zarodziec malarii, a obecno$¢ tych mutacji w popula-
¢ji stanowila selektywna ochrone przed malarig [5].

Szacuje sie, ze co roku rodzi sie okolo 60 tysiecy
nowych nosicieli 3-talasemii, a w sumie okoto 1,5%
ogolnej populacji ludzkiej na ziemi (80-90 mln) to

nosiciele tej niedokrwistoSci, przy czym 10-13%
mieszka w Europie Polnocnej i Ameryce. Zgodnie
z danymi Thalassemia International Federation na
calym Swiecie tylko okolo 200 tysiecy pacjentéw
z f-talasemia major jest regularnie leczonych.
Szacunki odnoszace sie do «-talasemii wskazuja,
ze na Swiecie zyje okolo 260 milionéw nosicieli
tej niedokrwistosci.

Podstawowe informacje o hemoglobinie

Czasteczka prawidiowej Hb sklada sie z czte-
rech podjednostek powigzanych wigzaniami ko-
walencyjnymi. Kazda z nich jest zbudowana z cza-
steczki globiny polaczonej z hemem. W réznych
fazach rozwoju organizmu, tj. w zyciu embrional-
nym, plodowym, niemowlecym i dorostym, Hb
tworza rozne globiny [6].

Czasteczki globin sg kodowane przez geny
zgrupowane w dwoch klastrach — klastrze a (ryc. 1)
na chromosomie 16 (geny kodujace globiny «
1¢ [zeta]) oraz klastrze § (ryc. 2) na chromosomie
11 (geny kodujace globiny £, y [gamma], 6 [delta]
1¢ [epsilon]). Geny te sa umieszczone na chromoso-
mach w takiej kolejno$ci, w jakiej ulegaja ekspres;ji
w poszczegdlnych fazach rozwojowych organizmu.
Wiedza o zmianach skiadu czasteczki Hb w przebie-
gurozwoju osobniczego powinna by¢ brana pod uwa-
ge W procesie diagnostycznym talasemii (ryc. 3).
Poczatkowo, do 10. tygodnia zycia. ptod produkuje
e-globine oraz {-globine W fazie embrionalnej do-
chodzi do zmian wytwarzanych Hb — produkowane
sa hemoglobina Gower 1 ({2¢2) 1 Gower 2 (a2¢2),
a nastepnie hemoglobiny Portland (2y2), az domi-
nujaca Hb staje sie hemoglobina F (HbF) zlozona
z dwdch tancuchow a-globiny 1 dwoch tancuchow
y-globiny. W skiad wiekszosSci tetrametrow Hb
wchodzi a-globina, a jej poziom zwieksza sie 1 od
okolo 6. tygodnia cigzy utrzymuje sie jej wzglednie
stata warto$§¢ (100% ekspres;ji), stanowiac 50%
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Rycina 2. Schematyczny obszar chromosomu 11 obrazujgcy potozenie gendéw nalezgcych do klastra g-globiny;
BLCR1-5 — elementy regulatorowe; Hb — hemoglobina; ps — pseudogen; D — delta; E — epsilon; G — gamma;
B — beta; k — tysigc par zasad

Figure 2. Schematical view on g-globin gene cluster localised on chromosom 11; SLCR1-5 — regulatory elements;
Hb — hemoglobin; ps — pseudogene; D — delta; E — epsilon; G— gamma; B — beta; k — one thousand base pairs
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Rycina 3. Zmiany w ekspres;ji globin dla klastra g-globiny podczas rozwoju osobniczego. Podstawowe globiny, takie jak
B-globina, 6-globina, y-globina i e-globina, przestawiono schematycznie. Zaadaptowano z: Sankaran V.G., Nathan D.G.
N. Engl. J. Med. 2010; 363: 2258-2260

Figure 3. Changes in the globin gene expression (8 cluster) during ontogeny. Schematical view demonstrates the
main globins of 8 cluster such as g-globin, 5-globin, y-globin and e-globin. Adapted from: Sankaran V.G., Nathan D.G.
N. Engl. J. Med. 2010; 363: 2258-2260

catlkowitego poziomu globin. Przed urodzeniem Tabela 1. Frakcje poszczegélnych hemoglobin (Hb) w pra-
dochodzi do wyciszania produkcji y-globiny, a nasila widtowych erytrocytach
sie produkcja 3-globiny. Po 2. roku zycia i w doro- Table 1. Hemoglobin (Hb) fractions in normal erythrocytes

stym organizmie 96-97% Hb stanowi HbA, ktora

sklada sie z dwoch tancuchéw a-globiny 1 dwoch Rodzaj Hb Noworodki Dorosli
tancuchow B-globiny (¢232). Oprocz HbA obecne sg HbA 20-40% —96-97%
takze HbF (a2y2) (stanowi < 1%) oraz HbA, stano- HbA, 0,5-1,5% 1,8-3,5%
wigca mniej niz 3,5%, w ktorej obok dwoch tancu- HbF 60-80% <1%
chow a-globiny wystepuja dwa fancuchy d-globiny

(a262) (tab. 1). W najnowszych interpretacjach

opisujacych zmiany ekspresji poszczegolnych ro- wspolzawodnictwo moze wynikaé ze zmian w eks-
dzajow globin sugeruje sie, ze przejScie miedzy faza presji lub aktywnoSci czynnikow transkrypcyjnych,
embrionalng, plodowa 1 wystepujaca u doroslego z ktorymi te promotory sie tacza [7].

czlowieka przebiega dzieki wspolzawodnictwu mie- Gen kodujacy a-globine ma po dwie kopie na
dzy promotorami globin o ich czynniki aktywujace kazdym z chromosomow; kazda jest oznaczana od-
ulokowane powyzej miejsca startu transkrypcji. To powiednio jako a1 1 a2. Ich sekwencje w rejonach
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kodujacych genu sg identyczne, jednak roznia sie
w zakresie intronow i rejonow nieulegajgcych
translacji na koncach 3’15’. Dodatkowo gen a2-glo-
biny wykazuje sie wieksza aktywno$cia w produkcji
a-globiny, a niektore badania sugeruja, ze mutacje
obecne w tym genie moga wykazywaé wieksza site
sprawcza. Jednak, wedlug innych doniesien, cho¢
ekspresja mRNA dla genu a2-globiny jest ponad
2-krotnie wieksza, to ilo$¢ biatek pozostaje na tym
samym poziomie, co $wiadczyloby o zmniejszonej
translacji genu a2-globiny w poréwnaniu z genem
al-globiny [8, 9]. W odr6znieniu od genu a-globiny
gen f-globiny, ktérego mutacje warunkuja S-talase-
mie, ma po jednej kopii na kazdym z chromosomow.
Ekspresja genow globin zalezy miedzy innymi
od elementow regulatorowych ulokowanych daleko
przed miejscem startu transkrypcji. Dla regulacji
produkcji a-globiny najwazniejszy jest element
regulatorowy okres§lany jako HS-40, natomiast dla
B-globiny istotny jest region zwany 5-LCR [10].

Patofizjologia talasemii

Zmniejszona produkcja Hb zdolnej do przeno-
szenia tlenu prowadzi do niedokrwisto$ci, a zabu-
rzenie proporcji miedzy poszczegolnymi tancucha-
mi globiny (niedobo6r lub brak jednego z fancuchow
globiny prowadzacy do nadmiaru drugiego fancu-
cha) narusza stabilno$¢ erytrocytow i ich prekur-
sorow, a w konsekwencji wywoluje niedokrwisto$¢é
o charakterze hemolitycznym [11].

Erytrocyty chorych na talasemie sg znacznie
bardziej podatne na stres tlenowy niz prawidiowe
krwinki. Powstale nadtlenki 1 inne wolne rodniki
tlenu prowadza do uszkodzen DNA, inaktywacji
enzymow i1 peroksydacji lipidow, na przyktad uszko-
dzenia struktur lipidowych w bionach komoérko-
wych, co moze powodowac zaburzenia w wymianie
elektrolitow. Réwnoczes$nie hemichromy, produkty
utleniania podjednostek globiny, modyfikujg epito-
py antygenéw blony erytrocytow. Zmiany te sprzy-
jaja fagocytozie 1 przyczyniaja sie do przedwczes-
nego niszczenia krwinek [12]. Ponadto obecno$c
zwiekszonej puli zelaza w przypadku pacjentow
z talasemiami, szczegolnie w ciezszych postaciach
choroby, takze prowadzi do produkcji reaktywnych
form tlenu (ROS, reactive oxygen species), czego
konsekwencja jest powstanie uszkodzen wielona-
rzagdowych w organizmie [13].

Zaburzenia procesOw koagulacyjnych, w na-
stepstwie ktorych moze doj$¢ do zakrzepicy, sg
kolejng grupa powiklan potencjalnie wystepujacych
u chorych na talasemie, szczeg6lnie u pacjentow
z B-talasemig intermedia. Procesy zakrzepowe

moga wynikac z wielu czynnikow, na przyklad zwia-
zanych z zaburzonym przeplywem krwi, patologicz-
nymi zmianami w Scianach naczyn, czy tez moga
by¢ konsekwencja splenektomii. Zaobserwowano,
Ze u pacjentow z f3-talasemig nastepuja aktywacja
1 agregacja plytek krwi. Poza tym talasemiczne
krwinki czerwone moga by¢ zrédlem negatywnie
natadowanych fosfolipidow, ktore moga podwyz-
szac stezenie trombiny. Dodatkowo zauwazono,
ze krwinki czerwone u pacjentow z talasemiami,
podobnie jak plytki krwi, moga tworzy¢ agregaty.
Czynnikami przyczyniajacymi sie do rozwoju pro-
cesOw koagulacyjnych u pacjentéw z -talasemia
sa takze: zwiekszona iloS¢ mikroczastek we krwi,
podwyzszona ekspresja Srodblonkowych biatek
adhezyjnych, takich jak: czasteczki adhezji ko-
morkowej 1 (ICAM-1, intercellular cell adhesion
molecule 1), czasteczki adhezji komorek Srodbtonka
1 (ECAM-1, endothelial cell adhesion molecule 1),
obnizony poziom biatek antykoagulacyjnych, na
przyktad bialek C i S, czy tez obnizenie stezenia
tlenku azotu, co prowadzi do skurczu naczyn
krwiono$nych, a w konsekwencji na przyklad do
nadci$nienia plucnego [14].

Mutacje genow prowadzace do talasemii

Jak juz wspomniano, nieprawidiowa produkcja
a- 1 f3-globiny jest wywotana mutacjami w genach
kodujacych te biatka lub w ich elementach regula-
torowych. Talasemie klasyfikuje sie jako ot lub 8T,
gdy obecna u chorego mutacja powoduje czeSciowy
spadek poziomu odpowiednich fancuchow globiny,
ajako o lub B0, gdy ekspresja biatek jest zniesiona
calkowicie [15]. Dotychczas w tancuchach globin
znaleziono kilkaset mutacji odpowiedzialnych za
wystepowanie talasemii. Rodzaje tych mutacji
(obecnie jest zgloszonych 437) sg rejestrowane
w bazie internetowej pod linkiem podanym w ty-
tutach tabel 21 3. Sposrod nich najwiecej opisanych
jest mutacji dla genu 3-globiny. Nomenklatura mu-
tacji nie jest ujednolicona. Uzywane sg zaré6wno na-
zwy pochodzace od miejscowosci czy kraju, w kto-
rym wykryto dang mutacje, jak i nazwy zawierajace
informacje o charakterze mutacji wystepujacych
w danym genie. W bazie internetowej odnalez¢
mozna odno$niki do publikacji, w ktorych dane
mutacja zostata opisana. Przyktadowe mutacje pro-
wadzace do (-talasemii przedstawiono w tabeli 2,
natomiast dla a-talasemii — w tabeli 3.

Zarowno a-, jak 1 B-talasemia w wiekszosci
przypadkow sa dziedziczone w sposob autosomalny
recesywny, cho¢ w przypadku -talasemii zdarzaja
sie tez dominujace typy mutacji [16].
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Tabela 2. Przyktadowe mutacje w genie -globiny (zrodto: http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/counter)

Table 2. Examples of 3-globin gene mutations (source: http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/counter)

Nazwa mutag;ji Typ talasemii

Rodzaj mutacji

-101 (C>T) B+
IVS-1-6 (T>C) B*
CD39 (C>T) B°
CD6 -A Jid
AAATAAA na AATGAA B*
CD41/42 (-TTCT) 8°
IVS-11-745 (C>G) B+
-87 (C>G) B+

Substytucja C na T na 101 nt promotora -globiny
Substytucja T na C na 6 nt 1. intronu $-globiny
Substytucja C na T na 39. kodonie 8-globiny
Delecja A na 6. kodonie -globiny

Substytucja A na G w miejscu polyA -globiny
Delecja 4 nts miedzy 41. i 42. kodonem -globiny
Substytucja C na G na 745 nt 2. intronu $-globiny
Zamiana C na G na 87 nt promotora 3-globiny

C — cytozyna; G — guanina; A — adenina; T — tymidyna; IVS (intervening sequence) — intron; CD — kodon; f+ — resztkowa produkcja -globiny w zmutowanym genie;

B° — catkowity brak produkgji f-globiny w zmutowanym genie; nt — nukleotyd

Tabela 3. Przyktadowe mutacje w genie a-globiny (zrodto: http:/globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/counter)

Table 3. Examples of a-globin gene mutations (source: http:/globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/counter)

Nazwa mutag;ji Typ talasemii Rodzaj mutacji

MED | a Delecja 16401 nts zlokalizowanych na klastrze a-globiny
tego samego chromosomu

SEA a® Delecja 19301 nts zlokalizowanych na klastrze a-globiny
tego samego chromosomu

THAI a Delecja 33501 nts zlokalizowanych na klastrze a-globiny
tego samego chromosomu

FIL a Delecja 31851 nts zlokalizowanych na klastrze a-globiny
tego samego chromosomu

a37(l) a* Delecja 3804 nts a2-globiny

a*? a* Delecja ~4200 nts a2-globiny

a?05 af Delecja 22701 nts zlokalizowanych na klastrze a-globiny
tego samego chromosomu

s at Niedelecyjna, zamiana T na C w kodonie 142. ¢2-globiny

at — resztkowa produkcja a-globiny w zmutowanym genie; ¢® — catkowity brak produkcji a-globiny w zmutowanym genie; nt — nukleotyd

Mutacje w przypadku talasemii mogg dotyczy¢
gendw regulatorowych globin, miedzy innymi pro-
wadzac do zaburzonej transkrypcji. Najczestsze sg
jednak mutacje w intronach i eksonach. Wptywaja
one miedzy innymi na procesy translacji bialka,
na przyklad blednego procesu skladania genu
(splicing), czy tez powoduja zmiane ramki odczytu
w obrebie genu.

Mutacje prowadzace do -talasemii to najczes-
ciej delecje jednego lub wiecej genow kodujacych
a-globine. Opisano tez okolo 70 mutacji niede-
lecyjnych, ktore moga by¢ rowniez dziedziczone
jednoczes$nie z mutacjami delecyjnymi, zmieniajgc
przy tym obraz choroby, na przyktad ekspresja
hemoglobiny Constant Spring (HbCS) [17].

Opisano rowniez przypadki wielkich mutacji
delecyjnych krotkiego ramienia 16 chromosomu,

w tym genu kodujacego a-globine 1 sasiadujace z nim
geny. Ta aberracja chromosomowa powoduje miedzy
Innymi zaburzenia rozwoju osobniczego wraz z wspol-
istniejagcym niedorozwojem umysiowym (zespot
ATR16) [18]. Opisano tez rzadkie przypadki pacjen-
tow cierpigcych na tak zwany zespot a-talasemii z wy-
stepujacym opo6znieniem umyslowym zwigzanym
z mutacjami w biatku ATRX na chromosomie X
[19]. Dodatkowo tak zwany zespot talasemii z ze-
spolem mielodysplastycznym (ATMDS, a-thalasse-
mia myelodysplastic syndrome), rowniez zwigzanym
z a-talasemia, wystepuje glownie u starszych mez-
czyzn ze stwierdzong mielodysplazjg 1 dotyczy naby-
tych mutacji w genie kodujacym biatko ATRX [20].
Wiekszo$¢ mutacji w genie §-globiny to mu-
tacje punktowe, choc -talasemia moze wynikac
rowniez z mutacji delecyjnych w obrebie genu
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p-globiny (np. delecja obejmujaca - i §-globine).
Niekiedy obserwuje sie takze duze delecje w odle-
glym regionie LCR kontrolujacym ekspresje catego
zespoltu genoéw S-globiny [21].

Objawy kliniczne talasemii

Najbardziej ogblny obraz objawow klinicznych
charakteryzujacych a- i - talasemie to niedokrwi-
sto§¢ o roznym stopniu nasilenia, mikrocytoza
z hipochromig, a takze hemoliza. Nalezy przy tym
zaznaczy¢, ze rozwoj choroby, a takze wystepowa-
nie okreslonych objawow klinicznych u pacjentow,
zaleza od rodzaju mutacji okreslonej globiny [6,
16, 21, 22]. Ponizej zamieszczono o0golng charak-
terystyke kliniczng poszczegdlnych postaci a-
1 f-talasemii.

Alfa-talasemia

Gdy tylko jeden z czterech genow jest zmu-
towany (genotyp: —a/a ) (znak ,,—" oznacza obec-
no$¢ mutacji w genie a-globiny), to morfologia
krwi na ogo6t wykazuje prawidiowe wartosci lub
jedynie niewielki spadek stezenia Hb. Stan ten to
nosicielstwo «-talasemii. Dwa zmutowane geny
(dwa z jednego chromosomu lub po jednym z kaz-
dego chromosomu) prowadza do tak zwanej cechy
a-talasemii (a-talasemia trait). W tej postaci objawy
kliniczne zazwyczaj sa tagodne — w badaniu mor-
fologii krwi obserwuje sie mikrocytoze i niewielki
spadek stezenia Hb. Zlozone heterozygoty lub
homozygoty z powaznymi molekularnymi defek-
tami w obrebie genu a-globiny (gdy 3 kopie genu
sa dotkniete mutacjami) prowadzg do rozwoju tak
zwanej choroby hemoglobiny H (HbH). Wynikiem
jest tworzenie sie niefunkcjonalnych tetrametrow
zlozonych z czterech tancuchow S-globiny (HbH),
ktora cechuje wysokie powinowactwo do tlenu,
a zatem hemoglobina ta stabo przenosi go do tka-
nek. Erytrocyty chorych zawierajg liczne ciatka
inkluzyjne, mozliwe do wykrycia poprzez barwie-
nie krwi 1-procentowym biekitem brylantowo-
-krezylowym (Brilliant Cresyl Blue). Ich niewielka
liczba obecna jest rowniez w erytrocytach nosicieli
(- —/a @) 1u pacjentow z mutacjami niedelecyjnymi.

U chorych z HbH obok niedokrwisto§ci mozna
zaobserwowac powiekszenie Sledziony, kamice z61-
ciowg oraz zoltaczke, a u dzieci moze wystgpi¢ opoz-
nienie wzrostu. Do poglebienia niedokrwistoSci moze
doj$¢ w przypadku niedoboru kwasu foliowego, infek-
¢ji, stresu oksydacyjnego i ciazy. We krwi obwodowe;j
chorych z HbH moze ona stanowic do 40% catkowitej
Hb, przy rownoczesnym spadku (nawet > 70%) iloSci
a-globiny. Nalezy zauwazy¢, ze u pacjentow z muta-

cjami delecyjnymi choroby HbH przebieg choroby jest
tagodniejszy 1 ma znikomy wplyw na ich codzienne
Zycie w porOwnaniu z pacjentami z niedelecyjnymi
typami mutacji genu a-globiny.

Brak ekspresji wszystkich czterech genow
a-globiny powoduje tworzenie tak zwanej he-
moglobiny Bart’s, ztozonej z czterech tancuchow
y-globiny, z catkowitym brakiem tancuchow a-glo-
biny. Prowadzi to do obrzeku ptodu i Smierci dzie-
cka najczeSciej w drugiej polowie ciazy lub zaraz
po urodzeniu, choé coraz czeSciej opisywane sg
przypadki efektywnego leczenia [22].

Beta-talasemia

Wyrdznia sie trzy grupy S-talasemii: minor,
intermedia 1 major. Pacjenci ze zdiagnozowang
[-talasemig minor przewaznie zyja bez objawow
chorobowych, cho¢ moze u nich wystapic¢ tagodna
niedokrwisto§¢ wynikajgca ze spadku iloSci Hb
w erytrocytach. Zdarzaja sie jednak nosiciele,
u ktorych wystepuja splenomegalia, fagodne zmia-
ny w ko$ciach i1 nerkach oraz kamica zéiciowa.
U kobiet w cigzy moze sie rozwingé powazna nie-
dokrwisto§¢ wymagajaca suplementacji kwasem
foliowym i transfuzji. Diagnostyka tej talasemii jest
istotna, poniewaz u rodzicow — nosicieli S-talasemii
minor wystepuje 25-procentowe ryzyko posia-
dania dziecka z homozygotyczna ciezka postacia
[-talasemii [23-27].

Odnotowywanych jest coraz wiecej przy-
padkow laczacych nosicielstwo cech f-talasemii
z wystapieniem zaburzen autoimmunizacyjnych,
astmy, cukrzycy, zapalenia nerek, zapalenia stawow,
fibromialgii 1 innych. Ta zalezno$¢ moze wynikac
z blisko$ci gendow otaczajacych gen f-globiny na
chromosomie, a pelnigcych role w regulacji ukla-
du immunologicznego. Tymi genami sa miedzy
innymi STIM1 (stromal interaction molecule 1),
TC21/RRAS2 (related RAS wviral (r-ras) oncogene
homolog 2), CD151, pp52/LSP1 (lymphocyte speci-
fic protein 1), TRIM21 (tripartite motif containing
21) czy tez toll interacting protein (TOLLIP). Do-
datkowa hipoteza postuluje, ze zalezno$¢ miedzy
nosicielstwem f-talasemii a rownoczesnym wyste-
powaniem choroby autoimmunologicznej moze by¢
zwigzana ze spadkiem iloSci hemorfin. Zwiazki te
nalezg do grupy endogennych peptydow opioido-
wych 1 wywodzg sie z proteolitycznego ciecia Hb.
Hemorfiny dzialaja jako substancje przeciwzapalne,
a spadek ich stezenia u nosicieli §-talasemii moze
wyjasniac stan prozapalny i prowadzi¢ do powsta-
wania choréb autoimmunizacyjnych [28].

Beta-talasemia major jest silnie objawowa
1 najciezsza postacia (-talasemii. Pierwsze obja-
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wy kliniczne pojawiajg sie miedzy 6. miesigcem
a 2. rokiem zycia. U dziecka moga wystapi¢ miedzy
innymi problemy zwigzane z laknieniem, nawra-
cajace epizody goraczki, a takze hepato- 1 sple-
nomegalia. Dodatkowo, jesli nie stosuje sie sku-
tecznego leczenia, pojawiaja sie kliniczne objawy,
takie jak: op6znienie wzrostu, blado$¢, zoltaczka,
owrzodzenia nog, roznego typu zmiany kostne
wynikajace z ekspansji szpiku kostnego. Z kolei
pacjenci poddawani przetoczeniom preparatow
krwiopochodnych mogg przejawiaé roznego typu
komplikacje wynikajace z przeladowania zelazem.
U dzieci moze to prowadzi¢ do op6znienia wzrostu
1 zaburzenia dojrzewania seksualnego, a w wieku
dojrzalym — do niewydolnoSci serca, watroby,
uktadu endokrynnego oraz powstawania zakrzepicy
zylnej 1 osteoporozy. Transfuzje zwiekszaja tez
prawdopodobienstwo zakazen okolotransfuzyjnych.
Jednak regularne transfuzje i terapia chelatujaca
przedltuzaja zycie i polepszaja jego jakoSc.
Beta-talasemia intermedia rozni sie od talase-
mii major lagodniejsza postacig niedokrwistoSci,
pozniej wystepujacymi objawami klinicznymi
1 tym, ze pacjenci czesto nie wymagaja regular-
nych transfuzji. Liczba transfuzji w ciggu roku jest
wskaznikiem, ktory odroznia klinicznie 5-talasemie
intermedia od B-talasemii major. JeSli wymagania
transfuzyjne osiagaja wiecej niz 8 jednostek na rok,
wtedy f-talasemia intermedia jest reklasyfikowana
na f-talasemie major. Jednak roznorodnosc i szero-
kie spektrum objawow klinicznych, a takze liczba
mutacji prowadzacych do powstania -talasemii
intermedia u czeSci pacjentow moga sie objawiaé
prawie bezobjawowa postacia intermedia z niewiel-
ka niedokrwisto$cia, za$ u pozostalych pacjentow
inne rodzaje mutacji moga prowadzi¢ do ciezkich
przypadkow powodujacych objawy kliniczne mie-
dzy 2. a 6. rokiem zycia, z mozliwym opdznieniem
wzrostu i rozwoju. Smieré pacjentow z najciezszymi
postaciami -talasemii najczesSciej nastepuje z po-
wodu przewlektej niedokrwisto$ci i jej powikian
(hemosyderoza wtérna), takich jak nadciSnienie
plucne, niewydolno$¢ serca lub watroby [29].

Diagnostyka talasemii

Podstawami diagnostyki talasemii sg prze-
prowadzenie wywiadu lekarskiego w celu wy-
krycia ewentualnych rodzinnych uwarunkowan
wystepowania choroby oraz badanie morfologii
krwi pozwalajace na wykrycie nieprawidlowoSci.
Zaobserwowanie w badaniu krwi mikrocytozy
z hipochromig, spadku stezenia Hb, a dodatkowo
wysokie stezenie zelaza, pozwalaja na zakwalifiko-

wanie pacjenta do dalszych badan diagnostycznych
w kierunku talasemii. Nalezy pamietaé o tym, ze
osoby z niewielkimi defektami w syntezie globin
moga wykazywac prawidlowe wartosci Hb w bada-
niu morfologii krwi. Oprocz wyzej wymienionych
badan istotne jest okreSlenie liczby retikulocytow,
wykonanie rozmazu krwi, a takze barwienia krwi,
na przyklad w celu poszukiwania ciatek Heinza
oraz HbH [30].

Kolejne etapy diagnostyki oparte sg na techni-
kach biochemicznych, a takze technikach biologii
molekularne;j. Te ostatnie sg szczegoblnie potrzebne
do zdiagnozowania a-talasemii, ktorej nie mozna
zdiagnozowacé technikami biochemicznymi.

Najczesciej wykorzystywane metody diagno-
styczne w talasemii opisano w dalszej czeSci pracy.
Nalezy przy tym zauwazy¢, ze w przypadku talase-
mii stopien niedokrwistosci i ,,jako§¢” parametrow
krwi moga by¢ maskowane lub uwydatniane przez
wspolistniejace zaburzenia w produkcji Hb, takie
jak: wspoltowarzyszace hemoglobinopatie, na
przyktad obecno$¢ hemoglobiny S (HbS), hemo-
globiny C (HbC), hemoglobiny E (HbE), oraz inne
zaburzenia, takie jak wspomniany wyzej zespol
ATRX czy tez wspoldziedziczenie - 1 a-talasemii.

Okreslenie poziomu HbA,

IloSciowe oszacowanie stezenia HbA, jest
jednym z najbardziej warto§ciowych parametrow
diagnostycznych dla -talasemii. Techniki sto-
sowane w tym badaniu omoéwiono w nastepnym
podrozdziale. Prawidiowe wartosci HbA, wahaja sie
w granicach 1,9-3,5%, moga sie jednak nieznacznie
roznié zaleznie od zastosowanej metody i laborato-
rium diagnostycznego. Trzeba rowniez zaznaczy¢,
ze badanie HbA, u dziecka do 8. miesigca zycia
nie pozwala ustali¢ ostatecznego, prawdziwego
poziomu ekspresji tej Hb (opisano w rozdzia-
tach wcze$niej).

Wartosci HbA, powyzej 3,8% uznaje si¢ za
wskaznik nosicielstwa cechy 3-talasemii. Gdy war-
toSci te sa zdecydowanie podwyzszone, tj. przekra-
czaja 8% HbA,, nalezy rozwazy¢ obecnosc innych
patologicznych Hb, na przyktad HbE, HbC. U no-
siciela B-talasemii poziom HbA, nigdy nie bedzie
tak wysoki, a te patologiczne Hb eluuja (zaleznie od
metody) razem z HbA, [31]. Nalezy zwrocic¢ uwage,
ze rozne metody stosowane w diagnostyce dajg roz-
ne mozliwosci rozdzialu HbA, od pozostatych Hb.
Przy interpretacji wynikow zawsze trzeba wiec brac
pod uwage to, jakie mozliwoSci rozdzialu HbA, od
innych Hb ma zastosowana do badan technika.

Trudne przypadki w interpretacji wynikow
mogg si¢ wigzaC z wartoSciami HbA, w gorne;j
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granicy normy, czyli mieszczacymi sie miedzy
3,3% a 3,8% catkowitej Hb. Te graniczne wartoSci
HbA,, przy rownoczesnym zmniejszeniu Sredniej
objetosci krwinki (MCV, mean corpuscular volume)
1 Sredniej zawarto$ci hemoglobiny (MCH, mean
corpuscular hemoglobin), moga wynikac z obecno$ci
»lagodnej” mutacji w przypadku " -talasemii, mu-
tacji w promotorze [3-globiny, wspoldziedziczenia
0-1f-talasemii, a takze wspolobecnosci S-talasemii
z niedoborem zelaza. W przypadku gdy wartosci
MCH i1 MCV s3 w normie, a wystepuje granicznie
podwyzszony poziom HbA,, nalezy rozwazy¢ biad
metodologiczny w badaniu lub naturalnie wyste-
pujaca w populacji warto$¢ skrajng odzwiercied-
lajaca krzywa Gaussa. Przyczyny wystepowania
takich wartoSci (wiecej informacji o wartoSciach
HbA, zamieszczono ponizej) u niektorych osob nie
sg znane. By¢ moze wynikaja z nieznanego jeszcze
czynnika genetycznego podwyzszajacego poziom
HbA,, na przyktad triplikacji genu a-globiny, mutacji
w promotorze (3-globiny, mutacji w genie Kruppel-
-like factor 1 (KLF1) czy innych mutacji w genie
B-10-globiny. Badania przeprowadzone we Wioszech
Swiadczg o tym, ze okolo 2,5% (wg innego badania
nawet 16%) przypadkow diagnostycznych wykazuje
warto$ci graniczne [32, 33].

W przypadku S-talasemii major (zaleznie od
tego, czy posta¢ homozygotyczna, czy zlozona
heterozygotyczna) poziom HbA, moze si¢ wahac
od 2% do 5% (przy HbA 0-30%; HbF 70-98%). Pa-
cjentow z 3-talasemia intermedia cechuje szerokie
spektrum warto$ci parametréw hematologicznych,
zarOwno tych zblizonych do obrazu charaktery-
stycznego dla -talasemii minor, jak i tych opisu-
jacych S-talasemie major [21].

Obnizony lub pozostajacy na dolnej granicy
normy poziom HbA, moze wskazywac na ceche
a-talasemii, cho¢ w duzej czeSci przypadkow
a-talasemii wartosci HbA, mogg nie odbiega¢ od
normy, a dalsza diagnostyka musi sie opiera¢ na
metodach biologii molekularnej. Jedynie w przy-
padku choroby HbH wartos¢ HbA, moze by¢
znacznie obnizona [34, 35].

Mimo ze poziom ekspresji HbA, jest jednym
z najwazniejszych kryteriow diagnostyki w kierun-
ku talasemii, szczeg6lnie 3-talasemii, to jej poziom
moze ulega¢ zmianom takze w wyniku dzialania
innych czynnikow — zaréwno wrodzonych, jak
1 nabytych podczas zycia osobniczego. W niekto-
rych przypadkach mozna zaobserwowac wartoSci
HbA, powyzej normy, miedzy innymi przy anemii
megaloblastycznej (wynikajacej z deficytu kwasu
foliowego 1 witaminy B,,), zakazeniu ludzkim wiru-
sem niedoboru odpornosci, nadczynnosci tarczycy

1 terapii niektorymi lekami, na przyklad zydowudy-
na. Niektore przypadki wrodzonego, podwyzszone-
go poziomu HbA,, dotycza pacjentow miedzy innymi
z niestabilnymi Hb, anemig sierpowata i niektorymi
pozostatymi hemoglobinopatiami, wrodzona niedo-
krwistoS$ciag dyserytropoetyczna (niektore przypad-
ki izraelskich Beduin6w), dziedziczng (osobniczg)
wysoka ekspresjag HbA,. Wartos¢ HbA, moze by¢
natomiast obnizona w przypadku deficytu zelaza
oraz w niektorych przypadkach niedokrwistosSci
wynikajacej z chorob przewleklych, niedokrwi-
stoSci syderoblastycznej, niedokrwistosci apla-
stycznej, niedoczynnoSci tarczycy 1 bialaczek.
Z kolei wrodzone przyczyny obnizonego poziomu
HbA, moga wynikac na przyklad z d-talasemii oraz
z hemoglobinopatii (np. hemoglobina Lepore lub
Kenia). Istnieja zlozone przypadki wspotdziedzi-
czenia roznych typow talasemii i hemoglobinopatii,
ktore moga wplywacé na obraz poziomu ekspresji
HbA,. Wymienione przyklady nie moga by¢ jedy-
nym kryterium diagnostycznym — to wylacznie
przeglad przypadkow, w ktorych prawidlowa diag-
noza nie jest mozliwa. Dodatkowo, na przyktlad,
zawyzona wartoS¢ HbA,, u pacjentéw z heterozygo-
tyczna postacig HbS moze sugerowac -talasemie
(jeSli nie przeprowadzi sie dodatkowych badan).
Podobnie wspolistnienie d-talasemii z §-talasemia
moze maskowac poziom HbA, niezbedny do wy-
krycia 3-talasemii [36].

Techniki badania hemoglobiny A,

Badanie wykonuje sie gtownie technikami
chromatograficznymi, takimi jak wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC, high-performance
liquid chromatography), chromatografia kapilarna
(CE, capillary electrophoresis), a takze chromato-
grafia z wykorzystaniem technik kolumienkowych
[37]. Wybor metody zalezy od poszczeg6lnych la-
boratoriow. Na Swiecie najszerzej wykorzystuje sie
technike HPLC. Jest zautomatyzowana i pozwala na
uzyskanie pelnego obrazu iloSci Hb, a szczegodlnie
HbA, HbA, 1 HbF oraz podstawowych patologicz-
nych odmian Hb, takich jak HbS, HbC, HbD oraz
HbE. Za pomoca HPLC wykrywa sie takze frakcje
Hb Bart’s 1 HbH [38], co jest réwniez istotne dla
diagnostyki talasemii. Technikami biochemicznymi
zyskujacymi coraz wiecej na znaczeniu sg metody
elektroforetyczne oparte na elektroforezie kapilar-
nej, na przyklad w instrumentach Minicap i Capilla-
rys 2. Rozdzial elektroforetyczny przebiega w fazie
cieklej, a identyfikacja frakcji Hb przy odpowiedniej
dlugosci fali mierzonej spektrofotometrycznie jest
automatyczna [39]. To szybka, efektywna metoda
1 0 wysokiej specyficznoSci.
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Konwencjonalne metody elektroforetyczne,
na przyklad elektroforeza w zelu agarozowym,
w buforze zasadowym i/lub kwasnym takze sg
wykorzystywane do diagnostyki. Techniki te sa
przydatne przy prowadzeniu diagnostyki roznico-
wej, na przykiad w przypadku obecnosSci podwyz-
szonej wartoSci HbA, we krwi wykrytej technikg
mikrochromatografii kolumienkowej, a wynikajacej
z obecno$ci na przyktad HbE lub HbS. Nalezy za-
znaczy¢, ze jest to metoda czasochlonna i czesto
nieskuteczna w wykrywaniu matych ilo§ci roznych
wariantow Hb.

Okreslenie poziomu HbF

Hemoglobina F jest gtowng Hb ptodu i no-
worodkow. Jak juz wczeSniej wspomniano, ilo§é
HbF ulega zmianom, zaro6wno w czasie rozwoju
plodowego, jak i w okresach noworodkowym 1 nie-
mowlecym, ostatecznie stabilizujac sie u zdrowego
czlowieka okoto 2. roku zycia [40]. Wykrywanie
1 oszacowanie poziomu HbF to wazne kryterium
prognostyczne dla §-talasemii i anemii sierpowatej,
poniewaz podwyzszone wartosci HbF w przypadku
tych jednostek chorobowych moga by¢ powigzane
z tagodniejszym fenotypem i lzejszym przebiegiem
choroby [41]. W przypadku S-talasemii minor po-
ziom HbF moze, ale nie musi, by¢ podwyzszony.
Zaleznie od metody badawczej normy dla HbF mogg
sie roznic, dlatego wazne jest wyrazne zaznaczenie
przyjetych wartosci referencyjnych dla danego
laboratorium diagnostycznego.

Wartos¢ HbF powyzej normy moze sie rowniez
utrzymywaé w przypadku wystapienia dziedzicznej
op-talasemii oraz HPFH (hereditary persistence
of fetal hemoglobin). Moze by¢ tez podwyzszo-
na podczas ciazy, u chorych z niedokrwistos$cig
aplastyczna, podczas rekonwalescencji po prze-
szczepieniu szpiku oraz w przewleklej bialaczce
szpikowej u dzieci [36]. W przypadku a-talasemii
poziom HbF pozostaje w normie lub ta Hb jest
catkowicie nieobecna.

Diagnostyke HbE, podobnie jak HbA,, wyko-
nuje sie glownie metodami chromatograficznymi,
takich jak HPLC czy CE. Alternatywne metody
moga by¢ oparte na denaturacji alkalicznej, a takze
wykorzystaniu metod immunologicznych, takich
jak ELISA czy cytometria przeplywowa. Te ostat-
nig wykorzystuje sie w diagnostyce przecieku
matczyno-plodowego, wykrywania HPFH 1 do
monitorowania leczenia hydroksymocznikiem (HU,
hydroxyurea), ktory indukuje ekspresje HbF, na
przykliad u pacjentdow z anemig sierpowata [42].

Badania bialek globin
Chromatografia powinowactwa

Podstawa najnowszych metod badawczych jest
badanie wolnej puli a-globiny, ktorej iloS¢ wzrasta
w przypadku -talasemii. W metodzie tej wykorzy-
stuje sie specyficzne bialka chaperonowe — opie-
kuncze (AHSP, alpha hemoglobin stabilizing protein),
uczestniczace w procesie prawidiowego zwijania
innych hiatek, ktore tacza sie tylko do «-globiny,
natomiast nie tworza kompleksow z 3-globing oraz
tetramerami HbA. Dzieki swej specyficznoS$ci po-
zwalaja na czulg detekcje wolnej a-globiny. Metoda
jest oparta na chromatografii powinowactwa, w kto-
rej na kolumnie zostaja kompleksy «-globiny 1 AHSP,
a pozostate biatka, w tym -globina, s3 wymywane.
Nastepnie z kolumny eluuje sie a-globine 1 jej illo$¢
jest badana spektrofotometrycznie. Zgodnie z naj-
nowszymi publikacjami metoda ta moze sie staé
bardzo pomocnym badaniem przesiewowym w tala-
semii, w tym u noworodkow, a takze do sprawdzenia
efektywno$ci leczenia, na przyktad HU, co opisano
w dalszej czeSci pracy [43].

Techniki immunochromatograficzne

Bardzo prostym badaniem przesiewowym,
wykorzystujacym techniki immunochromato-
graficzne, jest na przyklad GPO «a-Thal (IC)strip
zawierajacy przeciwcialo monoklonalne przeciwko
Hb Bart’s. Ta metoda moze by¢ zastosowana do
badan pacjentow obcigzonych co najmniej dwoma
nieczynnymi genami «-globiny w pozycji cis [44].

Analiza kwasow nukleinowych
w diagnostyce talasemii

Metody oparte na badaniach genetycznych
zaczynaja mieC coraz wieksze znaczenie diagno-
styczne, szczeg6lnie w przypadku a-talasemii,
w ktorej metody biochemiczne nie wystarczaja do
postawienia diagnozy.

Obecnie nie ma jednego ustalonego sche-
matu przeprowadzania rutynowych badan diag-
nostycznych technikami biologii molekularne;.
Zastosowanie okreslonej metody zalezy od wyboru
dokonanego przez laboratorium diagnostyczne.
Kryteriami sa miedzy innymi koszt badania i pracy,
wykwalifikowanie kadry, wyposazenie laboratorium
W wyspecjalizowang aparature medyczng oraz, co
najwazniejsze, jakoS¢ otrzymanych wynikow.

Najczesciej wystepujace mutacje prowadzace
do wystapienia talasemii zostaly juz poznane i zna-
na jest czesto$¢ ich wystepowania w roéznych po-
pulacjach. Do celow diagnostycznych w pierwszej
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kolejnoSci stosuje sie wiec metody pozwalajace na
identyfikacje tych znanych mutacji.

W diagnostyce chorych, u ktérych objawy
kliniczne 1 wyniki badan biochemicznych wskazuja
na talasemie, a u ktérych do tej pory nie wykryto
znanych mutacji, konieczne jest wdrozenie metod
pozwalajacych na identyfikacje zmutowanego genu
1 ustalenie natury tej mutacji.

Metody identyfikowania znanych mutacji
Alleloswoista hybrydyzacja (ASO PCR)

Techniki okreslane jako ASO (allele specific
oligonucleotide) dot blot albo RDB odwrotny dot blot
(reverse dot blot) sa czesto stosowane (szczegoblnie
RDB) w diagnostyce talasemii [45]. Na przyklad
w Indiach jest to jedna z metod wykorzystywanych
do diagnostyki prenatalnej [46]. Istnieja rozne od-
miany tej metody. Najpopularniejsze opieraja sie na
namnozeniu fragmentu DNA przy uzyciu primerow
znakowanych biotyng i hybrydyzacji produktow
z sondami umieszczonymi na nylonowej memb-
ranie. Na tej membranie umieszczane s3 zard6wno
sondy komplementarne do sekwencji niezawiera-
jacych mutacji, jak i do alleli z mutacjami odpowie-
dzialnymi za talasemie. Laczenie sie namnozonej
w wyniku lafncuchowej reakcji polimerazy (PCR,
polymerase chain reaction) sekwencji DNA do sond
1 dodanie do roztworu kompleksu streptawidyna—al-
kaliczna fosfataza, a nastepnie wywolanie obrazu
poprzez dodanie substratu powoduje detekcje
przylaczonych fragmentow DNA. Jest to metoda
szybka i relatywnie niedroga, ale wymaga wysokiej
jakoSci pracy. Komercyjnie dostepne sa jedynie
zestawy pozwalajace na wykrywanie najczesSciej
wystepujacych mutacji.

GAP PCR

Technika GAP jest stosowana do wykrywa-
nia mutacji delecyjnych w «a- oraz f-talasemii,
a takze innych zaburzen delecyjnych, na przyklad
0pf-talasemii czy delecyjnego HPFH. Primery uzyte
do badan technikg PCR sg komplementarne do
odlegtych od siebie fragmentéw genow. W przy-
padkach gdy gen nie jest zmutowany, tj. nie posiada
delecji, nie otrzymuje sie produktu amplifikacji,
bo odlegto§¢ miedzy dwoma primerami jest zbyt
duza, by polimeraza w zadanym czasie namnozyla
tak dtugi fragment DNA. Delecja w sekwencji
nukleotydowej sprawia, ze odlegto$¢ od siebie
obu primerow jest mniejsza, co pozwala na am-
plifikacje danego fragmentu i jego wizualizacje na
zelu podczas elektroforezy. Mozliwe jest rowniez
zaprojektowanie primerow do réznicowania genu
niezmutowanego od genu z niewielka delecja.

Wtedy produkty amplifikacji geno6w zmutowanych
1 niezmutowanych beda roznily sie wielkoScig.
Opublikowane w piSmiennictwie protokoly diag-
nostyczne a-talasemii oparte na multipleksowym
GAP PCR pozwalaja na wykrycie mutacji delecyj-
nych siedmiu najpopularniejszych delecji (-a37;
_a4,2; _SEA; _MED; _FIL; _THAI; _a20,5) i dodatkowo
jednej mutacji typu niedelecyjnego Constant Spring
[47, 48]. Zastosowanie innych niz opublikowane
par primerow jest mozliwe w celu rozszerzenia
mozliwo$ci diagnostycznych tg technika.

ARMS (amplification-refractory
mutation system)

Technika ARMS jest oparta na zastosowa-
niu w reakcji PCR specyficznych primerow (SSP,
sequence specific primers) komplementarnych do
okreslonej sekwencji genu globiny, posiadajacych
na swoim koncu 3’ nukleotyd komplementarny
do nukleotydu obecnego w zmutowanym genie.
Drugi primer stosowany w danej reakcji jest
komplementarny do sekwencji konserwatywne;j
genu. Gdy badane DNA zawiera zmutowany gen,
to swoisty primer przylaczy sie do niego i bedzie
generowac powstawanie produktu PCR. U osoby
zdrowej DNA nie ulegnie amplifikacji. Jest to
metoda szybka 1 relatywnie niedroga, jednak do
oceny roznych mutacji punktowych konieczne jest
zastosowanie wielu reakcji PCR. Technike ARMS
stosuje sie szczego6lnie w diagnostyce -talasemi,
ktora najczeSciej wynika z mutacji punktowych
w klastrze §-globiny [49].

MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification)

Technika MLPA jest oparta na hybrydyzacji
sond swoistych dla sekwencji zmutowanego genu,
a nastepnie do ich polgczenia sie (ligacji) i na-
mnozenia specyficznego fragmentu o okreSlonej
liczbie par zasad. Przykladowe rezultaty otrzyma-
ne po rozdziale podczas elektroforezy kapilarne;j
przedstawiono na rycinie 4. Badanie ma charakter
iloSciowy 1 pozwala na okres$lenie liczby kopii
danego genu. Istnieja komercyjne zestawy pozwa-
lajace na wykrywanie wielu rodzajow mutacji dla a-
1 B-talasemii [50].

Ilosciowa PCR

Do wykrywania mutacji delecyjnych stosuje
sie metode tak zwanej iloSciowej PCR (qPCR,
quantitative PCR). Do oceny ilo$ci produktu am-
plifikacji mozna zastosowac barwnik SybrGreen,
ktory Iaczy sie z dwuniciowym DNA. Intensyw-
no$¢ fluorescencji zalezy wiec od ilo$ci produktu
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Rycina 4A-C. Reakcja MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) przedstawiajaca wyniki u 2 pacjen-
tow (A, C) i jednego zdrowego dawcy (B). Analiza wielkosci fragmentdw na histogramie uwidacznia rézne wielkosci
pikéw w badanych prébkach. Pacjent A — 37 (mutacja RW); pacjent C — mutacja HIL lub THAI. Schematyczny obraz
histogramu — moze sie zmienia¢ sie zaleznie od uzytych reagentéw; nt — nukletotyd

Figure 4A-C. Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) assay of 2 patients (A, C) and one healthy
control (B). Fragment length analysis demonstrates different peaks height for each sample material. Patient A — &37
(RW mutation); patient C — HIL or THAI mutation. Schematical view of histogram — may vary depending on reagents

used; nt — nukleotide

wygenerowanego podczas PCR. Rownoczesna
analiza krzywej topnienia pozwala na zbadanie
specyficznosci reakcji. W przypadku badania diag-
nostycznego, na przyklad a-talasemii, wystgpienie
roznych mutacji delecyjnych generuje powstanie
roznych produktow reakcji, ktore majg rozne
temperatury topnienia. Na ich podstawie mozna
stwierdzi¢ obecno$¢ lub brak mutacji sprawczej
[51]. Do diagnostyki wykorzystuje sie rowniez inne
barwniki, znakowane primery, a takze specyficzne
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sondy, na przyklad typu TagMan, Molecular bea-
cons 11nne. Pozwalaja one na precyzyjna iloSciowa
analize mutacji w «- 1 S-talasemii.

Przesiewowe metody wykrywania mutacji
oraz ich dalszej charakterystyki
Analiza fragmentow restrykcyjnych
i technika Southern blot

Technika Southern blot jest najstarsza technika
analizy mutacji, w tym mutacji odpowiedzialnych
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za powstanie chorob, na przykiad talasemii. Jest
to metoda czasochlonna i trudna technicznie, lecz
nadal wykorzystywana przy poszukiwaniu i iden-
tyfikowaniu nowych lub rzadkich mutacji.
Powstanie mutacji prowadzacej do -talasemii
czesto tworzy lub usuwa miejsca ciecia dla enzy-
mow restrykcyjnych. Obecno$¢ takiej mutacji moze
by¢ wykryta na podstawie aktywnoS§ci enzymow
restrykcyjnych i wizualizacji tego ciecia na zelu
w procesie elektroforezy [52]. Jest to jednak tech-
nika coraz rzadziej wykorzystywana, cho¢ w niekto-
rych laboratoriach nadal stosowana w diagnostyce.

Spektrometria mas

Metody oparte na spektrometrii mas mogg by¢
wykorzystane do ustalenia strukturalnych zmian
w budowie tancuchow DNA kodujacego globiny,
a co za tym idzie — do poSredniego ustalenia na
przyktad rodzaju aminokwasu, ktory ulegt zmianie.
To metoda bardzo czula i precyzyjna, ale wymagaja-
ca wysoce specjalistycznego sprzetu. W przypadku
talasemii rowniez sa podejmowane proby uzycia
tej metody. W jednej z prac opisano wykorzysta-
nie spektrometrii mas (platforma MALDI-TOF)
do diagnostyki §-talasemii; 27 potencjalnych mu-
tacji wykrywano przy uzyciu reakcji multiplek-
sowych. Rezultaty tej diagnostyki porownywano
z wynikami uzyskanymi technikg ARMS. Otrzyma-
ne wyniki Swiadczg o tym, ze spektrometria mas
moze by¢ bardzo skuteczng alternatywa dla innych
metod diagnostycznych talasemii [53].

Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie to wazne badanie diag-
nostyczne w talasemii. Pozwala na wykrywanie
nowych i/lub rzadko wystepujacych mutacji. Jest to
jednak metoda relatywnie droga, szczegodlnie gdy
badanie musi obja¢ diugie fragmenty DNA.

Badania oparte na analizie RNA

W odniesieniu do talasemii, obok badan DNA,
wykorzystuje sie badania RNA. IloSciowa ocena
mRNA dla a- i §-globiny za pomocg qPCR pozwala
na ustalenie wzajemnego stosunku liczby synte-
tyzowanych fancuchow globin. Stosunek mRNA
a/B-globiny moze by¢ ilo$ciowym wskaznikiem
biosyntezy tancuchéw globiny. Jesli jest on mniej-
szy niz 0,8, to moze wskazywac na «-talasemie,
jesli natomiast przekracza 1,3, to moze oznaczaé
p-talasemie. W a-talasemii proporcja ilosci mRNA
a- 1 B-globiny wynoszaca okolo 0,75 powinna
odpowiadac¢ utracie funkcji jednego genu kodu-
jacego a-globine, wartoS¢ 0,5 — dwoch gendw,
a 0,25 — trzech genow. Nalezy jednak pamietac,

ze w kilku opisanych mutacjach 1 innych wspol-
dziedziczonych hemoglobinopatiach, na przykiad
niektorych mutacjach fS-talasemii ze wspotistnie-
jaca a-talasemia, ta proporcja moze wykazywac
prawidlowe wartoSci [54].

Techniki oparte na analizie konformacji
tancuchow DNA — wysokosprawna
denaturujgca chromatografia cieczowa
Kolejna metoda diagnostyczng jest wysokos-
prawna denaturujaca chromatografia cieczowa
(DHPLC, denaturing high pressure liquid chromato-
graphy), ktory pozwala na wykrywanie nieznanych
mutacji i polimorfizmow w okreS§lonym odcinku
DNA. Fragment DNA kodujacy badang globine
poddaje sie amplifikacji w reakcji PCR. Uzyska-
ny produkt, zawierajacy namnozone fragmenty
— zar6wno te z poszukiwang mutacja, jak i1 te bez
mutacji — poddaje sie denaturacji (rozdzieleniu na
pojedyncze lancuchy), a nastepnie renaturacji (po-
taczenie w struktury dwuniciowe). Roznica nawet
jednego nukleotydu powoduje widoczng zmiane we
wzorze rozdzialu na kolumnie DHPLC. Metoda ta
jest zautomatyzowana, szybka, nie wymaga barwie-
niaijest wysoce specyficzna, a jednocze$nie mozna
ja polaczy¢ z technika diagnostyczng MLPA [55].

Talasemie w Polsce
— epidemiologia i diagnostyka

Do niedawna przyjmowano, ze w Polsce talase-
mie nie wystepuja. Wystapienie tej choroby opisy-
wano jako przypadki kazuistyczne [56]. Prewalencja
p-talasemii minor w polskiej populacji jest trudna
do oszacowania. Teoretyczne obliczenia wskazuja,
ze moze ona wynosic¢ nawet 1,4% (gorny prog pre-
walencji). Najprawdopodobniej jest to jednak wynik
zawyzony [57].

Pierwsza prace naukowa dotyczaca analizy
duzej grupy pacjentow opublikowano w 2006 roku.
Badano 600 os6b z mikrocytoza bez oznak niedo-
boru zelaza. U wszystkich oznaczono wartosSci
HbA,, HbF oraz bilirubiny. Podwyzszony poziom
HbA, stwierdzono u 106 pacjentow, podwyzszo-
ny poziom HbF — u 48, a 42 charakteryzowalo
zwiekszone stezenie bilirubiny we krwi. Analize
genetyczng przeprowadzono pod katem 8 naj-
czeSciej wystepujacych mutacji Srodziemnomor-
skich w ff-talasemii 1 u 46 pacjentow wykryto
7 z nich: IVS-I-6(T>C) — u 15 pacjentow, IVS-
-I1-745(C>G) — u 14 pacjentow, IVS-II-1(G>A)
— u 10 pacjentow, IVS-I-1(G>A) — u 2 pacjentow,
CD6-A — u 2 pacjentow, CD39(C>T) — u 2 pacjen-
tow, IVS-I-110(G>A) — u 1 pacjenta [58].
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Inne badanie przeprowadzone u 224 pacjentow
z poInocnej Polski wskazuje na istotnos$¢ diagno-
styki réznicowej, szczegdlnie odnoszacej sie do
niedokrwisto$ci z niedoboru zelaza. Pacjenci w tym
badaniu zostali wyselekcjonowani na podstawie
miedzy innymi takich parametrow, jak niedokrwi-
sto$¢ o nieznanej etiologii, mikrocytoza lub niedo-
krwisto§¢ mikrocytarna. W badaniach wykazano,
ze prawie 212 (95%) pacjentow cierpialo na nie-
dokrwisto$c¢ z niedoboru zelaza, za$ u 7 pacjentow
(3,12%) wykryto podwyzszony poziom HbA, bez
niedoboru zelaza. Dodatkowo Kaczorowska-Hac
1 wsp. [59] zwracaja uwage na fakt, ze wiaSciwa
diagnostyka przyczyn niedokrwistoSci — czy tej
wynikajacej z niedoboru zelaza czy tez tej spowo-
dowanej talasemia (lub rownoczesne wystapienie
tych dwoch zaburzen) — powinna prowadzi¢ do
wiasciwej terapii, w tym odpowiedniej suplemen-
tacji (lub jej braku) preparatami zelaza.

W pracy Jackowskiej 1 wsp. [60] przedstawiono
charakterystyke kliniczng i laboratoryjna 22 dzieci
z niedokrwisto§cig mikrocytarna, u ktorych roz-
poznano f-talasemie. U polowy z nich stezenia
HbA, i HbF byly podwyzszone. U 5 dzieci wyko-
nano badania genetyczne 1 potwierdzono obecno§é
mutacji w genie kodujacym S-globine. W pracy
nie podano charakterystyki wykrytych mutacji.
Stanowi ona jednak kolejny przykiad na to, ze ta-
lasemia powinna by¢ uwzgledniana w diagnostyce
niedokrwistosci w Polsce [60]. Podobne badania
pozwolilty na wykrycie 20 przypadkow S-talasemii
w jednej z klinik w Polsce, przy czym 4 przypadki
scharakteryzowano dokladniej [61].

Kolejnym polskim badaniem, tym razem wy-
korzystujacym technike gPCR do zbadania r6zno-
rodno$ci wystepowania talasemii w Polsce, jest
praca, w ktorej analizowano grupe 21 pacjentow.
Jedna z konkluzji tej publikacji dotyczyta r6znorod-
nosci wystepowania tej niedokrwistoSci w Polsce,
poniewaz w 19 rodzinach wykryto az 14 r6znych
mutacji sprawczych dla S-talasemii [62].

W polskiej populacji jest takze obecna a-tala-
semia, cho¢ zapewne czeS¢ przypadkow pozostaje
niedodiagnozowana ze wzgledu na brak diagnostyki
genetycznej 1 wynikajgcego z tego braku rutyno-
wych badan diagnostycznych. Opis 2 przypadkow
wystapienia tej niedokrwisto$ci opublikowano
w 2007 roku. W pracy tej zasugerowano, ze W przy-
padkach chorych z mikrocytozg i1 prawidlowym
stezeniem zelaza, a takze MCH ponizej 27 pg,
przy rownoczes$nie mieszczacych sie w granicach
normy lub obnizonych wartoSciach HbA, oraz
obecno$ci w rozmazie krwi obwodowej roznego

rodzaju nieprawidlowych krwinek, na przykilad
niedobarwliwych, anulocytow czy tez krwinek
tarczowatych, mozna rozwazaé wystepowanie
a-talasemii, a tym samym nalezy przeprowadzi¢
badania genetyczne [63].

Pierwsze szersze badania genetyczne a-ta-
lasemiii technikami multipleksowej PCR i MLPA
wykonano u 48 pacjentow. Pozytywnie zdiagnozo-
wano 10 chorych, u ktérych wykryto w sumie trzy
mutacje typu delecyjnego a-talasemii (-a>7; -SEA;
-MED) ' notwierdzajac tym samym przydatnoéé za-
stosowanych metod genetycznych do wykrywania
tej niedokrwistoSci [64]. Zestaw wykorzystanych
metod nie pozwolil jednak na rozpoznanie w kie-
runku talasemii u blisko 3/4 (potencjalnie) chorych
poddanych analizie, co przy réznorodnosci opisa-
nych mutacji wskazuje na konieczno$¢ rozszerzania
zakresu metod badawczych.

Dodatkowo, w innej publikacji, na mozliwos¢
wystepowania zlozonych form niedokrwistosSci
uwarunkowanych genetycznie u jednego pacjenta
wskazuje opis interesujacego przypadku w pol-
skiej populacji — réwnoczesnej obecnos$ci mutacji
a7 w genie a-globiny (a-talasemia) wraz z dwie-
ma mutacjami w genie kodujacym bialko prazka
4.2 erytrocytow (wrodzona sferocytoza) [65].

Przedstawiony wyzej przeglad publikacji do-
tyczacych polskich chorych wskazuje, ze udo-
skonalenie diagnostyki, w tym wprowadzenie
diagnostyki opartej na badaniach genetycznych,
jest w Polsce konieczne.

Leczenie talasemii

Zaleznie od rodzaju mutacji sprawczej tala-
semie charakteryzuja sie roznorodnymi objawa-
mi Kklinicznymi. Specjalistyczne leczenie odnosi
sie raczej do ciezszych postaci tej choroby. We
wszystkich rodzajach talasemii zaleca sie jednak,
aby pacjentow poddawac kontrolnym badaniom
diagnostycznym, na przyklad monitorowaniu ste-
zenia zelaza, witaminy B12 1 kwasu foliowego.
W wiekszoSci przypadkow leczenie talasemii ma
charakter objawowy. W tej czeSci artykutu podano
podstawowe informacje odnoszace sie do terapii
poszczegoblnych rodzajow talasemii, a takze do
kierunko6w najnowszych badan. Maja one cha-
rakter og6lny 1 nie obejmujg calego spektrum
zalecen terapeutycznych, dzialan niepozadanych
1 przeciwwskazan (np. w splenektomii opisano
tylko jedno z podstawowych wskazan lekarskich,
bez uwzgledniania przeciwwskazan, dokladnych
wytycznych 1 wieku pacjenta).
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Przetoczenia koncentratow
krwinek czerwonych

W ciezszych przypadkach talasemii najbardziej
rozpowszechniony protokot leczniczy jest oparty
na transfuzjach koncentratu krwinek czerwonych
(kkcz) Z jednej strony, wediug zalozen, celem
przetoczen kkcz jest korekcja stezenia Hb do
130-140 g/1 niediugo po transfuzji, a w konse-
kwencji — utrzymanie jej koncentracji na poziomie
90-100 g/l miedzy transfuzjami. Z drugiej strony,
przeciazenie zelazem stanowi czesta komplikacje
powaznych przypadkow talasemii, wynikajaca wias-
nie z przetoczen. Najczestszymi konsekwencjami
przeciazenia organizmu zelazem sa kardiomiopatie,
zwloknienie watroby i endokrynopatie.

Dla nosicieli a-talasemii mizo7 nie ma zadnego
specjalistycznego leczenia, chyba ze u chorego
wystgpi niedokrwisto$¢. Podanie kwasu foliowego
mozna rozwazy¢, gdy dieta pacjenta jest uboga
w kwas foliowy, a takze w przypadku wystapienia
infekcji, w zespole ztego wchianiania oraz pod-
czas ciazy. U pacjentow z chorobg HbH leczenie
moze polegac na suplementacji kwasem foliowym,
aw ciezszych przypadkach — na okresowych prze-
toczeniach krwi. Przetoczenia moga by¢ konieczne
nawet od okresu niemowlecego, gdy u chorego
wystepuje ciezka niedokrwisto§¢ hemolityczna
1 stwierdzi sie obecno$§¢ dodatkowych mutacji,
szczegoblnie niedelecyjnych [66].

Leczenie chelatujace

Obecnie na rynku jest dostepnych kilka sub-
stancji chelatujacych zelazo, na przykiad deferok-
samina, deferipron i deferazyroks. Ich stosowanie
zmniejsza Smiertelno§¢ 1 zachorowalnos¢ na zabu-
rzenia zwiazane z przecigzeniem zelazem. Istotne
sa tez ich dzialania niepozadane, na przyklad de-
feripron moze powodowac agranulocytoze u mniej
niz 2% pacjentow 1 wymaga cotygodniowych badan
krwi [67].

Duzo uwagi po$wieca sie obecnie badaniom
nad biatkiem zwanym hepcydyna. Zaobserwowano,
ze u pacjentow z f-talasemia (najprawdopodobniej
dla typu minor takze, cho¢ ilo§¢ danych nadal
jest ograniczona) stezenie tego bialka pozostaje
obnizone, czego efektem jest zaburzenie gospo-
darki zelazem [68]. Juz wcze$niej udowodniono,
ze hepcydyna bierze udzial w kontroli dystrybucji
zelaza w organizmie, wplywajac miedzy innymi na
przyswajanie zelaza z przewodu pokarmowego.
Zatem, gdy ekspresja hepcydyny maleje, nastepuje
zwiekszone wchlanianie zelaza z pokarmem, pro-
wadzac do przetadowania nim organizmu. Kontrola
ekspresji tego biatka moze by¢ waznym elemen-

tem terapeutycznym u pacjentdéw z talasemiami,
szczegolnie u 0sob z ciezkimi postaciami [69]. Pod-
sumowujac, monitorowanie gospodarki zelazem jest
wazng skladowa procesoéw diagnostycznych i tera-
peutycznych w niedokrwisto$ciach mikrocytarnych.

Splenektomia

Splenektomia powinna by¢ rozwazana u tych
pacjentow z talasemia, u ktorych do utrzymania
odpowiedniej liczby krwinek czerwonych 1 odpo-
wiedniego stezenia Hb konieczne jest przetaczanie
w ciggu roku ponad 250 ml kkcz/kg mc. (nalezy
pamietac o koniecznosci wykluczenia innych przy-
czyn niedokrwisto$ci) [29, 70]. Decyzja o splenek-
tomii musi uwzglednia¢ ryzyko potencjalnych po-
wiktlan, takich jak sepsa, zakrzepica i nadciSnienie
plucne [71].

Czynniki wplywajace na synteze Hb

Do gtéwnych dziatan terapeutycznych w przy-
padku ciezszych postaci -talasemii nalezy in-
dukowanie ekspresji Hb ptodowej, a tym samym
niwelowanie niedokrwisto$ci wynikajacej z nie-
doboru S-globiny i szkodliwego efektu dziatania
wolnej a-globiny. Do stymulatoréw produkcji
HbF zalicza sie miedzy innymi leki cytostatyczne,
na przykiad HU (zwieksza poziom HbF poprzez
zmiane kinetyki erytropoezy), leki demetylujace
DNA, na przyklad azacytydyne (zwieksza poziom
y-globiny), czy inhibitory deacetylaz, na przyktad
butyrate (acetyluja histony). Bardzo waznym lekiem
stymulujacym ekspresje HbF jest HU. To szero-
ko stosowany lek w anemii sierpowatej i o coraz
wiekszym znaczeniu w przypadku leczenia po-
waznych przypadkow talasemii. Zaohserwowano
interesujaca rozbiezno$¢ dzialania induktorow HbF
W 3-talasemii 1 w anemii sierpowatej. Zauwazono,
ze do osiagniecia tego samego efektu klinicznego
w przypadku f-talasemii konieczny jest wiekszy
poziom HbF niz w przypadku anemii sierpowate;j.
Dodatkowo stwierdzono, ze tylko czeS¢ pacjentow
odpowiada na dzialanie lekow zwiekszona produk-
cja HbE. Prawdopodobnie wynika to z indywidual-
nych genetycznych czynnikow odpowiadajacych za
synteze HbF [72].

Jednym z najbardziej obiecujacych lekow staje
sie czynnik komoérek macierzystych (SCEF, stem
cell factor) — biatko, ktore odgrywa istotng role
w procesach hematopoezy. Zwiekszony efekt jego
dzialania zaobserwowano, gdy podawano go razem
z erytropoetyna. Erytropoetyna, oprocz stymulu-
jacego wplywu na produkcje krwinek czerwonych
1aktywacje produkcji HbE, moze by¢ waznym prze-
ciwutleniaczem w walce z wolnymi rodnikami [73].
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Inne czynniki mogace aktywowal synteze
HbF to miedzy innymi talidomid, lenalidomid i po-
malidomid. Mechanizm ich dzialania, prowadzacy
do indukowania produkcji HbE nie jest jeszcze do
konca poznany, ale by¢ moze w przyszioSci beda
one stanowi¢ alternatywe dla innych lekow [74].

Dodatkowym, potencjalnym mechanizmem
pozwalajagcym na opracowanie skutecznej terapii
[-talasemii wydaja sie leki, ktore beda hamowaly
wyciszanie produkcji HbE Jednym z mozliwych
celow stal sie locus B-cell CLL/lymphoma 11A
(BCL11A), ktorego wyciszenie powoduje reak-
tywacje ekspresji HbE. Dodatkowo wykazano, ze
oprocz BCL11A rowniez takie czynniki, jak: KLF1,
myeloblastosis viral oncogene homolog (MYB), sex
determining region Y box 6 (SOX6) oraz dwa mic-
roRNA: miR-15a miR-16-1, s3 w stanie regulowac
biosynteze i ekspresje HbF (takze poprzez wplyw
na BCL11A) [75].

Gdy obserwuje sie potencjal leczniczy induk-
torow produkcji HbE coraz wazniejsze wydaje sie
lepsze zrozumienie procesow transkrypcyjnych
zachodzacych podczas zmiany z y-globiny na 3-glo-
bine. Wydaje sie wysoce prawdopodobne, ze dzieki
identyfikacji nowych czynnikow transkrypcyjnych
1 poznaniu sekwencji bialek regulatorowych nie-
zbednych w procesach biosyntezy HbF mozliwe
bedzie opracowanie nowych terapii w 3-talasemii.

W leczeniu talasemii istotne jest zapobieganie
skutkom dziatania ROS oraz zaburzeniom w proce-
sach koagulacyjnych krwi. Czyni sie starania w celu
zlagodzenia stresu oksydacyjnego u pacjentow
z talasemiami poprzez uzycie przeciwutleniaczy,
takich jak witaminy E, ale do tej pory dzialania te
nie przyniosly spodziewanych wynikow [76].

Allogeniczne przeszczepienie
krwiotworczych komorek macierzystych
Omowione wyzej metody lecznicze majg cha-
rakter objawowy. Leczenie przyczynowe talasemii
moze by¢ oparte na allogenicznym przeszczepieniu
krwiotworczych komorek macierzystych (allo-
-HSCT, allogeneic hematopoietic stem cell transplan-
tation). Pierwsza procedure allo-HSCT u chorego
na talasemie wykonano w 1982 roku. Od tamtej
pory wykonano ponad 3000 allo-HSCT. Gtéwnym
problemem jest znalezienie odpowiedniego dawcy.
Istnieje kilka czynnikow ryzyka, ktore muszg byc
brane pod uwage przed podjeciem decyzji o prze-
szczepieniu. Sa to hepatomegalia powyzej 2 cm,
zwloknienie watroby i niewlaSciwa terapia chela-
tujaca zelazo. Istotny jest rowniez czas dzialania
czynnikow ryzyka. Szacuje sie, ze 40-94% pacjen-
tow po allo-HSCT uwalnia sie od objawow talasemii

na lata, chociaz nie u wszystkich obserwuje sie
pelny chimeryzm komorek hematopoetycznych. To
sugeruje, ze nawet niewielka liczba prawidlowych
komorek dawcy funkcjonujacych w szpiku chorego
wystarcza, by zapewni¢ produkcje funkcjonalnych
czasteczek Hb. CzeS¢ pacjentow stopniowo odrzuca
przeszczep i w tym przypadku czesto przeprowadza
sie kolejna procedure allo-HSCT [77-79].

Terapia genowa

Talasemie byty jednymi z pierwszych chorob,
dla ktorych zaproponowano terapie genowa. Jed-
na z mozliwo$ci zaklada, ze komorki macierzyste
sa pobierane od pacjenta, nastepnie wprowadza
sie do nich konstrukt wirusowy z prawidiowym
genem globiny, po czym te autologiczne komorki
sa zndw przeszczepiane choremu. Istnieje kilka
probleméw do przezwyciezenia, aby taka terapia
byla zaréwno bezpieczna dla pacjenta, jak i sku-
teczna. Przede wszystkim nalezy zwréci¢ uwage
na zwiekszenie efektywnoSci dostarczenia genu,
co wymaga poprawienia stabilno$ci wektora oraz
dokladnego okreslenia miana wirusa (dawki tera-
peutycznej). TrudnoS$ci sprawia rowniez precyzyj-
ne ustalenie, jak dany fenotyp pacjenta wplywa na
efektywno$¢ transferu wirusa. Kolejne problemy
wynikaja z braku jednoznacznej wiedzy odno$nie
do onkogennego wplywu wirusa na pacjenta.
W zwiazku z tymi problemami terapia genowa jest
dopiero we wczesnych etapach badan klinicznych
1 osiggniecie pelnego sukcesu wymaga jeszcze
wielu badan [80].

Ostatnie proby terapii genowej na mysich
modelach talasemii okazaly sie bardzo obiecuja-
ce. Myszy chorujace na f-talasemie (talasemia
major 1 talasemia intermedia) zostaly skutecznie
wyleczone przy uzyciu wektora retrowirusowego.
Trwaja rowniez intensywne badania nad transferem
genow kodujacych globiny do komorek ludzkich.
U ludzi dotychczas podjeto co najmniej dwie proby
takiej terapii genowej. Jedna z nich zakonczyla sie
niepomyS§lnie, natomiast druga dotyczyla pacjenta
z HbE/B'-talasemiy, ktéremu wprowadzono gen
pB-globiny za pomocg wektora wirusowego skon-
struowanego na hazie lentiwirusa. Pacjent w wieku
18 lat, ktory od 3. roku zycia wymagat regularnych
transfuzji kkcz, od 4 lat po zastosowaniu terapii
genowej nie wymaga przetoczen, choé cierpi na
tagodna niedokrwisto$¢ [81]. Oprocz tych prob
dostarczania prawidlowej liczby kopii genu globiny
do komorek pacjenta podejmowane sg takze proby
ograniczania nadmiaru, na przyklad, a-globiny
w przypadku f-talasemii, a dzieki temu niwelowa-
nia jej toksycznego wptywu na komorki [82].
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Badania prenatalne

Kontrola prenatalna dla talasemii moze sie
opieraC zar6wno na technikach biologii moleku-
larnej, jak 1 na metodach biochemicznych. Odpo-
wiednie ilo$ci plodowego DNA, po wykluczeniu
zanieczyszczenia przez rodzicielskie DNA, moga
by¢ uzyskane okoto 11. tygodnia poprzez pobranie
kosmowki i okoto 18. tygodnia ciazy poprzez na-
ktucie owodni. Podstawami badan molekularnych
moga by¢ miedzy innymi sekwencjonowanie DNA,
metody wykorzystujgce technike PCR, na przy-
kiad ARMS, reverse dot blot, czy tez denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE). Najnowsze
technologie opieraja sie na nieinwazyjnych me-
todach, w ktorych plodowe DNA jest izolowane
z matczynego osocza lub krwi obwodowej. Nie sg
jednak jeszcze rutynowo wykonywane. Natomiast
badania biochemiczne, wykorzystujace na przyktad
HPLC, przeprowadzane okolo 19. tygodnia ciazy,
wykrywaja procentowy udziat HbA 1 HbF we krwi
plodowej (te badania moga mieé rowniez zastoso-
wanie w odniesieniu do noworodkow 1 niemowlat,
choc procentowy udziat poszczeg6lnych frakcji Hb
moze by¢ inny). Poziom HbA u ptodu z §-talasemig
major jest zblizony do zera lub tej Hb nie ma w 0g6-
le, natomiast iloS¢ HbA u zdrowych plodow siega
kilku procent. Metoda ta jest jednak malo precy-
zyjna 1 trudna w interpretacji. Wynika to miedzy
innymi z trudno$ci w potencjalnym rozréznieniu
poziomu HbA prébek pochodzacych od heterozygot
1 zdrowych plodow [83, 84].

Prewencja talasemii

W krajach o duzej czestoSci talasemii w popula-
¢ji wdrazane sg programy wsparcia oraz profilaktyki
tej choroby. Ta forma ma szczegdlne znaczenie dla
pacjentow oraz ich rodzin, a takze dla systemu opie-
ki zdrowotnej danego kraju. W 1970 roku Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO, Word Health Organi-
zation) zaproponowala glowne zalozenia programu
prewencyjnego. Wymieniono w nim miedzy innymi
takie elementy, jak: wparcie finansowe i politycz-
ne (edukacja spoleczenstwa w prasie, telewizji,
szkolenia lekarzy oraz personelu diagnostycznego,
zakup zaawansowanego sprzetu do badan diagno-
stycznych 1 naukowych), diagnostyka prenatalna
dla rodzicow, ktorzy maja juz dziecko z talasemia,
atakze osob z grup ryzyka i przysziych maizonkow,
diagnostyka prenatalna plodu, badania réznicowe
nosicielstwa w populacji, a takze stworzenie sieci
centrow badawczych oraz baz danych pacjentow
z talasemiami [85].

Podsumowanie

W pracy zaprezentowano najwazniejsze infor-
macje o talasemii ze szczegolnym uwzglednieniem
aspektow diagnostycznych tej choroby. Ze wzgledu
na coraz wieksza migracje ludnosci czesto§¢ wy-
stepowania talasemii w Polsce bedzie wzrastaé.
Istnieje zatem konieczno$¢ dalszego udoskona-
lania diagnostyki. Jednoczes$nie istotne jest upo-
wszechnianie wiedzy o wystepowaniu tej choroby
w Polsce, poniewaz jej niezdiagnozowanie czesto
prowadzi do stosowania nieskutecznego i szkod-
liwego dla chorych leczenia preparatami zelaza.
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