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POMEN DOLOCEVANJA RETIKULOCITNEGA EKVIVALENTA
HEMOGLOBINA PRI BOLNIKIH Z ANEMI1JO
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POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil dolocitev novega hematoloskega parametra RET He
(retikulocitni ekvivalent hemoglobina) s pretocno citometrijo pri treh skupinah bolnikov z
anemijo: bolnikih 7 anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza, bolnikih z anemijo zaradi
pomanjkanja Zeleza, ki so se zdravili s preparati Zeleza in bolnikih z okvaro kostnega mozga
(mielodisplasticni sindrom), ki so anemicni, ker kostni mozeg ne proizvaja dovolj rdecih
krvnih celic ali pa so te nefunkcionalne (displasticni). Dobljene vrednosti smo primerjali s
klasicnimi hematoloskimi (Hb, MCH, MCV, MCHC) in biokemijskimi (serumsko Zelezo,
feritin) kazalci pomanjkanja Zeleza. Pri bolnikih 7z anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza so
rezultati pokazali visoko korelacijo med RET He in hematoloskimi parametri (r=0,83-0,92).
Med RET He in feritinom je nekoliko niZja (0,73). NajniZja je med RET He in serumskim
Zelezom (0,65). Pri bolnikih z MDS je zaradi kompleksnosti bolezni vrednost parametra RET

He teje opredeljiva.
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MEANING OF DETERMINATION OF RETICULOCYTE
HEMOGLOBIN EQUIVALENT IN THE DIAGNOSIS OF ANEMIA

Key words: blood, anemia, iron metabolism, myelodysplastic sydrome,

reticulocyte hemoglobin equivalent
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ABSTRACT

The purpose of my diploma thesis was to determine the new hematological parameter of RET
He (reticulocyte hemoglobin equivalent) with the help of the flow cytometry. We determined
it at three groups of anemic patients: patients with iron deficiency anemia, patients with iron
deficiency anemia who were healed by iron, and the patients who have damaged bone
marrow (myelodysplastic syndrome) and are anemic because the bone marrow does not
produce enough red blood cells or the cells are dysfunctional. Gained values were compared
to classical hematological (Hb, MCH, MCV, MCHC) and biochemical (serum iron and
feritin) indicators of iron deficiency. Results at patients with iron deficiency anemia showed
high correlation between med RET He and hematological parameters (r=0,83-0,92).
Correlation between RET He and feritin is lower (0,73). The lowest is between RET He and
serum iron (0, 65). At MDS patients the value of the parameter is hard to define because of

complexity of the illness.



KAZALO VSEBINE
LLUVOD ettt ettt et st b et e b e bt et et nb ettt 2
2. TEORETICNI DEL.........ooiiiviuiieiieeeeeeeee e eeesesee e eese s s ssas s sesss s senaesenassessnaes 3
2T KTttt ettt b et eh bt et she et et eeae s 3
2.1.1 Maticne Krvine CEIICE .....eovuiiiiiiiiiiiieiieeieeee ettt e 5
2.1.1.1 Krvotvorne ali hematopoetske maticne Celice...........ocuvrriierniieinieennieeniieeeee. 6
2.1, 1.2 HEMOPOECZA...ccuveeeuiieiiiieeeiite ettt ettt ettt et e sttt e et eeabeeebbeessbeesaenes 7
2.1.1.3 Viri krvotvornih matiénih Celic .........ooviiiiiiiiiiiiiniiieeeeeeee 9
2.1.2 RAECE KIVINE CELICE ....couveiiiiiiiiiiieiieeeeeee et 9
2.1.2.1 Nastajanje eritroCitOV - €ritrOPOCZA .......eeeruveeerureeerireeaireeaieeesreeenseeesreessseennns 10
2.1.2.2 Z.radba TITOCILOV ...couvieiiiieiiiieeiieeeitee ettt ettt ettt eesibeesabeesieeeeans 11
2.1.2.3 DEloVanje EIitrOCILO......uveertieertieeiteeeiieeesiteeesireeesieeeeseeesseeessreeensseeessseessaseennns 12
2.1.2.4 Razgradnja eritrOCILOV .........eeirurieriiieeiieeeitee et et e st e et e e sibeeesibeesabeesiaee e 15
2.2 Fizioloska vloga Zeleza v CloveSkem telesu.........ccvieriiiieiiiieniiiieiiieeciee e 15
2.2.1 V10ga Z€1EZA V ETITOPOCZI .....eeenerieeniieeeiieeeiiee ettt e et et e st e esiteeesibeeesiteesabeesaeeens 16
2.2.2 KroZenje Zeleza v CloveSKem teleSU......c.ueiiiiiieiiieeiieeiieeeee e 16
2.2.3 Sprostitev Zeleza iz ostarelih eritroCitoV ........coocveeriiieriiieriiieiieeeeeee e 17
2.2.4 7al0gE Z€1EZA V RIS ....veeeeiieeiie ettt e a e e 17
2.2.5 Prehod Zeleza v CELICO ...couviiiiiiiiiiiiiiceicceeeeeee e 18
2.2.6 Viri Zeleza v ZIVIIIN ...o..ooiiiiiiiii e 19
2.2.7 Absorbcija Zeleza 1Z hrane............coovueiiiiiiiiieiiiiieeee e 20
2.2.7.1 Snovi, ki vplivajo na absorbcijo Zeleza..........cceeevuvieeciiieniieeeniieeeiee e 21
2.2.77.2 POtEK aDSOTDCIJE ..uvvveeiiieiiiieeiiie ettt ettt ettt s it esieee e 22
2.2.7.3 Regulacija absorbCije ZEIEZa ........cc.eeevuveeeiiieeiiieeiieeeieeeeiee e e e 23
2.2.8 1Z10CANJE ZEICZA .....eeueieiiiieieiie e st 24
2.2.9 PomanjKanje ZEIEZa ........cc.ueeuiiiiiiiiiiiiieicete e 24
2.2.9.1 Absolutno in funkcionalno pomanjkanje zZeleza ...........ccccceeviiiiniienniiennneenns 25
2.2.10 PreobremeniteVv Z ZEIeZOM ........c.c.coriiiiiiiiiiiieiieeieete ettt 25
2.3 ANCINIJE ..ottt ettt ettt ettt e et e et e e st e et e e st e e e a bt e e eab e e e bt e e e bt e e eabeeeaans 26
2.3.1. Vzroki za nastanek anemi] ..........cccccueeerueeerieeenieeeiieeniireessieeesseeessseeessseessssessnsneens 26
2.3.1.1Prilagoditve telesa na zmanjSano sposobnost krvi, da prenasa kisik ................ 26
2.3.1.2 Najpogostejsi znaki in SIMPtOMI ANEMIJE ....eevveeevreerirrerireenreeerreeerreeesreeenns 26
2.3.2 RAZVISHLEV QNEIIIL] ..c.uuvveeitieiiiieiitieeitee et eeeite e ettt e st e e sbteesbeeesabeeesabeeesaseessseesneeens 28
2.3.3.MIKIOCItNE ANEIMNIJE ...vveeeuvireeiiieeriieeiieeeriteeesiteeestteeestteestaeesteeesssaeessseeensseesnsseeensseens 28
2.3.4 MaKIOCIINE ANEIMIJE ....eeeurieiiiieiritieeitieeitteeeiteeeiteesiteesbteesbeeesabeeesabeeessseesnseesnseeens 29
2.3.4.1 Megaloblastba anemija.........ccueerueerieeiiienieeieenie ettt sttt 29
2.3.5 NOIMOCIINE ANEIMNIJE ...eeenuvieeniiieiirieeiteeeiteeeiteesiteesiteesbteesbeeesabeeessbeeessseesssseessseeens 30
2.3.5.1. HEMOIItiCNE ANEIMIJE ...vveeruvrreiiieeiiiieeiieeeiieeeiteeeeieeeeieeesteeessreeensseeensseesnsneennns 30
2.3.5.2. AplastiCna QNEMILJA .......eeerurieeriieiiieeeitee ettt e et e e et e e et e esbeeesibeeesibeessareesbneenans 31
2.3.5.3. »Cista« aplastiéna ANEMIJA ..........c.o.veeveveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
2.3.5.4. Anemije pri Kronicni BOIEZNi.......cc.eerviiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 31
2.3.6 Anemije zaradi drugih VZIOKOV ........c.ccooviiiiiiiieiiieeiieeete et 32
2.3.6.1 Anemije zaradi pomanjkanja beljakovin v hrani..........cccoccceeviiiiniiinnicenneenn, 32
2.3.6.2 ANEMIJE V NOSECNOS c.vvveeirireiiiieeiiieeiieeeitteeesteeeesiaeesteeesseeesssaeensseeensseesssseennns 32
2.4 Anemija zaradi pomanjkanja Zeleza...........ccoccueeviiiiiiiiiniiiiiic e 32
2. 4. 1 Patogeneza anemije zaradi pomanjkanja Zeleza..........cccceeeveeriuveercieeenieeenveeennennn 32

2.5 Mielodisplasticni sindromi (MDS)........cooiiiiiiiiii e 33



VI

2.5.1 Vrste mielodisplasti€nih SINATOMO........c..eeiiiiiiiiiiiiiiieieeeieeee e 36
2.5.2 Diagnoza mielodisplasti¢nih sindromov glede na spremembe v krvi in krvnem mozgu 36
3. EKSPERIMENTALNI DEL ....c.coiiiiiiiiiiiiiiteteteeest ettt st 38
3.1 Hematoloski analizator SysSmex 2100 Xe ......cceeeriieeiiieeiieeniieeeiee e e 38
3,11 METIINT PIINCIP.cuuvreeeiiieeeiiieeeiie ettt et ettt ettt ettt e s e e st e e e sabeeesabeesnbeesbeeens 39

3.2 Pomen hematoloskih kazalcev in prinCipi METiteV .........cccuverviieeriieeeriiieeriieereeeree e 40
3.2.1 Dolocevanje Steviléne koncentracije eritrocitov v Krvi.......cccceevveevieriierneeniieenneene 41
3.2.2 Dolocevanje koncentracije hemoglobina v Krvi.......ccccecvveeviiieniiieiniieenieeeiee e 42
3.2.3 Dolocevanje hematokritne vrednosti HCT v Krvi ......ooooieiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiccee, 42
3.2.4 DoloCevanje MCV V KTV ..cocuiiiiiiiiciie ettt e e e eeaeeeane s 43
3.2.5 Dolocevanje MCHC V KIVI c...ciiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeete ettt 43
3.2.6 DoloCevanje MCH........ccc.oiiiiiiiiiieeiee ettt et sibeeeseveeeeseeenaaeeas 44

3.3 Analiza retKUIOCIEOV ....couiiiiiiiiiiiieieceeee et 44
3.3.1 Steviléna vrednost TetiKULOCIIOV .............cvoveveeveeeeeeeeeeeeeeeeee e 45

3.4 Klini¢ni pomen dolocevanja retikulocitnega ekvivalenta hemoglobina. ........................ 46
RET He za oceno pomanjkanja Zeleza v teleSU..........ccccueeeiiiieiiieeniiiieniie e 46
3.4.1T PrINCIP METIEVE c..eveieiiieeiiieeeiite ettt ettt e et et e st eesab e e e sabeeesabeesnbeesnnreens 48

3.4 Pomen biokemijskih kazalcev in prinCipi MEriteV .........cocceerieevuierieniieenieeieenieeieeneeeen 49
3.4.1 Dolocevanje Zeleza v KIvNem SETUMU.......ccc.ueeruieeririeniieenieeeniieeesireeesireesireesieeens 49
3.4.2 Dolocevanje feritina v KIrvnem SerumU ..........ccevvveeiiieeiiieeniieeeieeesveeenveeeveeeenens 50

4. REZULTATI Z DISKUSIJO ...ttt ettt ettt 52
4.1 Rezultati meritev pri nezdravljenih bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza.. 52
4.2 Rezultati meritev pri zdravljenih bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza ......... 52
4.3 Rezultati meritev pri bolnikih Zz MDS ..o 53
4.4 Vrednotenje TEZUILALOV .....ccc.uiiiiiiiiiiiie ettt ettt e et e et esbteesbree e 54
4.4.1 Nezdravljeni bolniki z anemijo, zaradi pomanjkanja zZeleza...........c.ccceeeveeennreennnen. 54
4.4.2 Zdravljeni bolniki Z anemijo .......cceeeeiiiiiiiieiiiieiiieeie e 56
4.4.3 Bolniki Z MDS ..ot 59
4.4.4 Primerjava povprecnih vrednosti RET He pri vseh treh skupinah bolnikov........... 61

4.5 Statisticna obdelava POdatKOV ........cc.ieiiiieeiiieiieeeieeeee et see e e e reeeaeeeaaee e 61
4.5.1 Statisti¢na obdelava podatkov s Pearsonovo korelacijo..........cccoceeevieernieennineennne. 61
4.5.2 Statisticna obdelava podatkov S t-teStOML. ....ccueeeeureeriieeriieeriee e eiee e e e 63
S.ZAKLIUCEK ....couvioiiimtiirsieseeesesssessse ettt sttt 64

6. UPORABLIJENI VIRI IN LITERATURA ....cccoiiiiiiiiiiiiieneceeeeecieeeeece e 65



VII

KAZALO SLIK

Slika 2.1: SeStava KIVI ...o.uonei e 5
Slika 2.2: Diferenciacija krvotvornih matiénih celic...............coiiiiiiiiiiiii i, 8
N T I TR 218 (0] 01017 Pt 10
Slika 2.4: Slika hemoglobinain hema ..............cooiiiiiiiiii e, 12
Slika 2.5: Absorbcija Zeleza iz hrane ...........c.ooiuiiiiiiiiiii e, 20
Slika 3.1 Hematoloski analizator Sysmex 2100 Xe........covuiiiiiiiiiiiiiiiiiaie e, 36
Slika 3.2: Krvna slika s pomoc¢jo racunalniskega programa...............cooviiiiiiiiiiinnnnnn.. 37

Slika 3.3: Primerjava RET He s hematoloskimi in biokemijskimi parametri pred in po
zdravljenju z intravenoznim ZeleZOM ...........cuiviiiiiniiit i 44

Slika 3.4 : Dolocevanje RET-He na Sysmex-2100 Xe z merjenjem intenzivnosti razprSene

laserske svetlobe pod majhnim Kotom. ... 45
Slika 4.1: Vrednosti RET He pri nezdravljenih bolnikih z anemijov .....................o.. 50
Slika 4.2: Vrednosti serumskega Zeleza pri nezdravljenih bolnikih z anemijo .................. 51
Slika 4.3: Vrednosti feritina pri nezdravljenih bolnikih z anemijo ............................. 52
Slika 4.4: Vrednosti RET He pri zdravljenih bolnikih z anemijo..........................oo.l. 52
Slika 4.5: Vrednosti serumskega Zeleza pri zdravljenih bolnikih....................o.o.. 53
Slika 4.6: Vrednosti feritina pri zdravljenih bolnikih ... 54
Slika 4.7: Vrednosti RET He pri bolnikih z MDS...... ... 55
Slika 4.8: Vrednosti serumskega Zeleza pri bolnikih z anemijo....................oooi 56
Slika 4.9: Vrednosti feritina pri bolnikih z MDS.... ... ... 56

Slika 4.10: Povpre¢ne vrednosti RET He pri vseh treh skupinah bolnikov

glede na referentne VIednOStL. . ... ...ouireiit it 57



VIII

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 3.1: Vsebnost Zeleza v Zivili..........o.oiiiiiiiiiiii e, 19
Preglednica 4.1: Izmerjeni hematoloski parametri pri nezdravljenih bolnikih................... 48
Preglednica 4.2: Izmerjeni biokemijski parametri pri nezdravljenih bolnikih.................... 48
Preglednica 4.3: Izmerjeni hematoloski parametri pri zdravljenih bolnikih...................... 48
Preglednica 4.4: Izmerjeni biokemijski parametri pri zdravljenih bolnikih ...................... 49
Preglednica 4.5: Izmerjeni hematoloSki parametri pri bolnikihzMDS ......................... 49
Preglednica 4.6: Izmerjeni biokemijski parametri pri bolnikih z MDS .................... ... 49
Preglednica 4.7: Eritrocitni parametri pri nezdravljenih bolnikih................................. 50
Preglednica 4.8: Eritrocitni parametri pri zdravljenih bolnikih............................... 53
Preglednica 4.9: Eritrocitni parametri pri bolnikih z MDS ..., 55
Preglednica 4.10: Statisticni podatki ..........cooiiiiiii i e 58
Preglednica 4.11: Statisti¢ni podatki pri bolnikih zMDS ... 58

Preglednica 4.12: Vrednosti RET He po skupinah ter njihove srednje vrednosti in
771010 ) 1 DR P 59

Preglednica 4.13: Statisticna obdelava podatkov s t-teStom............covvviiiiiiiieeennnann... 59



IX
UPORABLJENI SIMBOLI

L — lahka monomera
H — teZka monomera
o — stopnja tveganja
r — faktor korelacije
u — mikro (10

f— femto (10™°)

p — piko (103

Fe —zelezo

r-HuEPO — humani rekombinantni eritropoetin

DNA — deoksiribonukleinska kislina

RNA — ribonukleinska kislina

RBC — Stevilo rdecih krvnih celic

MCYV — povprecni volumen eritrocitov

MCHC — delez hemoglobina v povprecnem eritrocitu glede na njegovo celotno maso
MCH — povprecna vrednost hemoglobina v eritrocitu
FSC — sipanje svetlobe pod majhnim kotom

HCT — hematokritna vrednost

PLT — oznaka trombocitov

IRF — delez nezrelih retikulocitov

Ret — retikulociti absolutno

Ret-r — retikulociti relativno

RET He — retikulocitni ekvivalent hemoglobina



UPORABLJENE KRATICE

Hb — hemoglobin

PVE — povprecni volumen eritrocitov
TR — transferinski receptor

KKS — kompletna krvna slika

DKS — diferencialna krvna slika
PMC — pluripotentne mati¢ne celice
MMC-M — multipotentne maticne celice mieloi¢ne vrste
SMV — sréni minutni volumen

AA — aplasti¢na anemija

AKB — anemija ob kroni¢ni bolezni
MDS — mielodisplasti¢ni sindrom
AML — akutna mieloi¢na levkemija

RET — retikulocit



Pomen dolocevanja retikulocitnega ekvivalenta hemoglobina pri bolnikih z anemijo, Diplomska 2
naloga, Marija Lesjak

1.UVOD

Namen diplomske naloge je bil doloCitev novega hematoloSkega parametra RET He
(retikulocitni ekvivalent hemoglobina) s preto¢no citometrijo pri treh skupinah bolnikov z
anemijo:
¢ bolnikih z mikrocitno anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza,
¢ bolnikih z mikrocitno anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza, ki so se zdravili s preparati
Zeleza,
¢ bolnikih z okvaro kostnega mozga (mielodisplasti¢ni sindrom), ki so anemi¢ni, ker
kostni mozeg ne proizvaja dovolj eritrocitov ali pa so ti nefunkcionalni (displasticni),
zato morajo prejemati transfuzije.
Dobljene vrednosti smo primerjali s klasi¢nimi hematoloSkimi (RBC, Hb, MCV, MCHC,
MCH) in biokemijskimi (serumsko Zelezo, feritin) kazalci pomanjkanja Zeleza.
Rezultati so pomemben podatek pri doloanju funkcionalnega pomanjkanja celicnega Zeleza,
kjer gre za neravnovesje med potrebami in oskrbo kostnega mozga z Zelezom.
Predpostavljamo, da lahko s to metodo ocenimo ali je pri anemi¢nem bolniku, ki uZiva
preparate Zeleza in ima sicer normalne ostale hematoloSke kazalce, koncentracija vnesenega
Zeleza dovoljsnja, da bolnik nima funkcionalnega pomanjkanja Zeleza.
Anemija ali slabokrvnost je bolezensko stanje, kjer je zmanjSana celotna koli¢ina
hemoglobina, kar je posledica bodisi primanjkljaja eritrocitov bodisi manjSe koli€ine
hemoglobina v eritrocitih. Zaradi zmanjSane koli¢ine hemoglobina (Hb) se zmanjSa
sposobnost krvi, da prenasa kisik po krvnem obtoku do posameznih tkiv, ki ga nujno
potrebujejo za normalno delovanje.
Hb je sestavljen iz beljakovinskega dela-globina in hema, ki daje barvo in vsebuje Zelezo.[1]
Telo odraslega moSkega vsebuje v povpreCju 3,5 g Zeleza, Zensko telo pa okrog 2,9 g.
Priblizno dve tretjini vsega Zeleza je v hemoglobinu, vecina ostalega pa je vezanega v feritin,
beljakovinski kompleks, ki sluzi kot shramba Zeleza. Pomanjkanje Zeleza je najbolj razSirjeno

pomanjkanje hranilne snovi na svetu.[2]
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2. TEORETICNI DEL

2.1 Kri

Vsi telesni organi potrebujejo neprestano novih snovi, iz katerih ¢rpajo energijo za svoje
delovanje.V prebavilih se hrana tako predela, da jo celice lahko uporabljajo.Te predelane,
oziroma prebavljene snovi jemlje iz prebavil kri in jih dobavlja predvsem miSicam, pa tudi
drugim organom. Prav tako jemlje kri v pljucih iz vdihanega zraka kisik in ga oddaja celicam.
Hkrati pa pobira kri iz celic razkrojnine, ki so "odpadni material" delovanja celic. Celicam so
odve¢ in celo Skodljivi. Kri odlaga razkrojnine deloma v pljucih (ogljikov dioksid in nekaj
vode), mnogo ve¢ v koZi (v znojnice), nekaj pa jih izloci skozi ledvice. Kri je torej prometno
sredstvo, ki dovaza celicam potrebne snovi, nepotrebne pa odvaza. Ker je kri tekoca, poteka ta
"transport" dokaj hitro. Zile so pot, po kateri se opravlja promet s krvjo, srce pa je motor, ki
poganja kri po telesu. Razen tega pa je kri pomembna tudi zato, ker so v njej mnoge
obrambne snovi, ki varujejo telo pred Skodljivimi vplivi mikrobov ali pa mikrobe celo
unicujejo.

Kri je rdeca tekoCina, ki je nekoliko slana in lepljiva. V telesu odraslega ¢loveka se stalno
pretaka okoli 5-6 litrov krvi. Njen tekoc¢i del je pravzaprav rumenkast in ga imenujemo krvna

plazma.[3]
Clovesko kri gradijo naslednje sestavine
e krvni serum (56%) (krvna plazma skupaj z beljakovino fibrinogenom):

» voda (~92%)

A\

beljakovine (albumin, fibrinogen, protitelesa, faktorji strjevanja krvi, drugi
encimi...) (6-8%)

soli (0,8%)

lipidi (0,6%)

ogljikovi hidrati (natancneje glukoza; 0,1%)

YV V V V

hormoni in minerali
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e krvne celice (44%)

> rdece krvnicke ali eritrociti
> bele krvnicke ali levkociti

» krvne plos¢ice ali trombociti

Bele krvnicke, levkociti ali krvne celice bele vrste so krvne celice, ki varujejo telo pred
okuzbami in tumorji, se pravi pred mikroorganizmi in tujimi beljakovinami.Normalno je v

litru krvi od 4-10° do 11-10° levkocitov.

Krvne plos¢ice ali trombociti so krvne celice, ki maSijo rane na organizmu in s tem
preprecujejo prevelike izgube krvi.V kubi¢nem milimetru (mm®) krvi je od 150,000 do
300,000 trombocitov, od tega je 40% v vranicnem krvnem obtoku. V krvnem obtoku preZivijo
od 8 do 10 dni, nato pa jih odstranijo makrofagi. Krvne ploscice pravzaprav niso prave celice,
temveC le ovitki celicne membrane, v katerih so razli€ne snovi, ki ob poskodbi reagirajo z
drugimi snovmi v krvi. Nastajajo torej kot drobci vecjih celic, imenovanih megakariociti. Pri
slednjih z zorenjem citoplazme nastajajo zrnca (granule), meSicki (vezikule) z lizosomnimi
granulami in sistem demarkacijskih membran, ki razmejujejo citoplazmo, iz katere nastanejo
trombociti.[4]

Rdeca krvna telesca ali eritrociti dajejo krvi rdeco barvo. To so ploscice, z obeh strani
nekoliko vdrte (s premerom 7,5 mikrona), in so brez jedra. RdeCo barvo jim daje posebno
barvilo hemoglobin. Hemoglobin ima to zmoZnost, da se zelo rad, toda rahlo veZe s kisikom.
To se dogaja v pljucih, kjer prihajajo eritrociti v stik z vdihanim zrakom. Ko hemoglobin
sprejme kisik, postane kri svetlo rdea. V celicah pa, kjer je manj kisika, odda kri kisik in
sprejme ogljikov dioksid; pri tem postane temno rdeca. Eritrociti oskrbujejo torej celice s
kisikom.

V cloveski krvi je okoli 5 milijonov eritrocitov v 1 mm’. Ker te celice nimajo jedra, ne Zivijo
dolgo, kve¢jemu 120 dni, nato pa odmro. Odmrle eritrocite odlaga kri predvsem v vranici,
kjer razpadejo.Novi eritrociti nastajajo neprestano v rdeCem kostnem mozgu ploscatih

kosti.[4]
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Slika 2.1: Sestava krvi [5]

2.1.1 Matiéne krvne celice

Krvotvorne mati¢ne celice so nespecializirane celice, z dolgoroéno zmoznostjo delitve in
obnove ter zmoZnostjo diferenciacije v krvne celice in celice imunskega sistema ter v
mozganske celice, hepatocite, miSi¢ne celice ali celice endotelija. Identificiramo in izoliramo
jih s pomocjo celi¢nih oznaevalcev, ki se pojavijo na celi€ni povrSini. Najznacilnejsi celini
oznacevalec za te celice je povrSinski glikoprotein CD34.

Glede na sposobnost diferenciacije lo¢imo ve¢ vrst mati¢nih celic. Totipotentne maticne
celice predstavlja zigota in osem celic, ki nastanejo po prvih treh celi¢nih delitvah. 1z njih se
lahko razvijejo vse celice Cloveskega organizma. Pluripotentne maticne celice so potomke
totipotentnih celic (50 embrionalnih celic znotraj blastociste). Tvorijo lahko ve€ino razli¢nih

celi¢nih vrst, ne morejo pa ve¢ samostojno izdelati vseh tkiv, potrebnih za popoln razvoj
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ploda. Multipotentne mati¢ne celice se lahko delijo le v njim podobne specializirane celice,
saj so Ze delno diferencirane in s tem razvojno omejene.

Progeni¢ne (unipotentne) mati¢ne celice se lahko delijjo le v eno celiCno vrsto. Imajo Se
moznost samoobnove, kar jih locuje od nemati¢nih celic [6].

Glede na izvor pa lo¢imo dve vrsti maticnih celic. Embrionalne mati¢ne celice so celicne
kulture pridobljene iz nediferencirane notranje mase blastociste. Za uporabo teh celic v
terapevtske namene je mnogo eti¢nih zadrzkov. Somatske ali »odrasle« mati¢ne celice pa so
vecinoma nediferencirane celice v tkivu ali organu, ki se nahajajo med diferenciranimi.
Vecinoma so to multipotentne celice. V uporabi so za zdravljenje veC kot sto razli¢nih bolezni
in bolezenskih stanj. Somatske mati¢ne celice navadno tvorijo vrsto celic iz tkiva, v katerem
se nahajajo. Glavna naloga somatskih matic¢nih celic v Zivem organizmu je, da vzdrZujejo in
popravljajo organ, v katerem se nahajajo. Imajo sposobnost samoobnove. Njihov izvor v tkivu
je neznan .[7]

V kostnem mozgu se nahajata dve vrsti somatskih maticnih celic:

- stromalne mati¢ne celice kostnega mozga, iz katerih se tvori kostnina, hrustanec, mascoba in
vezivno tkivo ter

- krvotvorne matic¢ne celice. [8]

2.1.1.1 Krvotvorne ali hematopoetske maticne celice

Krvotvorne mati¢ne celice so celice, iz katerih se razvijejo vse krvne celice in celice
imunskega sistema. Izoliramo jih iz krvi ali kostnega mozga. Lahko se obnavljajo, se
diferencirajo v Stevilne specializirane celice, se izplavijo iz kostnega mozga v krvni obtok ali
podleZejo apoptozi [9].

Stevilne raziskave so potrdile fenomen imenovan plastinost (plasticity). Plasti¢nost
omogoca, da maticne celice iz enega tkiva omogocijo nastanek vrst celic drugih tkiv. Iz
krvotvornih mati¢nih celic zaradi plasti¢nosti in pluripotentnosti tako lahko, poleg krvnih in
imunskih celic, nastanejo trije glavni tipi mozganskih celic (nevroni, oligodendrociti in
astrociti), hepatociti, miSicne celice ali celice endotelija. Zato je nastalo veliko raziskovalno

podrocje za uporabo somatskih mati¢nih celic v terapevtske namene [10].
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Raziskave so nakazale obstoj dveh tipov krvotvornih mati¢nih celic. Dolgoro¢ne mati¢ne
celice (long-term stem cells), ki so sposobne samoobnove ter kratkoroCne ali progeni¢ne
mati¢ne celice (short term progenitor cells) iz kostnega mozga, ki lahko takoj obnovijo
razli¢ne vrste krvnih celic, vendar pa same sebe pod normalnimi pogoji ne morejo obnavljati

dolgoro¢no. To so relativno nedozorele celice, ki so prekurzorji popolnoma diferenciranim
celicam enakega tkiva. Imajo sposobnost proliferacije, toda omejeno zmoZznost diferenciacije

v vec kot eno vrsto celic.[9]

2.1.1.2 Hemopoeza

Vse komponente krvi, vkljuujo¢ celice imunskega sistema izhajajo iz pluripotentne
hematopoetske mati¢ne celice iz kostnega mozga, ki se vse Zivljenje obnavljajo in se nahajajo
na razli¢nih krajih hemopoeze. Ti kraji se med Zivljenjem osebka spreminjajo. Hemopoeza se
najprej zacne v rumenjakovi vreci, se nato prenese v plodova jetra in kon¢no v kostni mozeg.
K razvoju hemopoeze v plodu prispevajo tudi drugi organi, npr. vranica, bezgavke in ledvice.
S pomocjo topnih mediatorjev (citokini) in kontaktnih signalov, ki jih oddajajo stromalne
celice, lahko te nediferencirane progenicne celice povzrocijo tvorbo razli¢nih krvnih celic. Te
celice so ene redkih telesnih celic, ki so sposobne samoobnove. Prav tako se lahko delijo brez
diferenciranja in na ta nacin tvorijo neomejene zaloge krvnih celic.

Zgodaj v hemopoezi se pluripotentna mati¢na celica diferencira v dve smeri, pri ¢emer
nastaneta ali limfoidna mati¢na celica ali mieloidna mati¢na celica.

Mieloidne mati¢ne celice se lahko diferencirajo v megakariocite, iz katerih se tvorijo
trombociti; v eritroblaste, iz katerih nastanejo eritrociti; v mieloblaste, iz katerih dobimo
nevtrofilce, eozinofilce in bazofilce; v monoblaste, iz katerih nastanejo monociti in

dendriti¢ne celice. Te celice vstopijo nato v Kri.
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Slika 2.2: Diferenciacija krvotvornih mati¢nih celic.[12]

Limfoidne mati¢ne celice pa se lahko diferencirajo v izhodiS¢ne ali progeni¢ne T-limfocite, iz
katerih nastanejo T-limfociti ter v izhodi§€ne B-limfocite, iz katerih nastanejo B-limfociti. Tu
nastanejo tudi celice T ubijalke, vendar potek njihovega nastanka Se ni popolnoma pojasnjen,
saj izrazajo nekatere lastnosti mieloidnih celic.

Vsaka stopnja diferenciacije je povezana z razmnoZevanjem, tako da nastane izredno veliko

zrelih celic iz majhnega Stevila mati¢nih celic. Relativno Stevilo razli¢nih celi¢nih tipov je
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uravnavano s hemopoetilnimi rastnimi faktorji in citokini ter z interakcijo s stromalnimi
celicami. Med razvojem celice delujejo nanjo mikrookolje, kombinacija in koncentracija

razli¢nih rastnih faktorjev, ki doloCajo pot njene diferenciacije.[10]

2.1.1.3 Viri krvotvornih maticnih celic

Krvotvorne mati¢ne celice se nahajajo v kostnem mozgu, v periferni krvi, v popkovnic¢ni in
placentarni krvi, v fetalnem krvotvornem sistemu ter v embrijevih zarodnih in mati¢nih
celicah. Vsaka 100 000 celica v kostnem mozgu je dolgoro¢na krvotvorna mati¢na celica. V

krvi je prisotno zelo malo mati¢nih celic.

2.1.2 Rdeée krvne celice

Rdece krvnicke ali eritrociti so krvne celice, ki oskrbujejo telo s kisikom. Morfolosko gledano
so sploScene celice, velikosti od 7 do 8 um, kar je veliko manj od ostalih ¢loveskih celic.
Jeder nimajo, zato je osrednji del upadel in tanjSi. Jedra za svoje delovanje ne potrebujejo,
zato pa vpliva to na zZivljenjsko dobo, ki je zelo kratka v primerjavi z drugimi celicami (od
100 do 120 dni).

Rdece krvnicke so napolnjene z dihalnim barvilom oz. dihalnim pigmentom hemoglobinom,
ki je tudi vzrok rdece barve eritrocitov. En cloveski eritrocit vsebuje okoli 270 milijonov
molekul hemoglobina. V krvi odraslega ¢loveka je od 2 do 3x10"? eritrocitov, kar je priblizno

5%10° krvni¢k na kubi¢ni milimeter krvi.[13]
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Slika 2.3: Eritropoeza [14]

Nastajanje rdecih krvnick oz. eritrocitov imenujemo eritropoeza. V resnici gre za dva procesa,
ki pa potekata hkrati; to sta proliferacija (delitev) in diferenciacija (dozorevanje).

Eritrociti se v prvi vrsti kot vse druge krvne celice razvijejo iz pluripotentnih mati¢nih celic
(PMC), ki se po enem obdobju razvijejo v multipotentne maticne celice mieloi¢ne vrste
(MMC-M), slednje pa v usmerjene maticne celice (UMC) eritroblastne vrste.

Sele iz mati¢nih celic, usmerjenih v rdeo vrsto (UMC), se lahko prepozna znadilne
predhodnike, ki jih je morfoloSko mogoce razlikovati od drugih celic. S skupnim imenom jih

imenujemo eritroblasti. Nadaljni razvoj poteka po naslednjih stopnjah:

pronormoblast,

® bazofilni normoblast,

¢ polikromati¢ni normoblast,
e ortokromati¢ni normoblast,
o retikulocit,

®  eritrocit.

Prva prepoznavna celica rdeCe vrste, velikosti pribliZzno 25 pum, je pronormblast. Jedro
zavzema skoraj vso celico in vsebuje eno ali ve¢ jedrc. Kromatin je enakomerno mreZast.

Citoplazma je modre barve, ob robovih je svetlejsa.
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Bazofilni normoblast je manjsi od pronormoblasta, v jedru pa tudi ni ve¢ jedrc. Kromatin je
gostejsi in se zdruzuje v velike grude. Citoplazma je enakomerno modra zaradi velikega
Stevila ribosomov.

Polikromati¢ni normoblast je velikosti od 8 do 15 pm. Citoplazma je vijolicaste barve zaradi
vecje koncentracije hemoglobina. Jedro je od predhodnika manjSe, grude kromatina je manj
Stevilen in temnejSe barve.

Ortokromati¢ni normoblast (velikost od 7 do 10 um) ima majhno, homogeno (enojno) in
piknoti¢no (gosto) jedro. Barva citoplazme je podobna eritrocitovi. Ta vrsta celice nima ve¢
sposobnosti sinteze DNK in s tem tudi ne nadaljne delitve.

Retikulocit nastane takrat, ko ortokromati¢ni normoblast popolnoma dozori in izlo¢i jedro. Je
nekoliko vecji od eritrocitov.

Zadnja stopnja razvoja eritrocit in dozori v krvi priblizno en dan po izhodu iz rdecCega
kostnega mozga.

Kot vse celice tudi eritrociti nenehno odmirajo, vendar pa za razliko od drugih njihov Stevilo
dolocajo fizioloSke meje. V normalnih okoliS¢inah posredno doloca te meje koli¢ina kisika
(O) v krvi, ki v primeru njegovega pomanjkanja to zaznajo kemoreceptorji v aortnem loku in
posljejo informacijo o pomanjkanju osrednjemu zivéevju, ta pa poslje ukaze ledvicam za
izdelavo tkivnega hormona eritropoetina, ki vzpodbuja rdeci kostni mozeg k izdelavi vec¢jega
Stevila eritrocitov, hkrati pa vpliva na eritroblaste in skrajSa ¢as njihovega dozorevanja.
Eritropoetin je po kemicni sestavi glikoprotein.

Primer hipoksije zaradi naravnih okoli$¢in je npr. ta, ¢e se Clovek zadrZzuje ve¢ Casa v
visokogorju, kjer je zrak redkejsi. Cez ¢as se $tevilo eritrocitov poveéa: s tem kri nadomesti
manjSo zmoZznost prevzemanja kisika iz razdrecenega zraka. Alpinisti in potapljaci morajo s

sabo pogosto vzeti kisikove bombe za pomoc¢ pri dihanju.[13]

2.1.2.2 Zgradba eritrocitov

Membrana eritrocita je sestavljena iz:
e dvoslojne lipidne membrane oz. plazmaleme
¢ integralnih beljakovin

® beljakovinskega ogrodja
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Glavne sestavine fosfolipidne membrane so fosfolipidi in neesterificirani holesterol.[2]
Fosfolipidi tvorijo dvoslojno membrano tako, da so hidrofilni deli na zunanji in notranji
povrsini, hidrofobni deli pa segajo z obeh strani v notranjost membrane.[3] V zunanjem sloju
se nahajata predvsem lecitin in sfingomielin, na notranjem pa fosfatidilserin in
fostatidiletanolamin.

Transmembranske oz. integralne beljakovine sta glikoforin C in beljakovina 3. S pomocjo teh
beljakovin je fofolipidna membrana pritrjena na beljakovinsko ogrodje. Beljakovina 3
omogoca tudi prenos kloridnih (Cl-) ter bikarbonatnih (HCO3-) anionov: zato je anionski
izmenjevalec.

Glavna sestavina beljakovinskega ogrodja je vlaknasta beljakovina spektrin.

TakSna zgradba membrane daje eritrocitu lastnost upogibljivosti in odpornosti proti striZnim

silam. Zaradi teh lastnosti lahko spreminja obliko pri prehodu skozi kapilare.[13]

2.1.2.3 Delovanje eritrocito

Na en hemoglobin se v plju¢nih meSickih oz. alveolah vezejo 4 molekule kisika (veZejo se na
hem oz. Zelezov atom) in nastane oksihemoglobin. Eritrociti vsebujejo tudi encim
karboanhidrazo, ki katalizira nastajanje in razpad ogljikove kisline (H»COs3), in s tem
sodelujejo posredno tudi pri transportu ogljikovega dioksida iz tkiv.

Na hem se zelo dobro veze tudi ogljikov monoksid (CO), kar lahko povzro¢i notranjo
zadusitev, to pomeni, da telo ne prejema kisika: posledica tega je nezavest, ob prepocasni

pomoci pa tudi smrt.[13]
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Slika 2.4: Slika hemoglobina in hema [15]

e Zgradba hemoglobina

En del hemoglobina sestavljajo Stiri zavite polipeptidne verige, ki jih skupno imenujemo
globin.Vsaka polipeptidna veriga obdaja v sredini nebeljakovinski del molekule, imenovane
hem. Hem je sestavljen iz Stirih pirolovih obrofev in Zeleza. Na Zelezove atome, ki so
vgrajeni v heme hemoglobinskih molekul se veze kisik. En hem lahko veze nase eno
molekulo kisika, torej lahko ena molekula hemohlobina veze Stiri molekule kisika. Ker je
Zelezo nujno za vezavo kisika na hemoglobin sta za tvorbo in dozorevanje rdec¢ih krvnick
nujno potrebna zadostna koli¢ina Zeleza in beljakovin.Hemoglobin se sintetizira v ve¢
korakih. Hem( feroprotoporfirin IX) se tvori v mitohondrijih in citosolu Ze ne dozorelih rde¢ih
krvnick, globin pa se tvorijo ribosomi v citosolu. Sinteza hemoglobina se nato nadaljuje v

krvnih celicah med zorenjem v rdeCem krvnem mozgu.

® Snovi potrebne za nastanek eritrocitov

Pomembne snovi za nastanek eritrocitov so Zelezo, vitamin Bj; in folna kislina v manjSih
koli¢inah tudi vitamin C, riboflavin in baker. Pri sintezi rdecih krvnih celic igra pomembno

vlogo hormon eritropoetin, ki nastaja v ledvicah.[16]
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% Zelezo

Je sestavina vseh celic.Zelezo se v organizmu nahaja kot aktivno Zelezo (encimi in Hb) in kot
rezervno v raznih tkivih.Rezervno Zelezo ima vlogo pri nastajanju novih eritrocitov in
encimov takrat kadar obstaja povecana potreba po eritrocitih in encimih.Celokupna koli¢ina
Zeleza v organizmu osebe tezke 70 kg je med 3 in 5 g.Najvecja koli¢ina Zeleza se nahaja v Hb
eritrocita ( priblizno 2g).Rezervnega Zeleza je nekje 1g, preostali del Zeleza pa se nahaja v
encimih, mioglobinu in v krvni plazmi.Zelezo v krvni plazmi je vezano na beljakovino
transferin .V krvni plazmi vrednost Zeleza variira med 10,5 in 28 pmol/l.Pri Zenskah so te

vrednosti nekoliko nizje.[17]

s Vitamin B,
Poznamo ga tudi pod imenom kobalamin.Kobalamin nastaja v CloveSkem organizmu s
pomocjo dolo¢enih bakterij in glivic.Kobalamin pridobimo preko hrane v ¢loveski organizem

(meso, drobovina, sir, mleko).V mesani hrani, ki vsebuje dosti mesa se nahaja kobalamin

nekje v vrednosti 30 pg.Vitamin B, oz. kobalamin se veZe na doloCene beljakovine,
transkobalamine najpogosteje v jetrih in ledvicah.lz jeter se kobalamin prenaSa v kostni
mozeg v katerem je kobalamin potreben za nastajanje vseh krvnih celic.Vrednost vitamina B,

v Cloveskem organizmu variira med 2 in 5 mg.[17]

% Folna kislina
Nahaja se v obliki njenih soli folato in sicer v naravi.Folate najdemo v sadju, zelenjavi,
drobovini, jajénem rumenjaku, kvasu in v gobah.Dnevne potrebe folatov znasajo nekje 50ug.
Folati se v hrani nahajajo v obliki ve¢jih molekul to je poliglutanatov, ki pa se morajo
razgraditi v male molekule monoglutaminate , da bi se lahko vpili v tanko ¢revo.Vitamin B,
in folna kislina imata v organizmu skupno vlogo in sicer omogocata v jedru celice sintezo
DNK v kateri se nahajajo geni.V tem skupnem delovanju kobalamin pretvarja folno kislino v
njeno aktivno obliko katera omogo¢a sintezo DNK iz njenih kemijskih predhodnikov.Ce

primanjkuje folna kislina ali kobalamin se pojavi anemija.[17]
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«» Eritropoetin
Povzro¢i v krvnem mozgu delitev usmerjenih mati¢nih celic rdece vrste in njihovo
dozorevanje v eritroblaste in hkrati skrajSa njihov €as dozorevanja.Posledicno se poveca

tvorba eritrocitov in tako poveca izplavljanje mlajSih manj zrelih retikulocitov v krvi.[17]

2.1.2.4 Razgradnja eritrocitov

Normalna Zivljenska doba eritrocitov v krvi je 100 do 120 dni.Ko ostarijo, jih fagocitirajo
makrofagi retikulo-endotelijskega sistema.Glavno vlogo pri razgradnji ostarelih eritrocitov
ima vranica. S staranjem eritrocitov se zmanjSa aktivnost Stevilnih encimov, ki vzdrZujejo
njihovo zgradbo in funkcije.Zato se zmanjSa upogljivost eritrocitne membrane in poveca
krhkost eritrocitov, zmanjSa se povrSinski naboj membrane in poveca koli¢ina
methemoglobina v eritrocitu.Methemoglobin je neaktivni hemoglobin v katerem se dvo-

valentno Zelezo oksidira v tro-valentno ta pa ve¢ ne prenasSa kisika.[17]

2.2 FizioloSka vloga Zeleza v loveSkem telesu

Ker Zelezo obstaja v dveh ionskih oblikah Fe’* in Fe®* je lahko kofaktor encimov v
oksidacijsko-redukcijskih reakcijah.V vsaki celici Zelezo sodeluje s proteini (citohromi,

citohrom oksidaze, peroksidaze, katalaze) v verigi prenosa elekronov v procesu pridobivanja
energije.T1 proteini prenaSajo atome vodika in elektrone iz energetskih makronutrientov na
kisik pri ¢emer nastaja ATP, katerega celica izkoris¢a za potrebe svojega metabolizma, in
voda.Prav tako je komponenta encimov v glukoneogenezi, encimov, ki so vklju¢eni v sintezo
aminokislin, hormonov in nevrotransmiterjev. Zelezo ima vlogo v razvoju moZganov, je
esencialno za sintezo nevrotransmiterjev, in delovanju imunskega sistema.[18] Zelezo je
soudelezeno pri prenaSanju kisika iz plju¢ v tkiva.V hemoglobinu se reverzibilno veze s

kisikom in ga prenasa iz plju¢ do celic ter odnasa CO; iz celic v pljuca.
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2.2.1 Vloga zeleza v eritropoezi

Ker je sposobnost prenasanja kisika po telesu odvisna od vsebnosti hemoglobina v eritrocitih
ima Zelezo najpomembnejSo vlogo pri nastajanju eritrocitov v eritropoezi oziroma pri sintezi
hemoglobina (Hb).Hb predstavlja pri ¢loveku najvecji oddelek z Zelezom 70% celotnega
Zeleza.1ml koncentriranih eritrocitov vsebuje okoli 1mg Fe.Vsaka podenota Hb ima po eno
hemovo skupino.Hem je sestavljen iz pirolovih obrogev.Stirje obro¢i so povezani v vedjo
strukturo, Fe pa se nahaj v sredini.

Vsak dan se sintetizira 300mg hema, ki se ga vecina porabi za sintezo Hb,ostali pa postane del
misicnega mioglobina.Pomen Hb je prenos kisika. Hemoglobin ali rdeci pigment predstavlja
25-35 % rdeée krvne celice. Zelezo mu daje znadilno rde¢o barvo.Vegja kot je njegova
koncentracija v rdeci krvnicki, ve¢ bo lahko vezala nase kisika in ga prenesla v posamezna
tkiva. Skoraj 100 % kisika, ki ga kri prenasa po telesu, je vezanega nanj.V kostnem mozgu
vsak dan dozori 2-3 milijone eritrocitov na sekundo.Vsakodnevno se mora sintetizirati 6g Hb,
za kar mora imeti kostni mozeg na razpolago 30-40 mg Fe.Ker je ta koli¢ina dvajsetkrat vecja
od koli¢ine Fe, ki se dnevno absorbira iz prebavil ali je na razpolago v krvnem obtoku je
organizem razvil dodatne mehanizme pridobivanja Fe iz fagocitiranih starih eritrocitov.V
eritroblastu se Fe v mitohondriju vgradi v hem ali pa se veze kot feritin v sideroblastih.V

mitohondriju ga encim hem sintetaza vgradi v hem.[19]

2.2.2 Krozenje zeleza v ¢loveskem telesu

Zelezo kroZi v skoraj zaprtem krogu.Iz krvne plazme potuje v krvni mozeg do eritroblasta,
kjer se vgradi v Hb.V tej obliki krozi Stiri mesece po krvi. Ko eritrociti ostarijo jih fagocitirajo
makrofagi v kostnem mozgu, jetrih in vranici. Iz spro§¢enega hemoglobina se izlo¢a Zelezo,
ki se ponovno uporabi za sintezo hemoglobina in njegovo kroZenje se ponavlja.[20] V plazmi
je vecina Zeleza vezanega na prenasalni protein transferin. Transferin je protein, ki nastaja v
jetrih. Lahko veZe dva Fe’* iona (Fe®* ne more) v nevtralni ali slabo alkalni raztopini
Sposobnost transferina, da veze in sprosca Zelezove ione je odvisna od pH raztopine. Pri
normalnih pogojih je nasicenega transferina v telesu le 33%. Med transferinom in proteini , ki
lahko veZejo ione se neprestano odvija borba za proste Zelezove ione. Priblizno 1/3

transferina veZe Zelezo (Fe/S), a 2/3 so proste, tj. transferin je v plazmi prost
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(UIBC=unsaturated iron binding capacity; IBC=iron binding capacity). Celotni transferin
(TIBC=total iron binding capacity) je vsota Zeleza vezanega na transferin (Fe/S) in vrednost
transferina brez Zeleza (UIBC, oziromalBC).Transferin predstavlja priblizno 3% vseh

plazemskih proteinov.[21]

2.2.3 Sprostitev Zeleza iz ostarelih eritrocitov

Razpad ostarelih eritrocitov in razgradnja Hb se vrSi v celicah monocitno- makrofagnega
sistema.( kostnega mozga, jeter in vranice ).Pri prebavi fagocitiranih eritrocitov se sprosti v
nekaj urah do 20% Zeleza od katerega se ga 80% ponovno vgradi v Hb.Tako se v 12 dneh
40% sproscenega Zeleza iz odmrlih celic ponovno vgradi v eritrocite.

Sprosceni hemoglobin se v makrofagih razgradi v globin in hem.Aminokisline, ki se pri
proteolizi hemoglobina sproste , se porabijo za sintezo drugih beljakovin.Protoporfinski obro¢
se najprej odpre in nato reducira v bilirubin.Bilirubin iz makrofagov prehaja v kri, kjer se veze
na serumski albumin.V jetrih prehaja iz plazme v jetrne celice, kjer se konjugira predvsem z

glukoronsko kislino in postane vodotopen.Slednjega jetrne celice izlo€ijo v Zol¢.[17]

2.2.4 Zaloge Zeleza v telesu

Visek Zeleza v telesu se shrani kot feritin ali hemosiderin v celicah kostnega mozga ,vranice
ali jeter. Feritin je globularna beljakovina, sestavljena iz 24 podenot, ki predstavlja v
evkariontskih in prokariontskih organizmih poglavitno skladi§¢no mesto za Zelezo. Zelezovi
ioni so v kompleksu s feritinom v topni in netoksi¢ni obliki V sredini beljakovinskega
feritina lahko vsebuje okoli 4500 Zelezovih ionov v feri-obliki (Fe**). Kadar je feritin prost,

brez vezanega Zeleza, govorimo o apoferitinu.

Apoferitin je sestavjen iz 24 beljakovinskih podenot, ki so razporejene v 12 dimer in jih
sestavljajo lahke (L) ali tezke (H) monomere z razli¢nimi lastnostmi. V celici razmerje obeh
vrst monomer ni enako .. monomere vsebujejo hidrofilne ostanke , ki zadrZujejo in veZejo Fe
in so zato odgovorne za rast kristala Zelezovega hidroksida .H monomere imajo manj teh
ostankov , sodelujejo pri nastajanju por, skozi katere prehaja Zelezo v in iz celice in imajo

aktivnost encima feroksidaze , ki omogoca, da apoferitin hitro sprosti ali sprejme Fe.
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Ce vsebuje feritin ve¢ H monomer hitreje prejme Fe, ga pa ne zadrzi tako trdno kot feritin z
vecLmonomerami.

V celicah se Zelezo tako skladiS¢i v obliki feritina in tudi hemosiderina. Slednji nastane z
agregiranjem feritinskih molekul in je v vodi netopen.Zelezo se iz feritina in hemosiderina v
primeru potreb organizma zopet sprosc¢a; lazje se sprosti iz feritina kot iz
hemosiderina.Sprostitev Zeleza iz zalog poteka preko redukcije Fe’* v Fe™*, ki se sprosti iz
kristala in prehaja skozi apoferitinsko ovojnico. Ko potuje iz citosola v plazmo, se ponovno
reoksidira ter se v plazmi veze na transferin. Kadar se potreba po zZelezu poveca, feritin
razpade in sprosti se Zelezo.Serumska koncentracija feritina kolerira s koli¢ino telesnih zalog
Zeleza in je zato pogost pokazatelj zalog Zeleza v organizmu v laboratorijskem testiranju. Za
osebo moskega spola je normalna koncentracija feritina od 12-300 ng/mL, za osebo Zenskega
spola pa od 12-150 ng/mL. NiZja kot je koncentracija feritina v telesu, vecja je verjetnost, da

osebi primanjkuje Zeleza. Najvec feritina je v ledvicah, vranici in kostnem mozgu. [22]

2.2.5 Prehod Zeleza v celico

Na transferin vezano Zelezo prihaja v celice preko transferinskega receptorja (TR). TR imajo
klju¢no vlogo v uravnavanju oskrbe celic z Zelezom. Najvec¢ja koncentracija TR je v
membranah nezrelih eritrocitov, v hitro delecih se celicah in v posteljici. TR je sestavljen iz
dveh polipeptidnih verig, povezanih z disulfidnimi vezmi. Molekulska masa vsake podenote

je 95.000 daltonov. Ima dva pola. Na citoplazemskem polu ima dve hidrofilni mesti, na
notranji strani membrane pa hidrofobni pol, ki omogoca vkljucitev receptorja v membrano.
TR ima veliko afiniteto do diferinega transferina. Zato je prenos Zeleza v celico mogo¢ tudi
tedaj, ko je koncentracija na transferin vezanega Zeleza zelo nizka. Po vezanju na receptor
sledi neke vrste endocitoza (endosom ali receptosom). Endosom se v celici zdruZzi z veziklom
s pH, manjSim od 5,5. Kislo okolje omogoc¢i sproS¢anje Zeleza iz transferina. V celici se
Zelezo vkljuci v biokemicne procese, presezek pa se skladiSci v obliki feritina. Transferin se v
kislem okolju veZe =z apotransferinom in se preko receptorja vrne v citoplazmo.
Kadar celice potrebujejo veliko Zeleza , pomnozijo TR, ¢e pa so z Zelezom preobremenjene, je

na membranah in posledi¢no tudi v citoplazmi minimalno Stevilo receptorjev.[23]



Pomen dolocevanja retikulocitnega ekvivalenta hemoglobina pri bolnikih z anemijo, Diplomska 19
naloga, Marija Lesjak

2.2.6 Viri zeleza v zivilih

Zelezo se v hrani nahaja dveh oblikah:

e Hem Zelezo, katerega vir sta hemoglobin in mioglobin v Zivilih Zivalskega izvora.
Hem Zelezo obicajno predstavlja le 10% do 15% vsega Zeleza v prehrani in kar tretjino
vsega absorbiranega Zeleza.

e Nehem Zzelezo se nahaja v hrani rastlinskega in Zivalskega izvora, ima pa bistveno
niZjo biolosko vrednost kot hem Zelezo, na njegovo absorpcijo pa znatno vplivajo
druge snovi v prehrani. Absorpcijo izboljSujejo vitamin C, razne organske kisline in
zivalske oz. mesne beljakovine, zavirajo pa inozitol-heksafosfat, ki se nahaja v
strocnicah in Zitaricah (Ze majhne koliCine lahko absorpcijo zmanjSajo za 50%),
polifenoli, ki se nahajajo v sadju, zelenjavi, vinu, Caju in kavi, sojine beljakovine

(neodvisno od inozitol-heksafosfata) ter dodatki kalcija.[20]

Veliko ga je v temnem mesu, jetrih, ribah, ostrigah, racah, kjer je v helatni, hem obliki, ki se
laZe absorbira iz prebavil v kri. Zelezo v nehemski obliki je v rumenjaku, temno zeleni listnati
zelenjavi, oreSckih, neoluS€enih Zitih in suhem sadju (rozine, marelice, datlji, slive). V mleku

in zelenjavi je Zeleza malo.

% Hranila, ki vsebujejo veliko Zeleza
» sadje: rozine, suho sadje (marelice, datlji, slive), jagode, borovnice, ribez,
brusnice, aronija, hruske, banane, ceSnje,
» zelenjava: brokoli, Spinaca, belusi, buce, zito, paradiZnikov sok, pSenicni
kalcki. gorcica, blitva, ohrovt, regrat, fizZol,

» meso: jetra, vse vrste temnega mesa, perutnina, skoljke, ribe.
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Preglednica 3.1: Vsebnost Zeleza v Zivili [20]

zZivilo Zelezo(mg / 100g)
leca 11,1
Skoljke 10,90
goveja jetra, kuhana 7,80
SeZamovo seme 10,4
s0jino zrnje 9,7
piS€ancja jetra 09,2
rde¢ fizol 6,4
ostrige, surove 5,01
govedina na Zaru 4,25
mandlji 4.0
suhe marelice 3,2
jajce 2,0
piScancje prsi, kuhane 1,90
tofu 1,2
losos 1,2
brokoli 1,0

Kuhanje v Zelezni posodi lahko poveca koli¢ino Zeleza v hrani..[20]

2.2.7 Absorbcija Zeleza iz hrane

V hrani je dnevno 10-20 mg Zeleza. Pri zdravem cloveku se absorbira 10% vsega Zeleza,
pretezno v dvanajstniku in jejunumu. Zelezo se absorbira predvsem v dvanajstniku, vendar le

2+ oblika. V tem delu Crevesja je pH med 5 in 7. V takSnem okolju tvori trovalentno Zelezo
(Fe®*) slabo topne hidrokside, ki se skoraj ne absorbirajo. V nasprotju s trovalentnim Zelezom

pa se dvovalentno Zelezo, zlasti organsko vezano (hem), zelo dobro resorbira iz prebavil.
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Vitamin C Se izboljsa absorpcijo Zeleza v kri, saj preprecuje oksidacijo Zeleza iz dvovalentne
oblike v slabSe uporabno trovalentno obliko. Ker v hrani prevladuje 3+ oblika, se mora

Zelezo v zZelodcu reducirati. Absorpcija je slabSa, ¢e Zelod¢ni sok ni dovolj kisel.[20]V soku se
nahajajo majhne molekule aminokislin in keto sladkorjev, ki stabilizirajo trovalentno Fe(
Fe’*). Transmembranski encim Zelezova reduktaza pretvori Fe’* v Fe®, ki ga prenese
divalentni prenasalni protein 1 ( divalent metal transporter proteinl-DMTI) v notranjost
celice.[17]

Pri pomanjkanju Zeleza je absorbcija vecja: 15-20%. Telo dobi 60% Zeleza v mesu v obliki
hema, 40% pa iz zelenjave, sadja in Zit, v nehemski obliki. Na absorpcijo nehemskega Zeleza
vplivajo razli¢ni dejavniki, ki jo lahko spremenijo do desetkrat. Odstotek absorbiranega Zeleza

iz hrane se pri povecani koli¢ini zmanjsa. [20]

Daily Diet
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10-20 mg iron
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Slika 2.5: Absorbcija Zeleza iz hrane [26]

2.2.7.1 Snovi, ki vplivajo na absorbcijo Zeleza

1. Dejavniki, ki zniZujejo absorpcijo Zeleza

> Fitati
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To so soli inozitol heksafosfata v otrobih, moki, sadju, grozdju, oresckih, v Zitnih zrnih in
zelenjavi. 90% jih je v Zitnih jedeh. VeZejo Zelezo in onemogocajo njegovo absorpcijo.

Njegovo absorpcijo zavirajo tudi fosfati.

» Fenolne spojine

Rastline vsebujejo fenolne spojine, ki jih varujejo pred insekti, Zivalmi in ¢lovekom.Galolilna
skupina nekaterih fenolnih spojin zavira absorpcijo Zeleza. Hrana, ki vsebuje polifenole: ¢aj,

kava, kakav, zelenjava (Spinaca) in za¢imbe (origano), zmanjsa absorpcijo Zeleza.

» Kalcij

Kalcijeve soli in mle¢ni izdelki (mleko, jogurt, skuta, sir) zavirajo absorpcijo Zeleza. Kozarec

mleka zniza absorpcijo Zeleza za polovico.

» Proteini soje

Sojini pripravki vsebujejo fitate, ki zniZujejo koliCino absorbiranega zeleza.

2. Dejavniki, ki povecujejo absorpcijo Zeleza

» Askorbinska kislina

Vitamin C povecuje absorpcijo nehemskega Zeleza, saj kot antioksidant reducira Zelezo iz tri-

(feri) v dvovalentno (fero) obliko, ki se lahko absorbira.

» Meso, ribe in morski sadeZi

Vsa ta zivila pospeSujejo in povecujejo absorpcijo Zeleza v hemski in v nehemski obliki.

» Organske kisline

Citronska, jantarna, mle¢na kislina, ipd. povecujejo absorpcijo nehemskega Zeleza. Tudi kislo

zelje jo povecuje.[20]

2.2.7.2 Potek absorbcije:

e Po vstopu v krvni obtok se Fe takoj veze na transferin (serumski protein z

dvemi mesti za Fe);
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e Tako nastane kompleks, ki potuje do ciljnih celic, kamor vstopi po vezavi
transferina na transferinski receptor (transferin, ki nima vezanega Fe
imenujemo apotransferin — monomerni glikoprotein, ki spada med -
globuline);

¢ (Glavno mesto sinteze so jetra, sinteza pa je odvisna od potreb po Fe. Pri
pomanjkanju se sinteza transferina poveca in obratno;

e Ko je kompleks vezan na receptor, se s pomocjo endocitoze pomakne v
notranjost celice, kjer zaradi nizkega pH pride do sprostitve Fe, ki se v celici
vgradi ali pa se skladiS¢i;

e Nastali apotransferin receptor se vrne nazaj na povrsino celice, kjer pride do
odcepitve apotransferina iz receptorja, ki ponovno preide v kri;

e SkladiS¢enje Fe poteka z vezavo Fe na feritin, v doloCenih primerih pa se

lahko skladi$¢i vezan na hemosiderin.[24]

2.2.7.3 Regulacija absorbcije Zeleza

Absorbcijo Fe regulirajo najverjetneje trije regulatorni mehanizmi in tako vzdrzujejo

normalno vsebnost Zeleza v telesu.

Dietni regulator deluje na podlagi visoke intracelularne koncentracije Fe, zaradi Cesa
se zmanjSa izrazenost DMTI (divalentni prenaSalni protein 1, divalent metal
transporter protein 1-DMTI).Regulator zalog kontrolira absorbcijo Fe glede na
njegove zaloge .

Eritropoetinski regulator regulira absorbcijo glede na potrebe eritropoeze .

Peptidni hormon hepcidin, ki se sintetizira v jetrih, bi naj po zadnjih ugotovitvah
direktno deloval na presnovo Zeleza.Majhno izloCanje hepcidina vodi do intraceli¢ne
preobremenitve s Fe, veliko izloCanje pa do pomanjkanja.Hepcidin regulira tudi

izloCanje Fe z vezavo na protein feroportin (IREG) na celi¢ni povrSini tako, da celica

ne more izniciti Fe , kar vodi do zmanjSane koncentracije izvenceli¢nega Fe.[25]
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2.2.8 Izlo¢anje zeleza

Izlo€anje Zeleza iz telesa ni regulirano.Moski in Zenske po rodni dobi izgubljajo dnevno 1 mg
Zeleza z odlugéenimi celicami koZe, prebavil, s se¢em in znojem. Zenska izgubi z
menstruacijo Se 30-40 ml krvi, z njo pa 15-20 mg Zeleza. To pomeni dodatnih 0,5 mg Zeleza

na dan. Z nosecnostjo in porodom dodatno izgubi 500 mg Zeleza.

2.2.9 Pomanjkanje Zeleza

Pomanjkanje Zeleza je najbolj razsirjeno pomanjkanje hranilne snovi na svetu.Na splosno

lo¢imo tri stopnje pomanjkanja zeleza :

1. iz¢rpane so zaloge, vendar funkcionalnega pomanjkanja Se ni;

2. zgodnje funkcionalno pomanjkanje Zeleza Ze moti nastajanje rdecih krvnih celic;

3. daljSe pomanjkanje Zeleza pozro¢i mikrocitno hipokromno slabokrvnost — anemijo, za
katero so znacilne majhne rdece krvne celice z nizko vsebnostjo hemoglobina.
Simptomi (bledica, utrujenost, slabost) so posledica nezadostne oskrbe s kisikom in
moten potek vseh telesnih procesov, v katerih sodelujejo snovi, ki vsebujejo Zelezo.

Anemija zaradi pomanjkanja Zeleza se zdravi z Zelezovimi dodatki.[27]
Vzroki za pomanjkanje so lahko:

e hitra rast; pomanjkanje zaradi hitre rasti se lahko pojavi pri dojnckih,
otrocih starih od 6 mesecev do 4 let in adolescentih v obdobju hitre rasti;

® nosecnost; potrebe po Zelezu so povecane zaradi oskrbe zarodka in
posteljice ter povecanja volumna krvi;

e kronic¢na krvavitev v primeru nekaterih bolezni;

e akutna krvavitev, ki pa obi¢ajno povzroci le kratkotrajno pomanjkanje, saj
se izCrpajo le zaloge Zeleza;

e bolezni, ki povzrofajo slabSo absorpcijo Zeleza v Crevesju (celiakija,

infekcja);
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e vegetarijanstvo; ker je bioloska razpoloZljivost Zeleza iz rastlinskih virov
precej manjSa kot bioloSka razpolozljivost iz Zivalskih virov, morajo
vegetarijanci zauZiti priblizno 80% ve¢ Zeleza in paziti, da zauZijejo tudi
dovolj snovi, ki optimizirajo absorpcijo Zeleza;

¢ redna in intenzivna telesna vadba; potrebe telesno aktivnih ljudi so lahko

do 30% visje kot pri nekativni populaciji.[27]

2.2.9.1 Absolutno in funkcionalno pomanjkanje Zeleza

O absolutnem pomanjkanju Zeleza govorimo takrat, kadar so zaloge v telesu zmanjSane ali
popolnoma izCrpane, kar ocenimo s koncentracijo serumskega feritina in nasicenostjo
transferina. Pri posebnih bolezenskih stanjih, kot je kroni¢na ledvicna odpoved na
nadomestnem zdravljenju s hemodializo, so Zelene vrednosti zalog Zeleza drugacne.
Kadar je potreba po oskrbi z Zelezom povecCana zaradi povecCane sinteze hemoglobina in
retikuloendotelni sistem ni sposoben sprostiti tolikSne koli¢ine Zeleza kljub zadostnim ali celo
poveCanim zalogam, govorimo o funkcionalnem pomanjkanju Zeleza. To stanje je lahko
posledica zdravljenja z r-HuEPO (humani rekombinantni eritropoetin), ki mocno pospesi
eritropoezo, lahko pa je posledica omejenega sproscanja Zeleza iz zalog zaradi vnetja, npr. pri

anemiji ob kronic¢nih boleznih.[28]

2.2.10 Preobremenitev z zelezom

Preobremenitev z Zelezom je posledica dveh vzrokov.Kadar se koncentracija plazemskega
Zeleza tako poveCa, da ga transferin ne more vsega vezati, absorbirajo preostalo Fe
parenhimske celice jeter, kasneje pa se Fe nabira Se v srcu , trebusni slinavki in drugih
organih.Drugi vzrok je kopicenje Fe zaradi povecCane razgradnje eritrocitov na primer pri
pogostih transfuzijah eritrocitov.Vsaka podenota transfundirane krvi vsebuje 200do 250 mg
Fe .Za bolnike, ki morajo pogosto prejemati transfuzije pomeni to dnevni dvig Fe do
0.5mg/kg telesne teze.Na ta nacin se pri bolnikih pokaZejo znaki preobremenitve z Zelezom ze
po 10 do 20 transfuzijah. Zelezo iz razpadlih eritrocitov se najprej nabira v makrofagih in Sele

kasneje v parenhimskih celicah in drugih organih s posledi¢no okvaro organov. [17]
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2.3 Anemije

Anemija ali slabokrvnost je bolezensko stanje, kjer je zmanjSana celotna koli¢ina
hemoglobina, kar je posledica bodisi primanjkljaja eritrocitov bodisi manjSe koli¢ine
hemoglobina v eritrocitih. Zaradi zmanjSane koli¢ine hemoglobina (Hb) se zmanjsa
sposobnost krvi, da prenasa kisik po krvnem obtoku do posameznih tkiv, ki ga nujno

potrebujejo za normalno delovanje.[1]

2.3.1. Vzroki za nastanek anemij

* slaba absorpcija ali pomanjkanje Zeleza,vitamina B12 ali folne kisline v naSi prehrani snovi,
ki jih potrebujemo za tvorbo eritroblastov.

* izguba krvi, npr.med menstruacijo, zaradi operacije ali krvavecih razjed na Zelodcu

* bolezni kostnega mozga

* rak

* kemoterapije, ...
2.3.1.1Prilagoditve telesa na zmanjsano sposobnost krvi, da prenasa kisik

* poveca se koncentracija 2,3 difosfoglicerata v eritrocitih. Ta se veZe s hemoglobinom in
zmanjSa njegovo afiniteto do kisika, kisik pa se tako laZje in v vecji meri sprosc¢a v tkivih;

* prerazporeditev krvi v organe, ki potrebujejo vec kisika;

* prilagoditev krvnega pretoka. Pove€a se minutni sréni volumen, zaradi vec€jega iztisnega
volumna in manj zaradi hitrejSega srénega utripa. Krvni obtok se pospesi, upor v perifernem

ozilju se zmanjSa.[17]

2.3.1.2 Najpogostejsi znaki in simptomi anemije

* bledica koZe in sluznic;

* utrujenost, Sibkost, zaspanost, vrtoglavica, glavobol, slaba koncentracija;

* sréne tezave (povecan je sréni minutni volumen (SMV)-zadihanost, stenokardic¢ne;
tezave-angina pectoris, razsirjene so sréne votline, sréna misSica hipertrofira, v kon¢ni;
fazi pa lahko pride do odpovedi srca zaradi ishemi¢ne okvare srca;

» zmanjSa se viskoznost krvi (zmanjS$a se periferni upor, zato se poveca SMV);

* pikc¢aste in vecje kozne krvavitve (posledica zmanjSanega Stevila trombocitov.
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2.3.2 Razvrstitev anemij

% Po koncentraciji Hb-a lahko anemijo opredelimo v naslednje stopnje:
1. blaga anemija (do 90 g/l Hb)
2. srednje huda anemija (90-70 g/1 Hb)
3. huda anemija (70 -30 g/l Hb)
4. zelo huda anemija (pod 30 g/l Hb)
Anemije razvrstimo po vzrokih oz. nastanku (patogenska razvrstitev) ali po absolutni

vrednostih eritrocitov (morfoloska razvrstitev).

% Glede na nastanek razlikujemo -
* anemijo zaradi krvavitve
» anemijo zaradi pomanjkljivega nastajanja eritrocitov ali Hb-na

* anemijo zaradi hitrejSega razpada eritrocitov

% Glede na povprecni volumen eritrocitov (PVE) jih razdelimo :
* mikrocitne (zaradi pomanjkanja Zeleza, sideroblastne, talasemije minor)
* makrocitne (megaloblastne, nemagaloblastne makrocitne)

* normocitne (hemoliticne, anemije pri kroni¢nih boleznih,aplasticne....)

2.3.3. Mikrocitne anemije

28

O mikrocitni anemiji govorimo takrat, ko je povprecni volumen eritrocitov (PVE) v krvi

manjSi od 77 fL, kadar je znizana povprec¢na koli¢ina hemoglobina, medtem ko se povprecna

koncentracija Hb v eritrocitih zniZana le pri hudih anemijah. Normalno se eritroblasti delijo

Stirikrat. Ce pa je sinteza Hb okrnjena, se $tevilo delitev poveéa, z vsako delitvijo pa se

zmanjSa velikost eritroblastov. Tako nastanejo eritrociti, ki so manjSi kot normalno in

vsebujejo manj hemoglobina — razvoj hipohromnih eritrocitov.

s Vzrok pomanjkljive sinteze Hb in s tem mikrocitne hipohromne anemije so lahko:

* pomanjkanje Zeleza (sideropeni¢na anemija);
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* motnje v vkljucitvi atoma Zeleza v molekulo hema (sideroblastne);
* nezadostna sinteza polipeptidnih verig—globina (talasemije);
* motena sinteza hema (lahko so tudi normocitne);

Pri nas je najbolj pogosta vrsta mikrocitne, hipohromne anemije sideropeni¢na anemija.[1]

2.3.4 Makrocitne anemije

Pri makrocitnih anemijah je PVE vecji od 100 fL. Delitve eritroblastov so manj Stevilne in
trajajo dlje. Dozorevanje jedra zaostaja za citoplazmo. Pri tem sinteza Hb ni okrnjena.
Eritroblasti so povecani in jih zato imenujemo megaloblasti. Megaloblasti deloma odmrejo
preden dozorijo - neu¢inkovita eritropoeza. Ce dozorijo, nastajajo vedji eritrociti, ki vsebujejo
tudi ve¢ Hb in hitreje odmrejo. Razvije se anemija, ki jo zaradi velikih eritroblastov v

kostnem mozgu imenujemo megaloblastna.[1]

2.3.4.1 Megaloblastba anemija

Sodi med pogoste vrste anemij. V Cisti obliki je vedno makrocitna. Imenujemo jo po
znacilnostih velikih eritrocitih v kostnem mozgu.Vzrok zanjo je pomanjkanje folatov,
vitamina B12 ali obeh hkrati in zdravil, ki ovirajo sintezo DNA, dednih nepravilnosti.
Pojavlja se v vseh starostnih obdobjih in pri obeh spolih enako. Razvoj megaloblastne
anemije in spremembe v krvni sliki in kostnem mozgu so enaki, ne glede na to ali gre za
pomanjkanje folatov ali vitamina B12. Oba vitamina sta namre¢ soudeleZena pri sintezi DNA.
Upocasni in zmanjSa se sinteza DNA. Prizadete so predvsem celice, ki se hitreje in bolj
obnavljajo. Sem sodijo tudi nezrele krvne celice v kostnem mozgu. Med temi je najbolj
prizadeta rdeca celiCna vrsta (eritroblasti).

Zaradi nezadostne sinteze DNA se eritroblasti deloma kopicijo v premitoticnem obdobju
celicnega kroga obnavljanja. Med njimi so Stevilni, ki se ve¢ ne delijo in odmrejo. Kljub
temu, da se celice rdeCe vrste razraS€ajo, kostni mozeg zaradi prevelikega odmiranja
megaloblastov ne more v celoti nadomestiti eritrocitov, ki se prezgodaj izlo¢ijo iz krvnega

obtoka. Posledica je anemija.[1]
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s Spremembe v rdecem kostnem mozgu in krvi pri makrocitnih megaloblastnih anemijah

Pri bolnikih z megaloblastno anemijo so v kostnem mozgu vidne mnoge spremembe. V njem
najdemo povecano Stevilo celic (hipercelularnost), opazno pa je zmanjSanje razmerja med
mieloidnimi in eritroidnimi prekurzorji. Prekurzorji eritropoeze so nenormalno veliki, imajo

jedro, ki pa je nezadostno razvito. Jedrni kromatin je preve¢ razprSen. Ko se kondenzira,

nastane jasna oblika, znacCilna za megaloblastno anemijo. Vidijo se tudi nenormalne mitoze.

2.3.5 Normocitne anemije

Pri normocitnih anemijah je PVE (povprecni volumen eritrocitov) v normalnem obmocju (od
80 do 95 fL), prav tako tudi velikost eritrocitov in vsebnost hemoglobina.Glede na Stevilo
retikulocitov delimo normocitne anemije na tiste, pri katerih je zmanjSano ali normalno
Stevilo retikulocitov (anemija pri kroni¢nih boleznih, aplasticna anemija). Pri povecanem

Stevilu retikulocitov pa lo¢imo anemije po akutni krvavitvi in hemoliti¢ne anemije.[1]

2.3.5.1. Hemoliticne anemije

Nastanejo zaradi povecCanega razpada eritrocitov (hemolize). Zaradi hemolize je lahko tvorba
eritrocitov petkratno do sedemkratno povecCana. Kadar povecana eritropoeza nadomesti
povecani razpad eritrocitov, anemije ni. Govorimo o kompenzirani anemiji. Anemija nastopi
takrat, ko povecana eritropoeza ne dohaja ve¢ poveCanega razpada eritrocitov. Glede na mesto
razpada razlikujemo intravaskularno (eritrociti razpadejo v krvnem obtoku, hemoglobin se
sprosti v plazmo) in ekstravaskularno (eritrociti razpadejo v retikuloendotelijskem sistemu,
predvsem v vranici) hemolizo. Glede na vzrok za hemolizo lo¢imo korpuskularne hemoliti¢ne
anemije (vzrok za hemolizo je posledica nepravilnosti v zgradbi eritrocitov) in
ekstrakorpuskularne hemoliticne anemije (na hemolizo vplivajo zunanji dejavniki). Glavni

znak hemoliti¢ne anemije pa je vedno skrajSana Zivljenjska doba eritrocitov.
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2.3.5.2. Aplasticna anemija

Aplati¢na anemija (AA) je sindrom odpovedi kostnega mozga. V nasprotju s pancitopenijo
zaradi drugih vzrokov je pri aplasticni anemiji kostni mozeg aplastiCen ali mocno
hipoplasticen. To pomeni, da je krvotvornih celic malo ali da jih skoraj ni. Znacilno je, da ni
nenormalnih celic in da preZivetje krvnih celic ni bistveno krajSe. Krvotvornega kostnega
mozga je v celoti malo.

Po vsej verjetnosti je vzrok AA okvara multipotentnih mieloi¢nih mati¢nih celic. Te se ne
dele v zadostni meri in ne dozorevajo. Obstaja ve¢ vzrokov, ki lahko povzrocijo te okvare.

Priblizno 20% je prirojenih (Fanconijeva anemija), 80% pa pridobljenih.[17]

2.3.5.3. »Cista« aplasticna anemija

V redkih primerih so v kostem mozgu okvarjene same celice rdece vrste. Eritroblasti so
maloStevilni ali pa jih sploh ne najdemo, za razliko od klasi¢ne aplasticne anemije pa je
Stevilo nevtrofilcev in trombocitov normalno. Prizadeti so torej le prekurzorji eritrocitov, zato
slednji ne nastajajo v zadostni meri. Obstaja tako prirojena kot tudi pridobljena. Vzrok
pridobljene je lahko virusna okuZzba, zdravila (antiepileptiki,...), novotvorba priZeljca, pogost

vzrok so tudi avtoimunske motnje, kjer nastajajo protitelesa proti eritroblastom.[17]

2.3.5.4. Anemije pri kronicni bolezni

Anemija pri kroni¢ni bolezni (AKB) je skupen klini¢ni sindrom, za katerega je znacilno
zniZano Zelezo in vezalna kapaciteta za Zelezo v serumu ter ob tem dovolj zalog Zeleza v
kostnem mozgu. Pri nas so, kot tudi drugod v razvitem svetu, AKB med vsemi anemijami po
pogostosti na drugem mestu, takoj za anemijami zaradi pomanjkanja Zeleza. Ker AKB
spremlja razli¢ne bolezni, ni mogoce govoriti o enotni etiologiji.( Anemije pri kroni¢nih

vnetjih, anemija pri kroni¢ni odpovedi ledvic, mieloftizicna anemija, anemija pri kroni¢ni

jetrni bolezni, anemija pri endokrinih boleznih).[1]
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2.3.6 Anemije zaradi drugih vzrokov

2.3.6.1 Anemije zaradi pomanjkanja beljakovin v hrani

Sinteza hemoglobina se zmanjSa Sele pri skrajnem pomanjkanju beljakovin v hrani. Tovrstne

anemije pri nas ni, pojavlja pa se v nerazvitem svetu.

2.3.6.2 Anemije v nosecnosti

Anemija prizadene priblizno 20 % vseh nosecnic, a je zaradi subtilnosti sindromov Zenske
ponavadi ne zaznajo, saj jo pripisujejo drugim dejavnikom. Zaradi anemije so mozne razvojne
motnje fetusa. Med nosecnostjo se poveca koli¢ina krvne plazme zaradi krvnega obtoka med

materjo in otrokom.[1]

2.4 Anemija zaradi pomanjkanja Zeleza

Mikrocitna anemija zaradi pomanjkanja Zeleza je daleC najpogostejSa od vseh anemij.Pogosto
se pojavlja pri Zenskah v rodni dobi in pri majhnih otrocih, posebno v nerazvitem svetu

predstavlja velik javnozdravstveni problem

2. 4. 1 Patogeneza anemije zaradi pomanjkanja Zeleza

Ker je zelezo v porfirinskem obrocu (hem) sestavni del molekule hemoglobina, se lahko
zaradi neuravnane presnove izpraznijo zaloge Zeleza v telesu, kar zmanjsa biosintezo Hb. In
tako se razvije mikrocitna hipohromna anemija zaradi pomanjkanja Zeleza.

Pomanjkanje Zeleza je lahko posledica:

* pomanjkanja Zeleza v hrani;

* izgube zaradi krvavitev;

* pomanjkljive absorbcije iz hrane;

Slaba absorbcija je lahko vzrok nastanka anemije predvsem pri bolnikih z atroficnim

gastritisom ali celiakijo.
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Med najpogostejse vzroke sideropeni¢ne anemije spadajo predvsem kroni¢ne izgube krvi
razlicnih vzrokov. Pri Zenskah v rodni dobi so najpogostejSi vzroki anemije mocne
menstruacije, mozne pa so tudi ginekoloske krvavitve zaradi drugih ginekoloSkih bolezni.
Vzroki za mikrocitne sideropeni¢ne anemije lahko izvirajo iz krvavitve v prebavnem traktu:
ulkus, hiatalne hernije, vnetja, paraziti ali malignomi, itd. Tudi pri uzivanju nekaterih zdravil
lahko pride do krvavitev. Pogosto bolniki nimajo nobenih teZav in je anemija prvi simptom
bolezni.
% Klinicna slika

Med splosne znake priStevamo slabost, utrujenost, bledo koZo, hitro bitje srca, utrujenost pri
fizicnem delu, glavobol, kratko sapo, vrtoglavice, otrplost. Znaki so odvisni od stopnje
anemije in starosti bolnika. Veckrat se razvijejo vidne spremembe v obnaSanju, imenovane
»pica« sindrom. V tem primeru se pri bolniku razvije Zelja po neobicajni hrani — led, kreda,
karton, sladoled. Predvsem pa zaradi pomanjkanja Zeleza trpijo celice, ki vsebujejo Zelezo
vezujoCe encime. Zaradi prizadetosti celic perifernega ZivCevja se pojavijo parastezije, prav
tako pa pride do prizadetosti celic prebavnega trakta od ust do dvanajstnika, pa tudi nastanek

sploS¢enih ali vdolbenih nohtov.[1]

2.5 Mielodisplasti¢ni sindromi (MDS)

Mielodisplasti¢ni sindromi so bolezni, pri katerih kostni mozeg ne deluje normalno in ne
proizvaja dovolj krvnih celic. Normalno se celice kostnega mozga, imenovane blasti, razvijajo
in zorijo v razli¢ne tipe krvnih celic, ki imajo doloCene naloge v telesu . Rdece krvne celice
prenasajo kisik do tkiv, bele celice se borijo proti okuzbam in trombociti ustavljajo krvavitev.
Pri mielodisplasticnem sindromu te blastne celice ne zorijo in niso sposobne ustreznega
delovanja, zaradi Cesar lahko bolnike s temi sindromi mucijo utrujenost, slabokrvnost,
okuzbe, krvavitve in modrice.[29] Kostni mozeg v primeru bolnikov z diagnozo MDS ni
sposoben odreagirati na kontrolne mehanizme, kar rezultira v neproporcialnem Stevilu
nezrelih celic katere se zadrZujejo v kostnem mozgu namesto, da bi dozorele in potovale v kri

Medtem se Stevilu cirkulirajocih zrelih celic v krvi zmanjSuje. Zrele oblike krvnih celic ne
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samo da jih je premalo lahko so tudi ne dovolj funkcionalne, ker so displasticne (spremenjene
oblike in velikosti).Nesposobnost krvnega mozga, da proizvaja krvne celice rezultira
pomanjkanjem zdravih rdecih krvnih celic(eritrocitov), belih krvnih celic (levkocitov) in
krvnih plo€ic trombocitov.Bolnikom obolelim z MDS-om je pogosto potrebna transfuzija
krvi ter so podvrZeni razvijanju infekcij in krvavenju. Pri priblizno 30% bolnikov z diagnozo
MDS bolezen napreduje in se razvije v akutno mieloi¢no levkemijo (AML) zato ga imenujejo
tudi prikrita levkemija.Pri ve€ini vzroka nastanka teh sindromov ne poznamo, pojavljajo se
najpogosteje pri starejSih ljudeh. Mielodisplasti¢ni sindrom lahko nastane po zdravljenju z
zdravili ali obsevanju zaradi drugih bolezni, opazili so ga tudi po izpostavljenosti benzenu.

Pri mielodisplasticnem sindromu z ve¢ kot 30 odstotkov blastnih celic v kostnem mozgu
govorimo o (sekundarni, taki, ki se je razvila iz mielodisplasticnega sindroma) akutni

levkemiji.[30]

2.5.1 Vrste mielodisplasti¢nih sindromov

Mielodisplasti¢ni sindrom pomeni, da je premalo ene vrste ali vecih vrst zdravih krvnih celic

v kostnem mozgu ali v krvi. Mielodisplasti¢ni sindromi vkljucujejo naslednje bolezni:

e Refraktarna anemijia.

e Refraktarna anemija s prstenastimi sideroblasti.

e Refraktarna anemija s presezkom blastov.

e Refraktarna anemija s presezkom blastov v transformaciji.
e Refraktarna citopenija z displazijo v vec celi¢nih vrstah.

e  Mielodisplasti¢ni sindromom z delecijo kromosoma (5q).

e Neopredeljiv mielodisplasti¢ni sindrom.

Starost in preteklo zdravljenje s kemoterapijo ali radioterapijo vplivajo na tveganje za razvoj
mielodisplasticnega sindroma. Dejavniki tveganja za mielodisplasti¢ne sindrome vkljucujejo

naslednje skupine ljudi.[31]

e Moski in belci.
e StarejSi od 60 let.

e Zdravljenje s kemoterapijo ali radioterapijo.
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e Izpostavljenost nekaterim kemikalijam, vklju¢no s tobacnim dimom, pesticidi, in topili
kot je benzen.

e Izpostavljenost tezkim kovinam, kot so Zivo srebro ali svinec.
& Mozni znaki mielodisplasticnih sindromov:

e Tezko dihanje.

e Slabost ali ob¢utek utrujenosti.

e KozZa je bolj bleda kot ponavadi.

e Podplutbe ali krvavitve.

e Lise pod koZzo, ki jih povzrocijo krvavitve.

e ZviSana telesna temperatura ali pogoste okuzbe.

2.5.2 Diagnoza mielodisplasti¢nih sindromov glede na spremembe v krvi in krvnem
mozgu
Refraktarna anemija: V krvi je premalo rdeéih celic, zato ima bolnik anemijo. Stevilo belih

krvnih celic in trombocitov je normalno.

Refraktarna anemija s prstenastimi sideroblasti: V krvi je premalo rdecih celic, zato ima
bolnik anemijo.Rde¢e krvne celice vsebujejo preveé Zeleza. Stevilo belih krvnih celic in

trombocitov je normalno.

Refraktarna anemija s preseZkom blastov: V krvi je premalo rdecih celic, zato ima bolnik
anemijo. Pet odstotkov do 19% celic v kostnem mozgu je blastov ter obstaja normalno Stevilo
najdenih blastov v krvi.Lahko so spremenjene tudi bele krvne celice in trombociti.

Refraktarna anemija s preseSkom blastov lahko napoveduje akutno mieloi¢no levkemijo.

Refraktarna anemija s presezkom blastov v transformaciji: V krvi je premalo Stevilo rdecih
krvnih celic, belih krvnih celic, trombocitov. Dvajset odstotkov do 30% celic v kostnem
mozgu so blasti in ve€ kot 5% celic v krvi so blastne celice. Refraktarno anemijo s preseSkom

blastov v transformaciji v€asih imenujemo tudi akutna mieloi¢na levkemija.
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Refraktarna citopenija z displazijo vec celicnih vrst : V krvi je premalo vsaj dveh od treh vrst
krvnih celic.Manj kot 5% celic v krvnem mozgu je blastov in manj kot 1% celic v krvi je

blastov.Ce so prizadete rdece krvne celice to lahko pomeni, da vsebujejo preveé Zeleza.

Mielodisplasticni sindrom 7 delecijo kromosoma (5q): V krvi je premalo rdecih krvnih celic
zato ima bolnik anemijo.Manj kot 5% celic v krvnem mozgu in v krvi so blasti.V tem primeru

gre za specifi¢no spremembo na kromosomu.

Neopredeljiv mielodisplasticni sindrom: V krvi je premalo ene vrste krvnih celic. Stevilo
blastov v krvnem mozgu in krvi je normalno in bolezen ne sodi v nobenega od prej nasStetih

tipov.[31]
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

Eksperimentalni del smo opravljali na Oddelku za laboratorijsko diagnostiko v
Univerzitetnem klini¢nem centru Maribor.
Namen eksperimentalnega dela diplomske naloge je bil dolocitev retikulocitnega ekvivalenta
hemoglobina (RET-He) s preto¢no citometrijo pri treh skupinah bolnikov :
¢ bolnikih z mikrocitno anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza,
¢  bolnikih z mikrocitno anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza, ki so se zdravili s preparati
Zeleza,
® Dbolnikih z okvaro kostnega mozga (mielodisplasti¢ni sindrom), ki so anemi¢ni, ker
kostni mozeg ne proizvaja dovolj eritrocitov ali pa so ti nefunkcionalni (displasticni).
Dobljene vrednosti pa primerjati s klasi¢nimi hematoloskimi (HB, MCV, MCHC, MCH) in

biokemijskimi (serumsko Zelezo, feritin) kazalci pomanjkanja Zeleza.

3.1 Hematolos$ki analizator Sysmex 2100 Xe

Sysmex 2100 Xe je hematoloski nalizator, ki se uporablja za Stetje celic in merjenje njihovih
velikosti (slika 3.1).

Epruvete s kapilarno ali venozno krvjo z dodanim antikoagulacijskim sredstvom K;EDTA
(kalijev etilendiamin tetra ocetna kislina) vloZzimo v posebna stojala, ki vstopajo v aparat na
desni strani in izstopajo na levi.Ko gredo epruvete skozi aparat se dve med njima dvigneta in
premesata.Na vrhu epruvet so gumijaste kapice, ki se med prehodom skozi aparat
preluknjajo.Odvzame se vzorec skozi srediSCe gumice med tem, ko je epruveta obrnjena

navzdol.
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Slika 3.1: Hematoloski analizator Sysmex 2100 Xe [32]

3.1.1 Merilni princip

Potem, ko je kri vzorCena in razred¢ena se premika po tankih ceveh skozi aparat.Skozi merilni
del aparata — t.i.preto¢no celico, prehajajo celice ena za drugo. Karakteristike celic so
izmerjene s pomocjo elektricne impedance in laserske svetlobe. Pri prehodu celice skozi snop
laserske svetlobe pride do sipanja (odboja) svetlobe in fluorescence celic, ki so bile
predhodno obarvane z razli¢nimi barvili. Fluorescenco in sipano svetlobo zaznajo posebni
detektorji.Za doloCanje razlicnih celi¢nih parametrov je kri razdeljena znotraj aparata na
merilne kanale, kot so: WBC/ BASO, WBC-4 DIFF( levkociti), IMI( immature cells-nezrele
celice), RET (retikulociti), RBC(eritrociti) in NRBC(normoblasti).[32]
Aparat meri spremembo elektricnega toka oz. prevodnosti, do katere pride, ko delci v
prevodni tocki prehajajo skozi majhno odprtino v Stevni kapilari.
Sestavni deli:
» Merilna komora (homogena suspenzija celic);
» El prevodna izotoni¢na raztopina;
» Notranja (+) in zunanja (-) elektroda;
» Kapilara z odprtino.
Princip:
» Celica v odprtini pokaZe trenuten porast upornosti in tako dobimo el impulz;

> Stevilo impulzov nam pove §tevilo celic;
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» Amplituda impulza nam poda volumen celice.
Histogram:

» Gre za Stetje celic glede na velikost (razporeditev v podskupine);

» Nato izriSemo porazdelitveno krivuljo, kjer se doloci tudi povpre¢ni volumen celice;

» S tem dobimo SD in izracuna se razprSenost volumna okoli srednje vrednosti (KV =

x100/SD);

Indeks variacije velikost celice nam pove, kako so celice razporejene levo in desno od
sredine.Rezultati meritev se prikazejo v obliki tockovnih diagramov in izpiSejo se vrednosti

posameznih parametrov.

Items DIFF
Item | Data Unit Item | Data Unit
wec | 12.00( |10A3/uL ||[neuTé | 6.08| [10A3/uL
REEC 4,94 1046 /ul LyMPHE 2.34 10A3 /uL
HGE 7.1 gfdl MOoH O 1.01 |+ |10A3/uL
HCT 6.8 % Eo# 2.52 [+ [10A3uL
MCY 54,1 FL BASOH 0.05 10A3/uL
MCH 14.4|- [pg 1G# 0.00| [10A370L
MCHC 26.5|-[g/dL OTHER# 0.00| |10A3/uL
ROW-50 43.6 fL NRBC# 10A3/uL
PLT & 574 [+ |10A3/uL |||nEUT | S0.7| |%
MEY —===| fL LYMPHE| 19.5(- (%
P-LCR | ----| |% __|/|MONOX B.4| |%
RET# (0.0591 10MAE Ful EO% 21.0|+|%
RETH® 1.20 % BASON 0.4 %
IRF 11.2 F Gk 0.0 F
RET-He| 16.1 g OTHERS 0.0 |%
D=He 1.8 o NRBCH 100wBC
RFI 0.4
Flag(s)
REC/RET BLT
IIhﬁr‘m- =l [TIron pef? il PLT C(5)7
Eo+ Fragments? PLT Abn Dst

ANiso

E k..

Slika 3.2: Krvna slika s pomocjo racunalni§kega programa [43]

3.2 Pomen hematoloskih kazalcev in principi meritev

HematoloSka preiskava, ki se imenuje kompletna krvna slika (KKS) vkljucuje Stetje krvnih
celic: eritrocitov,levkocitov in trombocitov.Poleg tega kompletna krvna slika zajema tudi
merjenje koncentracije hemoglobina v krvi iz katere se v kombinaciji s Stevilom eritrocitov ter
volumskim deleZzem eritrocitov (hematokrit) izracunajo hematoloski parametri:MCV

(hematokrit / eritrociti), MCH (hemoglobin / eritrociti), MCHC (hemoglobin / hematokrit).
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Vrednosti teh parametrov olajSajo diagnostiko anemij, ker dajejo informacije o velikosti in

vsebnosti hemoglobina v eritrocitih.[33

3.2.1 Dolocevanje Stevil¢ne koncentracije eritrocitov v krvi

e Klinicni pomen

Glavna naloga eritrocitov je prenos kisika iz pljuc¢ v tkiva in prenos ogljikovega dioksida iz
tkiv v pljuca.Vrednosti Steviléne koncentracije eritrocitov v krvi so odvisne od fizioloskih
faktorjev (starost, teza, telesna ali psihi¢na aktivnost, spol), od sestave zraka in od raznih vrst
bolezni. Vrednosti Steviléne koncentracije eritrocitov so lahko normalne, zviSane ali zniZane.
Znizane Stevil¢ne koncentracije — eritropenije (anemije) so obiajno posledica:

1. krvavitev

2. razpadanja (hemolize) eritrocitov

3. strjevanja etitrocitov

4. spremenjenega nastajanja eritrocitov (eritropoeze)
ZviSane Steviléne koncentracije eritrocitov — eritrocitoza so posledica bolezni, lahko pa gre za
nepravilno razmerje med plazmo in celicami v krvi zaradi izgub (driske, bruhanja, znojenje,

zbiranje tekocCin v telesnih votlinah).[34]

® Princip meritve
Merjenje spremembe upornosti v raztopini elektrolita. V izotoni¢no raztopino elektrolita sta
potopljeni dve elektrodi, loCeni s stekleno kapilaro. Kapilara je odprta le v eni tocki, skozi
katero zaradi vakuuma teCe tok skupaj s suspendiranimi delci. Med elektrodama tece
enosmerni elektri¢ni tok. Zaradi hidrodinamskega fokusiranja se celice gibljejo linearno ena
po ena skozi odprtino. Na vsaki strani odprtine imamo tok reagenta (front sheat, back sheat),
ki preprecuje uhajanje celic in omogoc¢a laminarni tok suspenzije. Pri prehodu celice skozi
odprtino se poveca upornost. To registriramo kot spremembo signala na elektrodi.
Sprememba je sorazmerna Stevilu celic, velikost signala je odvisna od velikosti celic.
Hidrodinamsko fokusiranje izboljSuje natan¢nost in ponovljivost metode in preprecuje pojav

laznih signalov.Referen¢ne vrednosti se gibljejo v intervalu: 4,2 — 6,3 X 10'%/ L .[34]
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3.2.2 Dolocevanje koncentracije hemoglobina v krvi

® Princip meritve
Kapilarna ali venozna kri odvzeta z dodanim antikoagulacijskim sredstvom K;EDTA (kalijev
etilendiamin tetra ocetna kislina). SLS (sodium lauryl sulfate, Na dodecil sulfat -
CH;3(CH>);;080;3Na) lizira eritrocite in  spremeni konformacijo hemoglobina. To se oksidira
v hemiglobinsulfat. SLS v raztopini tvori s hemiglobinsulfatom stabilno kompleksno spojino
SLS — Hb. Metoda je hitra, prav tako se oksidirajo tudi derivati hemoglobina. Meri se

absorbanca raztopine pri valovni dolZini 555 nm.Rezultate podajamo v g/L.[35]

3.2.3 Dolocevanje hematokritne vrednosti HCT v Kkrvi

e Klinicni pomen

Hematokritna vrednost je prostorninski deleZ eritrocitov v enoti polne krvi. Odvisna je od
Stevila eritrocitov in zato je njena vrednost odvisna od faktorjev, ki vplivajo na vrednost
eritrocitov.

Hematokritna vrednost je pomembna pri anemijah, kjer je zniZana. Pri zgostitvah krvi
(hemokoncentracijah), pri izgubljanju tekocCine (znojenje, bruhanje, driske, opekline, zbiranje
eksudatov in transudatov) ali drugih vzrokih, je hematokritna vrednost zvisana.

Hematokritna vrednost se lahko uporabi tudi za grobo oceno vrednost hemoglobina in sicer je

hematokritna vrednost tri kratna vrednost hemoglobina.[36]

® Princip meritve

Visina impulza, ki ga aparat detektira pri prehodu eritrocita skozi odprtino na kapilari v
merilni komori RBC / PLT je sorazmerna prostornini eritrocita. Vsota viSin predstavlja
hematokritno vrednosti HCT.

ViSina impulza je odvisna tudi od sferi¢nih faktorjev. Eritrociti, ki imajo nizke vrednosti
koncentracij hemoglobina, se v merilni komori bolj deformirajo v obliko cigare in dajejo niZje
vrednosti impulzov, s tem pa manjSe volumne. Sferociti in eritrociti z visokimi vsebnostmi
hemoglobina ali eritrociti z okvarjenimi membranami pa se teZje deformirajo in dajejo visje
vrednosti impulzov in s tem viSje volumne. To vpliva na izra¢un hematokritne vrednosti.

Referenc¢ne vrednosti se gibljejo v mejah: 0,370 — 0,540.[36]
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3.2.4 Dolocevanje MCV v krvi

Meritve MCV so pomembne pri dolo¢evanju:
e Mikrocitoze: kroni¢ne bolezni, talasemija, pomanjkanje Zeleza, fragmentacija
eritrocitov, hemoglobin H bolezen,
e Makrocitoze: aplasticna anemija, prelevkemija, pomanjkanje folatov, pomanjkanje
B,, imunska hemoliti¢na anemija, hladna aglutinacija, KLL
e Normalen MCV: normalno, kroni¢ne bolezni, hemoglobinopatije, transfuzija,
kemoterapija, KLL, KML, hemoragija, hereditarna sferocitoza, pomanjkanje
razlicnih snovi, pomanjkanje Zeleza ali folatov, mielofibroza, sideroblastna

anemija. [37]

® Princip meritve
Izracun iz Stevil¢ne koncentracije eritrocitov (RBC) in vrednosti hematokrita (Hct) krvi.
Enacba za izratun MCV:
MCV = Hct "10/RBC  (fL) (3.1)
Referenéna vrednosti se gibljejo v intervalu: 81 — 94 fl (1 fL = 10" L).[37]

3.2.5 Doloc¢evanje MCHC v krvi

e Klinicni pomen
MCHC vrednost izraza delez hemoglobina v povprec¢nem eritrocitu glede na njegovo celotno
maso. Eritrocit je lahko le do neke mere napolnjen s hemoglobinom, zato so vrednosti MCHC
navzgor omejene.

Vrednost MCHC izrac¢unamo iz koncentracije hemoglobina in iz vrednosti hematokrita. [38]

e Princip meritve
Izracun iz koncentracije hemoglobina in vrednosti hematokrita.
Enacba za izracun:

MCHC =Hb/Hct (g/L) (3.2)
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3.2.6 Dolocevanje MCH

e Klinicni pomen
Hemoglobin predstavlja 98% vseh beljakovin v eritrocitih. Iz vrednosti hemoglobina in
Stevila eritrocitov v krvi se izrauna MCH. MCH pove, koliko je povpre¢no hemoglobina v
eritrocitu. Slabo polnjeni eritrociti imajo nizke vrednosti MCH in jih v razmazu najdemo kot
hipohromne, moc¢no polnjeni eritrociti imajo visoke vrednosti MCH in jih v razmazu najdemo
kot polihromatske. Vrednosti MCH so odvisne od fizioloSke starosti pacientov ter od

faktorjev, ki vplivajo na vrednosti hemoglobina in nastajanja eritrocitov v krvi.[39]

® Princip meritve
IzraCun iz Stevil¢ne koncentracije eritrocitov (RBC) in vrednosti hemoglobina (Hb) vkrvi.
Enacba za izracun:
MCH = Hb/RBC (pg) (3.3)
Referenc¢na vrednosti se gibljejo v intervalu: 26 — 32 - 107" g.[39]

3.3 Analiza retikulocitov

e Klinicni pomen
Retikulociti so celice rdeCe vrste brez jedra. Nastajajo v kostnem mozgu v procesu
eritropoeze. Mladi retikulociti so nekoliko vecji od zrelih eritrocitov in imajo
retikulofilamentozno snov zbrano v klob¢i¢ ali v mreZo. V zrelih retikulocitih vidimo le Se
nepopolno mrezo ali spoh samo Se zrnca. Po obliki in velikosti so podobni zrelim eritrocitom,
vendar za razliko od zrelih eritrocitov Se vedno vsebujejo nukleinske kisline.

1z Stevila retikulocitov ocenjujemo obseg eritropoeze. Omogoca nam:

- razlikovanje anemij zaradi zmanjSane proizvodnje eritrocitov od anemij zaradi

zvecCane razgradnje ali izgube eritrocitov,
- oceno uspesnosti zdravljenja anemij,

- oceno obnovitvene sposobnosti kostnega mozga po zaviralnem delovanju zdravil

in presaditvi kostnega mozga. [40]
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®  Princip meritve

V citoplazmi mladih eritrocitov so Se ostanki RNA- ribonukleinske kisline, v obliki mreZe ali
zrne, ti se v posebnem merilnem (RET) kanalu obarvajo z dvema barviloma (polimetin in
oksazin).Barvili se po predhodni permeabilizaciji (predrtju) celicnih membran, vezeta na
nukleinske kisline.Zreli eritrociti, ki ne vsebujejo nukleinskih kislin, se ne obarvajo.Obarvani
retikulociti pri prehodu skozi laserski Zarek oddajejo fluorescenco in sipajo svetlobo.Sipanje
svetlobe pod majhnim kotom (FSC) je sorazmeren velikosti celice.

Retikulociti so glede na intenziteto fluorescence (vsebnosti RNA) razdeljeni na tri obmocja:
LFR, MFR in HFR. Vsota Stevil MFR in HFR je predstavljena kot deleZ nezrelih retikulocitov
(IRF).[32]

3.3.1 Steviléna vrednost retikulocitov

e relativno Stevilo retikulocitov;

aparat presteje retikulocite in izsledek navede v odstotkih

® absolutno stevilo retikulocitov;
to Stevilo dobimo tako, da relativno Stevilo retikulocitov pomnozimo s Stevilom
eritrocitov v istem vzorcu

Stev. retikulocitov/ L = (% retikulocitov x Stevilo eritrocitov / L)/ 100 3.4)

Referencne vrednosti:
Ret = retikulociti absolutno 21,0-94,0x 10°/ L
Ret- r = retikulociti relativno 0,2-2,0%

Povecano Stevilo retikulocitov v periferni krvi je zagotov pokazatelj regenerativne
eritropoeze. ManjSe Stevilo retikulocitov pa je znak neucinkovite eritropoeze in se pogosto
pojavlja pri neregenerativnih anemijah, npr.anemijah zaradi pomanjkanja Zeleza, bakra,
vitamina B6, vitamina B12 ali folata prav tako pri anemijah zaradi kroni¢nih bolezni

(kroni¢no vnetje, maligni tumorji, kroni¢ne poskodbe ledvic,aplasti¢na anemija).[41]
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3.4 Klini¢ni pomen dolo¢evanja retikulocitnega ekvivalenta hemoglobina

RET He za oceno pomanjkanja Zeleza v telesu

Z meritvami vsebnosti hemoglobina v znanilcih rdecih krvnih celic (RBC) (pg) lahko
prepoznamo Ze zgodnje faze pomanjkanja zZeleza, medtem ko drugi biokemic¢ni parametri niso
informativni.[42] Do sedaj ni bila na razpolago nobena metoda, s katero bi lahko ugotavljali
biokemi¢no pomanjkanje Zeleza, razen ocenjevanje zalog Zeleza v kostnem mozgu s pomocjo
invazivne biopsije.Predvsem v stanjih t.i. funkcionalnega pomanjkanja celicnega Zeleza, kjer
gre za neravnovesje med potrebami in oskrbo kostnega mozga z Zelezom. Kadar je potreba po
oskrbi z Zelezom povecana zaradi povecane sinteze hemoglobina in retikuloendotelni sistem
ni sposoben sprostiti tolikSne koliCine Zeleza kljub zadostnim ali celo poveCanim zalogam,

govorimo o funkcionalnem pomanjkanju Zeleza.[28]

Retikulociti so prekurzorji eritrocitov, zato so v primeru pomanjkanja zeleza prve celice, ki
postanejo anemic¢ne.Ko kostnemu mozgu pricne primanjkovati Zeleza, retikulociti v periferni
krvi to nakazejo Ze po dveh dneh.Parameter RET-He pokaze trenutno oskrbo eritropoeze z
Zelezom v kostnem mozgu.Je takojsnji pokazatelj pomanjkanja Zeleza v eritropoezi (real-time
parameter).[44]

Ce testiramo retikulocite in zrele eritrocite, lahko ugotavljamo in sledimo akutne in kroniéne
spremembe v statusu celicnega hemoglobina, saj direktno ugotavljamo vgrajevanje Zeleza v
eritrocitni hemoglobin in imamo tako enostavno in direktno vpogled v funkcionalno
razpolozljivo Zelezo v eritronu . S to metodo lahko spremljamo odziv kostnega mozga na

zdravljenje s preparati Zeleza.
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Tag0 Tag 3 Tag 9

10A3 /uL wBC |10A3 /uL

WBC 12.00 10A3 fuL |WBC 9.26 7.20

RBC 4.94 10A6/ulL [|RBC 4.91 10A6/uL RBC 5.73 |+ |10A6/uL
HGEB 7.1|-|g/dL HGB 7.4|-|g/dL  HGB 9.2| |gsdL
HCT 26.8 % HCT 27.4 %x HCT 5.1 %

MC\ 54.3]-I|fL MCV 55.8|-|FfL MCW 61.3|-|fL

[McH 14.4 pg MCH 15.1 pa MCH 16.1 pg |
MCHC 26.5|- |g/dL MCHC 27.0| - |g/dL MCHC 26.2|-|g/dL
ROW-SD| 43.6| |[fL ROW-SD| 43.4| |fL ROW-SD| 44.5| |fL

PLT & 574 |+ |10A3/uL |PLT & 514 |+ |10A3/uL PLT & 369 10A3 fuL
MPY ——— fL MPYV - fL MPY - fL
P-LCR | =----| |% P-LCR | =----| |% P-LCR | =----| |%

RET# |0.0593| |10A6/uL |RET# |0.1286| |10A6/uL RET# |0.1329| |10A6/uL
RET% 1.20| |% RET% 2.62 % RET% 2.32 %

IRF 11.2 . 4 IRF 19.0 4 IRF 22.5 %
[RET-He| 16.1 pg RET-He| 27.4 pa RET-He| 29.5 pa |
D-He 1.8 Pg D-He 11.3 Pg D-He 13.7 pg

RPI 0.4 RPI 0.9 RPI 1.3

Weitere Laborparameter Woeitere L aborparameter Woeitere Laborparameter

% Hypo 74 Yo % Hypo i Yo % Hypo G0 Yo
Ferritin 91 ng/mL Ferritin 4] ng/mL Ferritin 39 ng/mL
5-TtR 1,72 mg/L 5-TfR 2,32 mg/L 5-TiR 1,70 mgL
CRP 38 mgL CRP 18 mg/L CRP 9 mg/L

Slika 3.3: Primerjava RET He s hematoloskimi in biokemijskimi parametri pred in po zdravljenju z

intravenoznim Zelezom [43]

Na sliki 3.3 vidimo, da tretji dan po zacetku terapije klasi¢ni hematoloski parametri ne
kaZejo sprememb ali pa so te neznatne.Kar kaZe na to, da so ti parametri neprimerni za
takojS$njo oceno terapije ( real —time parameter).V nasprotju s klasi¢nimi parametri pa RET-
He kaZe trenutno oskrbo kostnega mozga z Zelezom z znatnim porastom glede na zacetno

vrednosti. Kar pomeni, da telo Ze porablja dobljeno Zelezo za sintezo hemoglobina.[43]
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RET- He (retikulocitni ekvivalent hemoglobina) izmerjen na hematoloskem analizatorju
Sysmex 2100 Xe je analogen parametru CHr (koli¢ina hemoglobina v retikulocitih),ki je
parameter omogocen s strani hematolo$kega analizatorja Bayer Advia 2120. [44]

Najve¢ podatkov o uporabnosti novih hematoloskih kazalcev pomanjkanja Zeleza najdemo
pri: 1. zdravljenju z r-HuEPO, 2. odkrivanju pomanjkanja Zeleza pri anemiji ob kroni¢nih
boleznih, 3. v zgodnjem otroStvu, kjer je pomanjkanje Zeleza z anemijo ali brez povezano z
motnjo kognitivnega razvoja otroka, in 4. pri odkrivanju nedovoljenega uZivanja sredstev, ki

povecujejo telesno zmogljivost v Sportu (doping).[28]

3.4.1 Princip meritve

Vrednost parametra RET- He se oceni v merilnem (RET) kanalu glede na velikost
retikulocitov (forward scatter).Velikost retikulocitov analizator dolo¢i, po predhodnem
obarvanju, glede na sipanje svetlobe pod majhnim kotom (FCS) pri prehodu retikulocitov

skozi laserski Zarek v pretocni celici..

RET-H, - -|--4

RBC-H.

»Fluorescence» thrombocytes

[EUEs 131 palajeds plemiy

Fluorescence intensity

Slika 3.4 : DoloCevanje RET-He na Sysmex-2100 Xe z merjenjem intenzivnosti razprSene laserske
svetlobe pod majhnim kotom.

Referen¢na vrednost: 28- 35 pg.[43]
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3.4 Pomen biokemijskih kazalcev in principi meritev

Kri je sestavljena iz celic in krvne plazme. Feritin in transferin sta plazemska proteina na
katera je vezano Zelezo.Vrednosti feritina in serumskega Zeleza, ki ga dobimo po sprostitvi iz
transferina, sta kazalca vsebnosti zeleza v telesu.

Krvni serum ali skrajSano serum je tekoca frakcija krvi, ki so ji s centrifugiranjem odstranjene
krvne celice (rdece krvniCke, bele krvnicke, krvne ploscice) in faktorji strjevanja krvi
(fibrinogen).

Meritve biokemijskih parametrov Zeleza in feritina v krvnem serumu so bile izvedene na

biokemijskem analizatorju Dimension RXL- MAX.

3.4.1 Dolocevanje zeleza v krvnem serumu

®  Princip meritve
V kislem mediju se iz transferina sprostijo Fe** ioni, ki se ob prisotnosti askorbinske kisline
reducirajo v Fe** ione. Slednji tvorijo moder kompleks s Ferenom, katerega absorbanco
merimo bikromati¢no pri 600 in 700 nm. Izmerjena absorbanca je sorazmerna s koncentracijo

zeleza v vzorcu.[45]

Reakcija
Fe’*--- transferin —— Fe' + transferin (3.5)
2 Fé’* + askorbinska kislina — 2 Fe** dehidroaskorbinska kislina + 2 H (3.6)
Fe®* + 3Feren 4 Fe**-—-  Feren kompleks (3.7)

Referencéna vrednost:
- v serumu pri 37 °C:  moski: 11,6 — 31,3 pumol/L
Zenske: 9,0 — 30,4 umol/L [45]
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3.4.2 Doloc¢evanje feritina v krvnem serumu

e Klinicni pomen
Serumski feritin je indikator zalog Zeleza v telesu.Koncentracija feritina pod 20 pg/l vedno
kaZe na pomanjkanje Zeleza, visoke koncentracije feritina pa kazejo na prekomerno odlaganje
Zeleza v telesu (idiopatska hemokromatoza, in pogoste transfuzije krvi, poSkodbe jeter - npr.
metastaze v jetrih). Feritin lahko torej tudi lo€i anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza od anemij

zaradi kroni¢nih bolezni.[46]

® Princip meritve
Vzorec se inkubira z delci kromovega dioksida, vezanimi na monoklonalna protitelesa
(specificna za feritin), in konjugiranim reagentom (B galaktozidaza — monoklonalna
protitelesa, specificna za druga vezavna mesta feritina). Tvori se kompleks dioksid-feritin-
konjugat. Nevezani konjugat in analit se odstranita z magnetno separacijo in spiranjem.
Vezana [-galaktozidaza se poveze s kromogenim substratom klorofenol rdece-C-d-
galaktopiranozid (CPRG), katerega hidroliza sprosti kromofor (CPR). Koncentracija feritina v
vzorcu je sorazmerna s koncentracijo sproS¢enega kromofora in intenziteto nastalega

barvnega kompleksa, ki ga merimo pri 577 in 700 nm.[46]

Reakcija

PEG
FERR + CrO,-Ab + F(ab ),-B-galaktozidaza—» CrO,-Ab-FERR-F(ab )2-8-gal + (3.8)
+CrO,-Ab + F(ab ),-p-galaktozidaza

CrO, — Ab-FERR-F(ab ),- B-gal + spiranje

CrO;-Ab + F(ab ),-p-galaktozidaza ~———»  CrO;-Ab-FERR-F(ab ),- f-gal + 3.9
+ CrOy-Ab
hidroliza
CPRG + CrOy-Ab-FERR-F(ab ),- f-gal —® CPR (3.10)

Referen¢na vrednost
- v serumu pri 37 °C:  Zenske: 8 — 252 pg/L
moski: 26 — 388 png/L [46]
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4. REZULTATI Z DISKUSLJO

4.1 Rezultati meritev pri nezdravljenih bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja

zeleza

Preglednica 4.1: Izmerjeni hematoloski parametri pri nezdravljenih bolnikih

Bolnik RBC Hb MCV MCHC | MCH RETHe | Ret-r Ret
(10™)L | (L) | (fL) @L) | (p» | (Y (%) 10°/L

Al 4.50 72 60.2 266 16.0 15,4 0.85 38.3

A2 3.32 72 73.5 295 21.7 17,6 2.2 73.0

A3 4.38 103 75.1 313 23.5 19,8 0.65 28.5

A4 2.57 47 72.0 254 18.3 14,8 0.84 21.8

AS 3.17 92 77.8 304 25.1 22,6 0.95 41.6

A6 4.86 107 73.7 299 22.0 21,3 0.58 28.2

Preglednica 4.2: Izmerjeni biokemijski parametri pri nezdravljenih bolnikih

Bolnik Serumsko Zelezo (umol/L) Feritin (ug/L)

Al 1.5 2

A2 2.3 25

A3 3.0 5

A4 3.5 5

AS 4.2 17

A6 1.5 9

4.2 Rezultati meritev pri zdravljenih bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja

zeleza

Preglednica 4.3: Izmerjeni hematoloski parametri pri zdravljenih bolnikih

Bolnik | RBC Hb MCV MCHC | MCH RET- Ret-r Ret
(10™)L | (L) | (fL) L) | (pg He(pg) | (%) (10°/L)
B1 4.88 150 90.2 341 30.7 34.3 1.61 78.6
B2 4.36 127 89.4 326 29.1 399 0.85 37.1
B3 4.44 134 914 330 30.2 30.1 0.62 27.5
B4 4.88 139 85.7 333 28.5 314 1.11 54.2
B5 4.87 142 91.8 318 29.2 36.7 1.31 63.8
B6 4.70 140 91.3 326 29.8 33.7 1.28 60.2
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Preglednica 4.4: Izmerjeni biokemijski parametri pri zdravljenih bolnikih

Bolnik Serumsko Zelezo (umol/L) Feritin (ug/L)
B1 23.8 36
B2 11.8 38
B3 8.5 22
B4 9.2 58
B5 2.6 27
B6 12.8 25

4.3 Rezultati meritev pri bolnikih z MDS

Preglednica 4.5: Izmerjeni hematoloski parametri pri bolnikih z MDS

Bolnik RBC HGB MCV MCHC | MCH RET- Ret-r Ret
(10™)/L | (L) | (fL) L) |(p®) |He(pg) | (%) (10°/L)

Cl 3.17 92 85.8 338 29.0 28.6 0.15 4.8

C2 2.82 95 99.3 339 33.7 33.8 1.17 33

C3 2.03 69 107.9 315 34.0 28.3 4.42 89.7

C4 2.76 79 86.6 331 28.6 29.1 0.20 5.5

C5 3.23 88 88.2 309 27.2 28.2 0.46 23.9

Preglednica 4.6: Izmerjeni biokemijski parametri pri bolnikih z MDS

Bolnik Serumsko Zelezo( pmol/L) Feritin(ug/L)

Cl 48.0 1582

C2 33 1694

C3 23 3279

C4 28.8 2758

C5 23.9 1867
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4.4 Vrednotenje rezultatov

4.4.1 Nezdravljeni bolniki z anemijo, zaradi pomanjkanja Zeleza

54

Slika 4.1 prikazuje vrednosti RET He pri nezdravljenih anemicnih bolnikih v primerjavi z

referenénimi vrednostmi.

35
30
25
20
RET He (pg) 5

10

zg.ref.v. 35

14,8

226 213

R1 R2

Al A2

A3 A4

Bolniki

A5 A6

Slika 4.1: Vrednosti RET He pri nezdravljenih bolnikih z anemijo v

Iz slike 4.1 je razvidno, da so vse vrednosti pod spodnjo referenc¢no vrednostjo (stolpec R2) na

grafu. Kar rezultira v znizanih eritrocitnih parametrih.

Preglednica 4.7: Eritrocitni parametri pri nezdravljenih bolnikih

Bolnik Hb (g/L) MCH (pg) | MCHC (g/L) | MCV (fL)
Al 72 16.0 266 60.2

A2 72 21.7 295 73.5

A3 103 23.5 313 75.1

A4 47 18.3 254 72.0

AS 92 25.1 304 77.8

A6 107 22.0 299 73.7
Referenc¢ne | 7.:120-160 | 26-32 310-350 81-94
vrednosti | m.:120-180
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Preglednica (4.7) eritrocitnih parametrov (Hb, MCH, MCHC, MCV) kaze znizane vrednosti
pod spodnje referencne vrednosti.Razen pri bolniku A3 je vrednost MCHC rahlo nad spodnjo
mejo.

ZniZane vrednosti hemoglobina v retikulocitih in eritrocitih so znak zmanjSane sinteze

hemoglobina v kostnem mozgu zaradi pomanjkanja zeleza, kar kaZeta naslednji dve sliki..

Slika 4.2 prikazuje vsebnosti serumskega Zeleza pri nezdravljenih bolnikih z anemijo.

30+
25+

20+
Serumsko
Zelezo (umol/L)

. ref.v. 28,6

sp.ref.v. 10,7

10

Bolniki

Slika 4.2: Vrednosti serumskega Zeleza pri nezdravljenih bolnikih z anemijo

Iz slike 4.2 je razvidno, da so vrednosti serumskega Zeleza mo¢no pod spodnjo referencno

vrednostjo (stolpec R2) na grafu.
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Slika 4.3 prikazuje vrednosti feritina pri nezdravljenih bolnikih z anemijo

sp.refv. 20

Bolniki

Slika 4.3: Vrednosti feritina pri nezdravljenih bolnikih z anemijo

Tudi na sliki 4.3 vidimo, da so pri vseh bolnikih vrednosti pod spodnjo referencno vrednostjo
(stolpec R2) na grafu.

4.4.2 Zdravljeni bolniki z anemijo

Slika 4.4 prikazuje vrednosti RET He pri zdravljenih bolnikih z anemijo v primerjavi z

referenénimi vrednostmi

399
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40 343 33,7
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25+
RET He (pg) 20
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Slika 4.4: Vrednosti RET He pri zdravljenih bolnikih z anemijo
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Iz slike 4.4 vidimo, da so vse vrednosti RET He nad spodnjo referen¢no vrednostjo (stolpec

R2) na grafu. Pri bolniku B2 in B5 celo nad zgornjo vrednostjo.Kar rezultira z normalnimi

vrednostmi eritrocitnih parametrov.

Preglednica 4.8: Eritrocitni parametri pri zdravljenih bolnikih

Bolnik Hb (g/L) MCH (pg) | MCHC (g/L) | MCV (fL)
B1 150 30.7 341 90.2

B2 127 29.1 326 89.4

B3 134 30.2 330 914

B4 139 28.5 333 85.7

B5 142 29.2 318 91.8

B6 140 29.8 326 91.3
Referenc¢ne | 7.:120-160 | 26-32 310-350 81-94
vrednosti | m.:120-180

Iz preglednice 4.8 vidimo, da so vsi parametri znotraj normalnih vrednosti.

Slika 4.5 prikazuje vsebnosti serumskega Zeleza pri zdravljenih bolnikih z anemijo.

Serumsko Zelezo

(umol/L)

30+
251
20
15
10+

5

0

zg.ref.v. 28,6 .

R1  R2

B1 B2 B3

Slika 4.5: Vrednosti serumskega Zeleza pri zdravljenih bolnikih
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Iz slike 4.5 vidimo, da so vrednosti serumskega Zeleza pri bolnikih B3, B4 in B5 pod spodnjo

vrednostjo, vendar ti bolniki nimajo funkcionalnega pomanjkanja Zeleza kar je razvidno iz

normalnih vrednosti RET He (slika 4.4).

Slika 4.6 prikazuje vsebnosti feritina pri zdravljenih bolnikih.

0

60-
50+
40
Feritin (ug/L) 30-
20+

10+

& 36 38
>
© 27
o 22 25
wn
R2  Bf B2 B3 B4 B5 B6
Bolniki

Slika 4.6: Vrednosti feritina pri zdravljenih bolnikih

Iz slike 4.6 vidimo, da so vse vrednosti feritina nad spodnjo referencno vrednostjo.Vidimo, da

bolnik BS5, ki ima mo¢no zniZano vrednost serumskega Zeleza (slika 4.5) ima normalno

vrednost feritina.
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4.4.3 Bolniki z MDS

Slika 4.7 prikazuje vrednosti RET He pri bolnikih z mds.

RET He (pg)
be 15

33,8
35+
28,6
301 28,3 29,1 28,2
25
9 0
. A
201 > <
ol |z
R |s
10
5
0 ; ; ; ; ; ;
R1 R2 C1 Cc2 C3 C4 C5

Bolniki

Slika 4.7: Vrednosti RET He pri bolnikih z MDS

59

Iz slike 4.7 vidimo, da so vrednosti RET He bolj pomaknjene k spodnji referencni vrednosti

razen pri bolniku (C2), vendar Se vedno v mejah normale.

Preglednica 4.9 prikazuje eritrocitne parametre pri bolnikih z MDS.

Preglednica 4.9: Eritrocitni parametri pri bolnikih z MDS

Bolnik Hb (g/L) MCH (pg) | MCHC (g/L) | MCV (fL)
Cl1 92 29.0 338 85.8

C2 95 33.7 339 99.3

C3 69 34.0 315 107.9

C4 79 28.6 331 86.6

Cs5 88 27.2 309 88.2
Referencne | 2.:120-160 | 26-32 310-350 81-94
vrednosti | m.:120-180
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Preglednica 4.9 kaZe nesorazmerje med eritrocitnimi parametri (MCH, MCHC, MCV) in
vrednostjo hemoglobina (Hb). Pri normalnih vrednostih RET He je celotna koli¢ina

hemoglobina moc¢no zniZana.Kar je posledica zmanjSanega Stevila eritrocitov ( preglednica

4.5).

Slika 4.8 prikazuje vrednosti serumskega Zeleza pri bolnikih z MDS.
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Slika 4.8: Vrednosti serumskega Zeleza pri bolnikih z anemijo

Iz slike 4.8 vidimo, da so vse vrednosti serumskega Zeleza nad spodnjo referen¢no vrednostjo

pri bolnikih C1, C2 in C4 celo nad zgornjo.

Slika 4.9 prikazuje vrednosti feritina pri bolnikih z MDS:
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Slika 4.9: Vrednosti feritina pri bolnikih z MDS
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1z slike 4.9 vidimo, da so vrednosti feritina pri vseh bolnikih mo¢no povecane nad zgornjo

referenc¢no vrednostjo.

4.4.4 Primerjava povprecnih vrednosti RET He pri vseh treh skupinah bolnikov

zdravljeni b.
34,35
bolniki z
351 MDS; 29,6
30
o5 &3 nezdravlieni b.
20’ = & 18,58
1 ||® >
RET He (pg) 151 < 5
10 || ® g
5,
0
R1 R2 A B C
Bolniki

Slika 4.10: Povprecne vrednosti RET He pri vseh treh skupinah bolnikov

glede na referencne vrednosti.

1z slike 4.10 vidimo, da je povprecna vrednost RET He pri nezdravljenih bolnikih z anemijo
zaradi pomanjkanja Zeleza, veliko niZja kot pri zdravljenih bolnikih z isto diagnozo. Vrednost

RET He pri bolnikih z MDS je vecja kot pri nezdravljenih.

4.5 StatistiCna obdelava podatkov

4.5.1 Statisticna obdelava podatkov s Pearsonovo korelacijo

Statisticno smo obdelali podatke s Pearsonovo korelacijo, da bi preverili povezanost RET He
z ostalimi parametri.Bolnike z anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza, zdravljene in nezdravljene
smo vzeli v isti statisti¢ni vzorec.Bolnike z MDS smo obravnavali posebe;j.

Preglednica 3.10 prikazuje korelacije med RET He in eritrocitnimi (hematoloskimi) ter
biokemijskimi parametri pri zdravljenih in nezdravljenih bolnikih z anemijo zaradi

pomanjkanja Zeleza .
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Preglednica 4.10: Statisti¢ni podatki

Parametri o (stopnja tveganja r (faktor korelacije)
primerjani pri 95% intervalu zaupanja)

z RET He

MCHC 0,0007 0,83

MCH <0,0001 0,92

MCV <0,0001 0,92

Hb <0,0001 0,90

Serumsko zelezo | 0,0224 0,65

Feritin 0,0068 0,73

N=12 (Stevilo bolnikov, zdravljenih + nezdravljenih). Kadar je a <0,05 lahko sprejmemo
hipoteti¢no trditev.

Iz preglednice 4.10 je razvidno, da med RET He in eritrocitnimi parametri (MCHC, MCH,
MCYV, HGB) obstaja visoka korelacija ob nizki stopnji tveganja. Med Ret He in feritinom je
nekoliko nizja ob malo vecji stopnji tveganja. Med RET He in serumskim Zelezom je vecja

stopnja tveganja in niZja korelacija.

Preglednica 4.11: Statisti¢ni podatki pri bolnikih z MDS

Parametri 0} r
primerjani

z RET He

MCHC 0,282 | 0,60
MCH 0,351 | 0,54
MCV 0,669 | 0,26
Hb 0,344 | 0,54
Serumsko zZelezo 0,522 | -0,39
Feritin 0,830 | 0,13

Iz preglednice 4.11 je razvidno, da primerljivosti nismo dokazali, saj je v vseh primerih

o >0,05.
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4.5.2 Statisticna obdelava podatkov s t-testom.

Ker smo vrednosti RET He primerjali med tremi razli¢nimi skupinami, smo podatke
statisticno obdelali s t-testom za neodvisne spremenljivke.
T-test je postopek s katerim preiskusamo enakost aritmeti¢nih sredin dveh populacij vzorcev.

Preglednica 4.12: Vrednosti RET He po skupinah ter njihove srednje vrednosti

in razpon
RET He Skupina | RET He Skupina | RET He Skupina
(nezdravljeni) A (zdravljeni) | B (MDS) C
15,4 Al 34.3 Bl 28.6 Cl
17,6 A2 39.9 B2 33.8 C2
19,8 A3 30.1 B3 28.3 C3
14,8 A4 31.4 B4 29.1 C4
22,6 AS 36.7 B5 28.2 C5
21,3 A6 33.7 B6

povpre¢na vrednost
+ standardni odklon

18,48 + 3,18 34,35 £ 3,56 29,60 +2,73

Preglednica 4.13: Statisti¢na obdelava podatkov s t-testom

Primerjane skupine | A:B (nezdrav./ zdrav.) | A:C (nezdrav./MDS) | B:C (zdrav./ MDS)

a <0.0001 <0,0001 0,0319

Iz preglednice 4.13 vidimo, da sta skupini zdravljenih in MDS primerljivi ob znatno ve¢jem

tveganju.
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5.ZAKLJUCEK

V nalogi smo primerjali nov hematoloski parameter RET He, ki meri vsebnost hemoglobina v
retikulocitih, predhodnikih rdec¢ih krvnih celic (eritrocitov). Pove ali ima kostni mozeg dovolj
Zeleza, da lahko tvori eritrocite z normalno vsebnostjo hemoglobina in s tem normalno
kapaciteto vezave kisika za tkiva.

Pri bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza so rezultati pokazali visoko korelacijo med
RET He in eritrocitnimi parametri (r=0,83-0,92).Ugotovili smo, da so visoke vrednosti RET
He pri zdravljenih bolnikih korelirale z visokimi vrednostmi eritrocitnih parametrov, nizke
vrednosti RET He pri nezdravljenih pa z nizkimi vrednostmi eritrocitnih parametrov.
Pozitivno in veliko korelacijo smo ugotovili med RET He in feritinom, med serumskim
Zelezom je bila veliko nizja (r = 0,64).1z rezultatov je razvidno, da obstajajo statisticno
pomembne razlike med skupinami bolnikov.Predvsem se vrednosti RET He statisti¢no
pomembno razlikujejo med skupinama zdravljenih in nezdravljenih bolnikov z anemijo zaradi
pomanjkanja Zeleza. Slednje kaZze na to, da je RET He parameter, ki razlikuje obe skupini in
omogoca spremljanje ustreznosti zdravljenja anemije z Zelezom. Posebej je po podatkih iz
literature koristen v obdobju, ko so eritrocitni parametri Se znizani (slika 3.3), kar je velika
prednost te metode pred punkcijo kostnega mozga

Pri bolnikih z MDS smo izmerili relativno visoke vrednosti RET He. Pri tej skupini bolnikov
kostni mozeg ne tvori dovolj normalno velikih eritrocitov z normalno vsebnostjo
hemoglobina. Eritrociti so pri vecini bolnikov makrocitni. Ker vemo, da hematoloski
analizator meri vrednost RET He glede na velikost celice, lahko RET He kaze laZne
vrednosti.Predvsem, ko gre za makrocitoze med katere sodi tudi MDS. Pri tej skupini
bolnikov pa obstaja Se dodaten problem. Vecina teh prejema transfuzije eritrocitov vsaj enkrat
meseCno. Tako prejmejo Se tuje eritrocite razlicne starosti in tudi velikosti.Zato pri
primerjanju RET He z eritrocitnimi parametri moramo tudi to upostevati. Smatramo, da ta
metoda dolo¢anja za to skupino bolnikov ni primerna.

Ker gre za nov parameter na analizatorju Sysmex 2100 Xe in ne obstaja dovolj statisti¢énih
podatkov o njegovem vrednotenju, ostaja Siroko odprto podrocje za nadaljnje raziskave.
Vsekakor bi bilo zanimivo raziskati njegove vrednosti pri razli¢nih diagnozah anemij pred
med in po fazi zdravljenja. Le tako bi lahko bolj zagotovo trdili o njegovi tezi pri zdravljenju

anemij.
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