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Vrozené erytrocytární enzymopatie 
vedoucí k hemolytické anémii – 
jejich diagnostika v české a slovenské 
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SOUHRN
Erytrocytární enzymopatie je genetické onemocnění vyznačující se vrozenými kvantitativními či kvalitativními abnor-
malitami erytrocytárních enzymů, které jsou jednou z příčin vzniku vrozené nesférocytární hemolytické anémie. V pří-
padě zralých erytrocytů, které neobsahují jádro, mitochondrie ani endoplazmatické retikulum, se enzymopatie týkají 
glykolýzy a pentózafosfátového cyklu, popř. metabolismu glutathionu a nukleotidů. Mezi nejrozšířenější abnormality 
patří deficit pyruvátkinázy a glukóza-6-fosfátdehydrogenázy, které jsou vzácnou příčinou vzniku hemolytické anémie 
v české i slovenské populaci. 
Enzymopatie jsou charakterizovány normo-/lehce makrocytární normochromní anémií s obecnými znaky hemolýzy. 
Při negativní rodinné anamnéze, je diagnostika enzymopatií vzhledem k minimálním charakteristickým abnormalitám 
v morfologii erytrocytů komplikovaná (proto byly dříve označovány jako vrozené nesférocytární hemolytické anémie). 
Základní diferenciální diagnostika nedokáže rozlišit jednotlivé enzymové defekty. Přesná diagnóza může být určena až 
na základě snížené specifické aktivity daného enzymu a potvrzena dále na molekulárně-genetické úrovni.
Deficit glukóza-6-fosfátdehydrogenázy (G6PD) a pyruvátkinázy (PK) byl v české a slovenské populaci popsán již v 80. 
letech. Ucelený přehled o výskytu tohoto onemocnění v české a slovenské populaci, zvláště pak o  jeho vzácnějších 
formách, doposud chybí. Od roku 2013 se naše laboratoř zabývá metodou přímého stanovení aktivity enzymů s ná-
sledným genetickým vyšetřením u pacientů se suspektní enzymopatií. V současné době jsme jedinou specializovanou 
laboratoří zabývající se touto diagnostikou v České republice, resp. ve střední Evropě. Doposud byl enzymový deficit 
diagnostikován u dvaceti čtyř pacientů. Vedle nejčastějších deficitů G6PD a PK (9 a 12 případů), byly identifikovány 2 
rodiny s deficitem glukózafosfátizomerázy (GPI) a 1 rodina s velmi vzácným deficitem hexokinázy (HK). Deficit GPI a HK 
jsme v české a slovenské populaci diagnostikovali poprvé. Celkově bylo dosud identifikováno dvacet dva kauzálních 
mutací, z nichž pět bylo v literatuře popsáno poprvé – G6PD p.(Phe216Tyr), PK p.(Arg518Leufs*12), p.(Asp293Val), GPI 
p.(Ser160Pro) a p.(Arg472Cys).
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SUMMARY 
Kořalková P., Mojzíková R., Pospíšilová D., Indrák K., Čermák J., Divoký V.
Hereditary erythroenzymopathies associated with haemolytic anaemia – their diagnostics in the Czech and Slovak 
populations
Hereditary red blood cell (RBC) enzymopathies are genetic disorders affecting genes encoding red blood cell enzymes. 
They cause a  specific type of anaemia designated hereditary nonspherocytic haemolytic anaemia. Enzymopathies 
affect cellular metabolism, which in the RBC mainly consists of anaerobic glycolysis, the hexose monophosphate shunt, 
glutathione metabolism and nucleotide metabolism. 
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Enzymopathies are commonly associated with normocytic/slightly macrocytic normochromic haemolytic anaemia. 
In general, RBC enzymopathies are not characterized by specific abnormalities in RBC morphology. Routinely used  
haematology methods are unable to pinpoint a specific enzyme defect. Definitive diagnosis is based on the detection 
of reduced specific enzyme activity and molecular characterization of the defect at DNA level.
This work represents advanced and up-to-date information regarding RBC enzyme deficiencies in the Czech and Slovak 
populations dating from the 1980s, when mutations in Czech and Slovak subjects resulting in glucose-6-phosphate de-
hydrogenase (G6PD) and pyruvate kinase (PK) deficiencies were first described. Both deficiencies represent the most 
common erythroenzymopathies worldwide. Since 2013, our laboratory has focused on the introduction of direct enzyme 
assays supplemented by genetic testing in patients with haemolytic anaemia and suspected erythroenzymopathy. To 
date, several different enzyme defects have been diagnosed in twenty-four patients. Apart from G6PD and PK deficiencies 
(9 and 12 cases), 2 families with glucose phosphate isomerase (GPI) defect and 1 family with the very rare hexokinase 
(HK) deficiency have been identified. The two latter deficiencies were diagnosed in the Czech and Slovak populations 
for the first time. Among the 22 identified mutations, were novel and have not been previously reported in literature:
5, namely G6PD p.(Phe216Tyr), PK p.(Arg518Leufs*12), p.(Asp293Val) and GPI p.(Ser160Pro), p.(Arg472Cys).  
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ÚVOD

Metabolismus erytrocytů
Erytrocyty patří k nejspecializovanějším buňkám lid-

ského těla. Diferenciací a zráním ztrácí erytrocyty řadu 
významných organel – mitochondrie, ribozomy, jádro, 
endoplazmatické retikulum, které jsou nezbytné pro 
syntézu proteinů, lipidů a oxidativní fosforylaci. Navzdory 
tomu si buňky udržují svoji integritu a jsou schopny vyko-
návat své funkce. Většina metabolických potřeb erytrocy-
tů je tak závislá na anaerobní glykolýze, pentózafosfátové 
dráze a metabolismu glutathionu a nukleotidů (obr. 1).

Anaerobní glykolýza představuje díky tvorbě ade-
nosintrifosfátu (ATP) hlavní zdroj energie erytrocytů. 
Během několikastupňového procesu je glukóza me-
tabolizována (popř. fruktóza, manóza, galaktóza) na 
laktát za vzniku redukovaného nikotinamidadenin-
-dinukleotidu (NADH) a  ATP. Zatímco ATP zajišťuje 
pohon sodno-draselných pump, a podílí se tak na udr-
žení bikonkávního tvaru buňky, NADH jako kofaktor 
cytochrom-b5-reduktázy umožňuje redukci oxidova-
ných forem hemoglobinu. Je tedy nezbytným prvkem 
obranného mechanismu proti reaktivním radikálům. 
Důležitou součástí anaerobní glykolýzy savčích erytro-
cytů je Rapoport-Lueberingův cyklus generující 2,3-bis- 
-fosfoglycerát, který společně s ATP zásadním způso-
bem ovlivňuje afinitu hemoglobinu ke kyslíku [1–5]. Za 
standardních fyziologických podmínek se 90 % glukózy 
spotřebuje anaerobní glykolýzou. Zbylá glukóza je 
metabolizována pomocí pentózafosfátové (PP) dráhy. 
Tento důmyslný způsob metabolizace glukózy společně 
s metabolismem glutathionu poskytuje vysoce účinnou 
ochranu buňky před oxidativním stresem. Hlavním 

cílem PP dráhy je tvorba redukčního potenciálu ve for-
mě NADPH, který slouží jako donor elektronů pro řadu 
významných enzymatických reakcí a bývá nezbytným 
pro ochranu před oxidativními radikály. Současně 
NADPH působí jako kofaktor glutathionreduktázy (me-
tabolismus glutathionu), která udržuje glutathion ve 
své redukované formě (GSH), a  zajištuje tak ochra-
nu před reaktivními radikály [6, 7]. Metabolismus 
nukleotidů zahrnuje syntézu a degradaci purinových 
a pyrimidinových nukleotidů, které určují intracelu-
lární koncentraci ATP a guanosintrifosfátu (GTP). Ve 
většině buněk lidského těla jsou purinové nukleotidy 
syntetizovány de novo nebo tzv. šetřící cestou (salvage 
pathway). Zralé erytrocyty nejsou schopny syntetizovat 
glutamin-5-fosforibozyl-1-pyrofosfátamidotransferázu, 
která je nezbytná pro syntézu de novo. Syntéza purino-
vých nukleotidů proto probíhá pouze „šetřící cestou“. 
Syntéza probíhá z již existujících volných purinových 
bází nebo nukleosidů vzniklých degradací nukleových 
kyselin [8]. K dalším typickým znakům metabolismu 
erytrocytu patří minimální koncentrace pyrimidino-
vých nukleotidů uvnitř erytrocytu. Během diferenciace 
erytrocytů dochází pomocí pyrimidin-5´-nukleotidázy 
k degradaci ribozomální RNA, čímž se snižuje i koncen-
trace pyrimidinových nukleotidů. Jsou proto ve zralém 
erytrocytu zastoupeny deriváty adeninu (adenosinmo-
nofosfát – AMP, ADP, ATP) více než 97 % [9].

Erytrocytární enzymopatie
Erytrocytární enzymopatie je heterogenní skupina 

onemocnění vznikajících v důsledku geneticky podmí-
něných metabolických poruch (bodová mutace, inzer-
ce, delece) erytrocytárních enzymů. Deficit či funkční 
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porucha těchto enzymů má za následek zkrácené přeží-
vání erytrocytů v krevním oběhu s hlavním klinickým 
projevem vrozené nesférocytární hemolytické anémie 

(hereditary nonspherocytic hemo-
lytic anemia, HNSHA) [10, 11]. 

Vzhledem k „omezené-
mu“ metabolismu erytrocy-
tů se enzymové poruchy vy-
skytují ve 4 metabolických 
drahách – anaerobní glyko-
lýza (Embden-Meyerhofova 
dráha), PP dráha, metabo-
lismus glutathionu a  nu- 
kleotidů. Jakákoliv změna 
(nedostatek enzymu nebo 
jeho omezená funkce) ve-
de k nevratnému poškození 
celého metabolismu erytro-
cytu a předčasné hemolýze. 
Rychlost i stupeň hemolýzy 
závisí na rozsahu poškoze-
ní daného enzymu a funkč-
ních vlastnostech mutant-
ního enzymu, popř. na 
uplatnění kompenzačních 
mechanismů, jako je zvý-
šení produkce červených 
krvinek projevující se reti-
kulocytózou [12]. 

Od roku 1956, kdy byl 
poprvé popsán deficit glu-
kóza-6-fosfátdehydroge-
názy (G6PD), jsou v  sou-
časnosti známy mutace 
většiny enzymů všech 4 me-
tabolických drah (tab. 1).  
Mezi nejfrekventovaněj-
ší defekty, které budou 
popsány v  následujících 
odstavcích, patří deficit 
pyruvátkinázy (PK), G6PD 
a pyrimidin-5´-nukleotidá-
zy (P5N).

Enzymopatie glykolýzy
Anaerobní glykolýza 

představuje hlavní dráhu 
pro metabolizaci glukózy. 
Rychlost glykolýzy je regu-
lována pomocí tvz. „rate-
-limiting“ enzymů (hexoki-
náza, fosfofruktokináza 

a PK) a dostupností NADH a ATP. Většina enzymových 
defektů je spojena s HNSHA. Dědičnost enzymopatií 
je autozomálně recesivní. Výjimku tvoří deficit fos-

Obr. 1. Hlavní metabolické dráhy erytrocytu
Degradací glukózy anaerobní glykolýzou a pentózafosfátovou dráhou vznikají tři základní metabolické 
produkty (ATP, NADH a NADPH) nezbytné pro udržení životaschopnosti erytrocytu.
ATP – adenosintrifosfát; ADP – adenosindifosfát; AMP – adenosinmonofosfát; NADP/NADPH – oxidovaná/
redukovaná forma nikotinamidadenindinukleotidfosfátu; NAD/NADH – oxidovaná/redukovaná forma 
nikotinamidadenindinukleotidu; MetHb – methemoglobin, Hb – hemoglobin
(upraveno podle [50])
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foglycerátkinázy (vázaný na X chromozom) a enolázy 
(autozomálně dominantní) [11]. 

Deficit PK je nejčastější enzymový defekt anaerobní 
glykolýzy. Odhadovaná frekvence jeho výskytu u bílé 
populace je 1 : 20 000 [13]. PK katalyzuje ireverzibilní 
přeměnu fosfoenolpyruvátu na pyruvát za uvolnění 
ATP. Enzym je alostericky regulován fruktózou-1,6-
-bisfosfátem (pozitivní regulace) a  inhibován ATP. 
Savčí PK se vyskytuje ve čtyřech izoenzymech – M1, M2, 
L a R. Liší se od sebe jak kinetickými vlastnostmi, tak 
i lokalizací. Izoenzymy jsou kódovány dvěma různými 
geny PKM a PKLR. Gen PKLR, lokalizovaný na chromozo-
mu 1 (1q21) [14], řídí expresi PK-R a PK-L v erytrocytech 
a játrech. Nedostatek PK-R má dva hlavní metabolické 
důsledky: snížení tvorby ATP a akumulaci 2,3-bisfos-
foglycerátu [15]. Zatímco nedostatek ATP vede k před-
časnému odstranění erytrocytu z  krevního oběhu, 
zvýšená hladina 2,3-bisfosfoglycerátu snižuje afinitu 
hemoglobinu ke kyslíku, a částečně tak kompenzuje 
tkáňovou hypoxii způsobenou anémií [16]. V součas-
nosti známe přes 260 mutací genu PKLR spojených 
s  deficitem PK (http://www.hgmd.org/). Většinou 

se jedná o  jednonukleotidové záměny (72 %) vedoucí 
především k aminokyselinovým substitucím; ve 12 % 
mutací dochází k  předčasné  tvorbě stop kodonu. Až 
60 % hlášených mutací je distribuováno v Evropě [17]. 
Mezi nejčastější mutace vedoucí k deficitu patří mutace 
1456T a 1529A [18]. Klinický obraz deficitu PK je velmi 
variabilní. Je popsán výskyt mírných plně kompenzo-
vaných hemolytických procesů bez známky anémie až 
po velmi těžké, kdy jsou pacienti závislí na transfuzích  
[17, 18]. V několika případech byl deficit PK příčinou 
hydrops fetalis a úmrtí v neonatálním období [19]. V dospě-
losti je klinický obraz obvykle stabilní, může se zhoršit 
během infekcí nebo jiných forem fyziologického stresu. 
Splenektomie má za následek nejen zvýšení hladiny 
Hb, ale paradoxně i množství retikulocytů. Přetížení 
železem vyskytující se u většiny pacientů s deficitem 
PK je považováno za multifaktoriální [20]. 

Druhým nejčastějším defektem anaerobní glykolýzy 
je deficit GPI. Doposud bylo identifikováno 34 mutací 
spojených s deficitem GPI a HNSHA. Primárně se jed-
ná o jednobodové mutace. Jsou však známy i mutace 
vedoucí k tvorbě stop kodonu nebo sestřihové mutace 

Tab. 1. Přehled klinicky významných enzymových defektů vedoucích k HNSHA

Enzym Klinická manifestace
Neurologické 
symptomy

Myopatie Dědičnost Počet případů/mutací

Anaerobní glykolýza

Hexokináza HNSHA; chronická - - AR 30 případů, 10 mutací

Glukózafosfátizomeráza HNSHA; chronická +/- - AR > 55 rodin, 31 mutací

Fosfofruktokináza HNSHA; chronická (mírná) - + AR 100 rodin, 23 mutací

Aldoláza HNSHA; chronická +/- +/- AR 8 případů, 8 mutací

Triózafosfatizomeráza HNSHA; chronická (těžká) + - AR 40 případů, 19 mutací

Fosfoglycerátkináza HNSHA; chronická + + X-váz. 40 případů, 23 mutací

Pyruvátkináza HNSHA; chronická - - AR > 500 rodin, > 260 mutací

Pentózafosfátová dráha

Glukóza-6-fosfátdehydrogenáza HNSHA; vyvolaná léky 
s antioxidačními účinky/
infekcemi, favismus

- - X-váz. 400 miliónů případů, 186 
mutací

Metabolismus glutathionu

Glutathionsyntetáza HNSHA; chronická + - AR > 50 rodin, 33 mutací

γ–glutamylcysteinsyntetáza HNSHA; chronická + - AR 12 rodin, 5 mutací

Glutathionreduktáza HNSHA; vyvolaná léky 
s antioxidačními účinky/
infekcemi, favismus

- - AR 2 rodiny, 3 mutací

Metabolismus nukleotidů

Adenosindeamináza (hyperaktivita) HNSHA; chronická - - AD 3 rodiny, bez mutací

Adenylátkináza HNSHA; chronická - - AR 12 rodin, 7 mutací

Pyrimián–5–nukleotidáza HNSHA; chronická - - AR > 60 rodin, 26 mutací

HNSHA – chronická nesférocytární hemolytická anémie; AR – autozomálně recesivní, AD – autozomálně dominantní; X-váz. – onemocnění vázané na chromozom X
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(http://www.hgmd.org/). U homozygotních nosičů je 
aktivita enzymu menší než 25 %. Jeho úplný deficit je 
letální již v embryonálním období. Na rozdíl od jiných 
enzymopatií je pozorován častější výskyt hydrops fetalis 
[21]. Současně může být deficit GPI spojen i  s  nehe-
matologickými poruchami, zejména neurologickými 
defekty nebo mentální retardací [11].

Deficit fosfofruktokinázy (PFK), deficit aldolázy 
(ALD) a triozafosfátizomerázy (TPI) patří mezi vzác-
nější enzymové defekty. Erytrocytární PFK se sklá-
dá ze dvou typů podjednotek: PFK-L (játra) a  PFK-M 
(sval), které mohou tvořit 5 různých izoenzymů (M4, 
M3L1, M2L2, M1L3, L4). V případě mutace podjednotky 
PFK-M je v erytrocytech exprimována pouze funkční 
podjednotka PFK-L, což způsobuje částečný deficit 
PFK. Pacienti s deficitem PFK proto obvykle vykazují 
jen mírnou nebo plně kompenzovanou hemolytickou 
anémii (HA). Naopak svalové buňky obsahují pouze 
PFK-M podjednotku, deficit má tedy těžší charakter 
a následně vede k myopatii [22]. Deficit TPI je nejzávaž-
nější poruchou anaerobní glykolýzy a vede k úmrtí již 
v raném dětství. TPI katalyzuje konverzi mezi dihydro-
xyacetonfosfátem (DHAP) a glyceraldehyd-3-fosfátem. 
Právě akumulace DHAP způsobená deficitem TPI prav-
děpodobně vede k rozvoji těžké anémie [23]. Nicméně 
deficit TPI je spojen i se závažnějšími následky, jako 
je mentální retardace a jiné neurologické dysfunkce. 
Ty se mohou objevit v důsledku tvorby toxických pro-
teinových agregátů, které jsou vyvolány nesprávným 
složením enzymové molekuly TPI [23, 24]. U pacientů 
s deficitem aldolázy je pozorována středně těžká až těž-
ká HA. Stejně jako u deficitu TPI je deficit ALD spojen 
s neurologickými poruchami [24]. U několika postiže-
ných jedinců byly přítomny opakující se epizody rabdo-
myolýzy a svalových slabostí [25]. Těžký deficit ALD je 
pravděpodobně letální již v embryonálním období [26].

Hexokináza (HK) katalyzuje přenos fosfátu na glu-
kózu za tvorby glukóza-6-fosfátu. Tato reakce je jedním 
z regulačních míst anaerobní glykolýzy. HK je enzym 
s nejnižší aktivitou in vitro [11]. Lidské erytrocyty obsa-
hují 2 různé izoenzymy – HK-1 a HK-R. Oba izoenzymy 
jsou kódovány stejným genem, avšak jejich transkripce 
je řízena alternativními promotory. Zatímco izoen-
zym HK-R je přítomen pouze v erytrocytech, izoenzym 
HK-1 je exprimován v  různých savčích tkáních [27]. 
Nedostatek tohoto klíčového regulačního enzymu je 
obecně spojen s těžkou HA a může vést ke smrti v neo-
natálním období. Doposud bylo popsáno více než 30 
případů deficitu HK [28].

Fosfoglycerátkináza (PGK) je jediný enzym glykolý-
zy, jehož gen je lokalizován na chromozomu X. Deficit 
PGK je spojen s chronickou hemolýzou, neurologickými 

poruchami (včetně mentální retardace a ataxie) a myo-
patií [29]. Existuje jen několik postižených jedinců, 
kteří trpí celým spektrem klinických příznaků. Klinický 
projev postižených jedinců vykazuje vysokou variabi-
litu. Byly popsány případy, kdy deficit PGK byl spojen 
pouze s myopatií, ale bez přítomnosti hemolýzy [30].

Ačkoliv byl popsán deficit i  jiných glykolytických 
enzymů – glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenázy, fos-
foglycerátmutázy a  enolázy, přítomnost hemolýzy 
u těchto defektů nebyla popsána.

Enzymopatie PP dráhy a metabolismu glutathionu
Hlavní funkcí PP dráhy a metabolismu glutathionu 

je ochrana buňky před oxidativním stresem. NADPH 
produkovaný PP dráhou udržuje glutathion v jeho re-
dukované formě. Ten následně chrání molekuly he-
moglobinu a  další makromolekuly proti reaktivním 
kyslíkovým radikálům (ROS). Klíčovým enzymem PP 
dráhy je G6PD. Jeho deficit patří k nejčastějším enzy-
mopatiím jak ve světové populaci, tak i v ČR. Naopak 
výskyt deficitu glutathionreduktázy, popř. glutathion- 
syntetázy je velmi nízký. Defekty všech tří enzymů jsou 
spojeny s HNSHA [4].

G6PD katalyzuje přeměnu glukóza-6-fosfátu na 
6-fosfoglukonolakton za uvolnění redukčního poten-
ciálu ve formě NADPH. Za fyziologických podmínek 
je tato reakce zcela ireverzibilní, tudíž je brána jako 
regulační („rate-limiting step“). NADPH zajišťuje reduko-
vanou formu glutathionu, který udržuje hemoglobin 
a  další proteiny v  redukované formě. Deficit G6PD 
patří k nejrozšířenějším a nejpočetnějším enzymovým 
abnormalitám na světě. Postihuje přes 400 milionů 
lidí [31]. G6PD deficit je výrazně rozšířen v endemic-
kých oblastech malárie – Asii, subsaharské Africe 
a Americe [32]. Gen kódující G6PD je lokalizován na 
chromozomu X a  je vysoce polymorfní. Bylo popsá-
no více než 400 variant G6PD, z  nichž 186 mutací 
je spojeno s  deficitem G6PD. Ve většině případů se 
jedná o  jednonukleotidové záměny, nicméně byly 
identifikovány i delece popř. intronové mutace (G6PD 
Varnsdorf, G6PD Zurich) [33, 34, 35]. Většina jedinců 
s  deficitem G6PD je asymptomatická; pouze v  dů-
sledku zvýšeného oxidativního stresu (infekce, léky 
s  oxidačním potenciálem, požití bobů Vicia faba) 
může docházet k  rozvoji akutní hemolytické krize. 
Naopak G6PD varianty, které jsou charakterizovány 
velmi nízkou aktivitou G6PD (< 1 %), jsou spojeny 
s chronickou HNSHA [34]. Typickým morfologickým 
znakem deficitu G6PD je výskyt Heinzových tělísek. 
Vznikají v důsledku precipitace hemoglobinu (oxidač-
ní stres) a projevují se vznikem insolubilních tělísek 
na okrajích erytrocytu [36]. 
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Glutathionreduktáza (GR) katalyzuje přeměnu oxi-
dované formy glutathionu na redukovanou. Společně 
s G6PD patří ke klíčovým enzymům ochranného me-
chanismu erytrocytu. Poprvé byl deficit GR popsán 
v roce 1976. Je to autozomálně recesivní onemocnění, 
které je způsobeno převážně jednobodovými mutacemi 
vedoucími k záměně aminokyseliny nebo vzniku stop 
kodonu. Klinické příznaky jsou shodné s  deficitem 
G6PD tj. hemolytická krize vyvolaná léky nebo poži-
tím bobů Vicia faba, popř. novorozenecká žloutenka 
[37]. Glutathion (GSH) je v erytrocytech syntetizován 
z  cysteinu, glutaminu a  glycinu ve dvoustupňovém 
procesu katalyzovaném γ-glutamylcysteinsyntetázy 
(γ-GCS) a glutathionsyntetázy (GS). Jejich deficit sni-
žuje obsah buněčného GSH a tím zvyšují citlivost buněk 
vůči oxidativnímu stresu. Poruchy těchto enzymů jsou 
velmi vzácné. Doposud bylo popsáno pouze 50 rodin 
s  deficitem GS a  12 rodin s  deficitem γ-GCS. Kromě 
akutních hemolytických krizí se může deficit projevit 
i poruchami nehematologického charakteru, jako jsou 
mentální retardace (deficit γ-GCS) a  5-oxyprolinurie 
(deficit GS) [38].

Enzymopatie metabolismu nukleotidů
Erytrocyty patří k buňkám s vysokým energetickým 

obratem. Ve zralém erytrocytu jsou více než v  97 %  
zastoupeny deriváty adeninu (AMP, ADP, ATP) [9]. 
To je zajištěno díky pyrimidin-5´-nukleotidáze (P5N), 
která během diferenciace erytrocytu umožňuje  

degradaci ribozomální 
RNA, čímž se snižuje kon- 
centrace pyrimidinových 
nukleotidů [8].
Deficit P5N patří k 3. nej- 
častější enzymopatii spo-
jené s HNSHA, postižení 
jedinci vykazují mírnou 
až těžkou chronickou HA, 
splenomegalii a žlouten-
ku. Deficit nebo snížená 
funkce P5N způsobí zvý-
šení koncentrace pyri-
midinových nukleotidů, 
které následně v  buňce 
precipitují ve formě ne-
rozpustných agregátů, 
které jsou viditelné jako 
bazofilní tečkování na 
nátěru periferní krve [39]. 
Mechanismus rozvoje HA 
v  důsledku akumulace 
pyrimidinových nukleo-

tidů není znám. Nicméně nedávné studie prokázaly, 
že v důsledku deficitu dochází ke změně koncentrace 
GSH a transketolázy a aktivity ribóza-fosfátpyrofosfo-
kinázy [40, 41].

LABORATORNÍ DIAGNOSTIKA A LÉČBA
Erytrocytární enzymopatie jsou spojeny s normo-

cytární/lehce makrocytární normochromní anémií 
a obecnými znaky hemolýzy, tj. zvýšená koncentrace 
nekonjugovaného bilirubinu a laktátdehydrogenázy 
či sníženou koncentrací haptoglobinu a zvýšeným až 
vysokým počtem retikulocytů [42]. Kromě výrazného 
bazofilního tečkování v případě deficitu P5N a výsky-
tu Heinzových tělísek souvisejících s deficitem G6PD 
a GR, neexistují žádné specifické morfologické znaky 
charakterizující enzymopatie [34, 39]. Testy tepelné 
stability, testy autohemolýzy, kryohemolýzy a testy 
osmotické rezistence bývají v  případě enzymopatií 
negativní. Základní diferenciální diagnostika může 
pouze podpořit/vyloučit podezření na enzymový de-
ficit; není však schopna rozlišit jednotlivé enzymové 
defekty (obr. 2).

V současné době existuje řada kvantitativních nebo 
semikvantitativních screeningových testů pro stano-
vení deficitu G6PD a PK. Tyto testy jsou založeny na 
přímém/nepřímém detekování a/nebo kvantifikaci 
NADPH/NADH produkovaného G6PD, resp. PK [36]. 
Přestože jsou tyto testy obvykle rychlé a  levné, jsou 
schopny rozpoznat pouze nejčastější enzymové defekty.

Obr. 2. Diferenciální diagnostika vrozených nesférocytárních hemolytických anémií
Základní diferenciální diagnostika může pouze podpořit/vyloučit podezření na enzymový deficit, není však 
schopna rozlišit jednotlivé enzymové defekty, které umožní rozlišit až biochemické analýzy.
N – normální; ↓ – snížený; ↑ – zvýšený; XLSA – sideroblastická anémie s dědičností vázanou na chromozom 
X; α-tal. – α-talasemie minor; β-tal. – β-talasemie minor; IRIDA – „iron refractory iron deficiency anemia“ tzv. 
anémie z nedostatku železa, která nereaguje na léčbu železem; DMT1 def. – anémie způsobená mutací v genu 
pro transmembránový transportér železa DMT1; SB – sideroblasty; HbA2 – varianta hemoglobinu dospělého typu 
skládající se z alfa a delta řetězců; HbF – fetální hemoglobin; Fe – železo,  Hb – hemoglobin; MCV – střední objem 
erytrocytu; HbF – fetální hemoglobin; LDH – laktátdehydrogenáza.
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Jedním z klasických přístupů, který dokáže odhalit 
i  vzácné enzymopatie, je přímé stanovení aktivity 
erytrocytárních enzymů pomocí ultrafialové spektro-
skopie, které se však provádí jen v některých speciali-
zovaných laboratořích, mezi které patří i olomoucké 
pracoviště. Na základě specifické reakce, charakteri-
stické pro daný enzym a jeho substrát (NAD+, NADP+, 
NADH, NADPH), je kontinuálně sledován nárůst  
(či pokles) absorbance v čase. Specifická aktivita kon-
krétního enzymu je pak vyjádřena jako U/g Hb [1]. I přes 
řadu výhod (vysoká citlivost a vysoká specifičnost) má 
tato metoda řadu úskalí, které mohou ovlivnit výsled-
ky a jejich interpretaci. Enzymová aktivita může být 
ovlivněna faktory, jako jsou:
1. �podmínky skladování a  přepravy vzorků krve  

(tj. stabilita enzymů in vitro),
2. �nedostatečná separace leukocytů a krevních destiček 

(leukocyty a krevní destičky mohou zvyšovat speci-
fickou aktivitu),

3. �krevní transfuze (vzorek krve může obsahovat ery-
trocyty dárce),

4. �věk pacienta (exprese mnoha enzymů je závislá na 
věku) a

5. �zvýšený počet retikulocytů (u  mladých erytrocytů 
je aktivita řady enzymů např. HK, PK, G6PD a P5N 
vyšší). V případě vysokého počtu retikulocytů může 
jakýkoliv defektní enzym vykazovat normální, nebo 
dokonce zvýšenou in vitro aktivitu [1, 2]. 
V případě deficitu erytrocytárních enzymů u nosičů 

homozygotní mutace je pokles specifické aktivity pod  
25 %.Samotný průkaz snížení specifické aktivity daného 
enzymu ovšem nestačí k určení diagnózy. Ta musí být 
potvrzena následně na molekulárně-genetické úrovni, 
a  to prokázáním kauzální mutace genu kódujícího 
příslušný enzym. 

V současné době neexistuje specifická léčba pro jed-
notlivé typy enzymových defektů. U pacientů s těžkou 
a chronickou HA je léčba založena na transfuzích ery-
trocytární masy a chelatační terapii regulující množství 
ukládaného železa v  organismu. V  případě deficitu 
GPI, PK, PGK a P5N může být přínosná splenektomie. 
Terapeutický efekt je však variabilní a obtížně předvída-
telný. Indrák et al. popsali fenotyp 2 mladých nepříbuz-
ných žen s deficitem PK, kterým byla v raném dětství 
provedena splenektomie pro těžkou HA. Splenektomie 
sice vedla ke zvýšení hladiny Hb, paradoxně však došlo 
i  k  nárustu počtu retikulocytů. Pacientky měly pře-
trvávající těžkou chudokrevnost, avšak bez potřeby 
transfuzní léčby s hodnotami hemoglobinu kolem 75 g/l,  
s počtem erytrocytů kolem 1,5–1,9 x 1012/l a s nápadnou 
retikulocytózou kolem 70 %. Transfuzi dostaly obě ne-
mocné jen po porodu, který u obou proběhl bez kom-

plikací [43]. U deficitu enzymů podílející se na ochraně 
erytrocytu proti ROS (např. G6PD nebo GR), je nutné 
minimalizovat příjem léků s  oxidačními účinky [5]. 
Určitou naději na úspěšnou léčbu v případě závažných 
deficitů je transplantace kostní dřeně. Ačkoliv tato 
terapie byla využita u pacientů s PK popř. HK, jedná 
se stále spíše o experimentální terapii, která s sebou 
nese řadu vedlejších efektů. Nedávno byla představena 
nová terapie deficitu PK, přípravky AG–348 a AG–519, 
které působí jako aktivátory mutantní PK zvyšující hla-
dinu ATP. Ačkoliv studie nebyla doposud dokončena, 
předběžné výsledky ukazují rychlý nárůst a stabilizaci 
hladiny Hb [44, 45].

ENZYMOPATIE V ČESKÉ 
A SLOVENSKÉ POPULACI

Na základě spolupráce se zahraničními laboratoře-
mi byl deficit G6PD a PK v české a slovenské populaci 
diagnostikován již v 80. a 90. letech minulého století. 
V případě deficitu G6PD byly popsány varianty – G6PD 
Praha, G6PD Olomouc a  G6PD Varnsdorf. V  případě 
G6PD Varnsdorf se jednalo o  vůbec první popsanou 
intronovou mutaci G6PD genu [35]. Molekulární ana-
lýzy genu kódující PK u českých a slovenských nemoc- 
ných odhalily mutace p.(Arg510Gln), p.(Arg498His), 
p.(Arg532Trp), p.(Ser332Gly) a  p.(Arg486Trp) [46]. 
Později, již naší skupinou, byl v ČR popsán případ zís-
kaného parciálního deficitu GR vyskytujícího se společně 
s nestabilní hemoglobinovou variantou Hb Haná [47].

Absence vhodné diagnostické metody komplikovala 
diagnostiku erytrocytárních enzymopatií v ČR, a do-
nedávna tak byla diagnostika těchto poruch založena 
pouze na vyloučení ostatních příčin vedoucích k HA.

Od roku 2013 se naše laboratoř zabývá metodou pří-
mého stanovení aktivity enzymů s následným genetic-
kým vyšetřením u pacientů se suspektní enzymopatií. 
V současné době jsme jedinou specializovanou labora-
toří zabývající se touto diagnostikou v České republice, 
respektive ve střední Evropě. 

Doposud byl deficit PK diagnostikován u 12 pacien-
tů. Klinický obraz vyšetřovaných pacientů byl velmi 
variabilní. Vyskytovali se jedinci jak s  lehkou plně 
kompenzovanou HA bez známky anémie, tak pacienti 
s těžkou hemolýzou s nutností podávání pravidelných 
transfuzí a  rozvojem sekundární hemochromatózy 
(Hb: 65–121 g/l, retikulocyty: 2–81 %, bilirubin: 33–172 
μM, feritin: 16–2000 μg/l). Stanovená aktivita PK od-
povídala ve většině případů 30 % hodnoty normálních 
kontrol. Na základě molekulárně-genetické analýzy 
bylo identifikováno 11 mutací. Opakovaně byly dete-
kovány již výše uvedené mutace p.(Arg510Gln), p.(Ar-
g498His), p.(Arg532Trp), p.(Ser332Gly) a p.(Arg486Trp). 
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Současně však byl zaznamenán výskyt mutací, které do- 
posud nebyly v  české a  slovenské populaci popsány 
p.(Arg116-Lys117delinsGlnHisCys), p.(Gly275Arg), 
p.(Ala154Thr) a c.1618+1delG. Navíc v případě mutace 
p.(Asp293Val) a p.(Arg518Leufs*12) jde o prioritně popsa-
né mutace [48]. Deficit G6PD byl prokázán u 9 pacien-
tů. Celkem bylo detekováno 8 mutací – p.(Asp282His), 
p.(Thr336Ala), p.(Phe381Leu), p.(Phe216Tyr),  
p.(Ser188Phe), p.(Met159Ile), p.(Val68Met), p.(Asn126Asp),  
z  nichž pouze mutace p.(Phe216Tyr) nebyla doposud 
v literatuře popsána. Ve vyšetřovaném souboru paci-
entů byl výskyt chronické hemolýzy (Hb: 100–133 g/l, 
retikulocyty: 7,5–17,8 %) popsán u 4 jedinců (ve všech 
případech se jednalo o muže/hemizygoty) s mutacemi: 
p.(Phe216Tyr), p.(Phe381Leu) – G6PD Olomouc a  p.
(Thr336Ala) – G6PD Torun. Aktivita G6PD v těchto pří-
padech nepřekročila 10 % kontrolních hodnot. Vzácně 
byl deficit G6PD diagnostikován i u dvou žen. Aktivita 
G6PD se pohybovala na úrovni 30–50 % kontrolních 
hodnot. V  obou případech byl deficit G6PD spojen 
i  s  jinými poruchami. V  prvním případě se jednalo 
o kombinaci deficitu G6PD (dvojitě heterozygotní mu-
tace p.(Val68Met)/p.(Asn126Asp)) a abnormální hemo-
globinové varianty HbS. Ve druhém případě byl deficit 
G6PD, homozygotní mutace p.(Met159Ile) – G6PD Gond, 
doprovázen parciálním deficitem HK (heterozygotní 
mutace p.(Arg93Gln)). Zajímavý byl klinický projev 
tohoto deficitu, kdy pacientka trpěla pouze mírnou 
methemoglobinemií (6–11 %) bez známek hemolýzy. 

Poprvé byl v české a slovenské populaci zaznamenán 
výskyt vzácnějších defektů – deficit GPI a HK. Deficit 
GPI byl diagnostikován u 3 pacientů ze dvou nepříbuz-
ných rodin. Molekulární analýza odhalila doposud 
nepopsané mutace p.(Ser160Pro) a p.(Arg472Cys) v GPI 
genu. Enzymový deficit (aktivita odpovídající 10–20 % 
kontrolních hodnot) byl charakterizován těžkou mak-
rocytární anémií (Hb: 86–101 g/l, retikulocyty: 16–46 %,  
MCV: 119–136 fl) s  nutností pravidelných transfuzí 
(před splenektomii) a  dysplazií erytroidních prekur-
zorů (koincidence vrozené dyserytropoetické anémie 
byla molekulárními analýzami vyloučena). Současně 
u všech pacientů bylo prokázáno přetížení železem [49]. 
Deficit HK byl popsán u chlapce s těžkou HA závislou 
na transfuzích. Dítě pochází z příbuzenského vztahu 
rodičů (sestřenice a bratranec), těhotenství bylo bez-
problémové a porod proběhl císařským řezem. Těžká 
anémie se projevila ihned po narození (erytrocyty: 1,77 
x 1012/l, Hb: 77 g/l, MCV: 145,7 fl, retikulocyty: 99 %, bili-
rubin: 170 µM). Ve věku 8 měsíců byl závislý na transfu-
zích (erytrocyty: 2,40 x 1012/l, Hb: 74 g/l, MCV: 83,9 fl,  
retikulocyty: 6,3 %, bilirubin: 120 µM), vykazoval re-
tardaci v  psychomotorickém vývoji a  byla u  něj dia-

gnostikována sekundární epilepsie. Hemoglobinopatie 
a  membránové poruchy byly vyloučeny. Enzymová 
analýza prokázala snížení specifické aktivity HK pod 50 
% kontrolních hodnot. Následná molekulární analýza 
potvrdila přítomnost homozygotní mutace c.278G>A   
v 3. exonu HK1 genu vedoucí k záměně p.Arg93Gln; oba 
rodiče pacienta jsou heterozygoty pro tuto mutaci. Je 
zajímavé, že tato mutace byla v heterozygotní formě 
identifikována i u další pacientky, která (jak už bylo 
výše zmíněno) byla současně nositelkou G6PD varian-
ty G6PD Gond. Další případ parciálního deficitu HK 
(heterozygotní mutace) byl popsán u pacientky s intro- 
novou mutací c.493-1G>A v HK1 genu. Deficit HK byl 
v  tomto případě charakterizován mírnou hemolýzou 
a retikulocytózou (erytrocyty: 4,25 x 1012/l, Hb: 135 g/l, 
retikulocyty: 3,1 %, bilirubin: 100 µM). Reziduální 
aktivita HK byla pod úrovní 50 % kontrolních hodnot. 
Ačkoliv jsou tyto parciální deficity laboratorně deteko-
vatelné, většina heterozygotních mutací není spojena 
s klinickými příznaky. U této pacientky byl závažnější 
klinický projev pravděpodobně způsoben Gilbertovým 
syndromem [28].

ZÁVĚR
Od roku 2013, kdy se naše laboratoř zabývá metodou 

přímého stanovení aktivity erytrocytárních enzymů 
s  následným genetickým vyšetřením u  pacientů se 
suspektní enzymopatií, se nám podařilo diagnostikovat 
enzymový deficit u  24 pacientů. Vedle nejčastějších 
deficitů G6PD a PK (9 a 12 případů), byly identifiková-
ny 2 rodiny s deficitem GPI a 1 rodina s velmi vzácným 
deficitem HK. Biochemická a  molekulární analýza 
jednotlivých defektů erytrocytárních enzymů přispívá 
nejen ke zdokonalení diagnostiky a  zpřesnění léčeb-
ných přístupů u postižených jedinců, ale i k lepšímu 
pochopení patofyziologie této skupiny onemocnění.

Zkratky
ADA	 –	 adenosindeamináza
AK	 –	 adenylátkináza
ALD	 –	 aldoláza
AMP	 –	 adenosinmonofosfát
ATP	  –	 adenosintrifosfát
G6PD	  –	 glukóza-6-fosfátdehydrogenáza
GPI	 –	 glukóza-6-fosfátizomeráza
GR	 –	 glutathionreduktáza
GS	 –	 glutathionsyntetáza
GSH	  –	 redukovaný glutathion
GSSG	 –	 oxidovaná forma glutathionu
GTP	 –	 guanosintrifosfát
HA	 –	 hemolytická anémie

VROZENÉ ERYTROCYTÁRNÍ ENZYMOPATIE
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Hb	 –	 hemoglobin
HK	 –	 hexokináza
HNSHA	 –	 vrozená nesférocytární hemolytická anémie
MCV	 –	 střední objem erytrocytů
NAD	 –	 nikotinamidadenindinukleotid
NADH	 –	� nikotinamidadenindinukleotid  

(redukovaný)
NADP	 –	 nikotinamidadenindinukleotidfosfát
NADPH	 –	� nikotinamidadenindinukleotidfosfát  

(redukovaný)
PP	 –	 pentózafosfátová dráha
P5N	  –	 pyrimidin-5´-nukleotidáza
PFK	 –	 fosfofruktokináza
PGK	 –	 fosfoglycerátkináza
PK	 –	 pyruvátkináza
ROS	 –	 reaktivní kyslíkové radikály
TPI	  –	 triózafosfátizomeráza
γ-GCS	 –	 γ-glutamylcysteinsyntetázy
GS	 –	 glutathionsyntetáza
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