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POVZETEK

Stevilo retikulocitov je parameter, ki odseva eritropoezno aktivnost kostnega mozga.
Uporaben je pri dolo¢anju vzroka in vrste anemije, ter pri spremljanju odgovora kostnega
mozga na terapijo, vendar je pri hudo anemicnih bolnikih lahko zavajajo¢. Zato pa sintezni
retikulocitni indeks (RPI) korigira Stevilo retikulocitov glede na Stevilo eritrocitov in poleg
korekcije hematokrita uposteva tudi podaljSan ¢as dozorevanja retikulocitov, kar nakazuje

na to, da bi bil lahko bolj primeren pokazatelj aktivnosti kostnega mozga.

V diplomski nalogi smo ugotavljali, kako izracunan RPI pokaZze aktivnost kostnega mozga.
Pogledali smo, kakSen je ta parameter glede na potek in vrsto anemije, ter kaksna je
korelacija med tem parametrom in Stevilom retikulocitov. V analizo smo vkljucili 478
anemicnih bolnikov, ki so bili na zdravljenju v Univerzitetnem klinicnem centru Ljubljana
od oktobra do decembra 2009. Razdelili smo jih v 2 skupini, in sicer na dializne in
hematoloske bolnike. V skupino dializnih bolnikov smo vkljucili 350 preiskovancev, v
skupino hematoloskih bolnikov pa 128. Kontrolno skupino je sestavljalo 262 $portnikov.
Analizo so opravili v Univerzitetnem klini¢cnem centru Ljubljana. Vsem preiskovancem so
v serumu izmerili naslednje parametre: hemoglobin (Hb), hematokrit (Ht), povprecen
volumen eritrocitov (MCV), $tevil¢no koncentracijo retikulocitov, delez retikulocitov in
Steviléno koncentracijo eritrocitov. Iz teh podatkov smo nato izracunali povpreéne RPI

vrednosti za posamezne skupine.

S korelacijsko analizo po Spearmanu smo ugotovili, da med RPI in Stevilom retikulocitov
obstaja statisticno znacilna mocna pozitivna povezanost v vseh treh skupinah. Vecji kot je
RPI, vecja je aktivnost kostnega mozga. Na osnovi nasih rezultatov lahko sklepamo, da je

RPI dober pokazatelj aktivnosti kostnega mozga.
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ABSTRACT

Reticulocyte count is parameter that reflects erythropoetic activity of the bone marrow and
is useful in anemia diagnosis and in monitoring effectivness of therapy, but it can be
missleading in severe anemic patients. Reticulocyte production index (RPI) corrects the
reticulocyte count for both hematokrit and prolonged maturation time of reticulocytes in

the peripheral blood, that is why it is more adequate indicator of bone marrow activity.

In our research we were assessing how calculated RPI shows the bone marrow activity,
what is this parameter like regarding to type of anemia, and what is the correlation between
RPI and reticulocyte count. We included in our research 478 anemic pacients that were
admitted to Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana from october to december 2009. We
divided them into 2 groups, pacients on dialysis and hematological pacients. There were
350 patients in the group of dialysis and 128 in hematological group. In the control group
there were 262 athlets. The studies were performed in Univerzitetni klini¢ni center
Ljubljana. All the pacients were taken measurements of these parameters: hemoglobin
(Hb), hematocrit (Ht), mean corpuscolar volume of erythrocytes (MCV), reticulocyte

count, % reticulocyte and erythrocyte count. We used these data to calculate RPI for every

group.

We concluded with Spearman's correlacional analysis that there is statistically strong
positive significance between RPI and reticulocyte count in all 3 groups. The higher the
RPI is, the higher is bone marrow activity. On basis of our results we can conclude, that

RPI is a good indicator of bone marrow activity.
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SEZNAM OKRAJSAV

DNK - deoksiribonukleinska kislina

ERC — eritrociti

Hb — hemoglobin

Ht — hematokrit

1.m. — intramuskularno

MCH - povprecna koli¢ina hemoglobina v eritrocitih
MCHC - povprecna koncentracija hemoglobina v eritrocitih
MCV — povprecni volumen eritrocitov

RDW - koeficient variacije volumna eritrocitov

RET - retikulociti

RNK - ribonukleinska kislina

RPI — sintezni retikulocitni indeks

STR — serumski transferinski receptorji

TIBC — totalna vezavna kapaciteta zeleza
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1 UVOD

1.1 ERITROPOEZA

Eritropoeza je proces, pri katerem nastajajo eritrociti. Njihovo nastajanje stimulira hormon
eritropoetin, ki se izloCa iz ledvic, kadar v krvi pade parcialni tlak kisika. Pri nastajanju
eritrocitov gre za dva procesa, ki potekata hkrati: delitev (proliferacija) in dozorevanje

(diferenciacija).

Razvoj se zacne v kostnem mozgu s pluripotentno mati¢no celico, ki se razvije v
multipotentno maticno celico mieloi¢ne vrste, ta pa dozoreva v mati¢ne celice, ki so
usmerjene v doloceno vrsto krvnih celic. Iz mati¢nih celic usmerjenih v rdeco vrsto
nastajajo predhodniki eritrocitov — eritroblasti. Med dozorevanjem eritroblastov opazimo
manjSanje celice, izgubo jedrca, spremembo razmerja jedro/citoplazma, zgoscevanje
kromatina v grude ter dozorevanje citoplazme, ki zaradi sinteze hemoglobina (Hb) postaja
vse bolj acidofilna. Ko eritroblasti izlo¢ijo jedro, nastanejo nezreli eritrociti, ki jih
imenujemo retikulociti (slika 1). Ti so nekoliko vecji kot eritrociti in Se vedno vsebujejo
ostanke RNA. Retikulociti Se nekaj ¢asa ostanejo v kostnem mozgu, nato pa se izplavljajo
v kri, kjer v priblizno 24 urah izgubijo RNA in dozorijo v eritrocite (1). Zrel eritrocit
prezivi v obtoku priblizno 120 dni. Makrofagi vranice, jeter in kostnega mozga iz obtoka
vsakodnevno odstranijo priblizno 0,8% vseh eritrocitov. Ti se sproti nadomescajo z novimi

eritrociti, razen Ce pride do motenj eritropoeze, te pa se kazejo kot anemija (2).

bazofilni " - s
polikromatiéni  ortokromaticni cetilatlocit

crh_n.}blast eritroblast eritroblast
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V> @ @000
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Slika 1: Dozorevanje celic rdece vrste



1.2 ANEMIJE

Po temeljni opredelitvi pomeni anemija zmanjSano kapaciteto volumske enote krvi za
prenos kisika, kar je lahko posledica zmanjSane koncentracije funkcionalnega hemoglobina
(Hb) ali zmanjSane koncentracije normalnih eritrocitov v krvi. Anemija sama po sebi ni
bolezen, temve¢ bolezenski znak, ki kaze na prisotnost neke motnje, ki je povzrocila

anemijo (3).

Zaradi nezadostne oskrbe tkiv s kisikom, se pojavijo razlicni nespecificni simptomi:
splosna slabost, utrujenost, omoti¢nost, vrtoglavica, bledica, glavobol, slaba koncentracija.
Simptomi akutne anemije s priblizno enako koncentracijo Hb v krvi so izrazitejSi kot
simptomi kroni¢ne anemije, pri kateri so se ze razvili kompenzacijski mehanizmi. Tako
lahko bolniki s kronicnimi anemijami ostanejo asimptomatski. Kompenzacijski
mehanizmi, ki jih aktivira hipoksija, povzro€ijo tahikardijo, poveca se minutni volumen
srca, sréna miSica hipertrofira, pokazejo se znaki razvoja ateroskleroze (angina pektoris).
Ob hudih anemijah bolniki cutijo palpitacije Ze ob mirovanju, sicer pa Ze ob blagem
naporu. Taks$no stanje lahko vodi v sr¢no popusCanje zaradi pretirane obremenitve sréne
misice. Sicer pa so simptomi odvisni tudi od vzrokov za razvoj anemije, saj je le-ta

predvsem posledica drugih bolezni (3,4,5,6).

Vzroki za nastanek anemij so razlicni:
e pomanjkljivo nastajanje eritrocitov ali Hb (bolezni kostnega mozga, kemoterapija,
pomanjkanje zeleza, vitamina B12, folne kisline)
e krvavitve

e pospeseno propadanje eritrocitov (hemoliza)

Normalna koncentracija Hb za moske je 140-180 g/L, za Zenske pa 120-160 g/L. Glede na
koncentracijo Hb lahko ocenimo stopnjo anemije:

e blaga anemija (>100 g Hb/L)

e srednje huda anemija (70-100 g Hb/L)

e huda anemija (< 70 g Hb/L) (1)



Po koncentraciji Hb v eritrocitu lo¢imo hipokromne (koncentracija Hb v eritrocitu je
manjsa od normalne) in normokromne anemije (koncentracija Hb v eritrocitu je normalna).
Glede na povprecni volumen eritrocitov (MCV) pa razdelimo anemije v makrocitne,
normocitne in mikrocitne. O anozocitozi govorimo, kadar so velikosti eritrocitov zelo

razli¢ne (4).

1.2.1 MIKROCITNE ANEMIJE

O mikrocitni anemiji govorimo, kadar je povprecni volumen eritrocitov v krvi manjsi od
81 fL, zniZana je tudi povprecna koli¢ina Hb, medtem ko se povprec¢na koncentracija Hb v
eritrocitih zniza le pri hudih anemijah (5). Ce je sinteza Hb motena, se celice eritroblastov
veckrat delijo (4), z vsako delitvijo pa se velikost eritroblasta zmanj$a. Tako nastanejo
eritrociti, ki so manjs$i kot normalno in vsebujejo manj Hb — hipokromi eritrociti. Vzroki za
nastanek mikrocitne anemije so lahko:

e pomanjkanje Zeleza (sideropeni¢na anemija)

e motnje v izkori§¢anju zeleza (sideroblastna anemija)

e nezadostna sinteza polipeptidnih verig (talasemije) (5)

SIDEROPENICNA ANEMIJA

Sideropenic¢na anemija oz. anemija zaradi pomanjkanja zeleza je med vsemi najpogostejsa.
Pojavlja se pri ljudeh vseh starosti in razli¢nega socialnega polozaja, pogostejSa pa je pri
mladini in Zenskah v rodni dobi (1). Zelezo je esencialni element, ki sodeluje v sintezi Hb.
Ce se zaradi neuravnane presnove izpraznijo zaloge Zeleza v telesu, se zmanjsa sinteza Hb

in se postopoma razvije mikrocitna hipokromna anemija.

Z normalno prehrano obic¢ajno zauzijemo dovolj Zeleza, zato neustrezna prehrana ni glavni
vzrok sideropeni¢nih anemij (4). Najpogosteje se anemija pojavi zaradi povecane izgube
zeleza zaradi kroni¢nih krvavitev, mocnih menstruacij pri zenskah v rodni dobi,
ginekoloskih krvavitev zaradi bolezni (tumor), krvavitev v prebavnem traktu, ki so lahko
posledica ulkusa, polipov, hemeroidov, hiatalnih hernij, vnetij ali nekaterih zdravil
(salicilati, glukokortikoidi) (1). Slaba absorpcija zeleza iz hrane je lahko vzrok nastanka
anemije predvsem pri bolnikih z atroficnim gastritisom ali celiakijo (5). V nosecnosti in v

obdobju rasti pa se anemija lahko razvije zaradi povecanih potreb po Zelezu (4).



SIDEROBLASTNA ANEMIJA

Sideroblastne anemije so skupina anemij, pri katerih se v kostnem mozgu pojavijo
prstanasti sideroblasti, znacilno pa je tudi kopicenje zeleza v telesu. Zaradi motenj v sintezi
hema se Zelezo nabira v mitohondrijih normoblastov, predvsem okoli jedra, sicer pa so
celice kostnega mozga normalne. Zaradi neucinkovite eritropoeze je zeleza v telesu prevec,
lahko se razvije hemokromatoza, zlasti ¢e pacient dobiva transfuzije krvi. Anemija je
normokromna in normocitna ali, v huj$ih primerih, hipokromna mikrocitna. Bolezen je
lahko podedovana ali pridobljena. Pri podedovani sideroblastni anemiji je motena sinteza
porfirina zaradi pomanjkanja encima sintetaze y-aminolevulinske kisline ali pa primanjkuje
piridoksalfosfata, koencima pri sintezi y-aminolevulinske kisline (4). Tako je motena

sinteza hema, ki sestavlja hemoglobin.

Sideroblastna anemija lahko spremlja malignome, npr. melanome in karcinomske
metastaze in je lahko posledica pomanjkanja vitamina B¢ zaradi prehitre porabe v
neoplasti¢nih celicah. Pojavi se tudi pri zastrupitvah s svincem in pri alkoholikih. Svinec
inaktivira sulfhidrilne skupine encima, ki sodeluje v sintezi hema in povzro¢a hemolizo,
ker neposredno okvarja membrano eritrocita. Pri alkoholikih pa je zavrta sprememba
piridoksina v piridoksalfosfat zaradi oksidacije etanola, zato pride do motenj v sintezi

hema (4).

TALASEMIJE

Pri talasemijah gre za podedovano nezadostno tvorbo sicer normalnih verig globina. Zaradi
neusklajene tvorbe verig, je ena od verig v presezku. Posledica je obarjanje v eritrocitu v
obliki vkljucenih Heinzovih telesc, ki poskodujejo membrano eritrocitov, kar vodi v
hemolizo. Celice pogosto odmrejo Ze v kostnem mozgu. Poznamo ve¢ vrst talasemij. Pri
talasemiji o je zmanjSano nastajanje o verig globina, pri B talasemijah pa B verig.

Talasemija o je razSirjena predvsem v juzni Aziji, talasemija B pa v Sredozemlju (4,1).

1.2.2 MAKROCITNE ANEMIJE

Pri makrocitnih anemijah je povprecni volumen eritrocita vecji od 94 fL. Delitve

eritroblastov so manj Stevilne in trajajo dlje. Dozorevanje jedra zaostaja za citoplazmo. Pri

tem sinteza Hb ni okrnjena (5).



MEGALOBLASTNE ANEMIJE

Megaloblastna anemija je vedno makrocitna. Glavna znacilnost so spremenjeni eritroblasti
v kostnem mozgu, po katerih je dobila ime — megaloblasti. Ti nastanejo zaradi motnje v
sintezi DNA. Prizadete so predvsem celice, ki se hitreje in bolj obnavljajo. Sem sodijo
nezrele krvne celice v kostnem mozgu. Med temi je najbolj prizadeta rdeca celicna vrsta
(eritroblasti). Generacijski Cas teh celic je povecan, zato imajo te celice vecji volumen
citoplazme kot sicer, razvoj jedra pa je moten (1). Najveckrat takSne motnje nastanejo pri
pomanjkanju vitamina B12, folatov ali obeh. Redkeje je razlog zdravljenje z nekaterimi

citostatiki — antagonisti folne kisline (metotreksat, ametopterin).

Glavna naloga folne kisline je sinteza purinov in timina, ki sta nujno potrebna za sintezo
DNA. Nas organizem folne kisline ne more sintetizirati, zato jo moramo vnesti s hrano
(400 pg/dan). Prisotna je predvsem v rastlinski hrani, vendar se med kuhanjem unici, kar je
glavni razlog za pomanjkanje folatov. Poleg tega pride do pomanjkanja folatov zaradi
povecanih potreb (nosecnice, otroci, bolniki s kronicno hemodializo in malignimi
tvorbami) ali zmanjSane absorpcije folatov (celiakija, nekatera zdravila) (5). Najpogoste;jsi
bolniki so kroni¢ni alkoholiki, predvsem zaradi pomanjkljive prehrane, poleg tega pa

alkohol ovira absorpcijo folatov in suprimira kostni mozeg (7).

Vitamin B12 ravno tako sodeluje pri sintezi DNA, zato njegovo pomanjkanje povzroci
podobno motnjo kot pomanjkanje folne kisline (3). Nezadostne koli¢ine vitamina B12 v
hrani so le malokdaj vzrok megaloblastne anemije, ker zaloge v telesu zadostujejo za vec
let. Do pomanjkanja vitamina B12 najpogosteje pride zaradi zmanjSane absorpcije, ki je
lahko posledica bolezni tankega Crevesa ali pomanjkanja intrinzi¢nega faktorja, ki je nujen
za absorpcijo vitamina. Megaloblastno anemijo zaradi pomanjkanja intrinzi¢nega faktorja
imenujemo perniciozna anemija. Gre za avtoimunsko motnjo, pri kateri se tvorijo
protitelesa proti intrinziénem faktorju oz. parietalnim celicam, ki ga proizvajajo. Poleg
motenj v hematopoezi in obnovi epitelijev so pomembne Se nevroloske motnje zaradi

pomanjkanja vitamina B12, ki prek demielizacije vodijo v propad nevronov.



1.2.3 NORMOCITNE ANEMIJE

Pri normocitnih anemijah je MCV normalen (81-94fL), prav tako vsebnost Hb. Glede na
Stevilo retikulocitov jih delimo na:
anemije z zmanjSanim Stevilom retikulocitov:
e anemija pri kroni¢nih boleznih
e aplasti¢na anemija
anemije s povecanim Stevilom retikulocitov:
e anemije ob akutni krvavitvi

e hemoliti¢ne anemije (5)

APLASTICNA ANEMIJA

Aplasticna anemija je posledica okvare pluripotentne maticne celice ali porusenega
mikrookolja v kostnem mozgu, ki onemogoci normalno obnavljanje in dozorevanje
maticne celice (1). Okvaro povzroci poskodba rdecega kostnega mozga, ki lahko nastane
zaradi inaktivacije funkcionalnih beljakovin in poskodb DNA (poskodbe z ionizirajoCimi
zarki) ali zaradi zmanjSane oz. zavrte sinteze RNA in DNA v celicah kostnega mozga
(zastrupitev z benzenom, uporaba citostatikov). Tak$na anemija pa je lahko tudi posledica
razmeroma redkih dednih motenj (Fanconijeva anemija). Hemopoeza v kostnem mozgu je
popolnoma ali zelo zavrta. Moteno je nastajanje vseh krvnih celic (pancitopenija), zato so
v krvni sliki levkopenija, trombocitopenija in anemija, kar vodi v ve¢jo moznost krvavitev
in infekcij. Znacilno je tudi zmanjSanje Stevila ali popolna odsotnost nezrelih eritrocitov —

retikulocitov v krvi (4,5).

Cista aplasti¢na anemija

Cista aplastitna anemija je posledica motene delitve in dozorevanja v rde¢o vrsto
usmerjenih mati¢nih celic, medtem ko granulociti in trombociti nastajajo normalno.
Nastane lahko pri popolnoma zdravih ljudeh, predvsem kot posledica okuzb (atipicna
pljucnica, infekcijska mononukleoza, mumps, virusni hepatitis), po jemanju nekaterih
zdravil (salicilati, kolhicin, kloramfenikol, sulfonamidi, cefalosporini), kot zaplet nekaterih
hemoliticnih anemij, predvsem podedovane sferocitoze, pri tumorju prizeljca,
avtoimunskih motnjah. Vzroki niso v celoti pojasnjeni, verjetno pa nastajajo protitelesa, ki

zavirajo eritropoezo, ker so usmerjena proti antigenu na eritroblastu. V krvni sliki ne



opazimo pancitopenije, razvije se le normocitna anemija z zmanjSanim Stevilom oz.
odsotnostjo retikulocitov. Eritrociti so normokromi. Pregled kostnega mozga pokaze

pomanjkanje proeritroblastov in naslednjih stopenj v razvoju eritrocita (4,1).

ANEMIJE PRI KRONICNIH BOLEZNIH

Anemija pri kroni¢ni bolezni je skupen klini¢ni sindrom, za katerega je znacilna zniZana
koncentracija Zeleza in skupna vezalna kapaciteta za Zelezo v serumu, dovolj pa je zalog
zeleza v kostnem mozgu. Razlogov za anemijo je vec. Pomembna je vloga citokinov, ki
lahko direktno vplivajo na eritrocitne prekurzorje, motijo metabolizem Zeleza ali delujejo
preko eritropoetina. Pri anemiji zaradi kroni¢ne bolezni ni primernega odgovora

eritropoetina na anemijo (7).

Anemije pri kroni¢nih vnetjih

Pri vnetju se iz monocitov in makrofagov sprosca interlevkin 1, ki zavre eritropoezo in
pospesi nastajanje apoferitina v makrofagih. V serumu se zniza koncentracija transferina in
zeleza, zviSa pa se koncentracija laktoferina, ki Zelezo prenasa v makrofage. Tako je v
makrofagih Zeleza preve¢, medtem ko ga eritroblasti v kostnem mozgu nimajo na
razpolago dovolj za sintezo Hb, Ceprav so zaloge Zeleza normalne ali celo povecane.
Zivljenjska doba novonastalih eritrocitov se $e dodatno zmanjga, kar je posledica povedane
fagocitne aktivnosti makrofagov. Odgovor kostnega mozga na anemijo je neustrezen
zaradi motnje v presnovi zeleza, zmanjSanega sproScanja eritropoetina in tvorbe

inhibitorjev eritropoeze (interferon B, v) (4,1).

Anemija pri kroni¢ni ledvi¢ni odpovedi

Ta vrsta anemije je predvsem posledica odpovedi endokrine funkcije ledvic. Zaradi
zmanjsane tvorbe eritropoetina, se zmanjsa sinteza in dozorevanje eritrocitov. Uremi¢ni
toksini (urea, kreatinin) Se dodatno zmanjSajo eritropoezo. Kroni¢na odpoved ledvic
poveca nagnjenost h krvavitvam v prebavila in secila, kar dodatno prispeva k nastanku

anemije. S hemodializo se izgublja kri, izlo¢ajo pa se tudi folati (5,1).



Anemija pri kroni¢nih jetrnih boleznih

Pri jetrnih boleznih je skrajSana zivljenjska doba eritrocitov zaradi povecanja koncentracije
lipidov v membrani (nastanejo tanki makrociti). Prisotne so tudi krvavitve in pomanjkanje
nekaterih vitaminov (B6, B12, folati) (7).

Anemija pri endokrinih boleznih

Anemije se lahko razvijejo tudi pri hormonskih motnjah, npr. pri hipotireozi imamo manj
tiroksina in s tem manjSe potrebe po kisiku, zaradi Cesar se zmanjSa aktivnost kostnega
mozga (4). Tudi pri pomanjkanju rastnega hormona, glukokortikoidov ali testosterona se
lahko razvije blaga anemija, ki po zdravljenju z nadomestnimi hormoni praviloma izzveni
(1).

Mieloftizicna anemija

Mieloftizi¢na anemija je posledica obsezne infiltracije rdecega kostnega mozga z rakastimi
celicami ali celicami druge vrste (vnetne celice, vezivo), kar spremeni zgradbo kostnega

mozga, moti razvoj krvnih celic in njihovo izplavljanje v kri (1).

HEMOLITICNE ANEMIJE
Hemoliticna anemija nastane, ko povecCana razgradnja eritrocitov prehiteva sprotno
pospeseno nastajanje. Nesorazmerje med razgrajevanjem in nastajanjem eritrocitov se
odraza v stopnji nastale anemije, v poveCani eritropoezi in z zveCanjem Stevila
retikulocitnih celic v periferni krvi. Vzrok povecanega razpadanja so spremembe v zgradbi
eritrocita (korpuskolarne anemije) ali spremembe izven eritrocita, ki okvarijo krvne celice
(ekstrakorpuskolarne anemije) (7). Korpuskolarne motnje so vec¢inoma podedovane:
e motnje v membrani ali citoskeletu eritrocita
0 dedna sferocitoza, -eliptocitoza, dedna piropoikilocitoza, kserocitoza,
hidrocitoza
e pomanjkanje nekaterih encimov v eritrocitu
0 piruvat kinaze, glukoza-6-fosfatne dehidrogenaze
e motnje v molekuli Hb

0 hemoglobinopatije

Vecina motenj zunaj eritrocita, ki povzrocajo hemolizo, je pridobljenih. Pojavijo se kot

samostojna bolezen ali posledica drugih bolezni.



Avtoimunske hemoliti¢ne anemije
so skupina hemoliticnih anemij pri katerih so prisotna protitelesa za antigene lastnih
eritrocitov (avtoprotitelesa).
Imunske ali avtoimunske hemoliticne anemije zaradi zdravil
Nekatera zdravila lahko povzroc¢ijo imunsko hemolizo sicer normalnih eritrocitov. Nacin
nastanka te vrste anemij ni enoten. Lahko nastanejo protitelesa za zdravilo, ki je kot hapten
vezano na neko beljakovino na eritrocitni membrani in povzrocijo hemolizo. Protitelesa
povzrocijo hemolizo le v prisotnosti zdravila (haptena). V drugem primeru se zdravilo veze
na beljakovino v plazmi (sestavljen antigen). Nastanejo protitelesa za sestavljen antigen.
Imunski kompleks (protitelo-antigen) se nespecificno veze na povrSino eritrocitov in
aktivira sestavine komplementa, ki povzro¢i hemolizo. Lahko pa se pod vplivom zdravila
pojavijo protitelesa za antigene lastnih eritrocitov (1).
Mehanske hemoliticne anemije
Do mehanske okvare eritrocitne membrane lahko pride pri:

e srénih napakah (aortne zaklopke, umetne zaklopke)

e stanjih s spremembami v arteriolah in prekapilarah (zaradi odlaganja fibrinskih

vlaken na povrsino zilic, kar mehansko poskoduje eritrocite)

e zdravih osebah po daljsi hoji ali teku (okvara eritrocitov v zilicah na podplatu)
Drugi vzroki za hemoliti¢ne anemije:

e zastrupitve z arzenom, svincem, bakrovimi solmi, klorati

e po pikih nekaterih zuzelk in ka¢

e po obseznih opeklinah

e pri nekaterih okuzbah (1)

ANEMIJA OB AKUTNI KRVAVITVI

Anemija se kmalu po razmeroma veliki akutni anemiji pojavi zaradi razred¢enja krvi ob
prestopu intersticijske tekocine v kapilare. Tako nastane normokroma normocitna anemija.
Ta se Se poveca, ko se zaradi zadrZevanja soli in vode v telesu volumen krvi normalizira,
saj se hitreje nadomesti volumen plazme kot celi¢ni elementi. Ce izguba krvi ni bila velika,
se bo anemija sCasoma popravila brez sprememb v obliki ali obarvanosti eritrocitov,

poveca se le Stevilo retikulocitov zaradi hitrejSega izplavljanja celic iz kostnega mozga (3).



1.3 DIAGNOSTIKA ANEM1J

Vzrok za anemijo lahko najdemo ze s fizi€nim pregledom, opazovanjem klini¢nih znakov
in anamnezo. Anamneza lahko pokaZe vzroke za anemije zaradi dednih nepravilnosti
(hemoliti¢na anemija, sferocitoza, talasemija). Nenaden pojav pancitopenije pri drugace
zdravih posameznikih lahko pojasnimo s pacientovo zgodovino, izpostavitvijo toksi¢nim
kemikalijam. Rasa je prav tako lahko pomemben znak, saj so Stevilne hemoglobinopatije in

dedna pomanjkanja encimov znacilna za doloceno raso (7,11).

Pacienta moramo podrobno izprasati o zacetku pojava simptomov, prehrambenih navadah,
pitju alkohola, o morebitni transfuziji, pregledamo stare izvide krvnih slik, smo pozorni na
simptome akutnih ali kroni¢nih bolezni, kot so izguba teze, vro€ina, nocno znojenje.
Nekateri znaki so znacilni za doloceno anemijo (11). Npr. pacienti s pomanjkanjem zeleza
imajo lomljive krhke nohte in lase, razgrade v ustnih kotih, pri makrocitni anemiji zaradi
pomanjkanja vitamina B12 ali folata pride do svetlo rumenega obarvanja koze in sluznic,

pacienti tezko pozirajo, pri hemoliti¢ni anemiji pa se lahko razvije zlatenica (2).

Ceprav fiziéni pregled in anamneza lahko kaZeta prisotnost anemije, je laboratorijska
dolocitev nujna za natan¢no diagnozo in zdravljenje anemije. Hematoloski laboratoriji

ponujajo vec¢ testov, ki so pomembni pri diagnozi anemije:

e krvna slika e haptoglobin

e oskrba z zelezom e hemosiderin

e pregled kostnega mozga e Hb v urinu/serumu
e dolocanje vitaminov B12, folata e Coombsov test

e Dbilirubin

1.3.1 KRVNA SLIKA

Kompletna krvna slika vkljucuje Steviléno koncentracijo eritrocitov, koncentracijo Hb, Ht,
povprecen volumen eritrocitov (MCV), povpre¢na koli¢ina Hb v eritrocitih (MCH),
povpre¢na koncentracija Hb v eritrocitih (MCHC), §tevil¢no koncentracijo trombocitov,

levkocitov, Stevilo retikulocitov, morfoloske lastnosti eritrocitov.
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Preglednica I: Referencne vrednosti hematoloskih testov

0 4,5-6,3 moski
eritrociti (x10°/L)
4,2-5.4 zenske
140-180 mogki
Hb (g/L)
120-160 zenske
0,40-0,54 moski
Ht
0,37-0,47 zenske
MCYV (fL) 81-94
MCH (pg) 26-32
MCHC (g/L) 310-350
retikulociti (x10°/L) 21-94
levkociti (x10°/L) 4-10
trombociti (x10°/L) 140-340

Koncentracija Hb predstavlja prvi parameter za oceno prisotnosti anemije. Za diagnozo
anemije moramo dobljene vrednosti Hb primerjati z referencnimi vrednostmi, ki so
odvisne od starosti in spola. Ce koncentracija Hb v krvi pri Zenskah pade pod 120 g/L oz.
pri moskih pod 130 g/L, je to resen znak za prisotnost anemije (preglednica 1). Normalne
vrednosti Hb in Ht so odvisne tudi od fizioloskih in okoljskih dejavnikov. Ljudje, ki Zivijo
na vi$ji nadmorski viSini in kadilci imajo normalno visje vrednosti Hb in Ht, kar moramo
upostevati pri diagnozi. Pri dolo¢anju koncentracije Hb v krvi moramo upostevati stanja,
kjer koncentracija ne odseva dejanskih sprememb celotne koli¢ine Hb oz. eritrocitov. Tako
stanje najdemo na primer pri anemiji po akutni krvavitvi ali pri spremembah volumna
plazme, ki niso povezane s spremembo koli¢ine eritrocitov (dehidracija, hiperhidracija)

(2,11,13).

S povprecnim volumnom eritrocitov detektiramo spremembe v volumnu eritrocitov.
Mikrocitni, hipokromni eritrociti navadno pomenijo anemijo zaradi pomanjkanja zeleza,
makrocite pa vidimo pri megaloblastnih anemijah. Pri dolocanju MCV se lahko pojavijo
napake zaradi aglutinacije, distorzij v obliki eritrocitov, prisotnosti velikega Stevila
levkocitov ali zaradi nenadne osmotske nabreklosti (11). Pacienti z vrednostmi MCH
manj$imi od 26 pg (hipokromni) so nezmozni sintetizirat normalne koli¢ine Hb, zato lahko

sumimo na anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza ali talasemije. Visoka retikulocitoza nas
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opozarja na moznost krvavitve ali hemolize, retikulopenija pa je indikator okrnjene

proizvodnje eritrocitov (2).

Ceprav avtomatizirani instrumenti zagotavljajo to¢ne rezultate, nam morfologija celic, ki jo

vidimo pod mikroskopom, lahko da pomembne dodatne informacije o vrsti anemije

(preglednica II). Na ta nac¢in lahko zaznavamo variacije v velikosti (anizocitoza), variacije

v obliki eritrocitov (poikilocitoza) in razlicne oblike celic (sferociti,...) (11).

Preglednica I1: Morfolosko spremenjene oblike eritrocitov znacilne za doloceno bolezen

razli¢ne oblike eritrocitov opis bolezen
ehinociti enakomerni drobni izrastki bolezni ledvic
akantociti Stevilni neenakomerni izrastki | bolezni jeter
) ) mikroangiopati¢na
shizociti celice z odtrganim delom -
hemoliti¢na an. (DIC, TTP)
) o talasemije
dakriociti celice v obliki solze _
mielofibroza
) . _ hereditarna sferocitoza
sferociti sferi¢ne celice, niso vbocene . .
hemoliti¢na anemija
ledvi¢ne bolezni
kodocit tarcaste celice talasemija
pomanjkanje zeleza
eliptociti ovalne celice hereditarna eliptocitoza
drepanociti srpasti eritrociti anemija srpastih celic

Heinzova telesca

denaturiran Hb

talasemije
nestabilni Hb

prirojene hemoliti¢ne an.

Pappenheimerjeva telesca

groba bazofilna zrnca, ki

vsebujejo zelezo

megaloblastne anemije
sideroblasrne anemije

mielodisplasti¢ni sindrom

Howell-Jollyjeva telesca

ostanki jedra

splenektomija

Cabotovi obrocki

ostanki delitvenega vretena

splenektomija

megaloblastna anemija
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Sedimentacija eritrocitov je enostavna preiskava, ki sicer ne sodi v krvno sliko, jo pa skoraj
vedno opravimo skupaj z njo. Pri anemijah je sedimentacija pospesena, saj je v krvi manj
eritrocitov. Na hitrost sedimentacije pa vplivajo tudi spremembe v sestavi plazemskih
beljakovin. Tako tudi vnetje pospesi sedimentacijo, in sicer zaradi zveCane koncentracije

imunoglobinov in fibrinogena (1).

1.3.2 TESTI ZA DOLOCANJE OSKRBE Z ZELEZOM

Testi za dolocanje oskrbe z Zelezom vkljuCujejo koncentracijo zeleza v serumu, totalno
kapaciteto za vezavo zeleza (TIBC), nasiCenost transferina, koli¢ino feritina in dolocanje
serumskih transferinskih receptorjev. Imajo pomembno vlogo v zacetni diferencialni

diagnostiki anemij (11,13).

o Koncentracija Zeleza v serumu
Koncentracija zeleza v serumu kaze koli¢ino zeleza vezanega na transferin. Normalno so
koncentracije Zeleza pri moskih 11-32 pmol/L, pri Zenskah 8-30 pmol/L. Od koncentracije
7eleza v serumu je odvisna zmoznost sinteze Hb in nastanek eritrocitov. Ce koncentracija
pade pod minimalno referencno mejo, bodo novonastali eritrociti vsebovali manj Hb
(hipohromni eritrociti).

o TIBC (totalna vezavna kapaciteta Zeleza)
TIBC predstavlja maksimalno koli¢ino Zeleza, ki se lahko veZe na transferin. Ta parameter
nam sluZzi za indirektno oceno koli¢ine transferina v krvi. Referen¢ne vrednosti TIBC so
49-72 pmol/L. Pri pacientih s hudim pomanjkanjem zeleza TIBC tipi¢no naraste nad
72pumol/L (13).

e Nasicenost transferina
Nasicenost transferina izracunamo iz koncentracije Zeleza v serumu in TIBC. Normalo
nasi¢enje transferina je med 20 in 50%. Ce pade pod 10% gre za pomanjkanje Zeleza. Pri
nasicenju med 10 in 20% pa je lahko vzrok tudi kroni¢no vnetje. Pri koncentracijah ve¢jih
od 50% sumimo na stanje dedne hemokromatoze (11).

e Koncentracija feritina v serumu
Koncentracija feritina v serumu nam pove, kaks$ne so zaloge Zeleza v telesu. Kadar so
zaloge Zeleza izCrpane, koncentracija feritina pade. Pri sideropeniji je ta metoda

najkoristnejSa za ugotavljanje znizanih zalog Zeleza, medtem ko sta koncentracija Zeleza v

13



serumu in TIBC Se v mejah normale. Koli¢ine pod 10-15 pg/L kazejo na izrabo zalog
zeleza. Pri prekomernem nalaganju Zeleza, koncentracija feritina naraste nad 300 pg/L,
naraste pa lahko tudi pri boleznih ledvic in vnetjih (7,11).
e Serumski transferinski receptorji (STR)

STR so samostojen stabilen kazalec zalog Zeleza, neodvisen od razli¢nih fizioloskih
dejavnikov (nosecnost, otrostvo, adolescenca) in vnetja, medtem ko na vec€ino obicajnih
laboratorijskih kazalcev (koncentracija serumskega zeleza, feritina, transferina, TIBC,
MCV) ti dejavniki vplivajo. Zato so dragocen pripomocek za dolocanje pomanjkanja
zeleza pri nosecnicah, nedonoSenckih, dojenckih in bolnikih s kroni¢nimi sistemskimi
boleznimi. STR dolo¢amo v serumu z imunoloskimi preiskavami (ELISA, RIA). Pri
ljudeh, ki so brez ali imajo minimalne zaloge Zeleza, je koncentracija STR velika, pri tistih
z obilnimi zalogami pa majhna (14). Z dolo¢anjem STR in feritina zelo dobro definiramo

status Zeleza v zalogah in lo¢imo med sideropeni¢no anemijo in kroni¢no anemiji (7).

1.3.3 PREGLED KOSTNEGA MOZGA

Punkcija oz. biopsija kostnega mozga sta pri diagnostiki vecine anemij redko potrebni.
Uporabimo ju takrat, ko obstaja sum na pridruzeno krvno bolezen, kot so npr.
mielodisplazija, limfoproliferativne bolezni in levkemije, ¢e sumimo na infiltrate solidnih
tumorjev (dojka, prostata, zelodec, pljuca) v kostnem mozgu (9) ali pa z drugimi
laboratorijskimi testi nismo uspeli ugotoviti vzroka anemije (6). S pregledom kostnega

mozga lahko potrdimo diagnozo aplasti¢ne, megaloblastne in sideroblastne anemije.

1.3.4 LABORATORIJSKE PREISKAVE ZA DOKAZOVANJE
MEGALOBLASTNE ANEMIJE

e Dolocanje vitamina B12 in folata
Pri sumu na megaloblastno anemijo preverimo serumsko koncentracijo vitamina B12,
koncentracijo folata na tese v serumu in tisto v eritrocitih (le-ta je manj podvrzena
vsakodnevnim nihanjem, medtem ko se serumska koncentracija hitro spreminja). Zaradi
medsebojne povezanosti metabolizmov folata in vitamina B12 koncentraciji obeh

vitaminov vedno ocenjujemo hkrati (2).
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¢ Dolocanje protiteles proti parietalnim celicam in intrinzi¢nem faktorju
Dolocanje protiteles proti intrinzicnem faktorju je visoko specifiCen test za dokaz
perniciozne anemije, vendar negativen rezultat perniciozne anemije ne izkljucuje.
Protitelesa proti parietalnim celicam so prisotna pri 90% bolnikov perniciozne anemije. Ce
je test s protitelesi pozitiven in obstaja klini¢na slika perniciozne anemije, lahko potrdimo
diagnozo. Ce pa so protitelesa negativna, je potrebno narediti Schillingov test (13).

e Schillingov test
Schillingov test je osnovni diagnosticni test za perniciozno anemijo. Z merjenjem koli¢ine
izloCenega radioaktivnega vitamina B12 v urinu glede na vneSenega lahko ocenimo
absorpcijo vitamina B12. Test ponovimo z dodatkom intrinzi¢nega faktorja. Ce se koli¢ina
izlo¢enega radioaktivnega vitamina B12 normalizira, je vzrok pomanjkanja vitamina B12
pomanjkanje ali napaka intrinzi¢nega faktorja (13). Ce se stanje ne normalizira, gre lahko
za okuzbo s paraziti oz. bakterijami ali zmanjSanje povrSine sluznice za absorpcijo (12).

e Test s fizioloskim odmerkom folne Kisline
Test pokaze terapevtski odgovor, ki pri pomanjkanju vitamina B12 izostane. Sluzi za
razlikovanje megaloblastne anemije zaradi pomanjkanja vitamina B12 in folne kisline (13).

¢ Dolocanje formiimino-glutaminske kisline (FIGLU) v urinu
Pomanjkanje folne kisline onemogoca razgradjo histidina v glutaminsko kislino, zaradi

cesar se kopici metabolit FIGLU v urinu (13).

1.3.5 LABORATORIJSKE PREISKAVE ZA DOKAZOVANJE HEMOLIZE

Visoke koncentracije nekonjugiranega bilirubina v serumu so lahko posledica povecane
razgradnje eritrocitov. Pri hemoliticni anemiji je obicajno v serumu 17-50pg/L
nekonjugiranega bilirubina. Pri hudi hemolizi se v serumu zmanjSa koncentracija
haptoglobina, ker ga po vezavi prostega Hb makrofagi odstranijo v nekaj minutah. Vzroki
za nizke koncentracije haptoglobina pa so lahko tudi hepatocelularne bolezni (zmanjSana
sinteza haptoglobina) ali megaloblastna anemija (zaradi krvavenja v tkiva) (13).
Hemoglobinurija in hemoglobinemija sta znaka hude intravaskularne hemolize,
hemosiderin v sedimentu urina pa je dokaj zanesljiv znak kroni¢ne intravaskularne
hemolize. Neposredni dokaz hemolize je potrditev skrajsane zivljenjske dobe z
radioaktivnim kromom oznacenimi eritrociti (7). S Coombsovim testom ugotavljamo

protitelesa proti eritrocitnim antigenom, ki so vezana na povrsini eritrocitov 0z. so prosta v
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plazmi. Pomemben je za ugotavljanje hemoliti¢ne bolezni pri novorojenckih ali morebitnih

protiteles proti eritrocitom pri bolnikih, ki prejemajo transfuzijo (1).

1.3.6 DIFERENCIALNA DIAGNOSTIKA

Anemija zaradi pomanjkanja Zeleza je mikrocitna hipokromna, v razmazu periferne krvi so
poikilociti. Stevilo retikulocitov je normalno ali manjse, $tevilo levkocitov in trombocitov
pa je normalno. V kostnem mozgu ugotovimo hiperplazijo celic rdee vrste. Stevilni
polikromati¢ni normoblasti imajo picel in nacefran citoplazemski rob. Pri reakciji na
zelezo s kalijevim ferocianidom ni zrnc feritina in hemosiderina niti v eritroblastih niti
makrofagih. Koncentracija Zeleza v serumu je zmanjSana, nasi¢enost transferina z zelezom

pa je manjSa od 15%. ZmanjSana je tudi koncentracija serumskega feritina (slika 2) (1).

Pri anemijah kroni¢nih boleznih so obi¢ajno v ospredju znaki osnovne bolezni. V
laboratorijskih izvidih najdemo normocitno normohromo anemijo s koncentracijo Hb okog
100g/L. Stevilo retikulocitov je normalno ali zmanj$ano. Vrednosti Zeleza, transferina in
TIBC so zmanjSane, feritin je normalen ali zviSan. V kostnem mozgu najdemo kopicenje

zeleza v makrofagih, medtem ko ga je v eritroblastih malo ali ni¢ (slika 3) (7,1).

Skupno sideroblastnim anemijam je normalna ali zviSana koncentracija Zeleza v krvi, v

kostnem mozgu pa najdemo prstanaste sideroblaste (7).

Anemija zaradi talasemije je hipokromna mikrocitna, koncentracija zeleza in TIBC pa je
normalna. V perifernem razmazu vidimo tarcaste in bazofilno punktirane eritrocite, v

elektroforezi Hb pa je zviSana vrednost HbA; (7).

Na aplasticno anemijo posumimo, ¢e pri bolniku ugotovimo pancitopenijo. Anemija je
obi¢ajno normocitna in hude stopnje. Stevilo retikulocitov je zmanj$ano. V beli krvni sliki
je izrazena nevtropenija. Diagnozo potrdimo s citoloskim in histoloskim pregledom
kostnega mozga. Kostni mozeg je pretezno hipocelularen, prevladuje mascoba. Celice
mieloi¢ne vrste so redke. Serumska koncentracija Zeleza je povecana, transferin je skoraj

popolnoma nasicen z zelezom (slika 3) (1).
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Poleg splosnih znakov anemije, pride pri hudih megaloblastnih anemijah (slika 4) tudi do
zlatenice, ki je posledica povecane koncentracije bilirubina. Ta nastaja v vecji meri zaradi
povecane razgradnje eritroblastov v kostnem mozgu. Laboratorijski izvidi pokazejo zviSan
MCV, znizan Hb, zniZane vrednosti folne kisline v serumu. Stevilo retikulocitov je
normalno ali zmanj$ano. V krvnem razmazu ugotovimo anizocitozo, poikolocitozo in
polikromazijo. Znacilni so veliki, ovalni, s Hb dobro polnjeni eritrociti. V eritrocitih so
lahko vkljucki (bazofilne punktacije, Howell-Jollyjeva telesca, Cabotovi obrocki). V
periferni krvi najdemo hipersegmentirane nevtrofilce. Kostni mozeg je hiperplasticen,

prevladujejo celice rdece vrste (7,1).

mikrocitne anemije (MCV < 81 fL)
serumski FERITIN

[
normalen/visok

SIDEROPENICNA ANEMIJA | ‘ielezo, TIBC
n/ T Zelezo, n TIBC

' |
|ANEMLIA PRI KRONICNI BOLEZN1| E"‘-‘k”of‘_’reza Hb

normalen patoloski

|
|pregled kostnega mozga| TALASEMUJA

|SIDEROBLASTNA ANEMUJA |

Slika 2: Pristop k bolniku z mikrocitno anemijo
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normocitna anemija (MCV 80-95fL)

RETIKULOCITI

normalni/znizani

[ [ |
hemolitiéna anemija H anemija zaradi akutne krvavitve H anemija kronicnih bolezni H aplasti¢na anemija

Slika 3: Pristop k bolniku z normocitno anemijo

makrocitna anemija (MCV>95fL)

RETIKULOCITI

povisani

|
| HEMOLITIENA ANEMLJA / ANEMUA ZARADI KRVAVITVE |

|preg[ed za prikrite krvavitve (menstrualna/gastrointestinalna) |

izkljuéi:

razjede na zelodcu/dvanajstniku
kolitis

prikrit karcinom

paraziti

hiatalna hernia

;
pregled krvnega razmaza
Coombsov test

I 1
Coomsov test pozitiven | | Coombsov test negativen

AVTOIMUNA HEMOLITIENA || NEAVTOIMUNA HEMOLITIENA
ANEMLA ANEMLIA

Slika 4: Pristop k bolniku z makrocitno anemijo (28)
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1.4 ZDRAVLJENJE ANEMIJ

Pri nefarmakoloskem zdravljenju opozorimo bolnike na pomen ustrezne prehrane —
raznovrstna in pravilno pripravljena hrana je bistvenega pomena pri prepreCevanju in
zdravljenju anemij. Ugotovitev vzroka anemije je nujna, saj nam omogoCi vzro¢no
zdravljenje. Zdravljenje je lahko simptomati¢no le pri idiopatskih anemijah, kjer vzroka Se
ne poznamo, v Casu opredeljevanja hude anemije ter pri genetskih anemijah, kjer vzro¢no

zdravljenje Se ni na razpolago (2).

Zdravljenje anemije zaradi pomanjkanja Zeleza obsega obravnavo vzroka, ki je privedel do
anemije in nadomestno zdravljenje z Zelezom (2). Zdravila z zelezom dajemo peroralno,
izjemoma parenteralno. Uporabimo zdravila dvovalentnega Zeleza (ferosulfat,
feroglukonat, ferolaktat), pa tudi trovalentnega zeleza, ¢e je le-to vezano v poseben
kompleks, da se lahko absorbira. Priporocen dnevni odmerek je 150-200 mg Zeleza,
razdeljen na 2-3 dele (1). Ze prvi teden zdravljenja opazimo dvig retikulocitov. Anemijo
popravimo v priblizno 6 tednih, z zdravljenjem pa nadaljujemo Se 3-6 mesecev v odmerku
100mg/dan, da napolnimo zaloge Zeleza (7,1). Ce zaradi hudih stranskih ucinkov
peroralnega zeleza (slabost, zaprtje, prebavne motnje) to ni mogoce, ali pa kljub rednemu
peroralnemu vnosu Zeleza ni Zelenega porasta koncentracije Hb (malabsorpcija), se
odlo¢imo za parenteralno nadomescanje zeleza (9). Parenteralna zdravila dajemo globoko
v miSico ali zilo. Zdravljenje za¢nemo z manjso koli¢ino Zeleza (50mg/dan) in nadaljujemo
s 100 mg vsak dan ali vsak drugi dan. Pred zaCetkom zdravljenja ocenimo celoten odmerek
zeleza. Pri intramuskularnem dajanju zeleza se lahko pojavita bole¢ina na mestu vboda in
temnejSa pigmentacija koze. Pri intravenskem dajanju lahko pride lokalno do
flebotromboze, pa tudi do sploSne reakcije: rdecica obraza, glavobol, vrocina, slabost,
bruhanje, bole¢ine v trebuhu, hipotenzija, kr¢i, urtikarija, tezko dihanje. Resnost anemije
ali zelja po hitri korekciji ne opraviCita uporabe parenteralne terapije. Ne glede na pot
vnosa zeleza eritrociti potrebujejo enako dolgo casa za privzem dodanega Zeleza.
Parenteralni vnos Zeleza samo hitreje napolni zaloge Zeleza, hematoloski odgovor pa ni nic¢

hitreji (1,2).
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Pri ve¢ kot 50% bolnikov sideroblastne anemije se stanje popravi, ko v terapijo uvedemo
piridoksin. Piridoksin v odmerku 50 mg/dan popolnoma korigira anemijo, ki se lahko

pojavi pri jemanju izoniazida pri zdravljenju tuberkuloze (13).

Pomanjkanje vitamina B12 zdravimo s parenteralnim nadome$canjem le-tega v obliki
hidroksikobalamina ali cianokobolamina v kombinaciji s folno kislino per os (9). V prvem
obdobju zdravljenja ozdravimo anemijo in napolnimo zaloge (Stiri i.m. injekcije po 2,5 mg
hidroksokobalamina v presledku enega do dveh dni), temu pa sledi vzdrzevano
dozivljenjsko zdravljenje, in sicer 2,5 mg i.m. vsake tri mesece (2). Odziv zaznamo po 3-5
dneh, ko poraste Stevilo retikulocitov, ki je najveCje okoli desetega dneva po zacetem
zdravljenju. Znacilne megaloblastne spremembe v kostnem mozgu izginejo ze 24—48 ur po
zacetem zdravljenju (6,9). Koncentracija Hb doseze normalne vrednosti v petih do Sestih
tednih. Ucinek na spremembe v osrednjem Zivéeviju je slabs$i; delno izboljSanje je moc
pri¢akovati v prvih Sestih mesecih. Kadar ne pride do retikulocitne krize ali je le-ta slabo
izrazena in ni pricakovanega kasnejSega porasta Hb, sklepamo da zdravljenje s
hidroksikobalaminom ni uspes$no. Vzrok je lahko nepravilna diagnoza, odziv pa je

nezadosten tudi pri soCasni okuzbi, kronic¢ni ledvi¢ni odpovedi ali ob pomanjkanju Zeleza

).

Anemijo zaradi pomanjkanja folatov zdravimo z zdravili s folno kislino peroralno v
odmerku 1-5 mg/dan. Pri moteni absorpciji ali socasni kroni¢ni bolezni so potrebni visji
odmerki, vse do 15 mg na dan. Dokler nimamo normalnega izvida ravni vitamina B12,
vedno socasno zdravimo s hidroksikobalaminom, kajti samo s folati lahko delno

popravimo krvno sliko, poslabsamo pa nevrolosSke simptome (7).

Hemoliticne anemije zdravimo glede na podvrsto le-te. Hereditarno sferocitozo s
splenektomijo (odstranitev vranice), avtoimunsko hemolitino anemijo s kortikosteroidi,
imunosupresivnimi zdravili (¢e poznamo sprozilec potem npr. z ukinitvijo zdravila,
zdravljenjem okuZzb), splenektomijo. Bolezen hladnih aglutininov lahko zdravimo s

klorambucilom ali rituksimabom. Vedno dodamo tudi folno kislino (9).

Pri anemijah zaradi kroni¢ne bolezni oz. vnetja je bistvenega pomena zdravljenje osnovne

bolezni (7). Anemijo zacnemo zdraviti pri vrednosti Hb okoli 100 g/L oz. manj, Zelena,
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ciljana vrednost Hb pa je 110-120 g/L. Zdravimo lahko s transfuzijo krvi, pripravki zeleza
ali eritropoetinom. Pri zdravljenju z Zelezom je potrebno biti previden, saj zelezo kot
esencialno hranilo stimulira proliferacijo mikroorganizmov (bakterij), morda tudi
tumorskih celic, hkrati pa zavira tudi celicni imunski odgovor (9). Pogoste transfuzije krvi
so lahko tvegane zaradi prenosa infektivnih agensov, aloimunizacije in preobremenitve z
zelezom, zato se v zadnjem cCasu uporablja humani rekombinantni eritropoetin (7).
Eritropoetin je uc¢inkovit pri do 95% bolnikov s kroni¢no ledvi¢no boleznijo. Zacetni
odmerek eritropoetina je 50-150 [E/kg/teden. Koncentracijo Hb je potrebno dolocati vsak
teden ali dva po zacetku zdravljenja ali po zveCanju oz. zmanjSanju odmerka, dokler ni
dosezena ustaljena koncentracija Hb in ustaljen odmerek eritropoetina. Cilj je povecati
koncentracijo Hb za 10-20g/L na mesec (8). Ce kljub zdravljenju ni ustreznega dviga Hb in
¢e hkrati izklju¢imo pomanjkanje Zeleza, potem odmerek eritropoetina povecamo.
Najpogostejsi vzrok neodzivnosti na zdravljenje z eritopoetinom je pomanjkanje Zeleza

(8,9,26).

Pri zdravljenju aplasticne anemije se moramo najprej prepricati, ¢e je bolnik na delovnem
mestu ali drugace izpostavljen kemi¢nim spojinam, ki so lahko vzrok aplasticne anemije.
Isto velja za zdravila. Ker je avtoimunska motnja poglaviten razlog aplasticne anemije, je
zdravljenje z imunosupresivi (ciklosporin, glukokortikoidi) uspes$no pri 70% pridobljene
aplasti¢éne anemije (5). Presaditev kostnega mozga privede do izboljSanja pri 60-80%

bolnikov (13).
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1.5 VREDNOTENJE AKTIVNOSTI KOSTNEGA MOZGA

Aktivnost kostnega mozga lahko dolocamo s citoloskim pregledom kostnega mozga,
vendar je postopek zelo invaziven, zato se za doloCanje aktivnosti kostnega mozga
posluzujemo razlicnih neinvazivnih izraCunanih parametrov. Poznavanje aktivnosti
kostnega mozga je pomembno predvsem pri:

e diagnozi in zdravljenju anemij

e spremljanju terapije z eritropoetinom

e spremljanju aktivnosti po transplantaciji kostnega mozga

e spremljanju supresije kostnega mozga po kemoterapiji (27)

DELEZ RETIKULOCITOV

Delez retikulocitov nam poda informacijo o eritropoezni aktivnosti kostnega mozga.
Vrednosti v obmocju 0,5-2% kaZejo na to, da je produkcija eritrocitov normalna. NiZja
vrednosti povedo, da kostni mozeg ne sintetizira dovolj eritrocitov, kar je lahko posledica
pomanjkanja vitamina B12, folne kisline, Zeleza ali bolezni, ki prizadenejo kostni mozeg
(rakava obolenja). Delez retikulocitov naraste zaradi povecane aktivnosti kostnega mozga
kot odgovor na krvavitev ali zdravljenje anemije. Ker imajo retikulociti kratko zivljenjsko
dobo (18-36h po sprostitvi iz kostnega mozga), ta parameter odraza trenutno stanje

eritropoeze v kostnem mozgu.

SINTEZNI RETIKULOCITNI INDEKS (RPI)

Povecan sintezni retikulocitni indeks (RPI) kaze na povecano sintezo rdecih krvnih celic.
Kostni mozeg je aktiviran, ker zamenjuje celice, ki smo jih izgubili (krvavitev) oz. so bile
uni¢ene (hemoliza). Identifikacija retikulocitov pomaga pri diagnostiki skrite kroni¢ne
krvavitve ali hemolize (npr. anemija srpastih celic, talasemija). Glavni razlog dolo¢anja
RPI je razlikovanje med pacienti s funkcionalnim odgovorom kostnega mozga na anemijo
in tistimi, ki jim odgovor kostnega mozga odpove. V primeru, da RPI naraste nad 3 v
odgovoru na anemijo (Ht<30%), lahko predvidevamo, da ima pacient normalno ledvi¢no
funkcijo s primernim odgovorom eritropoetina in normalen kostni mozeg z zadostno

zalogo glavnih nutritientov (zelezo, folna kislina, vitamin B12). Predvidevamo tudi, da je
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anemija posledica povecanega propada eritrocitov zaradi hemolize ali izgube zaradi
krvavitve. Ce je RPI manjsi kot 2 pomeni, da kostni mozeg ne sintetizira dovolj eritrocitov.
Vzroki so lahko razli¢ni:

e nezdravljena sideropeni¢na anemija, perniciozna anemija

e aplasti¢na anemija

e anemija kroni¢nih bolezni

e radiacija

e endokrini problemi

e odpoved kostnega mozga

¢ mielodispasticni sindromi

e alkoholizem (11,26)

DELEZ NEZRELIH RETIKULOCITOV (IRF)

Delez nezrelih retikulocitov (IRF) je podan kot razmerje mladih nezrelih retikulocitov
glede na Stevilo vseh retikulocitov. Je zgodnji parameter za oceno eritropoezne aktivnosti
kostnega mozga. IRF vrednost naraste le nekaj ur po nastopu anemije, medtem ko delez
retikulcitov oz. absolutno Stevilo retikulocitov Sele po 2-3 dneh. PoviSane vrednosti so
znak povecane eritropoezne aktivnosti. Referen¢ne vrednosti so odvisne od metode, ki se

uporablja za dolocanje IRF (29).
SERUMSKI TRANSFERINSKI RECEPTORJI (STR)

DolocCanje serumskih transferinskih receptorjev je pomembno za oceno eritropoezne
aktivnosti kostnega mozga. Transferinske receptorje imajo vse telesne celice, najvecjo
koncentracijo pa najdemo na membranah nezrelih celic rdece vrste. Koncentracija STR je
zelo dober diagnosticni kazalec stanj s pospeSeno eritropoezo, saj je neposredno

sorazmeren eritropoetski aktivnosti oziroma koli¢ini nezrelih eritrocitov (14).

23



KOLICINA HEMOGLOBINA V RETIKULOCITIH (CHr)

Koli¢ina Hb v retikulocitih (CHr) je zgodnji kazalec funkcionalnega pomanjkanja zeleza v
kostnem mozgu, saj je zivljenjska doba retikulocitov v krvi le 1-2 dni. Zaradi pomanjkanja
zeleza nastajajo retikulociti, ki so slabo polnjeni s Hb (hipokromni retikulociti). CHr daje
oceno trenutne eritropoezne aktivnosti kostnega mozga. Referen¢ne vrednosti CHr so 30,0-

36,0 pg (19).
DELEZ HIPOKROMNIH ERITROCITOV (HipoE)

Delez hipokromnih ertrocitov (hipoE) prestavlja delez eritrocitov z MCHC < 280g/L. Ker
je zivljenjska doba eritrocitov okoli 120 dni, daje ta parameter oceno vecmesecnega
obdobja okrnjene eritropoeze zaradi pomanjkanja zeleza. Je pozen kazalec eritropoeze in
pripomore k odkrivanju absolutnega in funkcionalnega pomanjkanja zeleza. Delez
hipokromnih retikulocitov je pri zdravih posameznikih manjsi od 2,5%, pri dializnih

bolnikih pa manjsi od 5% (19).
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2 NAMEN DELA

V diplomski nalogi bomo ovrednotili nove neinvazivne postopke za dolocanje aktivosti
kostnega mozga. Zanimalo nas bo ali je tudi RPI primeren pokazatelj za prikaz produkcije
retikulocitov. Ugotavljali bomo, kako izracunan RPI pokaze aktivnost kostnega mozga.
Pogledali bomo, kaksen je ta parameter glede na potek in vrsto anemije. To bomo preverili
pri dveh razlicnih skupinah anemicnih pacientov (dializni in hematoloski bolniki) in jih
primerjali s kontrolno skupino Sportnikov, ki imajo normalen oz. bolj aktiven kostni

mozeg.

Ce bomo domnevo o primernosti RPI potrdili, bi pacientom omogo¢ili hitrej$o in lazjo
diagnostiko vrste anemije. Poenostavitev in pospesitev diagnosticiranja namre¢ omogoca

hitrej$i zacetek terapije in povecuje moznost za ozdravitev ali celo za prezivetje.
Hipoteza

RPI je primeren pokazatelj za prikaz produkcije retikulocitov, kar posledicno omogoca

ustrezno izbiro nadaljnjih raziskav, ki so potrebne pri ugotavljanju vzrokov anemije.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 HEMATOLOSKI ANALIZATOR

Hematoloski analizatorji so naprave, ki omogocajo avtomatizirano analizo krvnih celic.
Stetje in ocena lastnosti krvnih celic poteka s pomodjo elektri¢nih ali optiénih na¢inov

detekcije ali s kombinacijo obeh nacinov detekcije.

Merjenje prevodnosti temelji na spoznanju, da krvne celice slabo prevajajo elektricni tok.
Celice v raztopini elektrolita potujejo skozi kapilaro dolo¢enega premera in dolzine. Ob
zunanji in notranji strani kapilare sta pritrjeni elektrodi. Celice, ki potujejo med
elektrodami, povzrodijo povedanje elektriénega upora. Stevilo sprememb upora v enoti
Casa je sorazmerno Stevilu celic. Velikost spremembe upora je sorazmerna velikosti
oziroma posredno volumnu celice. Meritve prevodnosti, kjer gre skozi celico
elektromagnetni tok visoke frekvence, dajo informacijo o razmerju jedra in citoplazme,
gostoti jedra in zrncih v citoplazmi. Stetje eritrocitov in trombocitov poteka v isti komori,
medtem ko analizator Steje levkocite posebej po predhodni odstranitvi eritrocitov s
hemolizo. Trombocite lo¢i od eritrocitov na podlagi velikosti, in sicer so trombociti delci

manj$i od 36fL, eritrociti pa vecji od 36fL (15).

Pri opti¢nih meritvah stalen volumen suspenzije celic potuje iz reakcijske komore v
pretocno celico, kamor je usmerjen laserski Zarek ali zarek vidne svetlobe (slika 5). Ko
celica precka polje zaznave, jo zarek zadene. Pri tem se Zarek na povrsini celice lomi in
razpr$i (sipa), prehaja skozi celico ali se razprSi znotraj celice. RazprSeno ali lomljeno
svetlobo lovijo fotodetektorji in jo pretvarjajo v elektricne impulze. Z merjenjem
intenzitete razprsene laserske svetlobe pri nizkem kotu 2-3° dolo¢imo velikost 0z. volumen
celice (FSC — forward light scatter), intenziteta razprSene svetlobe pri visokem kotu 5-15°
pa nam poda znacilnosti notranje zgradbe celice (oblika jedra, zrnca v citoplazmi, Hb).
Analizator meri tudi absorpcijo laserske svetlobe, ki je osnova za razdelitev retikulocitov

po zrelosti glede na koli¢ino RNA (15, 19).
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Slika 5: Shema opticne meritve hematoloskega analizatorja

Hematoloski analizator Advia 120 (slika 6) omogoca analizo kompletne krvne slike na

osnovi opti¢nih meritev sipanja svetlobe in citokemi¢nega barvanja (21).

Parametri, ki jih lahko dolocamo:

Steviléne koncentracije eritrocitov, levkocitov, trombocitov

diferencialna bela slika: delez in absolutno Stevilo nevtrofilcev, limfocitov,
monocitov, eozinofilcev, bazofilcev, velikih neobarvanih celic

koncentracija Hb

Ht

eritrocitni indeksi: MCV, MCH, MCHC

RDW (koeficient variacije volumna eritrocitov)

Stevil¢na koncentracija in delez retikulocitov

retikulocitni parametri

trombocitni parametri

nekatere morfoloske znacilnosti (22)
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Slika 6: Hematoloski analizator ADVIA 120

Pred analizo preverimo delovanje aparata s kontrolnimi vzorci znanih vrednosti za belo,
rdeco in trombocitno krvno sliko. Ce rezultati kontrolnih vzorcev ustrezajo vrednostim, ki
jih predpisuje proizvajalec, lahko za¢nemo z meritvami. Vzorec predstavlja kri, ki jo
odvzamemo v epruvete z EDTA. Po koncani meritvi se vrednosti krvne slike izpisejo

skupaj z izrisom grafi¢ne predstavitve levkocitov, eritrocitov in trombocitov (15).

Analiza eritrocitov

Celice se zaradi prisotnosti povrsinsko aktivnih snovi (Na dodecil sulfat), ki jih analizator
doda vzorcu, spremenijo iz diskoidne v okroglo obliko, pri ¢emer ostane volumen celic
nespremenjen. Nato aparat meri sipanje laserske svetlobe (670 nm) pod velikim kotom (5-
15°), ki nam pove koncentracijo Hb in sipanje svetlobe pod majhnim kotom (2-3°), ki kaze

volumen eritrocitov (18).

Koncentracijo Hb v celici dolocajo analizatorji fotometricno s hemiglobincianidno
metodo. Kri najprej razredc¢i s hipotonicno raztopino (Drabkinovim reagentom), da pride
do hemolize eritrocitov in spros¢anja hemoglobina. Drabkinov reagent vsebuje dve spojini,
ki reagirata s hemoglobinom: K3Fe(CN)s in KCN. Reakcija poteka dvostopenjsko. Najprej
se oksidira hemoglobin, nato pa se na nastali methemoglobin veze cianidna skupina.
Nastane rdece obarvan produkt, ki ga analizator meri fotometri¢no pri valovni dolzini 540

nm (16).
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Eritrocitni indeksi nam povedo, kaks$na je velikost in obarvanost eritrocitov oz. kolikSna
je koncentracija Hb v eritrocitu, zato so pomembni pri opredelitvi vrste anemij.
Hematoloski analizatorji direktno izmerijo povprecen volumen eritrocitov (MCV), medtem
ko hematokritno vrednost (enacba /), povprec¢no koli¢ino Hb v eritrocitu (MCH) (enacba

2) in povprecno koncentracijo Hb v eritrocitu (MCHC) (enacba 3) izracunajo (17).

Ht = MCV x §t.erc (enacba I)

MCH = (enacba 2)

St.erc

MCHC = Ll (enacba 3)
Ht

RDW (koeficient variacije volumna eritrocitov) nam pokaze razporeditev eritrocitov v krvi
glede na velikost njihovega volumna. Hematoloski Stevec izriSe krivuljo porazdelitve
eritrocitov po njihovih volumnih, izracuna MCV in standardni odklon. Iz teh vrednosti
izraCuna koeficient variacije, ki se izrazi v odstotkih (16,17). Uporaben je kot zgodnji
kazalec predvsem anemij zaradi pomanjkanja Zeleza, saj se njegove vrednosti hitreje

spreminjajo kot vrednosti nekaterih drugih parametrov (10).

Analiza retikulocitov

Retikulociti so nezreli eritrociti, ki Se vsebujejo ostanke RNA, medtem ko jih eritrociti ne.
To je glavna lastnost, ki lo¢i eritrocite od retikulocitov. Analiza temelji na merjenju
absorbance ali fluorescence, odvisno od vrste barvila. Pri metodah, ki temeljijo na
absorbanci, uporabljamo barvila oksazin 750 ali metilensko modro. V nasem primeru
hematoloski analizator ADVIA 120 doda barvilo oksazin 750. Retikulociti se z barvilom
obarvajo, medtem ko se eritrociti ne, ker ne vsebujejo RNA. Pri fluorescentnih metodah
uporabljamo fluorescentna barvila kot so tiazol oranzno, auramin ali cianidna barvila. Na

podlagi fluorescence lahko poleg locitve retikulocitov od eritrocitov, dolocamo tudi
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retikulocitne podskupine glede na zrelost. Nezreli retikulociti imajo vecjo fluorescenco kot

zreli, ker vsebujejo ve€¢ RNA (23).

Naprava poda rezultat analize retikulocitov kot delez retikulocitov glede na Stevilo
eritrocitov in kot Steviléno koncentracijo retikulocitov. Poleg teh parametrov smo s
hematoloskim analizatorjem dolocili tudi koncentracijo Hb, Ht, MCV ter Stevil¢no

koncentracijo eritrocitov.

3.2 IZRACUN SINTEZNEGA RETIKULOCITNEGA INDEKSA (RPI)

Delez retikulcitov je Se vedno najpogostej$i parameter, ki se uporablja za spremljanje
aktivnosti kostnega mozga (23). Prikazuje Stevilo retikulocitov glede na $tevilo eritrocitov,
zato je delez retikulocitov pri anemi¢nih bolnikih lahko lazno povecan, saj imajo ti manjSe

Stevilo eritrocitov.

Sintezni retikulocitni indeks (RPI) pa predstavlja korigiran delez retikulocitov. Korekcija
poleg stopnje anemije (spremembe v hematokritu) (enacba 4) uposteva tudi podaljSan Cas
dozorevanja retikulocitov (enacba 5). Pri hudo anemicnih bolnikih v plazmi naraste
koli¢ina eritropoetina, ki pospesi eritropoezo. Povecana koli¢ina retikulocitov v krvi pa ni
samo posledica povecane eritropoeze, ampak tudi daljSega dozorevanja retikulocitov, ker
se ti iz kostnega mozga v kri sprostijo manj zreli. Normalno retikulociti izgubijo svojo
RNA (dozorijo v eritrocit) v 24 urah, pri pacientih s hudo anemijo in eritropoetinskim
odgovorom pa dozorevanje traja tudi do 3 dni. To uposteva faktor korekcije, ki predstavlja

Stevilo dni dozorevanja retikulocita (preglednica II1) (23, 24, 25).

korigirano §t. RET = RET% x I:—St (enacba 4)

Rp] = Korigirano§t. RET _ oo, HE L cnasbas)
faktor korekcije 45 faktor korekcije
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Preglednica II1: Faktorji korekcije glede na hematokrit

Ht faktor korekcije
0,40-0,45 1
0,35-0,39 1,5
0,25-0,34 2
0,15-0,24 2,5

<0,15 3

3.3 STATISTICNA ANALIZA

Za analizo pridobljenih podatkov smo uporabili programski paket SPSS za Windows,
verzija 17.0 Normalnost porazdelitve posameznih spremenljivk (Hb, MCV in RPI) smo
preverili s Kolmogorov-Smirnovim testom. V primeru da so P vrednosti vecje od 0,05,
potrdimo normalno porazdeljevanje spremenljivk, v nasprotnem primeru se spremenljivke

ne porazdeljujejo statisticno znacilno normalno.

V nadaljevanju smo za spremenljivke, ki se ne porazdeljujejo statisticno znacilno
normalno, uporabili neparametricne teste, in sicer Kruskal-Wallisov test za ve¢ neodvisnih
spremenljivk. S tem testom smo preverili ali se skupine med sabo statisticno razlikujejo
glede na RPI, Hb in MCV. Zanimalo nas je tudi ali se posamezni pari skupin med sabo
statisti¢no razlikujejo, kar smo preverili z neparametricnim Mann-Whitneyevim testom za
2 neodvisni spremenljivki. Upostevali smo Se Holm-Bonferronijevo korekcijo, in sicer smo
P vrednosti iz Mann-Whitneyevega testa razvrstili po velikosti, nato pa smo najmanjso P
vrednost primerjali z a/k. V primeru, da so bile P vrednosti manjSe od a/k, smo lahko
potrdili statisti¢no znacilno razliko med skupinama in nadaljevali s primerjavo naslednje P
vrednosti z a/k-1. Tako smo nadaljevali, dokler so bile P vrednosti manjSe oz. smo lahko
potrdili statisticno znacilno razliko med skupinama. Stopnja tveganja (o) je 0,05, k pa

predstavlja Stevilo skupin.
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Za ugotavljanje ujemanja med RPI in absolutnim Stevilom retikulocitov smo uporabili
Spearmanov koeficint koreacije, ki prikazuje stopnjo povezanosti dveh spremenljivk, ki se
ne porazdeljujeta normalno. Ta parameter zavzema vrednosti od 0 do +1/-1, pri ¢emer 0
pomeni, da povezanosti med spremenljivkama ni, +1/-1 pa, da je povezanost odli¢na.
Ujemanje je pozitivno (premosorazmerno), ¢e so vrednosti Spearmanovega koeficienta

pozitivne, in negativno (obratnosorazmerno), ¢e so vrednosti negativne.
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4 REZULTATI

4.1 OPIS SKUPIN

V analizo smo vkljucili 478 bolnikov, ki so bili na zdravljenju v Univerzitetnem klinicnem
centru Ljubljana od oktobra do decembra 2009. Razdelili smo jih v 2 skupini, in sicer na
dializne in hematoloske bolnike. V skupino dializnih bolnikov smo vkljucili 350
preiskovancev s povprecno starostjo 63,9 let, in sicer od minimalne starosti 24 let do
maksimalne 64 let. V skupini hematoloskih bolnikov je bilo 128 preiskovancev s
povprecno starostjo 10 let. Najmlajsi je imel 1 leto, najstarejsi pa 86 let. Kontrolno skupino

je sestavljalo 262 Sportnikov (graf 1).
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Graf 1: Stevilo preiskovancev glede na posamezno skupino
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Analize so opravili v Univerzitetnem klini¢nem centru Ljubljana. Vsem preiskovancem so
v serumu izmerili naslednje parametre: Hb, Ht, MCYV, Ssteviléno koncentracijo
retikulocitov, delez retikulocitov in Steviléno koncentracijo eritrocitov. V preglednici IV so
podane povprecne vrednosti izmerjenih parametrov, povpre¢na vrednost izracunanega RPI

in standardne deviacije parametrov.

Preglednica 1V: Prikaz povprecnih vrednosti in standardnih deviacij (SD) parametrov za

posamezne skupine

dializa hematoloska kontrolna
klinika skupina
povpr.vr. | SD | povpr.vr. SD povpr.vr. | SD
RPI 0,67 0,43 0,46 0,51 0,98 0,41
Hb (g/L) 119 12 103 19 147 12
Ht 0,36 0,04 0,29 0,06 0,44 0,03
MCYV (fL) 94,73 6,2 82,2 5,5 88,5 3,7
RET (><106/L) 47,1 26,26 45,9 48,8 51,5 19,9
RET delez (%) 1,25 0,72 1,37 1,52 1,06 0,44
ERC (><109/L) 3,80 0,42 3,54 0,75 4,93 0,44
0,50
0,40
I
= 0,307
8
[}
s
>
9 0,44
0,20
0,36
0,29
0,10
0,00 T T T
dializa hematoloska klinika kontrolna sk.
skupine

Graf 2: Povprecne vrednosti Ht za posamezne skupine
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Iz grafa 2 je razvidno, da je povprecna vrednost Ht kontrolne skupine 0,44, kar je v mejah
referen¢nih vrednosti (0,37-0,54). Kot smo pric¢akovali imajo bolniki znizan Ht, in sicer
dializni bolniki 0,36, hematoloski pa 0,29. Pri dializnih bolnikih so vrednosti Ht v intervalu
od 0,27 do 0,43, pri hematoloskih od 0,12 do 0,44, medtem ko so vrednosti Ht kontrolne
skupine od 0,32 do 0,50.
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Graf 3: Povprecne vrednosti Hb za posamezne skupine

Povprecna vrednost Hb pri  bolnikih je pod referencno mejo (120-180 g/L), in sicer pri
dializnih bolnikih je 119,2 g/L, pri hematoloskih pa 102,8 g/L (graf3). Pri kontrolni skupini
zdravih pacientov je vrednost 147 g/L. V skupini hematoloskih bolnikov je najvecje
sipanje podatkov okrog povprecne vrednosti, in sicer od minimalne vrednosti Hb 42 do
maksimalne 150 g/L. Pri dializnih bolnikih so vrednosti v intervalu od 82 do 157 g/L,

medtem ko so pri kontrolni skupini v intervalu od 100 do 175 g/L.
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Graf 4: Povprecne vrednosti MCV glede na posamezne skupine

Referen¢ne vrednosti MCV so 81-94 fL. Kot je razvidno iz grafa 4 imajo dializni bolniki v
povpre¢ju makrocitne eritrocite (MCV 94,74 fL), vendar vrednosti precej sipajo okoli
povprecja (74,5-123,1 fL) (preglednica V). Hematoloski bolniki imajo manjSe eritrocite.
MCV je na spodnji meji referencnih vrednosti (82,2 fL), medtem ko je MCV kontrolne

skupine v mejah normale 88,5 fL.

Preglednica V: Minimalne in maksimalne vrednosti MCV glede na posamezno skupino

skupina min. MCV (fL) max. MCV (fL)
dializni bolniki 74,5 123,1
hematoloski bolniki 71,0 97,0
kontrolna skupina 77,0 100,9
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Graf 5: Povprecne vrednosti RPI glede na posamezno skupino

Iz grafa 5 lahko razberemo, da je povprecna vrednost RPI kontrolne skupine 0,98, kar
ustreza referenc¢ni meji zdravih neanemicnih ljudi, ki imajo RPI med 1 in 2. Iz vzorcev
odvzetih bolnikom na hematoloski kliniki in na dializi je razvidno, da je njihova povprec¢na
vrednost RPI bistveno manjsa od kontrolne skupine. 1z grafa je tudi razvidno, da imajo
hematoloski bolniki nizji RPI (0,67) kot dializni bolniki (0,46). Vrednosti RPI dializnih
bolnikov so med 0,11 in 3,64, hematoloskih pa od 0,02 do 2,39.
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Graf 6: Povprecne vrednosti Hb v skupini dializnih bolnikov glede na retikulocitni delez

Povprec¢na vrednost Hb pri dializnih bolnikih z eritrocitnim deleZem manjSim kot 2% je
119,89 g/L, pri dializnih bolnikih z eritrocitnim deleZzem vec¢jim kot 2% pa je nekoliko
nizja in znasa 113,63 g/L (graf 6).
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Graf 7: Povprecna vrednost RPI glede na vrsto anemije v skupini hematoloskih bolnikov

Vrednosti RPI so v skupini hematoloskih bolnikov mocno znizane (manjse kot 1). Bolniki
z normalno velikostjo eritrocitov (normocitni bolniki) imajo vrednost RPI 0,568, medtem
ko imajo mikrocitni in makrocitni bolniki RPI §e nizji - ta znasa pri prvih 0,336, pri drugih
pa 0,356 (graf 7).
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4.2 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Preglednica VI: Normalnost porazdelitve spremenljivk RPI, Hb in MCV

Kolmogorov-Smirnov®
Statistic df Sig.
RPI ,067 740 ,000
Hb ,035 740 ,030
MCV ,040 740 ,007

a. Lilliefors Significance Correction

Ho: Spremenljivka se porazdeljuje normalno.

Ha: Spremenljivka se ne porazdeljuje normalno.

Ker so vrednosti p < 0,05 (preglednica VI) pri vseh treh spremenljivkah, lahko v vseh treh
primerih zavrnemo nicelno hipotezo in sprejmemo alternativno. Ugotovili smo, da se vse
tri spremenljivke RPI, Hb in MCV ne porazdeljujejo statisticno znacilno normalno, kar je

razvidno tudi iz grafov 8-10.
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Graf 8: Histogram normalnosti porazdelitve RPI
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Graf 9: Histogram normalnosti porazdelitve Hb
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Graf 10: Histogram normalnosti porazdelitve MCV
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Ker se spremenljivke ne porazdeljujejo statisticno znacilno normalno smo v nadaljevanju
uporabili neparametri¢ni Kruskal-Wallisov test za ve¢ neodvisnih spremenljivk. Preverili

smo ali se skupine med sabo statisticno razlikujejo glede na RPI, Hb in MCV.

Preglednica VII: Rezultati Kruskal-Wallis- ovega testa

Ranks

skupine N Mean Rank

RPI dializa 350 328,71
hematoloska klinika 128 204,98
kontrolna sk. 262 507,19
Total 740

Hb dializa 350 286,20
hematoloska klinika 128 155,83
kontrolna sk. 262 588,00
Total 740

MCV dializa 350 509,34
hematoloska klinika 128 132,98
kontrolna sk. 262 301,07
Total 740

Test Statistics®®

RPI Hb MCV

Chi-Square 197,271 454,870 333,323
df 2 2 2
Asymp. Sig. ,000 ,000 ,000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: skupine

Ugotovili smo, da se skupine med seboj statisti¢no razlikujejo glede na RPI, Hb in MCV,
saj so p vrednosti manjse od 0,05 (preglednica VII).
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Z Man-Whitneyevim testom smo zeleli ugotoviti, ¢e obstajajo kakSne razlike med
posameznimi skupinami. Iz preglednice VIII razberemo, da so vrednosti P povsod manjse
kot 0,05, kar pomeni, da se vse mozne kombinacije skupin med seboj statisti¢no razlikujejo
glede na RPI, Hb in MCV. Vendar je potrebna Se korekcija Mann-Whitneyeega testa s

Holm-Bonferroni testom.

Preglednica VIII: Rezultati Man-Whitneyevega testa

P vrednosti
RPI Hb MCV
hematolo$ka skupina — dializna 1,75%107" 8,75%107° 8,68%10™"
dializna — kontrolna 1,04%107 5,20%10™ 2,08%10™
hematoloska skupina - kontrolna 2.4% 10 7,22*1 0>’ 8,04*1 0%

Holm-Bonferroni test

. s o . o L a
P vrednosti smo razvrstili po velikosti, nato pa smo najmanjSo P vrednost primerjali z ;,

naslednjo z ,najve¢jo pa z & . Stopnja tveganja (a) je 0,05.

Preglednica IX: Rezultati Holm-Bonferronijevega testa glede na RPI

P (RPI)
hematoloska — 29
2,4*10 <0,05/3 statisticno znacilna razlika
kontrolna
dializna — 28
1,04*10 <0,05/2 statisticno znacilna razlika
kontrolna
hematoloska — 1
1,75*%10 < 0,05 statisticno znacilna razlika
dializna
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Preglednica X: Rezultati Holm-Bonferronijevega testa glede na Hb

P (Hb)
dializna — %0
5,20%10° <0,05/3 statisti¢no znacilna razlika
kontrolna
hematoloska — s
7,22*10° <0,05/2 statisti¢no znacilna razlika
kontrolna
hematoloska — 8
8,75*10° <0,05 statisti¢no znacilna razlika
dializna

Preglednica XI: Rezultati Holm-Bonferronijevega testa glede na MCV

P (MCYV)
hematoloska — 18
8,68*%10° <0,05/3 statisti¢no znacilna razlika
dializna
dializna — "
2,08*10° <0,05/2 statisti¢no znacilna razlika
kontrolna
hematoloska — »
8,04*10° < 0,05 statisti¢éno znacilna razlika
kontrolna

Iz preglednic IX, X, XI je razvidno, da obstaja statsticno znacilna razlika med vsemi

moznimi kombinacijami skupin glede na RPI, Hb in MCV.
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43 KORELACIJA MED RPI IN ABSOLUTNIM STEVILOM
RETIKULOCITOV

V raziskavi smo analizirali korelacijo med RPI in standardnim parametrom za dolocanje
aktivnosti kostnega mozga. Na grafih 8-10 so tako prikazane korelacije med RPI in

absolutnim Stevilom retikulocitov za posamezne skupine bolnikov in kontrolno skupino.
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Graf 11: Korelacija med RPI in absolutnim Stevilom retikulocitov v skupini dializnih

bolnikov
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Graf 12: Korelacija med RPI in absolutnim Stevilom retikulocitov v skupini hematoloskih

bolnikov
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Graf 13: Korelacija med RPI in absolutnim Stevilom retikulocitov v kontrolni skupini
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Iz grafov 11-13 in preglednice XII je razvidno, da je korelacija med RPI in absolutnim
Stevilom retikulocitov pri stopnji tveganja 0,01 signifikantna v vseh treh skupinah. P
vrednosti so manjSe od 0,05. Gre za mo¢no pozitivno ujemanje med RPI in absolutnim
Stevilom retikulocitov, kar pomeni da vecji kot je RPI, vecje je Stevilo retikulocitov.
NajmocnejSa korelacija je v skupini hematoloskih bolnikov, najmanjSa pa pri dializnih

bolnikih. Spearmanovi koeficienti in P vrednosti so zbrani v preglednici XII.

Preglednica XII: Korelacija med RPI in retikulociti za posamezne skupine

Spearmanov
korelacija RPI-ErcRET p
koef.
DIALIZA 0,864 <0,0005
HEMATOLOSKA KLINIKA 0,982 <0,0005
KONTROLNA SKUPINA 0,907 <0,0005
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5 RAZPRAVA

Stevilo retikulocitov je parameter, ki odseva eritropoezno aktivnost kostnega mozga in je
uporaben pri dolocanju vzroka in vrste anemije ter pri spremljanju odgovora kostnega
mozga na terapijo. RPI vrednost pa korigira Stevilo retikulocitov. Poleg korekcije
hematokrita uposSteva tudi podaljSan cas dozorevanja retikulocitov, zato bi bil bolj
primeren pokazatelj aktivnosti kostnega mozga. V diplomski nalogi smo ugotavljali, kako
izraCunan sintezni retikulocitni indeks (RPI) pokaze aktivnost kostnega mozga. Pogledali
smo, kakSen je ta parameter glede na potek in vrsto anemije ter kakSna je korelacija med

tem parametrom in Stevilom retikulocitov.

Iz rezultatov je razvidno, da imajo hematoloski in dializni bolniki RPI vrednost znizano
(graf 5). To kaze na neustrezen odgovor kostnega mozga na anemijo. Vzroki so lahko
razli¢ni. Pri dializnih bolnikih je vzrok anemija zaradi odpovedi ledvic, zmanjSane sinteze
eritropoetina in posledi¢no zaradi zmanjSanega signala za eritropoezo ni zadostne sinteze
retikulocitov. Stopnja anemije korelira s stopnjo odpovedi ledvic. Zaradi diete in
povecanih izgub s hemodializo lahko pride tudi do pomanjkanja zeleza, beljakovin in folne
kisline, ki so nujni za sintezo Hb in retikulocitov. Pri pomanjkanju teh nutritientov je
zmanjsana sinteza retikulocitov oz. RPI, ravno tako Hb (graf 3). Pri bolnikih, ki so bili
sprejeti na hematolosko kliniko, je anemija §e mocneje izraZzena. Povprecna vrednost Hb je
102,8 g/L, sinteza novih retikulocitov je bolj zavrta. RPI vrednost je nizja kot pri dializnih
bolnikih, zaradi krvnih bolezni (levkemije, limfomi), odpovedi kostnega mozga,
pomanjkanja nutrientov. Ravno tako so nekateri dializni bolniki na terapiji z
eritropoetinom, ki stimulira sintezo novih retikulocitov, zato so vrednosti RPI v tej skupini

vi§je kot v skupini hematoloskih bolnikih.

Z raziskavo smo ugotovili, da je RPI bolnikov na hematoloski kliniki mo¢no znizan. Glede
na velikost eritrocitov je RPI najbolj zniZzan pri mikrocitnih in makrocitnih anemijah,
nekoliko manj pri normocitnih. Pri mikrocitnih anemijah je RPI moc¢no znizan (0,336), ker
kostni mozeg ne more tvoriti novih retikulocitov zaradi pomanjkanja glavnih gradnikov Hb
oz. retikulocitov. Lahko gre za pomanjkanje Zeleza (sideropeni¢na anemija), motnje v

izkoriSCanju Zeleza (sideroblastne anemije), ki lahko spremljajo hematoloske bolnike s
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karcinomskimi metastazami ali pa za motnje v sintezi hema ali globina (talasemije). Vzrok
za znizan RPI pri makrocitnih anemijah (0,356) je najverjetneje pomanjkanje folne kisline
ali zdravljenje s citostatiki. To povzro¢i motnje v sintezi DNA, kar prizadane oz. moti
razvoj eritroblastov, zato nastaja manj novih retikulocitov. Pri normocitni anemiji je kostni
mozeg nekoliko aktivnejsi (RPI 0,568), vendar je sinteza novih retikulocitov Se vedno zelo
nizka, kar je lahko posledica infiltracije kostnega mozga z rakastimi celicami ali celicami
druge vrste (vnetne celice, vezivo). To spremeni zgradbo kostnega mozga, moti razvoj

krvnih celic in njihovo izplavljanje v kri (1).

Pri dializnih bolnikih je cilj terapije vzdrzevati vrednost Hb nad 110 g/L, in sicer s pravilno
prehrano in z zdravili z zelezom, ki omogocajo sintezo Hb. Ce pa to ni dovolj pa $e z
dodajanjem eritropoetina. Ta stimulira sintezo retikulocitov, zato je vrednost Hb pri
dializnih bolnikih (119,2 g/L) vecja kot pri hematoloskih (102,8 g/L). Referencne vrednosti
retikulocitov so 0,6-2%. 1z grafa 6 lahko sklepamo, da so bolniki z eritrocitnim delezem
vecjim od 2% najverjetneje na terapiji z eritropoetinom, ki stimulira sintezo novih
retikulocitov. Vrednost Hb je Se vedno znizana, kar pomeni, da kompenzacija ni zadostna,
vendar je cilj terapije z eritropoetinom vzdrZevati vrednost Hb nad 110 g/L, tako da je
terapija uspesna. Bolniki z eritrocitnim delezem manjSim kot 2% imajo vrednost Hb
119,89 g/L, kar pomeni, da lahko Se sami oz. s pomocjo zdravil, ki vsebujejo Zelezo,

vzdrzujejo vrednost Hb nad 100 g/L in $e ne potrebujejo terapije z eritropoetinom.

Iz grafa 4 je razvidno, da ima kontrolna skupina MCV (88,52 fL) v mejah referencnih
vrednosti (81-94 fL). Dializni bolniki imajo v povpre¢ju makrocitne eritrocite (MCV 94,74
fL). Bolniki s kroni¢no hemodializo izgubljajo vecje koli¢ine folne kisline, in ¢e je ne
nadomescamo v dovolj veliki koli¢ini, to vodi v razvoj makrocitnih megaloblastnih anemij.
Povprecen MCV hematoloskih bolnikov je 82,22 fL, kar je na spodnji meji normalnih
vrednosti. Vzroki za nastanek manjsSih eritrocitov so lahko razlicni, odpoved kostnega
mozga, levkemije, pomanjkanje zeleza, motnje v sintezi hema ali globina. Ce je sinteza Hb
motena, se celice eritroblastov veckrat delijo, z vsako delitvijo pa se velikost eritroblasta

zmanjsa. Tako nastanejo eritrociti, ki so manjsi kot normalno.

Na grafih 11-13 so prikazane korelacije med RPI in retikulociti za posamezne skupine.

Ugotovili smo, da je najboljsa korelacija med RPI in retikulociti pri hematoloskih bolnikih.
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Vrednost Spearmanovega koeficienta je najvisja in blizu 1 (0,982), kar pomeni, da je
ujemanje mocno. Pozitiven Spearmanov koeficient kaze, da vecji kot je RPI, vecje je
Stevilo novonastalih retikulocitov, iz Cesar sklepamo, da je tudi vecja aktivnost kostnega
mozga. Pri kontrolni skupini je korelacija pozitivna in mo¢na (R = 0,907), medtem ko je
pri dializnih bolnikih korelacija nekoliko slabSa, vendar Se vedno visoka (R = 0,864).
Slabsa je najverjetneje zato, ker je skupina dializnih bolnikov zelo heterogena. Nekateri
bolniki so na terapiji z eritropoetinom in imajo zato vec¢je vrednosti RPI v primerjavi s
tistimi, ki $e ne prejemajo eritropoetina. Iz tega lahko sklepamo, da je RPI dober pokazatel;
aktivnosti kostnega mozga za skupino hematoloskih bolnikov in kontrolno skupino, za

dializne bolnike pa je nekoliko slabsi pokazatelj, vendar Se vedno dober.

Mogoce bi morali v raziskavo vkljuciti ve¢ razlicnih skupin, tudi tiste, za katere bi
pri¢akovali poviSano aktivnost kostnega mozga (hemoliticne bolnike ali bolnike po obsezni
krvavitvi), same skupine pa bi lahko bolj definirali npr. skupino dializnih bolnikov bi
razdelili na tiste, ki prejemajo eritropoetin in tiste, ki ga ne. Prav gotovo bi bilo zanimivo

nadaljevati s priceto raziskavo.
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6 SKLEP

RPI je izracunan parameter, ki korigira Stevilo retikulocitov glede na Stevilo eritrocitov.
Korekcija je nujna, ker je delez retikulocitov lahko zavajajo¢ pri anemi¢nih pacientih.
Anemicni pacienti imajo lahko S$tevilo eritrocitov zmanj$ano, kar povzro¢i navidezno
povecanje Stevila retikulocitov. Poleg tega RPI uposteva tudi nezrelost retikulocitov oz.
podaljsan Cas njihovega dozorevanja. Je uporaben parameter pri diagnozi anemije ter pri
spremljanju odgovora kostnega mozga na terapijo. Ni direkten pokazatelj dolocene
bolezni, nam pa pove, kakSne nadaljnje raziskave bodo potrebne pri ugotavljanju vzroka za

anemijo.

Rezultati raziskave so pokazali:

e RPI je dober pokazatelj aktivnosti kostnega mozga, ker je korelacija med RPI
in Stevilom retikulocitov moc¢na v vseh treh skupinah, v hematoloski, dializni
in kontrolni skupini.

e korelacija med RPI in $tevilom retikulocitov je pozitivna, kar pomeni, da ve¢ji
kot je RPI, bolj aktiven je kostni mozeg

e Kkorelacija je najboljSa v skupini hematoloskih bolnikov
e najmanjSe ujemanje RPI in retikulocitov je v skupini dializnih bolnikov

e hematoloski in dializni bolniki imajo zniZan RPI, kontrolna skupina ima
vrednosti RPI normalne

e RPI je mocneje znizan pri mikrocitnih in makrocitnih anemijah kot pri
normocitnih anemijah hematoloske skupine

Raziskovanja in iskanja novih poti za ¢im preprostejSe preiskovanje in ¢im hitrejSe
postavljanje diagnoze so klju¢na za obolele ljudi. Pravzaprav je nujno izkoristiti boljse
moznosti za dober izid zdravljenja. Menim, da bi tudi z RPI lahko pripomogli k
poenostavitvi in pospesitvi diagnosticiranja, kar bi imelo za posledico utiranje poti

pravocasni terapiji in tako povec€ani moznosti za ozdravitev.
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