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1. POSTGRADUALNI SEKCE 1

HEMOFILIE A GENETIKA K SOBE
NEROZLUCNE PATRI

Blatny J.

FN Brno

Hemofilie je vrozené, geneticky podminéné onemocnéni. Casto
byva nazyvana kralovskou nemoci. Ne snad proto, ze by ji trpéli
jen vladafi, ale proto, ze ji néktefi z nich proslavili. Byli to zejména
potomci krélovny Viktorie. Poslednim z nich byl pak carevi¢ Alexej.
Néktefi dokonce uvédi, Ze to byla pravé nemoc mladého carevice,
kterd zaméstnavala cara Mikuldse Il natolik, Zze podcenil nebezpeci
nastupujiciho bolSevismu. To se jemu i jeho rodiné stalo osudnym.
Carevic Alexej trpél hemofilii B.

Hemofilie je zndma jiz z Talmudu, ¢i Bible. V centru zajmu védy se
objevuje od 19 stoleti. V roce 1820 nazev ,Hemofilie” poprvé pouzil
Schoenlein. V roce 1893 byl u osob s hemofilii prokdzan prodlouzeny
¢as srazeni krve a deficit FVIII jako pricina hemofilie A byl objeven
v roce 1947. O 5 let pozdéji byla objasnéna pficina hemofilie B. Oba
dvatypy této nemocijsou dany alteraci jednoho zgen(, nachazejicich
se na chromozomu X. Jeji dédi¢nost je tedy gonozomalné recesivni.
Jedna se tim padem o nemoc, kterd je vhodna ke studiu i vykladu
vlastnosti dédi¢nosti a kterd je rovnéz velmi dobrym adeptem pro
genovou lé¢bu, jenz je dnes snad jiz na dohled. Lé¢ba hemofilie ale
nebyla v minulosti takov4, jakou ji zname dnes.

Prvni 1é¢ebné pokusy nebyly zalozeny na védeckych poznatcich
a patfilo k nim i zafikavani. Pozdéji nasledovala podpUrna Iécba,
kterd méla omezit vlastni krvaceni, nebo jeho nasledky. Ani ta ale
neméla dostatecny efekt. Védeckymi poznatky podlozend lécba se
datuje od doby objevu, ze plazma koriguje prodlouzeny ¢as krvaceni
u osob s hemofilii, tedy od prvni poloviny minulého stoleti. Ve 30.
letech byla poprvé k 1é¢bé pouzita plna krev, pozdéji pak plazma
zdravych darcd. V roce 1964 byl objeven kryoprecipitat, ktery se stal
prvni cilenou a opravdu ucinnou lé¢bou. Nasledoval vyvoj a masivni
pouziti plazmatickych koncentratl krevniho srazeni. Tento pokrok
zbrzdila celosvétova epidemie HIV v 80. letech 20. stoleti, ktera
pravé hemofilickou komunitu zasahla velmi podstatné. Kdyz byly
v roce 1985 klonovény geny pro FVIII a FIX oteviela se cesta k vyvoji
rekombinantnich léciv, kterd kromé lécebného efektu pfinasela
i vysokou bezpecnost.

V Evropé od 70. let, v CR od konce 90. let 20. stoleti se standardem
|é¢by hemofilie stala tzv. profylaxe. Jedna se o opakované nitrozilni
podéavani koncentratd chybéjiciho faktoru ve snaze udrzet vyssi
hladinu v plazmé a tim snizit pocet a zadvaznost krvaceni. Misto
lé¢by vlastniho krvaceni je snaha mu predejit. Plvodni prace
prof. Nilsson hovofila o potfebé udrzet hladinu chybéjiciho faktoru
nad 1 %. Princip profylaktické lé¢by od té doby zUstal zachovan, jen
se méni jeji vnimani a doporuceni s tim spojend. Napfiklad posledni
jednani EDQM (The European Directorate for the Quality of Medicines

& HealthCare) poradniho organu Rady Evropy z roku 2020 hovoi jiz
o minimalni hladiné 3-5 %. To je mozno zejména diky koncentratdm
faktorG s prodlouzenym ucinkem - tzv. EHL (extended half life)
koncentratim. Ty se pred nedavnou dobou staly prvni predzvésti
prichazejici (r)evoluce v l1é¢bé hemofilie. Po desitkach let stagnace se
nyni néco zasadniho déje.

Faktory s prodlouzenym uc¢inkem - EHL koncentraty vyuzivaji
rizny zplsob, jak ochranit vulnerabilnimolekulu FVIII ¢i FIX a prodlouzit
tak jeji polocas. Dafi se to zejména u EHL FIX, kde je mozné nyni |ék
podavat v intervalu jednoho az dvou tydn0 a minimalni hodnoty se
bezpecné drzi nad 3 %, ¢asto i ndsobné vyse. Diky tomu, Ze polocas
FIX neni na rozdil od FVIII ovlivnén jinou molekulou, jej Ize prodlouzit
az 5x. U FVIII, jehoz polocas je ovlivnén zejména vazbou na vVWF Ize
polocas prodlouzit cca 1,5%. V klinickém zkouseni je pak i EHL FVIII
efanesoctocog alfa (BIVV001) s modifikaci nejen FVIII, ale pravé i vIWF,
ktery umozni prodlouzit polocas faktoru podobné, jako u FIX, tedy
na maximalné 2x tydné a minimalné (zatim zejména u FIX) 1x za
dva tydny. EHL preparaty jsou rovnéz velmi dobfe pouzitelné pro ITI
(immune tolerance induction) tam, kde vznikl pfi 1é¢bé FVIIl inhibitor.

Nefaktorova lé¢ba (non-factor treatment - NFT) - Zasadni
zménou je vsak zavedeni NFT. Prvnim z takovych Iéciv, které je navic
jiz i registrovano pro klinické pouziti, je bi-specifickd monoklonalni
protilatka — emicizumab. Je schopna vazbou na FIX a FX zajistit
generaci trombinu i bez pfitomnosti FVIII. Jeho efekt neni tim padem
ani zavisly na ptitomnosti inhibitoru FVIII. Co je snad nejvétsi zménou
je, ze 1ék je podavan podkozné s intervalem, ktery Ize prodlouzit az
na 1x za 28 dni. Podle studii fady HAVEN je redukce poctu lé¢enych
krvaceni vyssi, nez 90 %. To potvrzuji i data z redlné praxe. Navic se
zda, Ze tento |ék bude ucinny nejen u osob s tézkou hemofilii, ale i se
stfedni a lehkou. Emicizumab navic zbavil hemofilii jejiho nejvétsiho
postrachu v poslednich desitkach let - inhibitora.

Dalsi z NFT je fitusiran, jedna z molekul, kterd nema nahradit funkci
chybéjiciho faktoru ale snizenim inhibice krevniho srazeni nastolit
novou rovnovahu. Nedostatecny potencidl krevniho srazeni tak
neni kompensovan jeho znovuobnovenim, ale snizenim potenciélu
antikoagula¢niho. Fitusiran — mald RNA molekula interferujici
s tvorbou Antitrombinu mé takové ambice. Nyni probihaji klinické
studie faze 3 s timto lékem. Plvodni klinicky program spojeny
s vyvojem tohoto Iéku cilil na snizeni AT k hodnotam kolem 10 %.
Poté, co vroce jeden z pacientt ve studii zemfel na nasledky krvéceni,
ktery bylo zplsoben CNS trombézou, byl projekt pozastaven. Nové
studie cili na redukci AT na hodnoty mezi 15 a 35 %. Stéle se ale
jednda o hodnoty, které bychom za jinych okolnosti povazovali za
tézky deficit antitrombinu. Nyni probihajici klinické studie prokazuji
snizeni ABR (annual bleeding rate) u osob s hemofilii A ¢i B az 0 90 %
ve srovnani s [é¢bou OD (on-demand) u osob s téZkou formou nemoci
s nebo bez inhibitor(.
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Concizumab je poslednim z nej¢astéji citované trojice podkozné
podavané NFT. Jedna se o protilatku proti TFPI. 1 zde je snahou nastolit
novou rovnovahu ponizenim antikoagula¢niho efektu, v tomto
pfipadé TFPI. | tuto molekulu provazelo pozastaveni klinickych studii
faze 3 pro tromboembolické pfihody, které vsak v tomto piipadé
nebyly fatalni.

Genova lécba - Genova lé¢ba hemofilie spociva nejcastéji
v transfekci daného genu pomoci virového vektoru, nejcastéji AAV
(adeno-associated virus). Slibnéjsi je v této fazi zejména genova lécba
hemofilie B

V soucasné dobé probéhly studie faze 1 a 2 s rGznymi vektory
a s raznymi genovymi konstrukty. Nékteré pouzivaji bézny geny pro
dany faktor, nékteré - napt. studie B-AMAZE - gen exprimujici faktor
FIX se zvysenou aktivitou (gain-of-function), tzv. ,Padua” variantu. To
umoznuje dosdhnout s relativné nizkou nalozi vektoru uspokojivé
a dlouhodobé (2-3 roky) udrzitelné hladiny FIX. Jina, ale podobné
koncipovand studie potvrzuje hladiny FIX v dobé az 5 let od podani
vektoru. Probihaji i klinické studie faze 3.

Poklud se tyka hemofilie A, je konstrukce vektoru diky velikosti
genu FVIII slozitéjsi, nicméné i zde je efekt |é¢by u nékterych pacient(
dlouhodoby. Problematicky je nicméné fakt, ze exprese dot¢eného
faktoru je u rdznych jednotlivcd rozdilna a neni predikovatelna. | tak
je nicméné povzbudivé, Ze i u genové lé¢by hemofilie A je exprese
faktoru patrna minimalné v horizontu nékolika let. Problémem
genové |écby je zatim stale nutnost steroidni lé¢by pro elevaci
jaternich test( u nemalé ¢asti pacientl. Neni pfedem jasné, ktery
pacient na Ié¢bu zareaguje a jak. Podani genové 1é¢by (napf. formou
klinické studie) mliZe pacienta vyradit z moznosti podani jiné genové
|é¢by v budoucnosti.

Hemofilie je onemocnénim, na némz Ize sledovat rozvoj genetiky.
Genetika umoznila poznat jeho patofyziologii. Genetika umoznila
vyvinout bezpecnou substitu¢ni [é¢bu. Diky genetice jsou zkoumany
a realizovany nékteré z moznosti nefaktorové lécby. A bude to pravé
genova |écba, kterd snad v budoucnu toto onemocnéni vyresi zcela.

Hemofilie a genetika tedy patii nerozlu¢né k sobé.

TROMBOFILIE
Penka M., Matyskova M.
FN Brno

Poruchy hemostazy mizeme dle typu postizeni délit na krvacivé stavy
a stavy se zvysenym rizikem trombdzy, tedy trombofilie. Vrozené
krvacivé stavy jsou vzacné, vrozené lehké trombofilie pomérné casté
(faktor V Leiden, mutace protrombinu G20210A), vétsinou ale nemusi
byt doprovazeny klinickymi projevy. Zdvazné trombofilie (defekt
antitrombinu, proteinu C¢i S, homozygotni defekty nebo kombinace)
jsou vzacné. Vyznamné castéjsi jsou ziskané poruchy, které provazeji
celou fadu chorob.

Trombofilie jsou vrozenym nebo ziskanym defektem hemostézy,
ktery je s nejvétsi pravdépodobnosti pricinou zvyseného sklonu
k trombdze. O klinické trombofilii mluvime, pokud se trombdza

projevi v mladsim véku (zilni pfed 40.-45. rokem véku, tepennd pied
35. rokem véku, v¢. trombo6z u novorozence), zejména tzv. idiopaticka
trombdza, pokud je trombdza v atypické lokalizaci, migrujici,
pfi mnohocetné lokalizaci, recidivach, pokud jsou kombinovany
tepennéizilni. Dale v pfipadé vyznamné pozitivni rodinné anamnézy
(projevy u nejblizsich pfibuznych). U Zen pfi opakovanych ztratach
plodu (tfi a vice naslednych samovolnych potratli pred 10. tydnem
gestace, jedno a vice umrti morfologicky normélniho plodu po 10.
tydnu gestace), piip. u komplikaci téhotenstvi. Tato klinicka definice
nas mlze upozornit na jedince, u kterych je vhodné zvazit vysetreni
laboratornich rizikovych faktord.

Trombdza jako symptom je zdvaznou komplikaci mnoha klinickych
stav(, nevznika ale v disledku vlivu jednoho rizikového faktoru. Jeji
patogeneze je vzdy komplexni, multifaktorialni.

Zilni tromboembolismus (venous thromboembolism - VTE) je
tieti nejcastéjsi onemocnéni cévniho systému a nejcastéjsi pficina
smrti (0,5 milionu/rok v EU). Pojem VTE pokryva Siroké spektrum od
asymptomatickych trombéz lytkovych po klinicky vyznamné hluboké
Zilni trombozy (deep vein thrombosis — DVT) v¢. plicni embolie (embolie
pulmonaire - EP). Incidence trombozy zavisi narase, a u rliznychras je také
rozdilny vyskyt predevsim vrozenych rizikovych faktord. Riziko recidivy
trombdzy je asi 0 60 % vy3si u muzd nez u zen; riziko je vyssi 6-12 mésicd
po ukonceni antitrombotické 1é¢by bez ohledu na jeji trvéani. Je zndma
celd fada faktord, které se u jedincd s trombozou vyskytuji castéji.

Ponékud prekvapujici je, Ze i pfes narlstajici poznatky o rizicich
trombozy a tim i lepsi moznosti prevence/profylaxe incidence TEN
neklesa.

Rizikové faktory pro tepenné a Zilni tromboembolické stavy
jsou rozdilné. Pro VTE jsou to predevsim infekéni choroby a sepse,
nadorova onemocnéni, chirurgické zékroky, téhotenstvi, uzivani HAK.
Pro tepenné predevsim koureni, hypertenze, diabetes, metabolicky
syndrom, a hyperlipidemie. Epidemiologické studie z posledniho
desetileti vSak ukazuji, ze fada rizikovych faktord mize byt spole¢na
- napr. vék, metabolicky syndrom.

Pokud se na pojem trombofilie podivame z sirsiho pohledu, tj. v¢.
ziskanych faktord, které riziko trombdzy zvysuji, tak nejdilezitéjsi,
a hlavné neovlivnitelny, je vék, rasa, pohlavi, vyska jedincd a krevni
skupina ABO systému.

Celkova incidence VTE se vyznamné dle pohlavi nelisi, pokud se ale
porovnava vyskyt v jednotlivych vékovych skupinach, ukazuje se, ze
rozdily jsou vyznamné. Trombodza je Castéjsi u Zen do véku cca 60 let
(za dlivod se povazuje téhotenstvi a uzivani hormonalni kontracepce
- HAK), poté je vsak ¢astéjsi u muzu. Riziko recidivy trombozy je asi
0 60% vy3$si u muzl nez u Zen. Pfi¢ina neni jasna, zvazuje se vliv vysky
u muz(, nebo napf. vliv genetickych polymorfismG vézanych na X ¢i
Y chromozom. F9 Malmé (rs6048 A>G) je jeden z polymorfism, ktery
je asociovan se zvysenym rizikem DVT. Mechanizmus plsobeni viak
dosud neni objasnén

Incidence trombozy také zavisi na rase. Nejvyssi je u cerné rasy,
a to asi 0 30-60 % vyssi v porovnani s bilou rasou. Tento vy3si vyskyt
je ve viech vékovych skupinach, bez ohledu na pohlavi, je i vy3si
incidence VTE v souvislosti s téhotenstvim. Obdobné je u ¢erné rasy
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i vyssi frekvence plicni embolie v¢. tzv. idiopatické. Smrtelné plicni
embolie se u nehospitalizovanych pacientl ¢erné rasy vyskytuji
v mladsim véku oproti bilé populaci (v prdméru o 9 let), podobné jako

Vys33i incidence VTE u ¢erné rasy neni dosud objasnéna - FVL,
PT20210A se nalézaji vyjimecné, Castéji se ale vyskytuje zvySend
hladina FVIIl a VWF, a to i pfes vy3si vyskyt krevni skupiny 0 a je také
popsana nizsi hladina proteinu C.

Krevni skupina - Krevni skupina v ABO systému je opomijenym
rizikovym faktorem. V roce 1969 zjistili Jick et al. nizsi vyskyt KS
0 ve skupiné osob s antikoagula¢ni [é¢bou. Toto vedlo k dalsi studif
se zavérem, ze ve skupiné jedincd s trombozou je krevni skupina
0 zastoupena méné, nez je v dané populaci. Tato anomadlie je
zietelnéjsi, pokud se trombdza vyvinula u zen pfi podavani HAK
nebo v souvislosti s téhotenstvim. Hlavné u Zzen s trombdzou
pfi HAK a v gravidité je vyrazné nizsi zastoupeni krevni skupiny
0 oproti A, [épe oproti jiné krevni skupiné nez 0 (ne-0). Obecné se
udavd, Ze osoby se skupinou A, B ¢i AB (ne-0) maji cca 2x vyssi riziko
trombdzy oproti osobam s krevni skupinou 0. Tento vliv je pozorovan
i u tepennych trombdz. Vrozené trombofilie vliv krevni skupiny dale
zvysuji. Pfi¢ina neni zcela jasnd. Je zndmo, Ze osoby s krevni skupinou
0 maji v prdméru o 25 % nizsi hladinu faktoru VIl a von Willebrandova
faktoru. Rozdily se zvyraznuji, pokud se nepouzivad déleni pouze
dle fenotypu (tj. A, B, AB a 0), ale podle genotypu (tj. AA, AH, ...).
Antigeny A, B a H jsou exprimovany na povrchu mnoha bunék, nejen
cervenych krvinek, ale i trombocyt(, endotelu a napt. i na molekule
VWEF. Pfedpoklada se, Ze se vyskytuji v blizkosti vazebného mista
pro ADAMTS13 (enzym s$tépici VWF) na A2 doméné. A ukazuje se,
Ze antigeny A a B snizuji schopnost VWF vazat ADAMTS13, a tim
zpomaluji jeho $tépeni, na rozdil od antigenu H (fenotypicky krevni
skupina 0). Zvysené riziko ne-0 krevni skupiny vsak pretrvava i po
korekci FVIIl a VWF a je ziejmé zavislé na antigenu O(H).

Faktor V Leiden - Pokud zlistaneme u neovlivnitelnych faktord,
je nutné sem zaradit i vrozené mutace/polymorfismy. Jako genetické
rizikové faktory predevsim Zilni trombdzy (VT) jsou uznavény faktor
V Leiden (FVL), protrombin (PT) G20210A, defekt antitrombinu
(AT), proteinu C &i S (PC, PS), krevni skupina ABO systému, a vzacna
dysfibrinogenémie.

V Evropé patfi mezi nejcastéjsi rizikovy faktor tzv. rezistence na
aktivovany protein C (APCR) v dUsledku polymorfismu faktoru V -
FVL. Prevalence je udavana 3-8 % v populaci, v CR 4,5 az cca 7 %.
Vyskyt FVL u etnik mimo bilou rasu je vzdcny. Bodovd mutace
v misté rychlého stépeni faktoru Va (Arg506GIn — R506Q; G1691A)
vede k delSimu setrvani FVa v plazmé, a tim i vétSimu mnozstvi
generovaného trombinu. Tento polymorfismus také ovliviuje funkci
FV jako kofaktoru aktivovaného proteinu C pfi Stépeni FVllla, coz
opét zvysuje generaci trombinu, a tim pokracovani krevniho srazeni.

FVL je balan¢ni, resp. adaptacni polymorfismus s nékterymi
vyhodami pro své nositele, napt. nizsi krevni ztraty, bylo popsano
i mensi riziko mozkovych krvéceni.

Klinicky se defekt projevuje vétsinou distéIni Zilni tromboézou
(hlavné hlubokou, ale je popsana i povrchova), ktera se

objevi v zdtézovych (rizikovych) situacich. Riziko trombdézy se
u heterozygotni formy zvysuje cca 3-8x, u homozygotni cca 20-50x.
FVL neni rizikovy faktor pro EP. Riziko recidivy trombdzy neni zvysené
nebo pouze mirné. FVL nezvy3uje vyznamné riziko tepennych
trombdz s vyjimkou mladych zen kufacek.

Rada praci upozornila na to, ze APCR (vrozena nebo ziskana) sama
0 sobé, tj. bez leidenského polymorfismu, riziko trombozy také
zvysuje.

Se ziskanou APCR se setkdavame napf. pii uzivani HAK, HRT,
v téhotenstvi, u nddorovych onemocnéni, v pfitomnosti
antifosfolipidovych protilatek, zvysené hladiny FVIII.

Haplotyp HR2 faktoru V nema klinicky vyznam.

Protrombin G20210A - U polymorfismu PT G20210A, ktery se
naléza cca u 6 % jedincd s VTE, se vedle 2-3x vyssiho rizika DVT,
zvysuje i vyskyt EP. PT20210A se také vyskytuje predevsim u bilé
rasy a vyskyt klesa v Evropé od jihu k severu. PT neni povazovan za
rizikovy faktor infarktu myokardu.

Prestoze asociace téchto defektl s VT je jasné prokdzana, ukazuje
se, ze vétsina osob s FVL ¢i PT20201A nikdy v Zivoté trombézu neméla
a mit nebude. V rodindch bez trombdzy je riziko mensi. Tyto defekty
neovliviuji ani mortalitu — vyskyt v rdznych vékovych skupinach je
stejny.

FVL, PT20210A jsou dominantné dédi¢né, podobné jako vétsina
defektl pfirozenych inhibitord (antitrombin, protein C, protein S).
Tyto jsou také primarné sdruzeny s zilnimi trombdézami a zvysuji
riziko EP. Klinickd manifestace a jeji tize vzdy zavisi na typu defektu.
Typ | je vlastni nedostatek, je proporcionalné snizena inhibi¢ni
aktivita i antigen (kvantitativni); typ Il je funkéni (kvalitativni)
defekt - je porusena aktivita, koncentrace proteinu byva v normé.
U jednotlivych defektli se setkavame s velkou heterogenitou projeva,
typ | ma vétsinou téz3i a ¢asnéjsi projevy.

Antitrombin - Antitrombin (AT) je serpin (inhibitor serinovych
protedz - SERPINC1), ktery inhibuje pfedevsim trombin a FXa zejména
v pritomnosti heparinu a jemu podobnych latek. Typ Il se déli na tfi
podtypy, dle poruchy funkéniho mista — porucha reakéniho mista
(RS), mista pro vazbu heparinu (HBS) a pleiotropni defekt. Klinicky
se jeho defekt projevuje trombdzami hlubokych zil hlavné dolnich
konc¢etin a plicni embolii, ev. atypickou lokalizaci tromboz (trombozy
splanchniku, mozkovych splavi). Riziko tromboézy je udavano razné -
8-19x, zavisi na typu defektu — zejména nékteré typy | patii k tézkym
rizikovym faktordim. Riziko trombdzy je v détstvi malé a vyznamné
stoupd kolem 20. roku véku. Tj. prvni manifestace se mlze objevit
v obdobi puberty, obvykle bez zjevné pficiny nebo po leh¢im draze.
U Zen se setkdvame s TEN v téhotenstvi a Sestinedéli. Vétsina nositell
defektu AT md prvni projevy trombdzy do 50 let véku, medidn je
udavéan cca 28 let. | kdyz defekt antitrombinu neni fazen mezi RF
tepennych tromboz, upozornuji nové néktefi autofi na moznost
zvyseni rizika nejen Zilnich trombdz, ale napt. i infarktu myokardu
(napf. antitrombin Cambridge Il (A384S).

Defekt zjistime pfimym stanovenim AT, u podezieni na vrozeny
defekt je vhodné i stanoveni antigenu. Jak se ukazuje, nékteré

variantni antitrombiny nemusi byt pfi béZném stanoveni zjistitelné.
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Aktivita pfi pouziti reagencie na bazi anti-Xa aktivity i anti-lla aktivity
muze dévat vysledky ve fyziologickych mezich a pfi ddvodném
podezieni na defekt je nezbytné molekuldrné genetické vysetieni
s cilem nalezeni kauzalni mutace. Ziskany defekt AT viddme napf.
u polytraumat, sepse, hepatopatie, pfi nefrotickém syndromu, pfi
podavani heparinu.

Podstatou vétsiny defektd AT, v¢. typu |, jsou bodové mutace.
Prehled popsanych genetickych defektl je na internetu k dispozici
v ,Antithrombin Mutation Database”.

Protein C a S - Protein C a S, K-dependentni faktory, jsou dalsi
dilezité prirozené inhibitory krevniho srazeni. Klinicky se jejich
defekt mize projevit jiz v détstvi; byvaji zilni trombozy hlavné dolnich
koncetin, ale i trombdzy v netypickych mistech (horni koncetiny), v¢.
zil povrchovych, jsou popsany i tepenné trombdzy. U homozygotnich
jedincu se defekt v raném détstvi mlze projevit stavem nazvanym
Lpurpura fulminans” (mikrotrombdzy kapilér, jejichz nasledkem
dojde k poskozeni cévni stény prokrvacenim). U dospélych se
i u heterozygotl muzeme setkat s kozni nekrézou po kumarinech,
opét v disledku poklesu PC, kdy dochdazi k mikrotromb6zam cév
k(ze s naslednou nekrézou v téchto mistech. PC ma kratsi polocas
nez vétsina ostatnich faktord na K vitaminu zavislych, a proto se
v Uvodu podavani dikumarin( mulze takto projevit jeho defekt.

Genetickym podkladem defektl PC jsou nejcastéji, jako u vétsiny
trombofilnich defektl, bodové mutace, kterych je popsano vice
nez 160. Klinicky je dllezité, ze defekty PC se v rlznych rodinach
chovaji jako autozomalné dominantni (AD) nebo recesivni (AR). AR
defekty jsou pomérné casté a maji relativné nizké riziko trombozy
(frekvence v populaci je udavana az 0,5 %). Dosud neni vysvétleno,
proc se geneticky tentyz defekt v rliznych rodinach projevuje riizné.
Pravdépodobné jde o interakce s jinymi, dosud nepopsanymi defekty
nebo polymorfismy.

U defektl proteinu C je situace komplikovana tim, Ze se aktivita
proteinu C u nékterych defektd prekryva se zdravou populaci
(nékdy se mluvi o 3edé zéné). V téchto piipadech je interpretace
laboratorniho nélezu bez genetického vysetfeni velmi obtizna.

Laboratorni diagnostiku defektu proteinu S komplikuje skute¢nost,
Ze cca 60 % PS koluje v plazmé navézana na C4bBP. Proto se také
vrozené defekty proteinu S se déli na klasicky typ | - kvantitativni
defekt, a typ Il - snizeni aktivity, ale hladina celkového i volného
antigenu je v normé (kvalitativni) a typ Ill, kdy je snizeni aktivity
avolného proteinu S, ale normalni celkovy protein. Gen PS = PROST se
nachézi na dlouhém raménku 3 chromozomu. Genetickou dia-
gnostiku ale vyznamné komplikuje pfitomnost pseudogenu PROS2,
ktery je také lokalizovan na 3. chromozomu. U defektt PS je popsano
jiz vice nez 130 mutaci.

Vzacné jsou vrozené dysfibrinogenémie, které mohou byt
doprovézeny jak krvacenim, tak i trombdzami. Prevalence tohoto
vrozeného defektu u osob s TEN v anamnéze se odhaduje pod 1 %,
prevalence trombdézy mezi pacienty s dysfibrinogenémie je nezndma,
odhaduje se na 10-20 %.

Smisené rizikové faktory — Mezi rizikové faktory smisené etiologie
(tj. kombinace vrozené dispozice a ziskanych faktor(l) jsou fazeny

zvysené hladiny koagula¢nich faktort, predevsim FVIII, fibrinogenu
a hyperhomocysteinémie.

Zvysena hladina FVIII je nezavisly rizikovy faktor trombozy i jeji
recidivy; relativni riziko (RR) VT 3x vyssi (FVIII > 150 % x < 150 %) a 6x
vyssi (FVIII > 150 % x < 100 %), navic riziko stoupd o 10 % s vzestupem
FVIIl 0 10 %. Hladina neni zavisla na reakci akutni faze, je prokazano
minimalnikolisani hladiny FVIll a rodinna zavislost. FVIll zvy3Suje i riziko
recidivy TEN po prvni trombotické pfihodé. V poslednich letech se
v rdmci GWAS (genome-wide association studies) nalezlo nékolik
polymorfismd, v jinych genech, pfip. jejich kombinaci, které hladinu
faktoru VIII ovliviuji. Jedna se napt. o kombinaci SNP rs9804128-AG
(naléza se v promotorové oblasti genu IGSF21 — immunoglobulin
superfamily, member 21) a rs4784279-AG (Iroquois homeobox gene
family — IRX3). Interakce téchto dvou polymorfismd moduluje hladinu
FVIIl - nejvyssi je nalézéna u nositel(i rs9804128-G a rs4784279-A.

Zvysena hladina fibrinogenu je také diskutovana jako rizikovy
faktor jak tepennych, tak Zilnich trombéz.

Homocystein (Hc) je metabolit metioninu, k jeho preméné
jsou jako kofaktory nezbytné vitaminy skupiny B. Pfi¢in vrozené
¢i ziskané hyperhomocysteinémie (HHc) je celd fada. Nejcastéjsi
vrozenou pfi¢inou jsou defekty enzymd, hlavné cystathion-f-
syntetdzy (CBS) a metylen-tetrahydrofolat reduktazy (MTHFR).
HHc je spojovéna s kardiovaskularnim postizenim a s hlubokymi
zilnimi trombdézami, vztah mirné HHc (16-30 pumol/l) k Zilni
tromboembolické nemoci je vsak stéle kontraverzni. Hladinu Hc
vyznamné ovliviiuje strava (vitaminy B), léky, klinicky stav, vék
a pohlavi. Genetické vysetieni neni bézné indikovano. Zejména stale
stanovované polymorfismy MTHFR C677T a A1298T nejsou rizikovymi
faktory TEN.

GWAS (celogenomové asociacni studie) — Patrani po vrozenych
rizikovych faktorech trombéz je vénovano v poslednich letech velké
usili, zatim vSak bez vyznamnéjsich vysledka.

V soucasnosti ani rozsahlé tzv. celogenomové asociacni studie
(GWAS) zatim nevedly k identifikaci faktorl zvysujicich riziko
TEN a soucasné natolik rozsifenych, aby se vyplatilo je rutinné
testovat. Je vytipovano nékolik ,kandidatnich genl”, nalezena rada
polymorfismd nejriiznéjsich proteind, které se v nékterych studiich
ukazuji jako sdruzené s vyssim rizikem trombéz.

Rada studii p¥inasi velmi zajimavé vysledky. Napf. jsou popsany
dalsi polymorfismy ABO genu na chromozomu 9, které zvysuji riziko
trombdzy nezdvisle na krevni skupiné. V genu F11 je popsana fada
polymorfismU a jejich haplotypy, které ziejmé také hraji roli pfi zvyseni
rizika VTE (Germain 2011). Mezi geny, které jsou podezielé z ovliviiovani
rizika TEN, jsou i takové, které, dle dosavadnich znalosti, vétSinou
s krevnim srazenim souvisi jen nepfimo — napf. STAB2 (stabilin 2),
CYP4V2, STXBP5 (syntaxin-binding protein 5 - tomosyn), HIVEP1 (HIV
type | enhancer binding protein 1), TC2N (tandem C2 domains
nuclear protein). Nové prace se také zabyvaji moznymi interakcemi
mezi jednotlivymi polymorfismy. Zatim se zda byt dulezitd pouze
interakce zvysujici hladiny FVIII, ktery je fazen mezi tzv. smisené
rizikové faktory — viz vyse (Greliche N et al. 2013, Morange PE.
JTH 2011).
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Indikace vysetieni trombofilie - Neni Zddna absolutni indikace
vysetteni trombofilie. Vétsina osob s laboratorni trombofilii nebude
mit v Zivoté trombotickou piihodu.

Problematice vysetfovani vrozenych trombofilnich dispozic je
v literatufe vénovana fada publikaci, ¢ast z nich se pfiklani k indikaci
vysetieni pfisplnéniklinickych kritérii (vétSinou vedle véku minimalné
jedno dalsi), z¢asti je vysetfeni zcela zpochybriovano. Obecné je
pfijimano, ze vysetieni na vrozené trombofilie neni indikovano u osob
nad cca 45 let. Klinicky vyznam tohoto vysetieni je vSak diskutovan.

Vysetieni vrozené trombofilie je vhodné v pfipadé, Ze nositel bude
z vySetieni profitovat, tj. pokud bude mladsi 40-45 let bude mozna
lepsi prevence v zatézovych situacich (v¢. téhotenstvi), pfipadné
zvazovani indikace HAK ¢i substituce. Ve vyssim véku se profylaxe
uz bézné podava. Tj. patrani po defektu je vhodné u osoby do cca
45 let (vétsinou uddvané rozmezi 40-50), hlavné pokud se jednd
o tzv. idiopatickou trombdzu nebo o recidivujici stavy, pokud jde
o tepennou i VT bez zndmé jiné choroby v anamnéze, nebo u zeny
s opakovanymi potraty, zejména s pozitivni rodinnou anamnézou
(RA). Pfed nasazenim HAK ¢i v gravidité je detekce FVL indikovana
pouze v pfipadé pozitivni osobni ¢i RA.

Nalezeny defekt neovlivni postup pfi 1é¢bé akutni TEN a nema
vyznam pro urceni délky trvani antikoagulace. Délka |é¢by se bude
fidit tizi pfihody, tj. klinickym nalezem, soubéznymi chorobami,
komplikacemi [é¢by, anamnézou ¢i pridatnymi rizikovymi faktory
(budeme jinak postupovat pfi trombdze po operaci a jinak u tzv.
Jidiopatické”). Delsi profylaxe se doporucuje pouze, pokud prvni
pfihoda byla zivot ohrozujici ¢i idiopaticka. P¥i zvazovani ukonceni
|éCby je tfeba zohlednit nejen aktualni klinicky stav, ale i aktualni
laboratorni vysledky. Vyznam ma zejména stanoveni D-dimerq,
které mUze upozornit na vyssi riziko trombézy v pfipadé vysazeni
antikoagulacni l1écby. Laboratorni trombofilie ma vyssi riziko recidivy
TEN v pfipadé vysazeni antikoagula¢ni [é¢by po tfech mésicich.
V pfipadé vysazeni po jednom roce nehraje vrozena trombofilie
zédnou roli v riziku recidivy.

Po jedné trombotické pfihodé vétsinou neni indikovéna dozivotni
antikoagula¢ni 1é¢ba, ani v pfipadé nemocného s nalezenym
vrozenym rizikovym faktorem. A uz vibec neni nalez defektu
dlvodem pro nasazeni této |é¢by u osob bez projevd TEN.

Vysetfeni neni doporuceno u bezpfiznakovych ¢lenl rodin
zejména vyssiho véku.

Vysetfovani trombofilie neni zddvodnitelné u zdravych jedinct do
cca 15 let, je ale vhodny v rizikovych situacich. V rodiné by provadéné
vysetfeni mélo byt vzdy cilené, neni indikovéno vysetieni celého
spektra trombofilnich faktor(. Pfi zvazovani indikace vysetreni
bychom méli dle typu trombozy rozlisovat, které faktory vysetfit.
Tj. nevysetfovat napf. celé spektrum rizikovych faktorl pro VTE
u jedincll po infarktu myokardu.

Na ziskané trombofilni stavy je vhodné myslet u pacientd v kazdém
véku.

Prace z posledni doby ukazuji na vhodnost identifikace somatické
mutace Janusovy tyrozin kindzy 2 (JAK2 V617F). Mutace se vyskytuje
v rGzné velké frakci granulocytl periferni krve u drtivé vétsiny (65—

97 %) pacientl s polycytemia vera (PV), a je ji pfisuzovan zasadni
vyznam v patogenezi tohoto onemocnéni. Mutace se vyskytuje
i u30-57 % pacientll s esencialni trombocytémii a 35-95 % pacientd
s chronickou idiopatickou myelofibrézou. Pozitivni nélez maze
signalizovat ¢asné stadium myeloproliferativni nemoci. U nosicl této
mutace se obecné predpoklada vyssi riziko komplikaci (trombézy,
potraty apod.). Mutace by vzdy méla byt vysetiena v pfipadé vyskytu
tromboz v oblasti splanchniku ¢i mozku.

Nadorové onemocnéni, zejména maligni, je doprovazeno fadou
primarnich i sekundarnich projevl z postizenych tkani ¢i systémi,
které casto zvysuji riziko trombdzy.

Mezi rizikové faktory trombéz patfii antifosfolipidové protilatky, na
které je tfeba pamatovat zejména v pfipadé prodlouzeni APTT, leh¢&i
trombocytopenie, zejména u osob s probéhlou trombdzou, pfip.
u Zen s opakovanymi potraty ¢i komplikacemi gravidity.

V pfipadé tromboézy zcela zapomindme na skutecnost, Ze
mikroangiopatické hemolytické anémie, napf. i paroxyzmalni
nocni hemoglobinurie (PNH) mohou byt jednou z pfi¢in probéhlé
trombdzy. Klinickd TEN je u 40 % pacientl s PNH (nepoznand az
u 60 %), u 21 % predchazi TEN diagndze PNH. Patogeneticky se jedna
o nekontrolovanou aktivaci komplementu (C5b-9, C5a) s naslednym
poskozenim cévniho endotelu a aktivaci krevnich bunék s expresi
tkanového faktoru. Poskozeni je na urovni glykosylfosfatidyl inositolu
(GPI), ktery vaze k buné¢né membrané fadu proteinl. Nejcastéji je
mutace v genu PIG-A. Tento gen je lokalizovan na X chromozomu,
a u nemocnych s PNH jde nej¢astéji o mutaci jedné baze nebo
deleci ¢i inzerci nékolika bazi, u tézkych forem choroby byvaji
pfitomny i rozsahlejsi defekty, vznikajici napf. chybnym sestfihem
nepfepisovanych ¢asti genomu.

Incidence trombdzy u nositell vrozenych defektd je velmi
variabilni. Rada nikdy trombézu neméla a mit nebude, a naopak
néktefi maji tézké trombotické prihody jiz v mladém véku. Incidence
trombdzy u nositeld FVL z rodin, kde anamnesticky trombdza nebyla,
maji nizsi incidenci nez jedinci s pozitivni rodinnou anamnézou.

Potvrzuje to multifaktoridlni patogenezi trombdzy a vzajemného
ovlivhovani rizikovych faktord (interakce genové, prostredi, ovlivnéni
vékem). Vysetieni vrozenych rizikovych faktord trombézy by mélo
byt provadéno u mladsich jedincd s vyznamné pozitivni rodinou
anamnézou. Vysetreni neni indikovano u starsich osob. Ve vétsiné
pfipadud vsak nalez trombofilniho defektu neovlivni lé¢ebné postupy.
Sama anamnéza trombotickych piihod je indikaci k ddslednéjsi
prevenci/profylaxi v zatézovych situacich. Nikdy bychom neméli
provadét vysetieni bez toho, abychom vysetfovanému nevysvétlili
divod vysetieni. Neméli bychom provadét vysetieni pro vysetieni,
kdy zavérem je pouze sdéleni, ze polymorfismus/ mutace je ¢i neni
pfitomna a neobjasnime vyznam daného stanoveni. V indikovanych
pfipadech by mély byt vysetfeny vsechny zndmé faktory, nejen
polymorfismy FV Leiden ¢i PT20210A. Pacientdm je nezbytné
poskytnout fadnou informaci o vysetteni, o rizicich, o mozné
prevenci/profylaxi. | u bezpfiznakovych ,pacientl” (jednd se o zdravé
jedince) bychom si na vysvétleni vzdy méli najit ¢as a neméli bychom
je bezpfedmétné vystrasit.
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GENETICKY PODMINENE CYTOPENIE
Pospisilové D.
Détska klinika LF UP a FN Olomouc

| pfes obrovské pokroky v diagnostice a Ié¢bé hematologickych
malignich onemocnéni, predevsim leukémii a lymfom, stale zstava
skupina vzacné se vyskytujicich heterogennich nemoci s atypickymi
hematologickymi projevy, u kterych vzhledem k jejich mnohdy
ojedinélému vyskytu teprve dnes postupné poznavame jejich
podstatu. Spole¢nym rysem této heterogenni skupiny nemoci jsou
izolované a kombinované cytopenie charakterizované deficitem
bunék jedné nebo vice bunécnych linii.

Tato skupina nemoci zahrnuje geneticky podminéné poruchy
struktury a funkce erytrocytd, leukocytl a trombocyt(, ale také syn-
dromy selhani kostni dfené, mitochondriopatie, primarni imunode-
ficity a jind onemocnéni. Pacientiim s vzacnym onemocnénim ne-
muzeme vzdy nabidnout adekvatni Ié¢bu, protoze nejsou k dispozici
doporucené postupy ani l[é¢ebné protokoly. K objasnéni jejich etiolo-
gie je nezfidka nutno pouzit fadu specidlnich vysetfeni vyZadujicich

interdisciplinarni spolupraci cytogenetik(, biologli, chemikd, imuno-

logli, molekularnich a klinickych genetik(, ktefi musi zajistit analyzu
nalezené zmény genomu a vysetieni celé rodiny. Odhaleni spravné
diagnozy pacienta, ¢asto az po dlouhém pétrani, umoziuje v mnoha
pfipadech najit adekvatni lécbu.

K prikladdim vzécnych a mnohdy az raritnich geneticky podminé-
nych cytopenii diagnostikovanych v naSem centru patfi napf.:

1. erytrocytarni enzymopatie, manifestujici se jako hemolyticka
anémie, zpUsobena mutaci v genu pro pyrimidine-5-nukleotiddzu
(P5'N-1), kterd vede k depozici pyrimidin-nukleotid(i v erytrocytech;

2. hypochromni mikrocytarni anémie s pfetizenim organizmu Zele-
zem, ktera vznikla na podkladu mutace v genu kédujicim membra-
novy prenasec zeleza - divalent metal transporter 1 (DMT)1 a ktera
zpUsobuje poruchu transportu Zeleza v erytroidnich burikach;

3.vzacna dyserytropoetickd anémie typu IV s neobvykle tézkym
pribéhem zplsobena zarode¢nou mutaci genu pro KLF1;

4. hypochromni mikrocytarni anémie bez odpovédi na perordlni
podavani zeleza, tzv. iron-refractory iron deficiency anemia (IRIDA),
zpUsobena mutaci genu pro TMPRSS6, kterd ma za nasledek
zvysdeni hladiny hepcidinu vedouci ke snizenému vstfebavéni
Zeleza ve stievé;

5. chronickd neutropenie s pankreatickou insuficienci - Shwach-
manUv-Diamonddv syndrom s rozvojem Akutni lymfoblastické
leukémie;

6. chronicka trombocytopenie spojend s imunodeficitem, asociovana
se zarode¢nou mutaci genu pro GATA2;
genu pro ABCC6 protein a vyznacujici se kalcifikacemi a postizenim
cév pojivové tkané a kdze, nalezené u pacienta s mirnou

erytrocytézou a neobvykle vyraznou hypertenzi (190/150 mm Hg).

Uskali diagnostiky a lé¢by téchto vzacnych pfipadt hematologic-
kych defektd budou detailnéji prezentovana v priibéhu prednasky.
Vzhledem k omezenému poctu piipadd riznych typl a kombinaci
cytopenii je pfi objasnéni jejich podstaty kromé interdisciplinérni
komunikace nezbytna i mezindrodni spoluprace s moznosti koope-
race mezi evropskymi hematologickymi centry. K této spolupraci vy-
znamné prispiva evropska sit center vzacnych hematologickych one-
mocnéni EuroBloodNet zabyvajici se problematikou velmi vzacnych
onemocnéni, do které od roku 2022 patii i hematologické centrum

Fakultni nemocnice v Olomouci.
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