
Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008 63

Souhrn
Esenciální trombocytemie (ET) je Ph1 negativní myeloproliferativní onemocnění charakterizované zvýšenou proliferací
megakaryocytů se zvýšenou produkcí trombocytů, trvalou trombocytózou a zvýšeným rizikem trombotických a krváci-
vých epizod. Je považována za onemocnění středního věku, u dětí se vyskytuje velmi vzácně s incidencí kolem 1/10 mili-
onů dětí za rok. U většiny pacientů byla prokázána snížená exprese receptoru pro trombopoetin na trombocytech. V ro-
ce 2005 byla u 23–57 % dospělých s ET popsána mutace genu JAK2 Val617Phe. Role této mutace v patogenezi ET dosud
nebyla přesně objasněna. V letech 1987–2007 bylo v České republice diagnostikováno 15 dětí s ET (9 dívek a 6 chlapců
ve věku 6–17 let). Incidence ET v dětské populaci má narůstající tendenci, v letech v letech 1987–1996 byla 0,1/1 milion
dětí/rok, v letech 1997–2006 0,6/1 milion dětí/rok. Onemocnění bylo u 8 dětí zjištěno náhodně, u žádného z pacientů se
neobjevily závažné trombotické a krvácivé komplikace. U 5 dětí byly přítomny klinické známky mikrovaskulární obstruk-
ce, u dvou dětí přechodná nezávažná krvácení. Monoklonální hematopoéza byla přítomna jen u jedné nemocné. Většina
(11/13) dětí vykazovala hypersenzitivitu hematopoetických progenitorových buněk na erytropoetin v in vitro kulturách.
Tzv. endogenní erytroidní kolonie, tj. kolonie rostoucí i v médiu bez přidání exogenního erytropoetinu, byly detekovány
u 11 dětí. Mutace genu JAK2 Val617Phe na úrovni leukocytů z periferní krve detekována jen u jednoho pacienta. Při
analýze hematopoetických kolonií na přítomnost mutace genu JAK2 Val617Phe byly nalezeny ojedinělé homozygotní a he-
terozygotní kolonie nesoucí mutaci u 3/5 vyšetřených dětí, přestože u nich mutace nebyla detekována na úrovni perifer-
ní krve. Naše výsledky ukazují, že i u dětských esenciálních trombocytemií se mohou velmi vzácně vyskytovat subklony
nesoucí tuto mutaci. Nález subklonů nebyl asociován se závažnějším klinickým fenotypem. Šest pacientů bylo léčeno
anagrelidem, pět pacientů kyselinou acetylosalicylovou, čtyři pacienti byli pouze sledováni. Dosud nebyl stanoven jedno-
tný diagnostický a léčený přístup u dětí s ET. Dětské pacienty je nutno pečlivě sledovat vzhledem k možné progresi one-
mocnění s vývojem klonální hematopoézy, získání mutace genu JAK2 Val617Phe, popřípadě rozvoji klinického obrazu
polycytemia vera. Zda se v případě ET u dětí a dospělých jedná o biologicky odlišné onemocnění nebo zda jde o různé
vývojové fáze téhož onemocnění, mohou ukázat pouze velké mezinárodní studie a především dlouhodobé sledování dět-
ských pacientů. 
Klíčová s lova: esenciální trombocytemie, dětský věk, klonalita, erytroidní kolonie, hypersenzitivita na erytropoe-
tin, mutace JAK2 Val617Phe 

Summary
Pospíši lová D. ,  Veselovská J. ,  Horváthová M.,  Solná R. ,  Kučerová J. ,  Čmejlová J. ,  Čmejla R. ,
Běl ičková M.,  Peková S . , Petrtý lová  K. ,  Mihál  V. ,  Votava T. ,  Hak J . ,  Zapleta l  O. ,  Starý  J . ,
Divoký V.: Essential thrombocythaemia in children
Essential thrombocythaemia (ET), a Philadelphia chromosome negative chronic myeloproliferative disorder, is usually
a disease of middle age and it is extremely rare in paediatric population. In this report we have analysed 15 children
(9 girls and 6 boys) diagnosed with ET in the Czech paediatric population from 1987 to 2007. There is a growing inciden-
ce of ET in children: 0.1/1 million children/year in years 1987–1996 but 0.6/1 million children/year in years 1997–2006.
Platelet count at the time of diagnosis was 681–2428x109/l (median 1720x109/l), Hb and leukocyte counts were within
normal range. Splenomegaly was found in 8 children. The median follow-up was 19 months. The clinical picture in our
paediatric patients was milder than in adults. The diagnosis was made only during routine blood analysis in more than
half of the cases. No thrombosis or major bleeding was observed at the time of diagnosis, although symptoms of micro-
vascular obstruction were present in some patients. Erythropoietin (Epo) hypersensitivity of haematopoietic progenitors
in vitro was found in the majority of the patients (11/13), with EEC formation in 9/11 patients. These results are indicati-
ve of the diagnosis of myeloproliferative disease. We detected JAK2 V617F mutation in peripheral blood leukocytes or in
separated platelets only in one female patient with borderline level of haemoglobin. Monoclonal haematopoiesis was no-
ted only in one another female patient. During the EEC analysis we found some colonies bearing heterozygous or homo-
zygous V617F mutation in 3/5 examined patients. Our data suggests that childhood ET patients could bear minor JAK2
V617F-positive subclones. These patients did not show any phenotypic differences from the cohort. Treatment strategies
for paediatric ET have not yet been fully defined. The treatment approach to our paediatric patients was variable. As the
majority of paediatric haematologists prefer anagrelide to hydroxyurea, 6 patients were treated with anagrelide, 5 pati-
ents with acetylosalicylic acid and in 4 patients the „wait and see“ strategy was used. United approach towards the dia-
gnosis and treatment of childhood ET is still to be established. The paediatric patients have to be closely monitored in ca-
se of possible disease progression to clonal haematopoiesis, of appearance of JAK2 V617F mutation, or of evolvement in-
to clinical picture of polycythaemia vera. Finally, the question if adult and paediatric ET are different stages of the same
disease or whether they represent separate disorders is still to be answered possibly by international cooperation in lar-
ge multicentral studies and by long-term monitoring of paediatric patients.
Key words: essential thrombocythaemia, children, clonality, erythroid colonies, hypersensitivity to erythropoietin,
JAK2 V617F mutation
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Úvod

Esenciální trombocytemie (ET) patří spolu s pravou po-
lycytemií a idiopatickou myelofibrózou mezi Ph1 negativ-
ní chronická myeloproliferativní onemocnění (MPD). ET je
charakterizovaná zvýšenou proliferací megakaryocytů s ne-
kontrolovanou produkcí trombocytů, trvalou trombocytó-
zou, zvýšeným rizikem trombotických a krvácivých epizod.
Může progredovat do myelodysplastického syndromu ne-
bo leukemie. Je považována za onemocnění středního vě-
ku, diagnóza je nejčastěji stanovena mezi 50.–60. rokem.
Asi 20 % případů je diagnostikováno ve věku pod 40 let.
Incidence v dospělém věku je 1–5/100 000 osob/rok (1, 2).

Etiologie ET dosud nebyla plně objasněna. U většiny pa-
cientů byla prokázána snížená exprese receptoru pro trom-
bopoetin (MPL) na povrchu progenitorových buněk pro me-
gakaryocyty a na povrchu trombocytů. U části pacientů s fa-
miliárním výskytem trombocytemie byly nalezeny mutace
genu pro trombopoetin (THPO) a genu pro jeho receptor
(MPL) (3, 4).

V roce 2005 byla identifikována mutace v JAK2 tyrozi-
nové kináze vedoucí k aminokyselinové záměně valinu za
fenylalanin v pozici 617 kinázové domény (JAK2 V617F)
jako častá genetická abnormalita u různých typů MPD včet-
ně ET. Mutace JAK2 V617F je popisována u > 90 % dospě-
lých nemocných s pravou polycytemií, u 23–57 % dospě-
lých s ET a u > 50 % nemocných s idiopatickou myelofib-
rózou (5–8). Jedná se o aktivační mutaci signální dráhy re-
ceptorů pro růstové faktory. Přesný etiologický význam té-
to mutace u ET dosud nebyl objasněn. Dle posledních pra-
cí zvyšuje přítomnost této mutace riziko trombóz, přede-
vším arteriálních (9, 10), nemá však vliv na celkové přeži-
tí pacientů ani na transformaci do leukemie (11). Poslední
studie potvrzují, že přinejmenším u části dospělých paci-
entů s ET není JAK2 V617F mutace kauzální a objevuje se
později v průběhu onemocnění. Pouze část populace klo-
nálních buněk nese totiž tuto mutaci (12).

V dětském věku se ET vyskytuje vzácně, je uváděna in-
cidence 1 na 10 milionů dětí/rok (13). K dnešnímu dni by-
lo v odborném písemnictví popsáno asi 100 případů dět-
ských pacientů s ET (14). Malý počet pacientů a variabili-
ta vyšetřených a srovnávaných parametrů nedává zatím pro-
stor k žádným definitivním závěrům v této oblasti. Panel
vyšetření požadovaných pro přesnou diagnostiku dětské ET
dosud nebyl přesně definován, byly publikovány pouze oje-
dinělé zkušenosti s léčbou dětských pacientů. Indikace léč-
by proto nejsou jednotné a jsou obvykle odvozovány z vý-
sledků získaných ze studií provedených u dospělých paci-
entů. Dvě dosud publikované studie dětských pacientů uká-
zaly, že většina dětí s ET má polyklonální onemocnění a že
mutace JAK2 V617F se u dětí s ET na rozdíl od dospělých
pacientů nachází pouze ojediněle (15, 16).

Soubor pacientů

Cílem této multicentrické studie je zhodnocení klinic-
kých a laboratorních nálezů u dětských pacientů s ET, je-

jichž diagnóza byla stanovena v jednotlivých centrech
dětské hematologie-onkologie v České republice v letech
1987–2007. V uvedeném časovém intervalu bylo v Čes-
ké republice diagnostikováno 15 dětí s ET. Jednalo se o 9
dívek a 6 chlapců. Věk při stanovení dg. byl 6–17 let (me-
dián 10,5 let). Všichni pacienti splňovali diagnostická kri-
téria PVSG (17). U všech pacientů bylo provedeno re-
trospektivní zhodnocení anamnestických a klinických
údajů a výsledků vyšetření provedených při diagnóze.

U všech pacientů byla dále provedena následující 
vyšetření:
1. hladiny erytropoetinu (Epo) a trombopoetinu (Tpo);
2. analýza genů pro trombopoetin (THPO) a jeho recep-

tor (MPL);
3. stanovení in vitro senzitivity erytroidních progenito-

rových buněk k Epo a přítomnost spontánního růstu
erytroidních kolonií („endogenous erythroid coloni-
es“ – EEC);

4. klonální krvetvorba u dívek;
5. analýza JAK2 V617F mutace v leukocytech, v trom-

bocytech a v koloniích EEC.
Etická komise Univerzity Palackého a Fakultní nemoc-

nice Olomouc tuto studii schválila. Všichni pacienti ne-
bo zákonní zástupci podepsali informovaný souhlas.

Metody

Měření sérových hladin Epo a Tpo
Koncentrace Epo byla měřena RIA metodou a vyjádře-

na v IU/l. K měření hladin sérového Tpo byl použit ko-
merční kit (Quantikine, Elisa, RD system Europe), hla-
diny byly vyjádřeny v pg/ml a vztaženy k normám pro
příslušný věk dítěte (18).

Analýza genů THPO a MPL
Pro identifikaci mutací byla použita metoda polyme-

rázové řetězové reakce (PCR) a následné sekvenování
PCR fragmentů. Primery pro amplifikaci z genomické
DNA byly navrženy tak, aby bylo možné u obou genů
zanalyzovat všechny exony s přilehlými oblastmi. PCR
produkty byly elektroforeticky separovány a purifiková-
ny z gelu pomocí QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
a použity jako templát pro sekvenační reakci. Sekvence
byly analyzovány na přístroji ABI3130 Genetic Analy-
zer (Applied Biosystems). Sekvence primerů a přesné
podmínky amplifikace byly publikovány (19).

Analýza klonální krvetvorby
Z periferní krve 9 pacientek byla získána mononuk-

leární frakce (MNC) a granulocyty separací na gradi-
entu Ficol-Histopaque. Z mononukleární frakce byly
izolovány CD3+ a CD14+ buňky pomocí magnetické se-
parace (MiniMACS, Miltenyi Biotec). 0,5 μg genomic-
ké DNA bylo štěpeno po dobu nejméně 16 hodin při
37 ºC za užití reakční směsi obsahující 25 jednotek me-
tylsenzitivní endonukleázy HpaII. Pro kontrolu štěpení
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bylo prováděno souběžné štěpení mužské genomic-
ké DNA se stejným množstvím restrikčního enzymu.
Naštěpená DNA byla amplifikována za podmínek
dříve publikovaných (20). PCR produkt byl analy-
zován v kapilární elektroforéze ABI PRISM 310
(Applied Biosystems) s použitím GeneScan softwa-
ru (Applied Biosystems). Procentuální zastoupení
alel bylo vypočítáno jako podíl alely s větší délkou
ku alele s menší délkou násobený 100 %. Za mono-
klonální vzorky byly považovány výsledky v inter-
valu 90–100 % nebo 0–10 %, za polyklonální v roz-
sahu 20–80 %. Ostatní výsledky byly označeny za
oligoklonální.

Hypersenzitivita na Epo 
– klonální test hematopoetických progenitorů

Tato metoda využívá proliferační a diferenciační
kapacitu hematopoetických progenitorů in vitro tvo-
řit kolonie krevních buněk za definovaných podmí-
nek (21). MPD na rozdíl od sekundárních stavů se vy-
značují hypersenzitivitou hematopoetických progeni-
torů na různé růstové faktory např. na Epo.

Mononukleární frakce buněk obsahující progenito-
ry byla izolována z heparinizované periferní krve centri-
fugací na hustotním gradientu (Histopaque 1077 Hybri-
Max, Sigma-Aldrich). 2,5 ml polotekutého média obsa-
hujícího metylcelulózu (MethoCult H4531, StemCell
Technologies) bylo připraveno do 35mm Petriho misek
(1,1 ml na jednu Petriho misku) se 100 μl suspenze mo-
nonukleárních buněk (2,5x105 buněk na misku) a s pří-
davkem Epo (Epogen Epoetin Alfa, Amgen). Standardní
koncentrace Epo v tomto systému je 1 U/ml média, pro
test hypersenzitivity bylo využito koncentrací 0,03; 0,06;
0,12; 0,24; 0,5 U/ml média. Kultury byly inkubovány v at-
mosféře s 5 % CO2, 21 % O2, 70 % vlhkostí, při 37 °C.
14. den kultury byl hodnocen počet a morfologie kolonií
(erytroidní kolonie BFU-E). BFU-E rostoucí v kulturách
bez přidání Epo byly hodnoceny jako tzv. endogenní eryt-
roidní kolonie (EEC) – (obr. 1).

Detekce mutace JAK2 V617F
Mutace JAK2 V617F byla detekována na úrovni ge-

nomické DNA izolované z leukocytů z periferní krve po-
mocí alelově-specifické (AS) PCR a pomocí restrikční
analýzy BsaXI (6), a dále na úrovni RNA izolované
z trombocytů z periferní krve pomocí reverzní transkrip-
ce s následnou alelově-specifickou PCR (AS-RT-PCR)
podle protokolu dle Campbella et al. (22).

Detekce JAK2 V617F na úrovni jednotlivých myelo-
idních hematopoetických kolonií

Detekce mutace JAK2 V617F byla založena na meto-
dě real-time alelické diskriminace na přístroji RotorGe-
ne 300 (Corbett Research) nebo na přístroji LightCycler
480 (Roche Applied Science). Jednotlivé kolonie byly
přeneseny pod mikroskopem do 500 μl Trizol Reagent
(Invitrogen). DNA se vyprecipitovala přes noc přidáním
300 μl 96% etanolu. Vysrážená DNA byla stočena při

14 000 g 30 min., a dvakrát promyta v 10% etanolu v 1x
PBS, usušena a rozpuštěna v 10 μl deionizované, autoklá-
vované vody. Vlastní metoda využívá jeden pár primerů
k amplifikaci odpovídajícího fragmentu JAK2 genu po-
mocí PCR reakce a dvou fluorescenčně značených LNA-
modifikovaných sond (Exiqon, Dánsko), které dokáží roz-

Obr. 1. Hematopoetické kolonie, hypersenzitivita na erytropoetin (Epo). 
Fotografie erytroidních kolonií (BFU-E) získané 14. den kultury. EEC: endo-
genní erytroidní kolonie, tj. kolonie rostoucí i bez přidání exogenního Epo. Je
patrný výrazný rozdíl mezi růstem kolonií (počtem i velikostí) kolonií u paci-
enta č. 13 a kontroly. 

Obr. 2. Grafické vyjádření senzitivity erytroidních hematopoetických
progenitorů na Epo in vitro. 
Počet erytroidních kolonií (BFU-E) rostoucích při různých koncentra-
cích Epo byl vyjádřen v procentech maxima. Maximální růst (100%) re-
prezentuje počet kolonií v kultuře se standardním přídavkem 1U Epo
na ml média. Růst erytroidních progenitorových buněk pacientky č. 3
(modrá křivka) je typickým příkladem hypersenzitivity na Epo. Vysky-
tují se u ní nejen zvýšené počty kolonií v nízkých koncentracích Epo
ve srovnání s kontrolou, ale také kolonie v médiu bez přidání Epo, tzv.
EEC. Na rozdíl od této pacientky nejsou hematopoetické progenitory
pacienta č. 6 hypersenzitivní, křivka růstu kolonií kopíruje růst kolonií
u zdravého dárce. 

ESENCIÁLNÍ TROMBOCYTEMIE V DĚTSKÉM VĚKU
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lišit mezi oběma JAK2 genotypy (mezi V617F mutací
a nemutovaným – “wild-type”) (15). 

Výsledky

Základní charakteristika souboru pacientů s výsledky
retrospektivních analýz jsou shrnuty v tabulce 1.

Při analýze anamnestických údajů byly zjištěny klinic-
ké příznaky, které by mohly být dávány do souvislosti
s trombocytemií, pouze u 7 dětí. Ve třech případech šlo
o bolesti hlavy, které mohly být známkou mikrovasku-
lární obstrukce, v jednom případě o opakované synkopy,
pravděpodobně v důsledku přechodné ischemie mozko-
vých cév. Pacientka s pozitivním nálezem mutace JAK2
V617F byla vyšetřena pro intermitentní bolesti na hrud-
níku. U dvou pacientů byly při diagnóze přítomny krvá-
civé projevy: v jednom případě přechodné krvácení z rek-
ta bez zjevné zevní příčiny a ve druhém krvácení do ko-
lenního kloubu provokované úrazem. U osmi dětí byla
diagnóza zjištěna náhodně při vyšetření krevního obrazu
indikovaném z jiných příčin, většinou v rámci předope-
račního vyšetření. U žádného z dětí nebyla v době diag-
nózy ani v průběhu sledování zaznamenána trombóza, ani
závažné krvácení. Počet trombocytů v době diagnózy byl
681–2428x109/l (medián 1720x109/l). Hladiny hemoglo-
binu a počet leukocytů v době diagnózy byly v mezích
normy pro daný věk. Doba sledování pacientů v době vy-
šetření se pohybovala od 5 do 192 měsíců s mediánem
19 měsíců. Tři pacienti dosáhli v době námi prováděných
analýz již dospělého věku.

U pěti pacientů byla při prvním klinickém vyšetření pří-
tomna splenomegalie, u dalších dvou byla splenomega-
lie zjištěna při ultrazvukovém vyšetření břicha.

Hladiny Epo byly normální u 13 pacientů, u dvou pa-

cientů byly hladiny lehce snížené. Hladiny Tpo byly u 13
pacientů normální, u dvou lehce zvýšené. Morfologie me-
gakaryocytů v kostní dřeni ukázala dominantní prolife-
raci megakaryocytů se zvýšením počtu zralých polyplo-
idních megakaryocytů. Nebyly popsány patologické změ-
ny erytropoézy ani granulopoézy. Cytogenetická analýza
aspirátu kostní dřeně provedená u všech pacientů vylou-
čila patologické nálezy.

Čtyři pacienti nebyli léčeni, pouze sledováni. Pěti paci-
entům byla podávána kyselina acetylosalicylová, v jednom
případě po přechodnou dobu s interferonem-α (IFN-α). Jed-
na pacientka byla v minulosti přechodně léčena hydro-
xyureou a posléze IFN-α. Šest pacientů bylo léčeno ana-
grelidem (Thromboreductin). Pacienti léčení anagrelidem
udávali minimální vedlejší účinky léčby. V jednom přípa-
dě šlo o přechodné bolesti břicha, ve druhém o intermi-
tentní mírné bolesti v epigastriu.

Přehled výsledků současných analýz je uveden 
v tabulce 2

U žádného z pacientů nebyly nalezeny mutace genu
THPO ani MPL. Hypersenzitivita hematopoetických pro-
genitorů na Epo in vitro byla prokázána u 11/13 vyšetře-
ných pacientů (tab. 1, obr. 1). U dvou pacientů jsme kon-
statovali nulový nebo slabý růst kolonií, který znemož-
nil závěrečné hodnocení. U dvou dětí s ET odpovídal vý-
sledek křivce růstu kolonií u zdravých kontrol (obr. 2).
U 9 pacientů s prokázanou hypersenzitivitou byl také po-
psán růst kolonií EEC (tab. 2, obr. 1).

U 14 pacientů nebyla prokázána JAK2 V617F mutace
na DNA úrovni v leukocytech periferní krve ani na RNA
úrovni v purifikovaných trombocytech a granulocytech.
Pouze u pacientky č. 13 byl nález JAK2 V617F mutace
na úrovni DNA i RNA pozitivní. Klonální krvetvorba by-
la zjištěna pouze u pacientky č. 2. U pacientky s pozitiv-

Věk při Trombocyty Hb Klinické 
Pacient diagnóze při diagnóze (g/l) příznaky při Splenomegalie Sledování Přehled léčby
číslo Pohlaví (roky) (x109/l) as diagnóze (měsíce) 
1 Ž 6 1456 128 ne ne 6 Anagrelid
2a Ž 10 1481 135 bolest hlavy ne 192 ASA, IFNb

3 Ž 11,5 1720 140 synkopa ano+ 12 Anagrelid
4 M 6,5 2428 136 krvácení z rekta ano 24 ASA
5 M 15,5 1307 156 ne ne 18 ne
6a Ž 15 2320 126 bolest hlavy ano 92 Anagrelid
7 M 8,5 1230 127 bolest hlavy ano 48 Anagrelid
8 M 8 1616 151 ne ano+ 96 Anagrelid
9a Ž 10,5 2285 141 ne ano 144 HUc, IFNc

10 Ž 15 1374 125 ne ne 19 Anagrelid, 
ASA

11 M 15 1690 145 ne ne 36 ASA
12 Ž 6 1720 129 ne ne 72 ASA
13 Ž 17 906 165 bolest na hrudi ano+ 6 ne
14 M 14 1022 136 krvácení do kloubů ano+ 5 ne
15 Ž 14 681 151 ne ne 12 ne

Tab. 1. Základní charakteristiky pacientů v době stanovení diagnózy.  

Zkratky: ASA; kyselina acetylosalicylová; IFN: interferon-α; HU: hydroxyurea, apacienti již dospělí, bjen během těhotenství, cjen přechodně
v minulosti 
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ním nálezem JAK2 V617F mutace i u pacientky s klo-
nálním onemocněním byla prokázána hypersenzitivita
progenitorových buněk k Epo i růst EEC.

Další analýza ukázala přítomnost JAK2 V617F muta-
ce u ojedinělých heterozygotních a dokonce i homozygot-
ních kolonií u 3 z 5 vyšetřených dětí (tab. 2).

Diskuse

Trombocytemie se v dětském věku vyskytuje relativně
často (až u 15 % hospitalizovaných dětí). V naprosté vět-
šině případů se jedná o sekundární zvýšení trombocytů, kte-
ré provází celou řadu onemocnění, jako jsou akutní a chro-
nické infekce, sideropenická anémie, onemocnění pojiva,
nádorová onemocnění, hemolytické anémie, stavy po sple-
nektomii a jiné. Většinou nepřináší žádné komplikace a ne-
vyžaduje léčbu (23). Primární – esenciální trombocytemie
je naproti tomu u dětí velmi vzácná. Incidence ET v dět-
ské populaci má narůstající tendenci, v letech v letech
1987–1996 byla 0,1/1 milion dětí/rok, v letech 1997–2006
0,6/1 milion dětí/rok. U většiny pacientů souboru (11/15)
byla diagnóza stanovena po roce 2000. Nedomníváme se,
že je to v důsledku zvyšující se incidence choroby, ale v dů-
sledku skutečnosti, že je diagnóza v dnešní době obvykle
stanovena dříve než v minulosti a často náhodně. U větši-
ny dětí souboru (8/15) bylo onemocnění v době diagnózy
asymptomatické a diagnóza byla u dětí stanovena náhod-
ně při vyšetření krevního obrazu indikovaného z jiných dů-
vodů. Při používání automatických analyzátorů a s častěj-
ším vyšetření krevního obrazu u dětí lze očekávat časněj-
ší záchyt onemocnění v asymptomatické fázi.

Klinický obraz ET u pediatrických pacientů je tedy mír-
nější než u dospělých nemocných, u kterých je popisován
výskyt trombotických komplikací až ve 29 % případů
(10). V době diagnózy ani v průběhu sledování jsme ne-
zaznamenali u žádného pacienta z našeho souboru trom-

bózu nebo závažnější krvácení. Nejčastěji se zde vysky-
tovaly projevy mikrovaskulární obstrukce (bolesti hlavy,
synkopy, bolest na hrudníku). Pouze u dvou pacientů by-
ly pozorovány mírné krvácivé projevy, a to přechodné kr-
vácení z rekta a krvácení do kolenního kloubu. Pacient-
ka s pozitivním nálezem JAK2 mutace udávala v době di-
agnózy pouze bolesti na hrudníku.

Mutace genu THPO jsou popisovány vzácně u dětí s fa-
miliárním výskytem ET. Mutace genu MPL (receptoru pro
Tpo) je v souborech dospělých pacientů nalézána s frek-
vencí 1 % (24). V našem souboru nebyly mutace žádné-
ho z obou genů nalezeny, dokonce ani u pacienta s fami-
liárním výskytem trombocytózy. U většiny dětí s ET te-
dy tyto mutace pravděpodobně nehrají etiologickou roli.

U většiny vyšetřených dětí byla prokázána hypersen-
zitivita hematopoetických progenitorů na Epo v in vitro
kulturách. Erytroidní kolonie rostoucí i v médiu bez při-
dání exogenního Epo (EEC) byly detekovány u 9 dětí.
Pozitivní nálezy hypersenzitivity na Epo a průkaz EEC
jsou charakteristickým rysem myeloproliferativních one-
mocnění a považujeme je za významný diagnostický
znak MPD. Nepřítomnost těchto znaků však nevylučuje
diagnózu ET. Pouze u jedné pacientky s prokázanou hy-
persenzitivitou na Epo a s růstem EEC byla prokázána
mutace JAK2 V617F. Tento nález potvrzuje výsledky stu-
dií dospělých pacientů, které popisují nález EEC jak
u JAK2 V617F pozitivních, tak i negativních pacientů
s ET (25).

Pouze u jediné pacientky byla prokázána klonální kr-
vetvorba. Diagnóza u této pacientky byla stanovena již ve
věku 9 let, a to náhodně při předoperačním vyšetření.
V době námi prováděných analýz byla tato pacientka již
dospělá. Pozitivní nález klonální krvetvorby nekoreloval
s nálezem mutace genu pro JAK2 kinázu, pouze s pozi-
tivním nálezem hypersenzitivity na Epo a s průkazem
EEC. Většina dětských pacientů klasifikovaných jako ET
tedy nemá klonální onemocnění. Otázkou zůstává, zda

Pacient číslo Hypersenzitivita JAK2 V617F 
na Epo EEC DNA RNA EEC CFU-GM BFU-E s Epo Klonalita

1 nulový růst - neg. neg. - - - ne
2** ano ano neg. neg. ano
3 ano ano neg. neg. 1/1/5 1/0/9 0/0/13 ne
4 ano ano neg. neg. 1/0/39 0/0/10 0/0/12 NI
5 ano ano neg. NA - - - NI
6** ne ne neg. neg. - - - ne
7 ano ne neg. neg. - - - NI
8 ano ano neg. neg. - - - NI
9 slabý růst - neg. NA - - - ne
10* ne ne neg. neg. - - - ne
11 ano ano neg. neg. 0/0/8 0/0/11 0/0/4 NI
12 ano ne neg. neg. - - - ne
13* ano ano poz. poz. 2/13/2 - - NA
14 ano ano neg. neg. - - - ne
15 ano ano NA NA - - - ne

Tab. 2. Výsledky provedených analýz.  

Počet JAK2 V617F pozitivních kolonií (EEC, CFU-GM, BFU-E s Epo) jsou uvedeny v pořadí homozygotní/heterozygotní/negativní
Zkratky: EEC: endogenní erytroidní kolonie; JAK2: Janus kináza 2; NA: neanalyzováno; NI: neinformativní; *Lehce snížené hladiny Epo; **zvýšené
hladiny Tpo
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a jak rychle se z monoklonálního onemocnění může ča-
sem vyvinout onemocnění klonální.

Mutace JAK2 V617F byla prokázána v periferní krvi
pouze u jediné pacientky našeho souboru (6,5 %). Kro-
mě námi publikované studie (15) byla dosud publiková-
na jediná práce o výskytu JAK2 V617F mutace u dět-
ských pacientů (16), která rovněž poukazuje na skuteč-
nost, že u většiny dětských pacientů s ET tuto mutaci
v periferní krvi nelze detekovat. Autoři prokázali mu-
taci u 2 z 20 pacientů (10 %). Položili jsme si otázku,
zda mutace může být přítomna v minoritní subpopula-
ci hematopoetických progenitorů, což by bylo pod hra-
nicí citlivosti detekce mutace na úrovni DNA nebo RNA
z periferní krve. V in vitro kulturách jsou hematopoetic-
ké progenitory stimulovány k diferenciaci a vytvářejí
kolonii. Na přítomnost JAK2 V617F mutace byly tedy
analyzovány jednotlivé myeloidní kolonie (BFU-E
a CFU-GM). Přesto, že jsme nedetekovali JAK2 V617F
v mononukleárních buňkách periferní krve u 14/15 pa-
cientů, ani v granulocytární nebo v destičkové RNA při
použití standardních PCR protokolů, u tří z pěti vyšet-
řených dětí byly nalezeny ojedinělé JAK2 V617F pozi-
tivní erytroidní a granulocytární kolonie homozygotní
a heterozygotní pro tuto mutaci  (tab. 2). Pozitivní ná-
lezy nebyly asociovány se závažnějším klinickým feno-
typem ani se specifickými laboratorními znaky. Naše
výsledky ukazují, že i u dětských ET se mohou velmi
vzácně vyskytovat JAK2 V617F pozitivní subklony. Je
evidentní, že typ vyšetřovaných buněk a senzitivita pou-
žitých technik jsou pro detekci JAK2 V617F mutace vel-
mi důležité. V kontrastu s publikovanými pracemi jsme
prokázali, že homozygotní klony u ET existují (26). Ra-
ritní výskyt JAK2 V617F homozygotních progenitoro-
vých buněk však provokuje k úvaze, že mutantní subk-
lony mohou být u ET buďto potlačeny, jak předpokládá
Lippert et al (8), nebo mohou reprezentovat časnější
událost ve vývoji choroby, než se dříve předpokládalo
(12). Naše výsledky zatím nedovolují vyvozovat, zda
JAK2 V617F pozitivní subklony mají u dětských paci-
entů s ET prognostický význam. Nenalezli jsme asoci-
aci klinických ani laboratorních nálezů (vyšší výskyt
trombotických nebo krvácivých příhod nebo hladina he-
moglobinu, počet leukocytů a trombocytů) s pozitivitou
mutace v koloniích. Z tohoto pohledu zajímavým nále-
zem byly nápadně vyšší hladiny hemoglobinu u jediné
pacientky s pozitivitou nálezu JAK2 V617F mutace
v periferní krvi. Hodnota však ještě nepřekročila horní
hranici normy pro věk pacientky. V době diagnózy mě-
la pacientka také nižší hodnoty počtu trombocytů ve
srovnání s ostatními pacienty – (tab. 1). Tyto nálezy jsou
v souladu s názory některých autorů (27), podle kterých
je u pacientů s ET s pozitivním nálezem JAK2 V617F
mutace vyšší riziko přechodu do pravé polycytemie.
Proto bude velmi důležité sledovat dětské pacienty s ET
vzhledem k možné progresi onemocnění zahrnující roz-
voj klonální hematopoézy a JAK2 V617F mutace, po-
případě vývoj onemocnění do klinického obrazu poly-
cytemia vera.

Vzhledem k nízkému výskytu závažných komplikací
u dětí s ET by bylo možno klasifikovat toto onemocnění
u dětí jako méně rizikové než je tomu u dospělých pacien-
tů. Individuální klinický průběh je však variabilní a i u ně-
kterých dětských pacientů se mohou objevit život ohrožu-
jící komplikace (23, 28, 29). Vzhledem k předpokladu
dlouhého přežití pacientů, u kterých byla diagnóza ET sta-
novena již v dětství, je jasným imperativem poskytnout dět-
ským pacientům dobře tolerovanou, minimálně toxickou
a přitom účinnou léčbu. Podobně jako u dospělých je léč-
ba považována za kompromis mezi riziky potenciální lé-
kové toxicity na straně jedné a nezbytností prevence trom-
botických a hemoragických komplikací na straně druhé.
V dnešní době dosud není k dispozici dostatek klinických
studií hodnotících léčbu dětských pacientů s ET. Byla pub-
likována pouze kazuistická sdělení nebo soubory s velmi
malým počtem pacientů. Proto zatím neexistují obecně
platná a jasná doporučení léčebných postupů.

Pro asymptomatické pacienty, u kterých není přítom-
no žádné přídatné riziko trombózy nebo krvácení, dopo-
ručuje většina autorů taktiku pečlivého monitorování vý-
voje nemoci bez léčby („watch and wait“). U dětí s pro-
jevy mikrovaskulární obstrukce, jejichž příznakem mo-
hou být bolesti hlavy až charakteru migrény, erytromelal-
gie a přechodné projevy mozkové nebo kardiální ische-
mie, je doporučováno podání malé dávky kyseliny ace-
tylosalicylové. Jednoznačné indikace a taktika cytoreduk-
tivní léčby dosud nebyly stanoveny. Je bezpochyby opod-
statněná u pacientů, kteří již prodělali trombotickou kom-
plikaci, případně u pacientů s pozitivním nálezem JAK2
V617F mutace, u které se předpokládá vyšší riziko vzni-
ku trombóz. Při indikaci cytoreduktivní terapie je možno
zvolit jeden ze základních tří léků: hydroxyureu, IFN-α
nebo anagrelid. Hydroxyurea je u dospělých pacientů vět-
šinou dobře tolerována. Rozsáhlé diskuse o jejím mož-
ném vlivu na indukci vzniku leukemie, které zatím ne-
byly ukončeny, vedou řadu dětských hematologů k ná-
zoru, že by lékem první volby pro dětské pacienty s ET
měl být anagrelid, případně IFN-α. Hydroxyurea je tedy
většinou dětských hematologů doporučována jako lék
druhé volby (23, 27, 29).

IFN-α je používán u dětí s ET jen vzácně pro nepřija-
telné vedlejší účinky (23). Anagrelid, imidazochinazoli-
nový derivát, způsobuje selektivní supresi megakaryocy-
tů bez ovlivnění erytropoézy nebo granulopoézy. Redu-
kuje masu megakaryocytů a jejich ploidii a snižuje obrat
produkce a tím počet trombocytů. Více než 90% dospě-
lých odpovídá na anagrelid dobře bez ohledu na předcho-
zí léčbu, a je lépe snášen než IFN-α (28). Jeho podání mů-
že však doprovázet celá řada vedlejších účinků jako jsou
bolesti hlavy, retence tekutin, tachykardie, arytmie, ané-
mie, které vedly k přerušení léčby u 16–20 % mladých
dospělých pacientů (30). Zkušenosti s jeho podáním u dě-
tí jsou malé, byly publikovány ve formě kazuistik nebo
hodnocení malého souboru pacientů (31–34). Anagrelid
byl úspěšně použit i u 6 dětí z našeho souboru. Potíže pa-
cientů léčených anagrelidem byly zcela minimální a lék
byl velmi dobře snášen.
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Závěr

Hodnocení našeho souboru pacientů a rozbor již pub-
likovaných dat o ET v dětském věku otevírá celou řadu
otázek, na které je potřeba v budoucnu odpovědět. ET je
v dětském věku vzácné onemocnění s heterogenními la-
boratorními i klinickými příznaky. Jeho patogeneze mů-
že být v některých aspektech odlišná od patogeneze ET
u dospělých. Zda se jedná o biologicky odlišné onemoc-
nění nebo zda se jedná o různé vývojové fáze téhož one-
mocnění mohou ukázat pouze velké studie na velkém po-
čtu pacientů a především dlouhodobé sledování dětských
pacientů. Totéž platí o stanovení racionálního diagnos-
tického přístupu. Diferenciální diagnóza trombocytemie
u dětí je velmi složitá a odlišení ET od sekundární trom-
bocytemie je základní podmínkou volby správného léčeb-
ného přístupu. Velmi důležité je hodnocení morfologie
megakaryocytů v kostní dřeni zkušeným cytopatologem,
které však u dětí s trombocytemií může přinést rozpaky.
Jak jsme ukázali v našem souboru v souhlase s dalšími
autory, při diagnostice ET u dětí se nelze spoléhat na vy-
šetření klonality ani na analýzu JAK2 V617F mutace.
Otázkou zůstává význam vyšetření mutace v erytroidních
nebo granulocytárních koloniích. V našich rukách se ja-
ko nejspolehlivější test jeví vyšetření hypersenzitivity na
Epo a detekce růstu kolonií EEC (15). Jako nejpřesnější
a nejvíce specifické se ukazuje vyšetření růstu endogen-
ních megakaryocytárních kolonií in vitro (8). Ke sjedno-
cení diagnostického a léčebného přístupu jsou však zce-
la nezbytné studie na větším počtu pacientů, které vzhle-
dem ke vzácnosti ET budou bezesporu vyžadovat mezi-
národní spolupráci.

Práce byla podporována grantem IGA MZ: NR 9471-3.
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