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Nedavne pokroky v molekulovej diagnostike hemofilie polozili zaklady pre studium genotypovych a fenotypovych
sUvislosti a studium vplyvu génovych mutacii na vyskyt komplikacii choroby, akymi su inhibitory FVIII. V praci prezen-
tujeme prvé vysledky Narodného genetického hemofilického programu, zalozeného v r. 2014. Geneticky sme doteraz
vySetrili 173 pacientov s hemofiliou A, z nich 141 s tazkym stupnom hemofilie, ¢o predstavuje 60 % populacie tazkych
hemofilikov na Slovensku. V stbore tazkych hemofilikov sme identifikovali 39 réznych mutacii, z nich 18 novych, dopo-
sial neevidovanych v medzinarodnej mutacnej databaze. Zastupenie mutacii v nasej populacii 141 pacientov s tazkym
stupnom hemofilie je v zhode s literaturou, inverzie intréonov 22 a 1 u 59 (42 %), nonsense mutacie u 16 (11 %), velké
delécie u 4 (3 %), frame shift/stop koddn mutdcie u 38 (27 %), splice site mutacie u 5 (4 %) a missense mutacie u 19
(13 %) pacientov. Analyza génovych mutacii u 34 pacientov s inhibitormi potvrdila porovnatelné riziko vzniku inhibitora
pri inverziach (27 %), nonsense mutaciach (25 %) aj pri frame shift/stop koddn mutaciach (29 %), pricom vyssie riziko
inhibitorov nest mutacie lahkého oproti mutaciam tazkého retazca - OR:2,57(0,85-7,77). Hodnotenie efektu imuno-
toleran¢nej indukcie (ITI) u 22 pacientov (26 ITI kur) podla typu mutacie ukdzalo kompletnu a parcidlnu remisiu v 75 %
pri inverziach a v 88-100 % pri ostatnych génovych mutacidch. Vysledky su ovplyvnené malou pocetnostou suboru,
problematika si vyzaduje dalSie studium.
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SUMMARY

Prigancova T., Jankovi¢ova D., Kyselova A., Chandoga J., Petrovic¢ R., Jungova P., Juhosova M., Fischerova M.,
Mistrik M., Batorova A.

Mutations of the F8 gene in patients with severe haemophilia A and occurrence of FVIIl inhibitors

Recent advances in molecular diagnosis of haemophilia have enabled the study of genotypic and phenotypic relation-
ships and of the effect of gene mutations on the occurrence of serious disease complications, such as inhibitors. We
present the first results of the National Genetic Haemophilia Program, established in 2014. So far, we have investigated
173 haemophilia A patients, of which 141 have severe haemophilia, representing 60% of the population of severe hae-
mophiliacs in Slovakia. In severe haemophiliacs, we identified 39 different mutations, including 18 new mutations not yet
listed in the international mutation database. The proportion of mutations in our population of 141 severe haemophiliacs
is consistent with literature: inversions of introns 22 and 1in 59 (42%), nonsense mutations in 16 (11%), large deletions in
4 (3%), frame shift/stop codon mutations in 38 (27%), splice site mutations in 5 (4%) and missense mutations in 19 (13%)
of patients. Analysis of gene mutations in 34 inhibitor patients confirmed a comparable risk of inhibitor development in
patients with inversions (27%), nonsense mutations (25%) and frame shift/stop codon mutations (29%), with a higher
risk of mutations localized in parts of the F8 gene encoding the light chain of FVIII molecule compared to heavy chain
mutations - OR: 2.57 (0.85-7.77). Evaluation of the success rate of immune tolerance induction (ITI) in 22 patients (26 ITI
courses) according to the gene defects in inhibitor patients showed complete and partial remission in 75% and 88-100%
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of patients with inversions and other gene mutations, respectively. These results are influenced by the small number of

patients and this issue requires further study.
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Hemofilia A je vrodené krvacavé ochorenie podmie-
nené mutaciami génu F8, ktoré spésobujui kvantitativny
alebo kvalitativny defekt faktora VIII (EVIII). Geneticka
diagnostika hemofilie je naro¢na pre velky pocet a hete-
rogenitu kauzalnych mutacii distribuovanych napriec
celym velkym génom F8 [1, 2]. Medzindrodn4 mutac-
na databaza EAHAD-CFDB (European Asociation for
Haemophilia and Allied Disoders-Cogulatin Factors
Variants Database, http://www.factorviii-db.org)
eviduje pri hemofilii A aZ 2015 unikatnych mutacii,
identifikovanych u 5480 jedincov [3]. Vyznamny po-
krok molekulovej diagnostiky hemofilie zaznamenany
v poslednom desatroci zlep$il dostupnost spolahlivych
vySetreni, moznosti Stidia vztahu genotypu k fenotypu
ik vyskytu komplikacii hemofilie [4-8]. Vplyv mutacii
na klinicky stupen hemofilie potvrdzuje skuto¢nost, Ze
azu 88 % pacientov s tazZkou hemofiliou sa zisti pritom-
nost tzv. ,,nulovych mutacii“ s chybajicou tvorbou pro-
teinu FVIII. Za nulové mutacie sa vSeobecne povazuja
velké delécie (delécie > 200 parov baz), inverzie intrénu
22 a intrénu 1 a nonsense mutacie, ktoré brania tvorbe
génového produktu [1]. K nemeratelnej hladine FVIII
v cirkulacii vSak vedl aj malé delécie, duplikacie alebo
inzercie spdsobujiice posun citacieho ramca a vznik
predcasného stop kodénu (frame shift/stop) a niektoré
splicesite mutacie [1, 4]. Zdmenné missense mutacie pred-
stavuji len 16 % mutacii pri taZkom stupni hemofilie,
ale pri strednom stupni st pritomné az v 68 % a pri
lahkom stupni u viac ako 80 % pacientov [1, 4]. Dobra
korelacia medzi genotypom a fenotypom ma vyznam
aj pre genetické poradenstvo, interpretaciu vSak mo-
Ze stazovat pomerne Casty vyskyt a neznamy vyznam
novych, najma missense mutacii [1].

NajzavaznejSou komplikaciou hemofilie je v sti¢as-
nosti vytvorenie inhibi¢nych protilatok proti exogénne-
mu FVIII, ktoré sa zistuju v 10-30 % pacientov s tazkym
stupniom hemofilie A [9-11]. Pri¢ina vzniku inhibitorov
FVIII je komplexna a zahfna cely rad endogénnych
a enviromentalnych faktorov, pricom velky vyznam sa
pripisuje prave mutaciam génu F8 [12-17]. Oldenburg
et al. pozorovali najvyssie riziko inhibitorov pri mul-
ti-doménovych génovych muticiach (88 %) a velkych
deléciach (25-41 %), ktoré oznacili ako “vysokorizikové*

mutacie. Pri inverzii intrénu 22, najcastejSej mutdcii
pri tazkom stupni hemofilie A, sa inhibitor vyskytol
v 21 %, zatial ¢o pri malych deléciach len v 16 %, splice
site mutaciach v 17 % a pri missense mutaciach len v 5 %
pacientov [18]. Doteraz najvacsia meta-analyza 151
publikovanych Stadii o vyskyte inhibitorov pri jednot-
livych typoch mutacii génu F8 zahimnajtca kohortu 5383
pacientov vsak demonstruje ovela $irsi rozptyl vysky-
tu inhibitorov pri réznych mutacidch, ako uvadzaja
Oldenburg et al. [18], ¢o je podmienené rozdielmi vo
velkosti hodnotenych stiborov pacientov [19].

Inhibitory znemoznuju Specifickd profylaxiu a liec-
bu krvacani, zhorsuju kvalitu Zivota a zvySujui morbi-
ditu a mortalitu jedincov s touto komplikaciou, preto
primarnym cielom manazmentu tychto pacientov
je navodenie opadtovnej tolerovatelnosti exogénne-
ho FVIIIL. Zatial jedinym akceptovanym postupom na
eradikaciu inhibitorov je indukcia imunotolerancie
(ITT) aplikaciou koncentratu FVIII v réznych, vysokych
alebo nizkych davkovacich rezimoch [9, 20, 21]. Viaceri
autori predpokladajt vplyv genetickych faktorov aj na
vysledok ITI, pri¢om opat plati, Ze najma velké génové
mutacie (velké delécie a inverzie) by mohli stvisiet
s horSou prognoézou liecby [22].

Od r. 2014 nase pracovisko vedie Narodny hemo-
filicky geneticky program (NHGP), ktorého cielom
je zmapovanie génovych mutdcii v celej slovenskej
hemofilickej populdcii [23]. V prvej faze projektu sa
zameriavame predovsetkym na pacientov s tazkym
stupriom hemofilie a na pacientov s inhibitormi FVIII.
V praci prezentujeme prvé vystupy slovenskej databazy
génovych mutacii pri hemofilii A a analyzu mutacii
u pacientov s inhibitormi vratane tych, ktori sa podro-
bili imunotolerancnej indukcii.

MATERIAL A METODY
Subor pacientov

V Narodnom registri hemofilie SR aktualne evidu-
jeme 520 jedincov s hemofiliou A (234 s tazkym, 85 so
stredne tazkym a 201 jedincov s lahkym stupriom cho-
roby). V ramci NHGP v prvej faze projektu postupne
vySetrujeme pacientov s tazkym stupriom hemofilie
A a pacientov, ktori v niektorej faze svojho Zivota vy-
vinuli inhibitor. Pacienti dispenzarizovani na inych
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pracoviskach st na vySetrenie predvolavani v spolu-
praci s lekdrmi hematologicko-transfuziologickych
oddeleni (HTO). Zatial sme vySetrili len cast pacientov
so strednym a I'ahkym stupniom choroby, sledovanych
v nasSom centre. U vSetkych pacientov aktualizujeme
rodokmen hemofilie a revidujeme zdravotni dokumen-
taciu so zameranim na rodinnu a osobnt anamnézu
inhibitora FVIII.

VysSetrenie inhibitora

U vSetkych pacientov v ¢ase odberu vzoriek na ge-
netické vySetrenie overujeme aj pritomnost inhibitora
pouzitim Standardnej Bethesda metddy [24] a Nijmegen
modifikacie [25]. Hodnotenie anamnézy inhibitora sa
zaklada na vysledkoch pravidelnych vySetreni inhibi-
torov podla standardnych postupov [9, 26]. Ako ,high
responderov* (HR) oznacujeme pacientov s aktuidlnym
alebo historickym titrom inhibitora > 5 BU/ml, ,,low
responderi“ (LR) maju titer < 5 BU/ml. Ako tranzitérny
sme oznacili inhibitor v nizkom titri <1,9 BU/ml, ktory
pri pokracujicej substitucnej lieCbe spontanne vymi-
zol do 6-12 mesiacov. Klinicky vyznamny je inhibitor,
pri ktorom je potrebné zvysené davkovanie FVIII alebo
spOsobuje netcinnost liecby koncentratom FVIII a teda
vyzaduje lie¢bu bypasovymi aktivitami.

Imunotoleranc¢na liecba

ITI indikujeme u vSetkych pacientov s novo vznik-
nutym, klinicky vyznamnym inhibitorom. Zo skupiny
jedincov s dlhotrvajticim inhibitorom dostava ITI za-
tial len 1 dospely pacient. U HR preferujeme Bonnsky
protokol (FVIII 100 IU/kg 2 krat denne), profylaxiu
bypasovymi aktivitami indikujeme len pri krvacavom
fenotype. U LR pouzivame modifikovany intermediar-
ny protokol s inicidlnou intenzivnou liecbou (50 IU/kg
2krat denne 3-4 tyzdne) s pokracovanim davky 50 IU/kg
(u niektorych deti aZ do 100 IU/kg) denne, neskor ob-
den. Kompletna remisiu (KR) definujeme opakovanou
negativitou inhibitora, invivo recovery (IVR) = 66 % a biolo-
gickym polcasom (T1/2) = 6 hod. Ako parcidlnu remisiu
(PR) hodnotime negativitu inhibitora s normalizaciou
jedného dalSieho parametra, IVR alebo T1/2. Ako zly-
hanie ITI hodnotime absenciu poklesu vychodiskového
titra inhibitora o 50 % po 6 mesiacoch ITI a netspech
eradikacie inhibitora po 36 mesiacoch ITI. Relaps inhi-
bitora je navrat klinicky vyznamného titra inhibitora,
ktory vyzaduje dalsiu ITI na jeho eradikaciu.

VySetrenie mutacii génu F8

VySetrenie mutdcii génu F8 sa vykonava v Ustave
lekarskej biolégie, genetiky a klinickej gene-
tiky Lekarskej fakulty Univerzity Komenského
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a Univerzitnej nemocnice v Bratislave. DNA sa izo-
luje z vendéznej EDTA krvi. V prvom stupni sa robi
vySetrenie LD-PCR (long distance polymerase chain reac-
tion) na detekciu velkych génovych rekombinacii,
inverzie intrénu 22 [27] a intrénu 1 [28]. Po vylaceni
inverzii sa pokracuje vySetrenim MLPA (multiplex liga-
tion-dependent probe amplification) na detekciu velkych
delécii a duplikacii, t.j. dele¢no-duplikaény skrining
(Salsa MLPA kit P178-B2 F8 probemix, MRC Holland,
Amsterdam, Holandsko) a nakoniec priama sekvencna
analyza vSetkych kédujucich oblasti génu F8 (vySetre-
nie exénov a ich prilahlych intrénovych sekvencii)
[29]. Zistené mutacie su oznacené podla aktualnej
nomenklatiry odportcanej HGVS (Human Genome
Variation Society, http://www.HGVS.org/varnomen),
pri ktorej je ¢islom +1 oznaceny nukleotid ,,A“ ATG ini-
cia¢ného translacného kodénu kédujiicej DNA (cDNA)
ana urovni proteinu FVIII je prvou ¢islovanou amino-
kyselinou + 1 metionin (NP_0001123.1) [30]. U kazdého
pacienta bol definovany typ mutacie a jej dopad na
prepis genetickej informacie a tvorbu molekuly pro-
tefnu FVIIL. V pripade vySetrenia pacientov z rodiny
s uz znamou mutaciou sa postupnost vySetrovacich
metdd prispdsobuje typu zistenej mutacie. VSetky
vySetrené mutacie sme porovnali s medzinarodnou
databazou EAHAD-CFDB [3]. Pri uz evidovanych mu-
taciach sledujeme, ¢ije vmutacnej databaze opisany
aj suvis konkrétnej mutacie s vyskytom inhibitora.
Genetické vySetrenie jedincov s hemofiliou a spraco-
vavanie iidajov je oSetrené sithlasom etickej komisie
Univerzitnej nemocnice Bratislava a informovanym
sthlasom pacienta.

Hodnotenie

V stibore vySetrenych pacientov sme hodnotili vy-
skyt mutécii podla aktudlnej nomenklatiry odporiaca-
nej HGVS: na drovni cDNA boli mutacie definované
ako delécie, inzercie, duplikacie, inverzie, substiticie.
Podla efektu na prepis genetickej informacie a na gé-
novy produkt sme hodnotili mutacie ako nonsense (ne-
zmyselné), missense (meniace zmysel), frame shift muticie
spbsobujtice posun ¢itacieho rdmca (fs), pripadne aj
s pred¢asnym ukoncenim prepisu (stop kodén, oznaco-
vany ako *), a splice site mutacie, sposobujiice poruchu
zostrihu [30]. Vyhodnotili sme zastiipenie jednotlivych
typov mutacii pri réznom stupni hemofilie, porovnali
sme ich vyskyt u pacientov bez inhibitora a s inhibi-
torom. Vyhodnotili sme vyskyt inhibitora pri ,,vyso-
korizikovych mutacidch* pre vznik inhibitorov (velké
delécie, inverzie a nonsense muticie) a pri ,,mutaciich
s niz§im rizikom* (malé delécie, splice site a missense
mutacie) [18]. Sledovali sme aj moznu stuvislost medzi
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Tab. 1. Subor pacientov podla stupnia hemofilie

Charakteristika

Stupen hemofilie

A

Cely subor 5\1!;:
Pocet pacientov 173 141 25 7
Pocet rodin 95 82 10 3
Vek (roky) * 33(1-87) 31(1-87) 34 (5-68) 31(3-60)
Pocet identifikovanych typov mutacii 49 39 7 3
Pocet novych mutdcif 21 18 1 2
Pocet null mutéciil/pocet pacientov 14/79 14/79 0 0
Pocet frame shift/stop kodén mutdcii/n pacientov 13/38 13/38
Pocet missense mutacii?/pocet pacientov 182/48 92/19 62/22 3/7
Splice site mutécie/pocet pacientov 4/8 3/5 1/3 0
Pacienti s inhibitorom (n) 34 34 0 0
Vek (roky)* 26 (1-70) 26 (1-70)
High responderi (n) 21 21
Maximalny titer (BU/mb)* 60 (7-500)
Low responderi (n) 7 7
Maximalny titer (BU/ml)* 3,5(1,9-4,6)
Tranzitérny inhibitor (n) 6 6
Maximalny titer (BU/ml)* 1,3 (0,8-1,9)
Imunotoleran¢na indukcia (n pacientov/n kur) 22/26 22/26

" Null mutdcie: Inverzia intrénu 22, Inverzia intrénu 1, nonsense mutécie, velké delécie, velké duplikécie.
2 Mutdcia ¢.6544C>T; Arg2182Cys sa vyskytla u 3 pacientov s tazkym a u 2 pacientov so stredne tazkym stupfiom hemofilie.

*hodnoty vyjadrené medidnom (rozptyl)

typmi mutacii a vysledkom imunotolerancnej liecby
u pacientov s inhibitormi.

Statistické hodnotenie

Kvantitativne parametre st vyjadrené poctom,
medidnom s dolnym a hornym kvartilom (M, IQR)
a rozptylom minimalnej a maximalnej hodnoty.
Kategorické data vyjadrujeme ako pocetnosti, pri-
padne ako percento z celkového poctu. Pre testovanie
kvalitativnych rozdielov v sledovanych stiboroch sme
pouzili testy kontingencnych tabuliek a Fischerov
test.

VYSLEDKY

Subor pacientov

V rokoch 2015-2017 sme vykonali genetické vySetre-
nie u 173 pacientov s hemofiliou A z 95 rodin. Tabulka
1 prezentuje charakteristiky pacientov podla stupra
hemofilie. U 173 pacientov sme odhalili 49 typov mu-
tacii, z nich 21 novych mutacii, zatial neuvedenych
v mutacnej databaze. V skupine 25 pacientov so stred-
ne tazkym stupniom hemofilie mali prevahu missense

mutacie (22/88 %), u 3 pacientov (12 %) sa vyskytli splice
site mutacie. V doteraz vySetrenom malom stbore 7
hemofilikov s lahkym stupriom choroby boli pritomné
len missense mutacie.

Vyskyt génovych muticii u pacientov s taZkym
stupfiom hemofilie

Analyzovali sme subor 141 tazkych hemofilikov,
pochadzajtcich z 82 rodin. Graf1a tabulka 2 prezentuju
zastlipenie typov mutacii v celom stbore pacientov:
inverziu intrénu 22 ma 52 pacientov (37 %) a inverziu
intrénu 17 pacientov (5 %). Velké delécie sa vyskytli u 4
pacientov (3 %), malé delécie/duplikacie spdsobujice
frame shift/stop mutacie u 38 pacientov (27 %), nonsense
mutacie u 16 pacientov (11 %), splicesite mutacie u 5 (4 %)
a missense mutacie u 19 pacientov (13 %). Pri hodnoteni
stuboru 82 indexovych pacientov bol oproti celému stibo-
ru tazkych hemofilikov rozdiel len vo vyskyte inverzie
intrénu 22, ktora sa vyskytla u 37/82 pacientov (45 %),
niz§ie zastiipenie mali inverezie intréonu 1 (2/82; 2,4 %)
a frame shift/stop mutacie (17/82; 20,7 %), vyskyt ostat-
nych mutacii sa medzi skupinami nelisil.
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Missense; 19;

Splice site ; 5; 13%

4%

~

Frame shift/Stop
kodon; 38; 27%

Nonsense; 16;
11%

Velké delécie; 4;
3%

\Inverzia intrénu

1;7; 5%

tohto exénu sa vyskytli v 13 rodi-
nach u 23 pacientov, znich u 18
pacientov ma mutacia charak-
ter frame shift/stop, u2 pacien-
tov ide o nonsense a u 1 pacienta
o missense mutaciu. Tretou loka-
litou génu F8 s najpocetnejsou
skupinou 12 pacientov je exén
9 s 2 jedine¢nymi mutaciami.
Muticia typu frame shift/stop (c.
1311delG; p.Ille438Leufs*44) sa
vyskytla az v 5 rodinach u cel-
kom 11 pacientov, nonsense mu-
tacia exénu 9 bola pritomna len
ulpacienta.

Inverzia intrénu
22;52;37%

Graf 1. Typy génovych mutdcii v sibore 141 pacientov s tazkym stupnom hemofilie A (pocet a %

pacientov s danym typom mutécie)

Inverzia int 22: inverzia intrénu 22; Inverzia int 1: inverzia intronu 1; frame shift/stop: malé delécie/
duplikacie spbésobujuce posun ¢itacieho ramca a predcasny stop kodon; spice site: zostrihové mutdcie.

Lokalizicia muticii génu F8 pri taZkom stupni
hemofilie

LokalizAciu 39 jedine¢nych typov mutacii a pocet pa-
cientov s mutdciou v prislusnej lokalite génu F8 demon-
Struje graf 2. Na 5 intrénoch cDNA sa vyskytlo 5 réznych
mutdcii, ktoré boli pritomné u 64 pacientov, z nich naj-
vacsi pocet (52 pacientov) ma inverziu intrénu 22. U 77
pacientov sme zistili 34 r6znych mutécii lokalizovanych
na 15 exénoch v celom priebehu génu F8. AZ 55/77 pa-
cientov (59 %) ma mutacie exénov determinujicich
tazky retazec molekuly FVIII (domény Al, A2 a B) a 22/77
(29 %) mutacie exénov lahkého retazca (domény A2,
C1, C2), pri ktorych sa predpoklada spojenie s vy$sim
rizikom inhibitorov. Najvyssi pocet, az 11 jedine¢nych
typov mutdcii je lokalizovanych na exéne 14. Mutacie

Analyza novych mutacii
génu F8

U pacientov s tazkou hemo-
filiou sme zistili 18 doteraz ne-
publikovanych mutacii u 30 pacientov z 18 rodin. Medzi
novymi mutaciami je 6 mutacii charakteru frame shift/
stop lokalizovanych na exénoch 7,10 a 14, 3, tri nonsen-
se mutdcie na exénoch 7, 18 a 20, jedna velka delécia
ex6nov 2-22, jedna splice site mutacia lokalizovana na
exéne 20 a 7 novych missense mutacii na exénoch 1, 7,
14,18, 20 a 22. Z18 novych mutacii desat postihlo exény
determinujtce tazky a 8 lahky retazec molekuly FVIII,
najviac novych mutacii (5) sa opat vyskytlo na exéne 14.

Génové muticie u pacientov s taZkym stupriom
hemofilie a inhibitormi

V celom stubore geneticky vySetrenych pacientov
s tazkym stupniom hemofilie A sme identifikovali 34
jedincov s inhibitorom z 30 rodin. Z nich malo 21 pa-
cientov (62 %) vysoky titer s medidnom (M) 60 BU/ml,

Tab. 2. Proporcia mutdcii v 82 nepribuznych rodindch a v celej skupine 141 pacientov s tazkym stupnom hemofilie a pocet pacientov s inhibitormi

Mutacia Pocet rodin

Pocet pacientov

Pocet pacientov

Typy inhbitorov (n)

s inhibitorom/% HR/LR/ tranzitérny
Inverzia intronu 22 37 52 13/25 % 7/3/3
Inverzia intronu 1 2 3/43% /1N
Velké delécie 3 4 0
Nonsense mutécie 10 16 4/25 % 3/1/0
Frame shift/stop 17 38 1/29 % 7/2/2
Splice site 3 5 0 0
Missense 10 19 3/16% 3/0/0
Spolu 82 141 34/24% 21/7/6

HR: High responder; LR: Low responder
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Graf 2. Lokalizacia 39 unikdtnych mutdcii génu £8 na intrénoch a exénoch a pocet pacientov s danou lokalizaciou mutdcii v subore 141 tazkych

hemofilikov

IVS: Inter Vening Sequence, intrén; Inv int 1: inverzia intrénu 1, Inv int 22: inverzia itréonu 22

rozptyl 7-500 BU/ml), 7 (20 %) titer < 5 BU/ml (M:3,5
BU/ml; 1,9-4,6 BU /ml) a 6 pacientov (18 %) tranzitérny
inhibitor s medianom titra 1,3 BU/ml; 0,8-1,9 BU/ml.

Graf 3 demonstruje proporciu pacientov s inhibi-
tormi pri jednotlivych typoch mutacii. 79 pacientov
malo ,,vysoko rizikové muticie“ z hladiska vzniku
inhibitorov. Inhibitor bol pritomny u 16/59 (27 %) pa-
cientov s inverziami, u 4/16 (25 %) pacientov s nonsense
mutaciami, ale u Ziadneho zo Styroch pacientov s vel-
kymi deléciami. Proporcia inhibitorov u pacientov
s mutaciami frame shift/stop (11/38; 29 %) bola porovna-
telna s vyskytom pri ,,vysokorizikovych* mutaciach.
Pri spolo¢nom hodnoteni vSetkych mutacii, ktoré mézu
sposobit absenciu syntézy molekuly FVIII (velké delécie,
nonsense mutacie, inverzie, frame shift/stop) ¢ini vyskyt
inhibitorov 31/117 (26,5 %) oproti skupine 24 pacientov
smutaciami s ,niz$im rizikom* (missense a splice site mu-
tacie) [18], kde sa inhibitor vyskytol len u 3 pacientov
(12,5 %). Pomer Sanci - OR (Odds Ratio) pre vznik inhi-
bitora pri ,,vysokorizikovych* mutaciach oproti ,,mu-
taciam s niz$im rizikom* je v naSom stbore pacientov
2,57(95% K10,70-9,05; p = 0,15). Porovnanie zastiipenia
mutacii u pacientov s inhibitormi a bez inhibitrov uka-
zalo u 34 pacientov s inhibitormi vyssi podiel inverzii
ako u 107 pacientov bez inhibitora [16/34 (47 %) verzus
40/107(40 %)] a vyssi podiel frame shift/stop mutacii [11/34
(32 %) verzus 27/107 (25 %)] a naopak nizsi pocet missense
mutacii [3/34 (9 %) verzus 16/107(15 %)]. Uvedené rozdiely

vSak nie st Statisticky vyznamné. Zastipenie nonsense
mutacii sa medzi obidvomi skupinami nelisilo [4/34 (12
%) verzus 12/107 (11 %)].

Lokalizacia a charakteristika mutacii u pacientov
s inhibitormi

Craf 4 prezentuje lokalizaciu mutacii na géne F8
a pocet pacientov s inhibitorom pri konkrétnej lo-
kalite mutacie. Inhibitory sa vyskytli u 8/22 (36 %)
pacientov s mutaciami lokalizovanymi na exénoch
lahkého retazca molekuly FVIII a menej ¢asto, u10/55
(18,1 %) pacientov s mutaciami exénov tazkého retaz-
ca; OR pre muticie Iahkého retazca je 2,57 (0,85-7,77;
p=0,09). Vyraznejsi rozdiel sme pozorovali pri nonsense
mutaciach, pri ktorych vznikol inhibitor u 3/8 (38 %)
pacientov s mutaciami na exénoch pre lahky retazec
(exény 18 a 20) a len u 1/8 (12,5 %) pacientov s muta-
ciami exénov pre tazky retazec (exény1, 9, 8, 12, 14),
mala pocetnost suboru vsak nedovolila Statistické
hodnotenie. Dalej sme hodnotili vyskyt inhibitora
vo vztahu k doménam molekuly FVIII. Inhibitor sa
vyskytol aZ u7/14 pacientov (47 %) s mutaciami exénov
domény A2, ale len u 1/8 pacientov (9 %) s mutaciami
domény C1, mutacie domény C2 v naSom stbore neboli
pritomné. Inhibitor nevyvinul Ziaden z 20 pacientov
s mutaciami exénov na doméne Al, ale az 6/14 (38 %)
pacientov s mutiaciami domény A2 a 4/21 (19 %) pa-
cientov s mutaciami B domény.
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Graf 3. Vyskyt inhibitora pri réznych mutacidch génu F8 v stibore 141 tazkych hemofilikov A (n = pocet pacientov s danou mutaciou)

Inverzie Int 22/1: inverzie intrénov 22 a 1.

Vztah muticii génu F8 Kk typu inhibitora

Pri analyze mutacii u pacientov s inhibitormi sme
nezistili jednozna¢nu suvislost medzi typom inhibi-
tora (HR, LR, tranzitérny inhibitor) a typom mutacie
(graf4), atoanivramcijednej rodiny. Inverzie a frame
shift/stop mutdcie boli pritomné pri vSetkych troch
typoch inhibitora. V 3 rodinach sa vyskytli 2-3 pacienti
s inhibitormi: z dvoch bratrancov s inverziou intrénu
1bol jeden HR a jeden LR, z dvoch bratov s mutaciou
€.5160delT;p.Alal721GInfs*10 boli obidvaja HR a z troch
bratrancov s mutaciou c.1311delG; p.Ile438Leufs*44 boli
2HRallLR.

U pacientov s inhibitorom sme zistili celkom 14 rdz-
nych mutacii génu F8, z nich 3 mutacie u 4 pacientov
boli nové, zatial neevidované v mutacnej databaze.
Stvislost so vznikom inhibitora uz bola v mutacnej da-
tabaze referovana pri 6 zo 14 mutacii zistenych v nasom
stubore, ale pri 8 mutaciach (9 pacientov) inhibitor dote-
raz nebol pozorovany (tab. 3), pri vSetkych 8 mutaciach
iSlo o inhibitory vo vysokom titri. Zaujimavym nalezom
je uz spomenuta mutacia c.1311delG; p.Ile438Leufs*44
na exéne 9 (doména A2), ktora sa vyskytla az v 5 ne-
pribuznych rodinach. Z celkového poctu 11 jedincov

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 24,2018

s touto mutdaciou az 5 (45 %) vyvinulo inhibitor FVIII
(3HR, 1LR altranzitérny inhibitor). V jednej rodine je
7 hemofilikov s touto mutaciou, inhibitor sa vyskytol
u troch z nich 2 HR, 1LR).

Mutiacie génu F8 a efekt imunotoleran¢nej indukcie

Imunotolerancni indukciu absolvovalo 22 (15 HR
a7LR) z celkového poctu 34 pacientov s inhibitorom. U 6
pacientov s tranzitérnym inhibitorom, ktory spontanne
vymizol pri pokracujicej substituc¢nej liecbe koncent-
ratom FVIII nebola ITI potrebnd, u 6 HR s dlhoro¢nou
anamnézou inhibitora sa ITI neuskutocnila pre ab-
senciu adherencie pacientov k ITI. U 22 pacientov sme
vykonali 26 imunotoleran¢nych kur, z nich 16 podla
vysokodavkovaného protokolu a v 10 pripadoch sme
pouzili modifikovany intermediarny protokol. Dva pa-
cienti absolvovali 1 a tri opakované ITI kiiry pre relaps
inhibitora. Vysledky ITI v réznych skupinach pacientov
podla typu mutacie prezentuje tabulka 4. Jediny pacient
sinverziou intrénu 1 bol lieceny vysoko davkovanou ITI,
liecba vSak nebola dokoncena pre imrtie pacienta po
operacii vrodenej srdcovej chyby. Pri inverzii intrénu 22
sme dosiahli KR u 5/8 pacientov (63 %) a PR umoznujicu
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Graf 4. Vyskyt inhibitora (n = 34) podla lokalizécie mutdcii génu F8
IVS: InterVening Sequence, intrén; Inv int 1: inverzia intrénu 1, Inv int 22: inverzia itronu 22.
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Graf 5. ZastUpenie mutdcii pri roznych titroch inhibitorov u 34 pacientov s tazkou hemofiliou A podla typu inhibitora
Inverzie Int 22/1 = inverzie intrénov 22 a 1

profylakticki liecbu faktorom VIII u jedného pacienta tov s missense mutaciami. Jeden pacient s missense muta-
(12,5 %). U dvoch pacientov z tejto skupiny ITI pokracuje ciou c.6544C>T; p.Arg2182Cys, ktory vyvinul nizky titer
6 a 12 mesiacov s postupnou redukciou titra inhibitora, inhibitora az vo veku 57 rokov, po prvej ispesnej ITI vSak
zatial bez dosiahnutia kritérii PR. Uspech ITI sme do- mal 3 relapsy inhibitora so stipajicim titrom az do 22
siahliu 2/2 pacientov s nonsense mutaciou a u 3/3 pacien- BU/ml. VSetky relapsy sme uspesne zvladli opakovany-
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Tab. 3. Mutdcie u pacientov s tazkou hemofiliou a inhibitorom, pri ktorych doteraz nebol uvedeny vyskyt inhibitora v medzinarodnej mutacnej

202

databdze
Pacient Rok Zmena molekul ‘:iei: vn?zse Maximalny
e naro-:lenia Mutacia génu F8 FVIII ! inhigbl’torya (Btg;:m
(roky)

1 1958 18 ¢.5961dupA p.Glu1988Argfs*4 12 60

2 1993 14 ¢.5160delT p.Alal721GInfs*10 15 500
38 1995 14 ¢.5160delT p.Alal721GInfs*10 3 500

4 1973 14 c.3637delA p.lle1213Phefs*5 23 40

5 1946 18 €.5953C>T p.Arg1985Stop 10 50

6 2013 20 €.6120_6135del16 p.Cys2040Stop 4 20

7 1986 18 c.5883G>A p.Trp1961Stop 240
8s 2006 14 ¢.5158G>C p.Alal701Pro 5 75

9 1948 23 €.6544C>T p.Arg2182Cys 58 20

§ Nové mutdcie, zatial neevidovné v mutacnej database.
Pacienti ¢. 2 a €. 3 sU z jednej rodiny.

mi kiirami ITI v kombindcii s anti-CD 20 protilatkami.
ITI bola ispesna vo vysokom percente aj u 8 pacientov
s frame shift/stop mutaciami. V tejto skupine ma 5/8 je-
dincov rovnakia mutaciu c.1311delG; p.Ile438Leufs*44,
Styria z nich s historickym titrom inhibitora v rozpati
4,6-17 BU/ml dosiahli KR, ale s ré6znym trvanim do jej
dosiahnutia (6-24 mesiacov). U posledného pacien-
ta s rovnakou mutaciou a s najvys$sim historickym
titrom inhibitora az 500 BU/ml a titrom pocas ITI az
2800 BU/ml, sa po 24 mesiacoch Bonnského protokolu
inhibitor javi ako rezistentny na ITI. U tohto pacienta
je protilatka namierenda proti dvom epitopom, proti
epitopu na A2 doméne tazkého retazca a na C2 doméne
lahkého retazca FVIII. Jeden pacient s frame shift/stop
mutaciou (c.5160delT; p.Alal721GInfs*10) mal 1 relaps
inhibitora, ktory bol ispes$ne zvladnuty opakovanou
ITI. Z 22 pacientov podrobujicich sa ITI dokoncilo liecbu
18 pacientov, ulpacienta sa ITI nedokoncila pre tmrtie
z pri¢iny nestivisiacej s inhibitorom, a u 3 pacientov ITI
pokracuje. Z 18 pacientov s ukoncenou ITI dosiahlo KR
16 pacientov (89 %) a parcidlnu remisiu umoznujicu
profylaxiu 2 pacienti (11 %). Uspesnost lieby vyjadre-
na celkovym poctom KR a PR na pocet aplikovanych
ITI kar predstavuje 22/25 (88 %), 3 ITI kiry (12 %) este
pokracuji. Pri ukoncenych karach bol median casu
do dosiahnutia negativity inhibitora 5 mesiacov, IQR
(interkvartilovy rozptyl) je 2,3-12 mesiacov; rozptyl 1-24
mesiacov. Median casu do dosiahnutia vysledného
efektu ITI (KR a KR).

DISKUSIA

Pokroky molekulovej analyzy a zlepSenie moznos-
ti a spolahlivosti genetického vySetrenia hemofilie
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viedli k zaloZeniu projektu Narodného genetického
programu na Slovensku. Cielom tejto iniciativy je
zmapovat génové mutacie v celej hemofilickej po-
puldcii, zlepSit moZnosti genetického poradenstva
a umoznit Stidium genotypovych a fenotypovych
suvislosti pri tejto vrodenej krvacavej chorobe i vzta-
hu genotypu k niektorym komplikacidm choroby.
V prvej Casti projektu sme sa zamerali predovSetkym
na pacientov s tazkym stupriom hemofilie A a pacien-
tov s inhibitormi FVIII, ktoré v sicasnosti predstavuja
najzavaznejsiu komplikaciu liecby hemofilie. V praci
prezentujeme prvé vysledky Narodného genetického
programu. Stubor doteraz vySetrenych 173 pacientov
(141 s tazkym stupriom, 25 so stredne tazkym a 7
pacientov s lahkym stupriom hemofilie A) zatial
nereprezentuje kompletna populac¢nu Studiu, ale
skupina 141 pacientov predstavuje uz 60 % populacie
jedincov s tazkym stupniom hemofilie na Slovensku.
Detekény mutaény pomer genetického laboratéria
pri hemofilii A je 100 %. Velkl heterogenitu mutacii
spésobujtcich hemofiliu A potvrdzuje nalez celkom
49 r6znych mutdcii, z nich 21 novych mutacii, nerefe-
rovanych v medzinarodnej mutacnej databaze http://
www.factorviii-db.org. V stilade s literatirou sme pri
strednom stupni hemofilie potvrdili len pritomnost
missense a splice site muticii a pri lahkom stupni len
missense mutacie [31-33].

V skupine 141 tazkych hemofilikov z 82 rodin sme
zistili 39 mutacii s ich difiznym rozloZzenim v celom
rozsahu génu F8, nalez 18 novych mutacii v tejto
skupine pacientov potvrdzuje, Ze génova analyza
hemofilie vedie neustale k objavovaniu novych mu-
tacii [31].




MUTACIE GENU F8

Tab. 4. Imunotoleran¢na indukcia (IT) u 22 pacientov s inhibitormi a Uspesnost liecby (kompletnd a parcialna remisia) pri jednotlivych typoch
mutacii génu F8

N Imuno-v !’lk_tl!:ra Cas d? _ KR PR i
Typ mutdcie toleranc- inhibitora negativity .
. . o . Y n/niTI n/nITI pokraéuje

(pocet pacientov) nainduk- pocasITI inhibitora %) %) n (%)

cia(ITl)  BU(mI)*  (mes.)* ° ° >

Pocet ITI HD ITI (n) ID/LD ITI

kur (n)
Inverzia intronu 1 1 1 0 2 ITl pred-
(n=1 casne

ukoncena
Inverzia intronu 22 8 5 3 29 6,55 12 5/8 1/8 2/8
(n=8) (1-3200) | (1-24) (2-36) (63 %) (12 %) (25 %)
Nonsense 2 1 1 1,9; 40 12,18 12,24 2/2
(n=2) (100%)
Frame shift/stop 9 7 2 21 8,5 18 7/9 1/9 1 1/9
(n=8) 0,9-800 | (2-18) (9-36) (78 %) M %) M%)
Missense 6 1 5 6,2 4 55 6/6 3
(n=3) (3,5-50) | (1-6) (4-24) (100%)
Spolu n=22 26 16 10 6,2 5 12 20/25 2/25 3/25
(1-3200) | (I-24) (2-36) (80%) (8%) (12%)

HD ITI - vysoko davkovany protokol (Bonnsky); ID/LD ITI - ITI s intermediarnymi alebo nizkymi davkami

KR: kompletnd remisia, PR: parcialna remisia
*Udaje vyjadrené medianom a rozptylom

V celom stbore tazkych hemofilikov sme zistili
podobné zastipenie jednotlivych typov mutacii ako
vinych referovanych databazach [5, 8, 32, 33]. Celkova
proporcia inverzii v naSom stibore (42 %) bola o nieco
nizsia ako 47,5 % v sibore 753 tazkych hemofilikov pre-
zentovanom Oldenburgom a Pavlovou (2006) [18] a 56 %
v stbore 318 hemofilikov referovanom autormi Gouw et
al. (2011) [17], ¢o mozZno vysvetlit mensou pocetnostou
nasho stboru. Zastipenie inverzie intrénu 22 (37 %)
a inverzie intrénu 1 (5 %) v naSom stibore bolo pritom
porovnatelné s pozorovanim Greena et al. (2008), ktori
uvedené inverzie zistili v 38 % a 3,2 % tazkych hemofi-
likov [32]. VSeobecne sa akceptuje, Ze mutacie velkého
rozsahu, ako su velké delécie/duplikacie, nonsense
mutacie a inverzie intrénov 1 a 22 spésobujui uplné
chybanie tvorby cirkulujicich polypeptidov FVIII, st
vSeobecne oznacované ako nulové mutacie a st spojené
s tazkym stupfiom hemofilie [16, 19]. Ale aj malé delécie
a duplikacie, ktoré po navodeni posunu ¢itacieho raimca
so vznikom predc¢asného stop kodénu mézu odstranit
velka Cast proteinu, st extrémne zavazné a vzdy spoje-
né s tazkym stupniom choroby [1, 19]. V nasom stubore
tazkych hemofilikov bol podiel malych delécii/duplika-
cii 27 % oproti 16 % v §tadii Oldenburga a Pavlovej (2006)
[18] a 17 % v sbore Gouw et al. (2012) [19], vSetky mali
charakter frame shift/stop mutacii a boli spojené s taz-
kym stupriom hemofilie. Green et al. (2008) zistili frame
shift mutacie u 65 zo 778 vySetrenych hemofilikov, z nich

61 pacientov malo tazky stuperl, 3 pacienti stredny
a 1 pacient lahky stupenl hemofilie [32]. Splice site mu-
tacie mo6zZu byt spojené so vSetkymi stupriami hemofi-
lie. My sme splice site mutacie zistili len u 8 pacientov,
v 5 pripadoch viedli k tazkému stupnu hemofilie
a v 3 pripadoch k stredne tazkej hemofilii.

V tejto suvislosti vznika aj otazka, aky je vztah
medzi typom génovych mutacii a vznikom inhibito-
rov FVIIIL. Stuvislost medzi mutaciami velkého rozsahu
a vyskytom inhibitorov uz davnejsie referovali Schwab
et al. (1995) [34] a potvrdili ho aj dalsie prace [35, 36],
ktoré demonstrovali vyskyt inhibitora az u 88 % pa-
cientov s multidoménovymi mutaciami génu F8, v41l %
pri velkych deléciach, v 31 % pri nonsense muticiach
(znich 40 % pri mutaciach lahkého a 17 % pri mutaciach
tazkého retazca) a v 21 % pri inverzii intrénu 22 [18].
Plauzibilnym vysvetlenim pre vysSie riziko inhibitora
pri tychto nulovych mutaciach je absencia proteinu
FVIII v cirkuldcii a zlyhanie navodenia imunologickej
tolerancie voci casti FVIIIL. Missense a splice site mutacie,
pripadne aj niektoré malé delécie mézu viest k pritom-
nosti minimalneho, i ked nefunk¢ného mnozstva Casti
proteinu FVIII, ¢o teoreticky mdZe stacit na navodenie
tolerancie [37].

V ramci nasho projektu sme vysetrili 34 pacientov
s anamnézou alebo stcasne pritomnym inhibitorom
FVIIIL. Proporcia pacientov s inhibitormi v stibore 141
geneticky vySetrenych pacientov s tazkou hemofiliou
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vSak nepredstavuje kumulativnu incidenciu inhibito-
rov na Slovensku, nakolko sme prednostne vysetrili
vSetkych jedincov s inhibitormi. Aj hodnotenie rizi-
ka inhibitora preto v nasom - zatial nekompletnom
- stibore tazkych hemofilikov ma znacné limitacie.
Proporcia pacientov s inhibitormi bola porovnatelna
u pacientov s inverziami, nonsense mutaciami aj s mu-
taciami frame shift/stop, ale nepozorovali sme inhibitor
u ziadeneho zo 4 pacientov s velkymi deléciami a Ziad-
neho z 5 pacientov so splice site mutaciami. Pri splice site
mutaciach udava vacsina investigatorov nizke riziko
inhibitorov [18, 19], len v jednej Stadii bol pozorovany
inhibitor azZ v 44 % [36]. Gouw et al. (2012) prezentovali
doteraz najrozsiahlejsiu metaanalyzu publikovanych
prac o vztahu génovych muticii ku vzniku inhibito-
rov, v ktorej uvadzaju ovela SirSie rozptyly vyskytu
inhibitorov pri jednotlivych typoch mutacii [19] ako
pozorovali Oldenburg a Pavlova (2006) [18]. Je to da-
né rozmanitou pocetnostou stiborov a publikovanych
pozorovani. Ukazuje sa, Ze frame shift/stop mutacie
majt pravdepodobne vyssi vyskyt inhibitorov, ako sa
uvadzalo donedavna. To je v zhode aj s nasim pozoro-
vanim porovnatelného vyskytu inhibitorov pri tomto
type mutacii (29 %) ako pri inverziach (27 %) a nonsense
mutaciach (25 %). S ohladom na lokalizdciu mutacii
sme najvyssi pocet inhibitorov pozorovali pri inver-
ziach (16/59; 27 %), pri mutaciach na 14 exéne bol vyskyt
6/23; 26 %, ale pri frame shift/stop mutacii c.1311delG;
p.Ille438Leufs*44 na 9 exéne azu 5/11 pacientov (45 %)
pacientov. Je zname, Ze riziko inhibitorov je vy$Sie pri
mutaciach postihujticich domény lahkého retazca (A3,
Cla C2) [19]. V naSom stbore sme pozorovali najvyssi
vyskyt inhibitorov u pacientov s mutaciami na exénoch
determinujtcich doménu A3 (47 %), ale pri mutaciach
domény C1 bol vyskyt nizky (9 %), muticie domény C2
neboli pritomné. Vyssi vyskyt inhibitorov sme zistili aj
pri mutacidch domény A2 (38 %), pri mutaciach domé-
ny B bl vyskyt 19 %. V stilade s literatirou sme ani my
nepotvrdili jednoznacny vztah medzi titrom inhibitora
a typom mutécie (vid graf 5) [19, 33].

Inhibitory znamenaju velmi zavazni komplika-
ciu hemofilie s limitovanymi moZnostami prevencie
a liecby krvacani, vyznamne zhorSenou kvalitou Zivota
a zvySenou morbiditou i mortalitou. Je preto prvora-
dou snahou pokus o eradikaciu inhibitora pomocou
imunotolerancnej indukcie [9, 21, 22]. V literature
sa objavili spravy o moznom vplyve génovej mutacie
na vysledok ITI [22, 38]. V naSom stibore 22 pacientov
s inhibitormi absolvovalo celkom 26 ITI kiir (u 2 paci-
entov sa uskutocnili 4 dalSie kiry pre relapsy inhibi-
tora). Vyhodnotili sme efekt 25 ITI kar, kedZe 1 kiira
bola predcasne ukoncena pre imrtie 8 mesacného pa-
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cienta po operacii Fallotovej teratrogie. Dosiahli sme
vysokid uspesnost ITI, KR a PR umoznujicu profy-
lakticka liecbu sme dosiahli po 22/25 (88 %) kurach,
u 3 pacientov ITI zatial pokracuje. Coppola et al. (2009)
[22] referovali najvyssiu ispesnost ITI pri malych de-
léciach (71 %), malych inzercidch (87 %) a missense mu-
taciach az 100 %, ale pri nonsense mutaciach len
64 %, inverziach 48 % a pri velkych deléciach len 17 %.
V nasSom subore sme pri inverzii intrénu 22 dosiahli
KRV 63 %aPRvVI2%, ale pri ostatnych mutaciach,
vratane 2 nonsense mutacii bol ispech ITI az 89-100 %.
Najrychlejsi efekt ITI sme dosiahli pri missense mu-
tacii, a to aj pri 3 opakovanych ITI ktrach pre relaps
inhibitora. Pri inverzii intrénu 22, nonsense muta-
ciach a frame shift/stop mutaciach pozorujeme pomer-
ne dlhy ¢as do dosiahnutia negativity inhibitora i do
KR (vid tab. 3) s hornou hranicou azZ do 36 mesiacov.
Podobne Oldenburg et al. (1999) [39] pozorovali dlhsie
trvanie lieCby u pacientov s inverziami oproti inym
mutaciam. Aj dalsi autori uvadzaja, Ze pri mutaciach
velkého rozsahu je ispesnost ITI menej ako 40 % [40]
alebo je vysoké riziko zlyhania ITI [41]. Naopak Rocino
et al. (2006) dosiahli rovnaky uispech i trvanie ITI pri
inverziach a inych nulovych mutaciach [42]. Vztahom
genetickych predispozicii k vysledku ITI sa zaobera aj
stucasne prebiehajiica $tiidia OBSITI (Observation ITI),
na ktorej participuje aj nase centrum. Tato $tadia po-
tvrdila vysoké percento GispeSnosti ITI aj u pacientov
s nepriaznivymi prognostickymi ukazovatelmi [43].
Vzhladom na malé narodné stubory pacientov s inhi-
bitormi sl déleZité medzinarodné projekty s iiCastou
vSetkych pacientov, ktori sa podrobuju ITI, aby bolo
mozné vyvodit relevantné zavery.

ZAVER

V praci prezentujeme prvé vystupy z Narodného he-
mofilického genetického registra. Narodna databaza
spektra mutdcii v slovenskej hemofilickej populacii
polozila zaklad pre vyskum vztahu medzi genotypom
a fenotypom hemofilie A. V stibore vySetrenych pa-
cientov sme potvrdili velkt heterogenitu muticii génu
F8 a odhalili sme velky pocet novych mutacii, zatial
neuvedenych v medzinarodnej mutacnej databaze.
Vykonali sme prva analyzu stvislosti medzi géno-
vymi mutdciami a vznikom inhibitorov v slovenskej
hemofilickej populacii i vztahu génovych mutacii
k tispesnosti imunotoleranc¢nej indukcie. Limitaciou
nasej Studie je zatial malad pocCetnost siborov, v ge-
netickom programe aktivne pokracujeme s cielom
vytvorit kompletnid mutacni databazu pacientov s he-
mofiliou. To umozni dalSie systematické stidium
tejto problematiky.
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