Vrozeneé poruchy krevniho srazeni
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Poruchy krevniho srazeni

e Stavy, kdy se v dusledku chybéni nebo
nedostatecné (nadbytecne) funkce nektere z
latek potrebnych pro krevni srazeni objevuje
sklon ke krvacivym nebo trombotickym
prihodam



Rozdéleni poruch krevniho srazeni

Dle dédicnosti:
e Vrozené - porucha tvorby
- dysproteinemie
e Ziskane - porucha tvorby
- zvyseny obrat - spotreba
- ztraty

Dle projevu:
e Hypokoagulacni poruchy — vedou ke krvacivym projeviim
e Hyperkoagulacni poruchy - projevy TEN




Vrozené krvacive stavy - deéleni dle etiologie

e cévni stena (Ehler-Danlos, Rendu-Osler)

e trombocyto -
— penie (TAR, Wiskot-Aldrich, Grey platelet sy)
— patie (Glanzmann-Naegeli, Bernard-Soulier)

e plazmatické koagulace
— hemofilie
— von Willebrandova choroba
— defekty ostatnich koagulacnich faktor(
— a2-antiplazmin, PAI-1
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Krvacive projevy

Prim.hemostaza Koagulopatie
typicke vzacne
vzacne typické

malé, mnohocetné velké a solitarni

vzacne typicke
spontanne po traumatu
vzacne typicke
perzistentni, minimalni
profuzni
Ihned odlozene



Krvaciveé projevy - laborator

Pocet trombocytl, aPTT, PT, fibrinogen, (TT, ReT)
doba krvaceni, PFA-100, VWF:RCo

oveéreni poctu a morfologie trombocytl
Rumpel-Leede test

specifické vysetreni:

— jednotlivych faktord

— trombocytarnich funkci



Frekvence hereditarnich (AR) defektl koagulacnich

faktor
Fibrinogen
FII

FV

FVII
FV+VIII
FVIII (XR)
FIX (XR)
FX

FXI

FXIII
MvW (AD)

faktord - homozygoti

odhadovana prevalence v populaci
1:1000 000

1 : 2000 000

1:1 000 000

1 : 300 000 — 500 000

1 : 2000 000

50 -80: 1 000 000

10 —-15:1 000 000

1:1 000 000

1: 1000 000 (Ashkenazi 8% heterozygoti)
1:1 000 000

100 — 1 000 : 1 000 000



HEMOFILIE - vyskyt

e Sporadicky vyskyt v rodineé (25 - 30%)
— PO generace prenos pouze zenami
— bez klinické manifestace
— nova mutace

e Hemofilie A (FVIII) 1/5000 — 10000 chlapct
e Hemofilie B (FIX) 1/30000-50000 chlapcii




Hemofilie — pohlavneé vazana dedicnost
(X-recesivni)

hemofilik zdrava
zena

o=l
$o80

dcera zdravy  dcera zdravy

zdravd zdravy dcera  hemofilik prenasedka syn prenasecka syn
dcera syn pfenasSecka

zena
pfenasecCka




Plsobeni FVIII a IX v koagulaéni kaskadé — TENAZA

FVIla-TF _,FiX XIaXIIa
FIXa
- - FVIII
FX—'— FXa
E FVa FV
FII\ > FIIa/7

fibrinogen — ' > FIBRIN



Hemofilie A, B - diagnostika
krvaceni: - predevsim do kloubu a sval

tezka <1% FVII/ FIX
- caste spont. krvaceni (1 x mes.)

stredné tézka 1 - 5% FVIII / FIX
- spont. krvaceni méne casto

lehka 5-40% FVII | FIX
- krvaceni potraumaticke



HEMOFILIE - diagnostika

hemofilie M. von Willebrand

aPTT T T-N
PT (Quick) \ \
doba krvédceni N N-T7T
PFA-100 \ ™1

stanoveni FVIII VWEF, FVIII



Stanoveni FVII/IX metodou:

Jednofazovou:
— Bezna praxe
Chromogenni (fotometricky)

Dvoufazovou:
— Upousti se

Cast pacientd s lehkou HA ma diskrepanci mezi
metodou jednofazovou a chromogenni (dvoufazovou
— 5-10% LHA nizsi hladina chromogenneé

» tato vetsinou smerodatna pro krvacivé projevy

» dano mutaci genu pro FVIII
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HEMOFILIE — prenatalni diagnostika

* U tézké hemofilie predevsim:
—40% tezké hemofilie A: inverze v intronu 22
* nutnost UZV overeni délky gravidity
» odbér choriovych klku 11. — 13. tyden
* amniocenteza 15. — 18. tyden

* izolace fetalni DNA z krve matky:
— od 7.- 9. tydne

« preimplantacni diagnostika:
— na urovni 8 bunek



Hemofilie — zpUsoby |écby koncentraty
(plazmaticke, rekombinantni)

 FVIII:C 1 j./ kg vzestup o 2% t2=12 h
 FIX:C 1j./kg vzestup o 1% t2=18 h
Profylaxe

e primarni.

e sekundarni (v CR od konce 90. let)
e kratkodoba

On demand
e pri krvaceni
e preventivne pri operacich




Hemofilie - profylaxe

hladina faktoru > 1 - 2%

A: FVIII 25 -40j./kg 3 x tydné

B: FIX 25 — 40 j./kg 2 x tydné

2 - 3 x T vyssi spotfeba (drazsi) nez Iécba on
demand

pokles:

— zivot ohrozujicich krvaceni

— krvaceni do kloubl

— poskozeni kloubd, tim i nutnosti ortopedickych
vykonU



Lécba hemofilie

krvaceni FVIIl (%)  minim. hladina intervaly
(Operace) FIX (%) prvnl' t)’/den (%) pOdéni
drobné kloubni 30 - 40 12 - 24 h.
a sval. krvaceni 25 - 30 24 - 48 h.
malé operace 50 — 60 30 - 50 12 h.
fraktury 40 — 50 30 -40 12 - 24 h.
pokrocilé 50 — 80 30 -50 8 —-12h.
svalové krvac. 40 — 60 30-40 12 — 24 h.
velké operace 70 -100 50-70 4 —-12 h.
krvac. do CNS 60 — 80 40 — 60 6 —24 h.

délka
podavani

1 — 3 davky
1 — 2 davky

6 - 10 dnu
6 - 10 dnu

9 —14 dnu
9-14 dnu

14-21 dnu
14-21 dnu



Hemofilie — lécba

Rekombinantni koncentraty:

Generace:
— |. s lidskym albuminem
— 1l. lidské proteiny béhem vyroby (nekteré s deleci B domény)
— 1ll. bez styku s lidskymi proteiny (nekteré s deleci B domény)
— IV. Syntetizované lidskymi embryonalnimi bunkami

4 000j/ mg

prioritne:

— PUPs

— HCV a HIV negativni

— HIV pozitivni

— HCV poazitivni

S “Auerswald, Haemophilia 2004
— FVI0,79€ /1] pdFVII0,63€/1] *Abbonizio, Haemophilia 2014
— 0,68 0,51



Modifikované koncentraty FVIIl / FIX

Prodlouzeni t2:

 Pegylované

 Pegylované lysozomalini

 Fuzovane s albuminem

« Vazané s Fc fragmentem imunoglobulinu (Elocta®)
« Rezistentni k inaktivaci

- JvazbanalRP

Zlepseni funkcéni aktivita:

. 7T aktivace

. T specificka aktivita

« Hybridni FIX/FX * Pipe SW.Textbook of Haemophilia 2010




Hemofilie — genova terapie

Obnoveni syntézy FVIII/FIX prenosem jeho genu:
* Invivo:
— pfimo i.v.,i.m., s.c.

 EXx vivo:
— Do bunek ex vivo a jejich implantace
— Vyuziti HSC, MSC, EPC

Vektory:

* Viroveé:
— retroviry - s.c.: onkogenni riziko

— adenoviry - i.m.: eliminace imunitnim systémem

— adeno-asociovane viry — i.m.: jen mensi geny — hemofilie B
« Jiné zpusoby:

— Liposomy, nanopartikule

— Elektroporace
— Prima injekce



Schéma genove terapie hemofilie B adneno-

asociovanym virem (AAV)
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Schéma genoveé terapie hemofilie A prenosem

mesenchymalnimi bunkami s lentivirem jako vektor
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Genova terapie — hemofilie B

tézka forma

 AAVS

1/3 pacientl ma neutralizujici protilatky

desitky pacientu od roku 2011:

— 2x10'" vg/kg - 2x101? vg/kg

— 3-4 roky hladina FIX 1-6%

— T JT 6.-12. tyden pfi pouziti vy$si naloze
 destrukce hepatocytt T-lymfocyty
* prevence kortikoidy

— Padua mutant FIX (p.R338L):
« 5-10x vyssi koagulacni aktivita
 hladina FIX 18-80%

 Riziko ztraty s obnovou hepatocytu



Genova terapie — hemofilie A

cely gen 7 kb
od roku 2015

AAVS5, 15 pacientu:

— nutnost delece B-domény (4,4 kb)

— 7: 6x10"3 vg/kg: po 1 roce FVIII v normé

— 6: 4x10"3 vg/kg: po 1 roce FVIII v normé 3x, 3x >5 %
— 3: 6x1012 vg/kg a 2x10'3 vg/kg: bez efektu

Lentivirus
— moznost prenosu i vetSiho genu



Bispecificka protilatka simulujici funkci FVIII
(ACE910, emicizumab)

a FVllla

Kitazawa T et al, Nature Med 2012; 18: 1570-1574 (2012)



Emicizumab - volba davky a cilova hladina

Cohort 3

« Davkovani 1x tydne s.c.: i - Cohort 2
— Skupina 1: 0,3 mg/kg ]
— Skupina2:1mgkg |
— Skupina 3: 3 mg/kg ]

,1rough level® 12. tyden:
« 10 pg ~ 3 % FVIII [l
« 30 ug~9 % FVill ]
« 90pg~27%Fvil W
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« 30-50 pg ~ 10-15% FVIII



Pocet krvaceni rocnhe (ABR) vetev A vs vetev B

ABR o

25 B
| 14
20 444
15 - 87% redukce +—
o P< 0,0001 2\1 | H |:|>10
X =
210 S I O Okrvaceni
> 2 | 444 = 8410
<5 i m mkrvaceni
0 i 5.6
VétevB:  VétevA Vétev B: BPA  VétevA:
BPAon  emicizumab on demand Emicizumab

demand profylaxe

Median: 18,8 0

profylaxe

*Oldenburg J et al. ISTH, 2017



ABR (95% ClI)

Intraindividualni porovnani

Vétev C: Vétev A.
ABR ABR
18 25
16
14 20 1
12
_15 -
10 < 92% redukce
8 S P < 0,0001
e 10 -
° :
4 _ 1,7
> (0,7;
2 4,1)
0 0 - T
profyl. BPA profyl BPA on demand profylaxe
emicizumab emicizumabem

*Oldenburg J et al. N Engl J Med 2017,377:809-18



HEMOFILIE - vyskyt inhibitoru

alogenni oprotilatky

protilatky vétSinou tridy 1gG

1 BU / ml = inhibice faktoru ve zdrave
plazmé na 50% po 2 hod. inkubaci s

plazmou pacienta

— Bethesda jednotka

PUP (previous untreated patient) s tézkou hemofilii A:

— median vzniku je 12. den expozice (aplikace)
koncentratdim FVIII/FIX (9 — 36), oj. > 100 den
aplikace



HEMOFILIE - chovani inhibitoru

responder

« odpoved na
podani FVIII

 titr inhibitoru

* vyskyt

"LOW"

zadna / pomaly
vzestup titru

<5B.U./ml

cca 1/3

"High"

vzestup titru

>5B.U./ml

cca 2/3



HEMOFILIE — inhibitor - 1é¢ba krvaceni

concentraty lidskeho FVIII (< 5 BU/ml)
koncentraty veproveho FVIII — riziko parvoviru

koncentraty aktivovanych faktort protrombinového
complexu (FVIIa, FII, FIX, FX) FEIBA

koncentrat rFVIIa NovoSeven
DDAVP
plazmaferéza (s imunoadsorpci imunoglobulin)
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Imunotolerancni leCba
(ITl - immune tolerance induction)

 Bonnsky protokol:
— 200j/kg/den
— Uspésnost: 85%

 Malmo:
— plazmaferéza s imunoadsorpci IgG
— imunosuprese cyklofosfamidem
— substituce FVIIl — vysyceni inhibitoru
— uspésnost asi 50%

 low dose protokol:
— <50j/kg/denné Ci 3x tydné
— ulLR
— uspésnost: 67%



Defekty ostatnich koagulacénich faktoru

dedicnost AR

vzacneé - tezkeé defekty 1/1 000 000
(homozygoti, dvojiti heterozygoti)

dysfibrinogenemie (AD, krvaceni i TEN)

snizeni: - fibrinogen, F II, V, VI, X, XI, XIi
FXIII, a2AP, PAI, prekalikrein,
HMW kininogen, protein Z



Vliiv gravidity:
N Fbg, FVII, FVIII, vWF, FX, FXII, PAI
Vv PS

Viiv HAK:
A\Fbg, FVII, FVIII, VWF, FIX, FXII, FlI, X, XI
V PS,ATIII

Vliv zanetu:
N Fbgq, FV, EVII, FVIIl, vWF
N o1AT, PAIL tPA, a2MG, Plg
Viiv fyz. i psych. stresu:
MNFbqg, FVII, FVIIl, vWF
MNPA
Va2AP, Plg




Faktor PT aPTT TT DK hladina F
A-fbg T T T T fbg 0
Dys - fbg T T T fbg N - |, T reptilazovy éas
[ T T N N <30 %
'} T T N N-T [<30%
Vii T N N N <30 %
ViiI N T N N <30 %
VWCH N T-N N T-N |FVIII: N - !, VWF:RCo < 50 %*
IX N T N N <30 %
) 4 T T N N [<30%
XI N T N N <40 %
Xl N T N N <40 %
Xl N N N N T rozpustnost koagula
PK N T N N
HMWK N T N N
AP N N N N
PAI-1 N N N N
N —normal T -zvyseni ! - snizeni * zavisi na krevni skupiné




Minim. hemostat.

Faktor Krvaceni Laboratorni nalez . Lécba
hladina
z pupecniku, CNS, mékké i % .
fbg tkang, klouby PT, aPTT, TT 0,5-19g/l CZP, fibrinogen
Il mékké tkané PT a aPTT 20 -30 % koncentrat PCC
Y 2 pupecniku, do kloubu, PT a aPTT 15-20 % GzpP
ekchymézy
VII <1% = hemofilické PT 15-20 % koncentrat FVIl, PCC
VIl viz text aPTT 40 - 50 % koncentrat FVIlI
VWCH viz text aPTT a DK 40 - 50 % koncentrat FVIIl
obsahujici vVWF
IX viz text aPTT 40 - 50 % koncentrat FIX
X <1% = hemofilické PT a aPTT 15-20 % koncentrat PCC
X Po poprodu, trhani zubu, aPTT 30% (45%) GzpP
prostatektomii
Xl neni aPTT nevyzaduje lécbu
z pupec€niku, CNS, mékké Eo o Koncentrat FXIII,
Xin tkané, klouby Norma 3-5% (30%) kryoprecipitat, CZP
PK neni aPTT nevyzaduje lécbu
HMWK neni aPTT nevyzaduje lé¢bu
a2AP hemofilické, do kosti zkracena EF neurc¢eno antifibrinolytika, Czp
PAI-1 traumatické, pooperaéni zkracena EF neurc¢eno antifibrinolytika, CzpP




Dysfibrinogenemie

Diagnostika:

— 1 TT i reptilazovy ¢as, ale i normalnii |
— Antigen > funkcni aktivita (Clauss)
Fenotyp (vétSinou AD):

— Asymptomatické 55% (Ao Arg 16 His)
— Krvaceni 25% (Aa Gly 17 Val)
— Tromboza 20% (Arg 554 cys)

e Screening trombofilie
Popsano 330 mutaci

Terapie: . _ Renalni amyloidéza:
— Krvaceni: jako u afibrinogenemie « mutace v fetézci Ao
— Trombozy: LMWH, kumariny » kuagulaéni fu v normé
— Potraty * terapie
e LMWH * transplantace jater

e substituce



Defekt FXIII

« koagulogram v normé
» T rozpustnost koagula v moéoviné
« krvaceni z pupecniku, Spatne hojeni ran, potraty
* 1-3% (30-60%)
« koncentrat FXIIl, kryoprecipitat, MP
- profylaxe a 4 - 5 tydnu (ICH)
- a 3 tydny v gravidité pri opak. abortech



Kombinovane defekty

typ

- | FV+VIIl (ERGIC-53)

I FVII+IX

* Il FlI+VII+IX+X, PC, PS, porucha:
- karboxylace - reduktazy vit. K

* IV FVII+VIII

 V FVII+IX+XI

* VI FIX+XI



Defekty koagulaénich faktoru

FXIl - T aPTT

— neni indikace MP
— suspektni trombofilni stav - nejednoznacné

prekalikren, HMW kininogen -T aPTT
- neni indikace MP

PZ — ZK v norme, u ¢asti patologie Rumpel-Leede
— uloha pri vazbé lla na fosfolipidy

— kofaktor pri inaktivaci FXa ZPI

— klinicka vyznamnost ne zcela jasna



Krvacive projevy - laborator

pocet trombocytu
— oveéreni poétu a morfologie trombocytu

aPTT, PT, fibrinogen, (TT, ReT)
doba krvaceni, PFA-100, vWF:RCo
specifické vysetreni jednotlivych faktoru

vysetreni trombocytarnich funkci



aPTT — priciny prodlouzeni

deficit:
— FVII, FIX, FXI, FXII
— FlI, FV, FX

lupus antikoagulans

pritomnost heparinu (T TC, norma rept. éas)
— slouzi k monitoraci lécby heparinem

Pradaxa (T T T TC)
spatna technika odberu (z kanyly)

vzacneé ziskany inhibitor (vetsinou FVIII)
vysoky hematokrit (srdecni vady)
tézka hypofibrinogenemie



oV v n

PT — priciny prodlouzeni

deficit:
—FVIl
—FIl, FV, FX

Lécba
— Warfarinem: slouzi k monitoraci lecby Warfarinem
— Xareltem, Eliguisem

lupus antikoagulans
vysoky hematokrit (srdecCni vady)
tézka hypofibrinogenemie

extremne vzacne ziskany inhibitor



