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Czar Nicholas Il of Russia and his family, photographed c. 1916, showing his wife Alexandra (who was a carrier of hemophilia),
his four daughters, and (in the foreground) his son Alexis, perhaps the most famous European royal with hemophilia.


http://www.humanillnesses.com/knowledge/Nicholas_II_of_Russia.html

Nejproslulejsi hemofilik - rusky carevi¢ Nikolaj


//commons.wikimedia.org/wiki/File:Alexis.png

Hemofilie typu A

X —vdzana choroba (Xg28)
Incidence 1/5 — 10 000 narozenych chlapct

Porucha tvorby a funkce faktoru VIII
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http://ghr.nlm.nih.gov/dynamicImages/chromomap/F8.jpeg

Hemofilie typu A

déleni dle tize defektu FVIII nebo FIX
(normalni hladina FVIII i FIX = 50-150%)

tézka (<1%)

spontanni krvacivé projevy

do kloub(l vice nez 1x mésicné
do svalll zhruba 2 x ro¢né

stredné tézka (1-5%)
krvaceni do kloub( a svalll i po malych urazech

lehka (5-40%)
krvaceni pri chirurgickém ¢i stomatologick
zakroku,

po Urazech



Hemofilie typu A

X- recesivni dédi¢nost

Man with Women carrier
hemophilia of hemophilia




Hemofilie typu A

I

Father Mother

Possible outcomes for each pregnancy

@

50% Sons 50% Daughters




Hemofilie typu A

X- recesivni dédi¢nost

H
XY XX
Father unaffected  Mother carrier
by hemophilia of hemaphilia

Possible outcomes for each pregnancy

25% 25% 25% 25%
Son without Daughter not Son with Daughter Carrier
Hemophilia a Carrier Hemaophilia of hemohpilia




Hemofilie typu A

H
XY XX
Father with Mather unaffected
hemophilia by hemophilia

Possible outcomes for each pregnancy

Mo Sons All Daughters
will have will be
Hemaophilia Carriers



Hemofilie typu A

L J )
|Il + %
Xy XX

Father with Mother carrier
hemophilia of hemophilia

Possible outcomes for each pregnancy

25% 25% 28% 25%
Son without Daughter with Son with Daughter Carrier
Hemophilia Hemophilia Hemaophilia of hermohpilia




Hemofilie typu A
Faktor VIII

Ucastni se srazeci kaskady

Tissue factor (TF) is exposed at the injury site.
TF binds FWlla ta initiate extrinsic coagulation
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Hemofilie typu A
Faktor VIII

Multidoménovy glykoprotein
Tézky a lehky retézec
Aktivace trombinem

2332 aa

Structural Domains of Hmnan FVIIT

o 17 14
Exons ; N et . ;

Carboxy terminal

Anino terminal
end (COOH)

end (NH2)

Arg3m Arg 470 Arg 1689
Heavy Chain | |

Light Chain

? Thrombin cleavage sites leading to activation of FVIII to FVIIIa and its release from vWF (Rag 372, Arg 740, Arg 169)
- Further cleavage by thrombin or AP C at arginyl residues 336 and 562 leads to inactivation of FVIIIa

The shaded acidic domains bind to thrombin and enhance thrombin-induced activation of FVIII.
The shadwd area in the A3 domain binds vWF

- The secreted, then cleaved FVIII has heavy and light chains, which are held together by calcinm ions

The 2 domain has functionally imortant binding sites including the interaction with vWF, Fia, thrombin,
and phospholipid membrane

- The B chain represents a heavily glycosylated region
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Hemofilie typu A
Gen pro Faktor VIII

2332 aa
186 kb
26 exonu (9kb)

Mutace: inverze, inzerce, substituce, delece

18 Region of the X Cluwomosome

FVIII Gene
26

A3 A2 Exons 1

Telomer
fter

. Centromer

G-6-PT} locus

{tip of the long arm of
the X Clhromosome)

Organization of Introne 22 of FVII Gene
5 s
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Hemofilie typu A
Gen pro Faktor VIII

45% pacientl — inverze v intronu 22

Inversion and Crossing Over of Intron 22
FVIII Gene

1 22 13 i

A3
. Normal gene

A2
{qter) . -

Direction of tramscryvption of normal FVIIT gene

1 21 23 16
- Intrachromosomal
mversion and crossover
dwing spermatogenesis
leading to disruption of the
normal FVIII gene
e qter
|
Al A3
O
(gter) I iy Mutated gene
22 1 A2 13 26




Hemofilie typu A
Gen pro Faktor VIII

N A Gen Fs
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Hemofilie typu A

Molekularni diagnostika

Metody:

Neprima diagnostika
IS-PCR

MLPA

Sekvenovani

NGS
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Hemofilie typu A

Neprima diagnostika




Hemofilie typu A

Neprima diagnostika

243
251

193

9,

243,251

251,242

43

4251

193

190,190

Q<O

haplotyp v asociaci s neznamou mutaci

243
251

190

251
242

198

Legenda
STR50
STR49

STR50

Legenda
STR13
STR22
RFLPLS

STR24




Hemofilie typu A

Inverzni PCR
IS PCR (Inverse Shifting PCR)

Detekce inverze v intronu 1,22




Hemofilie typu A
S-PCR

v

o N Metoda IS — PCR vychazi z puvodni metody | — PCR.
e
g ®
|- PCR
. (Inverse Polymerase Chain Reaction)
9 * rychla metoda umoziuijici in vitro amplifikaci DNA sekvenci, které se nachazeji kolem oblasti se znamou sekvenci (Ochman et al., 1988)

J * vyuziva principy klasické PCR s tim rozdilem, Ze pouzZité primery nejsou orientovany ,, dovniti“ jak tomu bézné byvj,
ale naopak ,,ven” ze zndmé sekvence
* templatem téchto reverznich primera jsou restrikéni fragmenty, které byly znovu ligovany aby tak utvofili kruznice

L




Polymerase Chain Reaction: PCR
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70 degrees, primer Warms to around
extention 70 degrees, primer

Jelikoz je pak produkt jednoho primeru zaroven extention
templatem pro primer opacny,
nasleduje po opakovani cyklt denaturace, nasedani primert

a jejich prodluZovani exponencialni namnozeni kopii

oblasti ohranicené témito primery. O i -
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http://2007.igem.org/wiki/index.php/McGill/PCR



http://2007.igem.org/wiki/index.php/File:Pcr-1.jpg

Hemofilie typu A
S-PCR

Metoda IS — PCR vychazi z ptivodni metody | — PCR.

W, Inverzni PCR

Faa. 5 J v Y 1
I-PCR v$ak umoZiiuje namnoieni sousedicich oblasti, EESENEEEE 2222 EESEEEEEEEEES
a to v obou smérech od zndmé sekvence.
Dulezity je vybér restrikéniho enzymu tak, Stépeni pomoci
aby vznikaly fragmenty poZadované délky, v restrikéniho enzymu
které zaroven nebudou mit restrikéni misto ve znamé casti sekvence,
kam nasedaji navriené primery. | _EEEEEN

Tato metoda byla poprvé pouzita v roce 1988
pro uréeni mista za¢lenéni inzerc¢ni sekvence v bakterii E. coli
(a od té doby nasla mnoho vyuziti.)

Cirkularizace

4
#
]

&.ﬁ"
| PCR s pouzitim
' - primert vychazejicich
%& Y Ze zname sekvence
. 2 W
. - | EEEEEN |

5
‘ (http://what-when-how.com; upraveno)
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Hemofilie typu A
S-PCR

Metoda IS — PCR vychazi z ptivodni metody | — PCR.

- 2
Inverzni PCR
usek DNA, na kterém je cerné vyznacend znama sekvence Y Y Y 1
EENEEEENEEEE 22 EEEEEEEEEEES
tato DNA je Stépena restrikénim enzymem .
Stépeni pomoci

(mista stépeni jsou oznacena Sipkami) =pen
restrikEniho enzymu

tak, Ze jeden z fragmentU obsahuje ¢ast zndmé sekvence

a dale sekvenci zajmu.
__EEEEEN

\J

Cirkularizace

* nasledné probiha ligace za takovych podminek,
abychom docilili vzniku spojenych kruznicovych molekul.

* dalSim krokem je provedeni PCR, kde primery nasedaji na zn i
. . . PN . . PCR s pouzitim
a jsou orientovany ,,od sebe” jak je naznaéeno Sipkami. i 2 o
primeru vychazejicich
Y ze zname sekvence

* vzniklé produkty pak tedy obsahuji neznamou sekvenci ohra
na rozdil od pavodni situace, kde byla znama sekvence obklo m e

sekvenci nezndmou.
(http://what-when-how.com; upraveno).
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, Hemofilie typu A
IS-PCR

vychazi ze stejné metodiky s tim, Ze v poslednim kroku je namisto klasické PCR
pouZzita multiplexni PCR se sadou nékolika primeru,

pricemz vyuziti jednotlivych primerd a nasledné také délka jednotlivych fragmentu
V) je zavisla na tom, zda probéhla ve zkoumané DNA inverze.

4

e v pripadé inverze v intronu 22 budou mit
-fragmenty bez inverze délku 487 bp
-fragmenty s inverzi délku 385 bp nebo 333 bp podle typu inverze.

~7. ¢ vpripade inverze vintronu 1 budou mit
: - fragmenty bez inverze délku 304 bp
- fragmenty s inverzi délku 224 bp.

—

(http://what-when-how.com; upraveno).
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Hemofilie typu A
IS-PCR

@ restrikce pomoci Bell & reprezentuje celogenomovou DNA,

b. kterd je rozstépena pomoci restriktazy Bcll na kratsi fragmenty.

cirkularizace fragmentl ¢, tyto fragmenty se pak za ucasti DNA T4 ligazy véZou ke svym vlastnim koncim
a jsou cirkularizovany.

e

p)
P vzniklé kruZnice jsou pak pouZity jako temptaty pro multiplex PCR.
c
2 e vysledné fragmenty, které se liSi délkou podle vyuZiti primerd,
27 460 460 99 . v ,
, jsou pak rozdéleny elektroforézou.
multiplex PCR 'n 4g7pp 1L IU 559 bp ED
) d. na gelu je pak mozné zjistit jejich délku.
SRR -v pripadé diagnostiky inverze 22,
2 5 8 fragmenty bez inverze délka 487 bp, po vyuziti primerQ IU a ID (sloupec 1),
bo fragmenty s inverzi délka 559 bp, diky vyuZziti primer( IU a ED (sloupec 2).
" 559 — -— -
w7 — I — heterozygotni sestava u Zeny prenasecky pfitomny oba typy fragmentt (sloupec 3).

w22 . o+ 4 (http://what-when-how.com; upraveno).
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Z % Hemofilie typu A
ey S-PCR

ak .‘v%

1)M§tépen|' pomoci Bcll
2) ligace TADNA ligazou
3) IS PCR za ucasti 4 typu primeru

M 1 2 '3 45

4) PAGE
z , bo
- 5) vyhodnoceni
1) Zdravy jedinec
2) Inv22typl o
385
333

N

Inv 22 typ Il

)
)
) PrenaSecka inv 22 typ |
)
)

Pfenasecka inv 22 typ Il
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Hemofilie typu A

,","")’, " Q & 5 = j*
Wor w J (multiplex ligation-dependent probe amplification)

UmozZniuje hodnoceni duplikaci a deleci jednotlivych exon(




Hemofilie typu A
MLPA

Porovnani relativniho mnozstvi produktu vici kontrole

1A

1B

10

7 C 11-2 o 20
c 11 12 18, 15 18 0o 24

16 19 ¢ 23 C
17 21 c




Hemofilie typu A

Sekvenovani

Sekvenovani vSech 26 exonll + promotorové sekvence
Celkem 37 amplikond
Porovnavani vysledk( s databazi




Hemofilie typu A

Sekvenovani
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Hemofilie typu A
Lécba

Priblizné 400 000 lidi na svété trpi hemofilii.
V Cesku se jednd o zhruba 1 000 osob.

Zakladem lécby hemofilie je injekéni aplikace koncentratu srazeciho faktoru.
jenze 15-20 % z nich si proti nim ¢asem vytvofi protilatky.
Proto je tfeba vyvijet stale nova léciva.

S myslenkou preventivniho doddvani srazecich faktorud
uz od raného détstvi prisli jako prvni Svédsti Iékati pred vice nez 40 lety.
Cilem zde neni |écba, ale predchazeni krvaceni, a proto je |écba podavana i tehdy,
kdyz pacient fyzicky nekrvaci.
Takové preventivni podavani srazecich faktorl muize mit pro hemofilika velky vyznam.

’

Plazmatické srazeci faktory
* z plazmy darcl (z plazmy derivovany (pdFVIII, pdFIX)
* poprvé pouzity v roce 1965

Rekombinantni faktory

* metodou genového inZenyrstvi (rekombinantni derivaty, rFVIII, rFIX).

* poprvé pouzity v roce 1989

* v pribéhu vyrobniho procesu se v podstaté nesetkaji s lidskou bilkovinou
(plati zejména pro preparaty tzv. ,treti a vyssi generace”).

Oba typy preparatli maji v Ié€bé hemofilie srovnatelnou uUc¢innost.
Rozdil mezi plazmatickymi a rekombinantnimi pfipravky tedy neni v Gcinku pfi [é¢bé,
ale ve zpusobu jejich vyroby a ve vlastnostech s tim souvisejicich



Hemofilie typu A
Lécba

Priblizné 400 000 lidi na svété trpi hemofilii.
V Cesku se jednd o zhruba 1 000 osob.

Zakladem lécby hemofilie je injekéni aplikace koncentratu srazeciho faktoru.
jenze 15-20 % z nich si proti nim ¢asem vytvofi protilatky.
Proto je tfeba vyvijet stale nova léciva.

S myslenkou preventivniho doddvani srazecich faktorud
uz od raného détstvi prisli jako prvni Svédsti Iékati pred vice nez 40 lety.
Cilem zde neni |écba, ale predchazeni krvaceni, a proto je |écba podavana i tehdy,
kdyz pacient fyzicky nekrvaci.
Takové preventivni podavani srazecich faktorl muize mit pro hemofilika velky vyznam.

’

Plazmatické srazeci faktory

* z plazmy darcl (z plazmy derivovany (pdFVIII, pdFIX)
* poprvé pouzity v roce 1965

Rekombinantni faktory

* Rekombinanty zarucuji, Ze nejsou infikovany zddnym z dosud znamych vir(.

* Vsedmdesatych a osmdesatych letech 20. stoleti postihla hemofilickou populaci,
zejména v USA a zapadni Evropé, nakaza virem HIV,
jimz byly v dobé neznalosti viru tehdejsi krevni derivaty ¢asto kontaminovany.

U nas, protozZe se uzivaly témér vyhradné zdroje plazmy z tuzemskych odbér,
se nakazilo jen 17 hemofilikd.

Jiné je to s pfenosem hepatitidy, zejména hepatitidy typu C.
Ptipady nakazou prostfednictvim aplikace |é¢ebnych derivat(, se vyskytly.




Hemofilie
Lécba
Profylakticka lécba hemofilie

Primarni profylaxe

Dlouhodoba pravidelna profylakticka lécba u stfedné tézkych a tézkych forem hemofilie
U stfedné tézkych a tézkych forem hemofilie se v ramci |é¢by Casto pfistupuje k preventivnimu podavani
srazecich faktor(l i v dobé, kdy nejsou patrné Zadné znamky krvaceni

Ddvodem je:

* snaha eliminovat jakékoli spontanni krvaceni do kloubd,

* odvratit vazné a nevratné poskozeni pohybového aparatu,

* zabrdnit i do budoucna kloubnim zménam a tim i jejich deformitdm a nepohyblivosti.

Profylakticka |é¢ba je v CR nabizena viem détem s tézkymi projevy hemofilie.
Vétsinou se jedna o déti s hladinou FVIIl pod 1 %, ale nékdy mohou ¢astymi krvacenimi trpét i déti s hladinou vyssi.
Rozhodujici je projev — ,fenotyp“, nikoli hladina faktoru dana genetickym postizenim, ,,genotypem” onemocnéni.

Podle tGdaj z registru Ceského narodniho hemofilického programu dostéva profylaktickou Ié¢bu zhruba tfetina
véech détskych hemofilikd v CR.
Davky srdzeciho faktoru se vétsinou aplikuji 2x az 3x tydné.

Dlouhodoba pravidelna profylakticka 1écba se u tézkych hemofilik(l v souc¢asnosti zahajuje ihned
po prvnim zavazném krvaceni a neméla by byt zahajena pozdéji nez ve 2 letech, tedy jesté drive,
nez muze dojit k vaznéjsimu poskozeni kloubd.

Profylaxe sekundarni

Docasna k pokryti rizikovych obdobi u méné vainych forem hemofilie

U méné vaznych forem hemofilie mlze preventivni 1écba trvat v fadu tydn( nebo mésicd.

Zahajuje se v pripadé opakovaného krvaceni do nékterého z kloubl nebo vnitfnich organd, po operacich
a v obdobi neobvyklé fyzické aktivity nebo psychického stresu.

Jednorazova profylaxe (jedna injekce)

Predpoklada se vznik ojedinélého krvaceni
— napf. pred planovanou velkou fyzickou zatézi a/nebo udalosti, ktera by ke krvaceni mohla vést,
véetné nékterych lékafskych vykond, intenzivni rehabilitace a podobné...



Hemofilie
Lécba

* Koncentraty faktoru VIII.

* Koncentraty faktoru IX.

* Léky proti inhibitoram.

* Jiné koagula¢ni produkty.

* Smési koncentratl Vil a IX.

Souhrnné je v téchto soupisech v soucasnosti zapsano 31 |éCivych pfipravka,

které jsou ve vyvoji nebo pred uvedenim na trh. | kdyby nebyly vSechny dany do praxe,
je jejich vyvoj nadéji pro budoucnost hemofilikl a jejich rodin.

Kam vyvoj sméfuje?

Produkty s prodlouzenym polocasem.

Tzv. prodluzZovani polocasu pfipravkl je nejvétSim pokrokem v [é¢bé hemofilie

od zavedeni virologicky bezpecénych koncentrat(i v 80. letech 20. stoleti.

Lécebny ucinek pretrva déle a muze se prodlouzit doba mezi jednotlivymi injekcemi.

To jednak vyrazné zvysi pohodli klientd,

ale také zmirni pokles hladin faktoru v krvi pred dalsi davkou.

Profylaxe je v sou€asné dobé prizpisobena tomu, aby hladina chybéjiciho srdzeciho faktoru
neklesala pod jedno procento.

S novym mechanismem ucinku.

Noveé vyvijené produkty maji byt zaloZeny na zcela jiném fungovani

a tim mit citelnéjsi dopad na stavéni i prevenci krvaceni.

To je obzvlasté dllezité u hemofilikd s inhibitory (protilatkami proti srdZzecim faktortim),
pro které nejsou dnesni produkty tak ucinné jako pro hemofiliky bez inhibitor(.




