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Hemofilie u psii a mozZnost vyuziti psa jako modelu pro

studium analogického onemocnéni u ¢lovéka

Souhrn

Tato prace se zabyva hemofilii psa a moznosti aplikace poznatkd ziskanych z 1écby
pst na lé¢bu ¢lovéka. Hemofilie je onemocnénim vhodnym k vyzkumu modernich zptsobti
1é¢by, protoze je zndma po staleti a diky tomu je velmi dikladné prozkoumana. Jako dédi¢na
na pohlavi vazana porucha koagulace krve, ktera byva bézné zaléena substituéni terapii, se
hodi pro zkoumani genetickych determinant a dnes vyznamné piispiva k rozvoji
nejmodernéjsich zptsobt 1éCby.
nefunk¢nost koagulaéniho faktoru VIII, nebo FIX. Tyto se u zdravého jedince ucastni
koagulaéni kaskady a umoziiuji tvorbu krevni srazeniny. Mutace zptsobujici hemofilii ma
tedy za nasledek zvySeny vyskyt krvaceni vzniklého spontanné, nebo po neadekvatnim
traumatu a pacienti trpi tvorbou hematomii, ztratou krve, nebezpe¢nym vnitinim krvacenim,
nebo pohybovymi obtiZemi a dal§imi pfidruZzenymi problémy.

Fakt, Ze existuji pfirozen€ nemocni psi trpici touto nemoci, u kterych je navic mozné
srovnavat je s lidmi i ptes rozdilny karyotyp diky vazbé na pohlavni chromozom, ve spojitosti
s touhou lidi tyto psy 1é¢it jen potvrzuje vhodnost hemofilie pro studium. Proto se pes, jako
model objevuje u vSech vyznamnych objevu tykajicich se 1écby hemofilie. Napiiklad u zrodu
substitu¢ni terapie krevni plasmou a jejimi koncentraty, kde studie na psech potvrdily
bezpecnost a ucinnost piipravkd, nebo v poslednich letech, kdy byla diky t€émto modelim
umoznéna bezpecna aplikace genové terapie na ¢loveka.

Hemofilie by se tak mohla v brzké dob¢ i diky psim modelim stat jednou z prvnich

geneticky podminénych nemoci, jejiZ projevy bude mozZno genovou terapii trvale napravit.

Kli¢ova slova: pes, hemofilie, dédi¢nost, terapie, zvifeci model



Hemophilia in dogs and use of a dog as a model for

analogous disease in human

Summary

This compilation deals about hemophilia in dogs and options, how to apply findings
obtained from studies on dogs to cure people. Hemophilia is suitable for research of modern
healing methods, because it has been known for centuries and thanks to this it’s thoroughly
researched. As a hereditary, sex-linked coagulation disorder, which is normally cured by
replacement therapy, is hemophilia ideal model for examining the genetics determinants and
nowadays it significantly helps in development of modern methods of treatment.

Hemophilia in dogs and humans is caused by gene mutation, which brings the absence
or dysfunction of coagulation factor VIII or FIX. These factors in a healthy individual
participates on coagulation cascade and on blood clot creation. Hemophilia mutations increase
incidence of spontaneous hemorrhage, or hemorrhage after minor trauma, and patients suffer
by hematomas, blood loss, dangerous internal bleeding, difficulties in movement and other
related problems.

The fact, that hemophiliac dogs naturally occurs, in addition with possibility to
compare them with people despite the differences in karyotype, because of binding to sex
chromosome, and finally in connection with people desire to treat these dogs, just confirms
that hemophilia in dogs is suitable for studying. This explain why dog models were involved
in all significant discoveries in hemophilia treatment. For example, dogs assisted in
development of replacement therapy with plasma and plasma concentrates, where studies
confirmed safety and efficacy of these substances. Within recent years dog models enables
safety transfer of gene therapy to human patients.

Thanks to these studies hemophilia possibly become the first genetically conditioned

disorder, which would be permanently cured by gene therapy.

Keywords: dog, hemophilia, heredity, therapy, animal model
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1. Uvod

Hemofilie se tfadi mezi nejvyznamnéjsi dédi¢né poruchy srazeni krve. Z téchto
onemocnéni je hemofilie nejfrekventovanéjsi, jeji vyskyt je celosvétovy a tykd se jak pst
vétSiny plemen, tak i lidi. Dal$im dulezitym faktem je, Ze hemofilie je znama lidstvu po
dlouhou dobu a dnes jsou jiz dobfe prozkoumany systémy a principy, na kterych nemoc
funguje. Ve spojeni s dalsimi vlastnostmi je proto hemofilie vhodné a bezpe¢na pro vyzkum
lécebnych metod.

Dnes je bézné mozné projevy hemofilie korigovat a tim nemocnému psu ulevit od
projevii krvéceni, ale takova lécba je obtézujici a nakladné a navic dozivotni, protoze neni
mozné napravit stav trvale. V kone¢ném dusledku 1é¢ba i napomaha sifeni hemofilie, protoze
nemocny pes se diky dnes$ni péci dozije pohlavni dospé€losti a pieda genetickou mutaci
potomkim. Pro chovatele ale stale zistiva vétsi hrozbou bezpiiznakova prenasecka
hemofilie, ktera ma vyznamny vliv na nemocnost potomk, ale jeji véasna identifikace je
zatim nemozna.

Pro tuto praci je ale nejdualezitéj$i vztah mezi hemofilii u psa a u ¢lovéka. Prvni
podstatny fakt je, ze koagulace krve funguje u psa i ¢lovéka na stejném principu. Za druhé
jsou geny kritickych koagulaénich proteinti u obou druhii vazany na pohlavni chromozom,
coz umoznuje zanedbat rozdilny pocet somatickych chromozomi. Proto Ize hemofilii u psa a

cloveéka povaZovat témér za ekvivalentni a je moZné vénovat se této problematice jako celku.

2. Cil prace

Cilem této prace je piehledné shrnout problematiku hemofilie pstli, objasnit vyznam
psa jako modelu pro vyzkum a studium této nemoci a podstatné poznatky dat do souvislosti
s hemofilii u clovéka. Tato prace se bude zabyvat historii hemofilie, jeji dédicnosti,
patogenitou, klinickymi ptiznaky, diagnézou a v neposledni fad¢ vSemi dosud zndmymi — jiz

klinicky pouZivanymi i teprve testovanymi - zptsoby 1éCby.



3. Literarni reSerse

3.1 Obecna charakteristika

Hemofilie je onemocnéni, které se vyskytuje ve dvou formach, A a B. V obou ptipadech
se jednd o genetickou, na chromozom X vazanou poruchu hemokoagulace, neboli ,,poruchu
srazeni krve* (Nichols et al., 2009). To znamena, Ze nemocny pes trpi riznymi typy krvaceni
(subkutannim, intramuskularnim, u pst velmi Casto intraartikularnim krvacenim, tvorba
hematomil) bud’ spontanné, nebo po neadekvatnim traumatu (Mischke, 2012).

Jelikoz je tato vada vazana na pohlavni chromozom X, tak se viditelné piiznaky
objevuji pouze u pacienti samciho pohlavi a samice vétSinou zustavaji bezpiiznakovymi
prenaseckami (Mischke, 2012)

Viditelné ptiznaky hemofilie jsou zpusobeny nedostatkem funkéniho koagula¢niho
proteinu (Kaufman et Powell, 2013). Tento protein, také nazyvany ,,faktor, se v téle pacienta
s hemofilii bud’ vliibec nesyntetizuje, nebo se ho tvoii malo, anebo je tvoien faktor nefunkéni,
protoze genetickd informace pro jeho tvorbu nesend na chromozomu X je poskozena. U
hemofilie typu A, ve zkratce hemA, je takto zasaZzena geneticka informace pro faktor VIIl au
hemofilie B, neboli hemB, je vadny gen pro faktor IX. (Nichols et al., 2009).

Onemocnéni mize mit riznou intenzitu zavaznosti, ktera je zavisld na zbytkovém
mnozstvi kritického faktoru v krevnim ob&hu. Obecné pro oba typy hemofilie a pro psy i
lidské pacienty plati, ze pfi zbytkovém mnozstvi faktoru 5-25% oproti zdravému jedinci jsou

A4

projevy nemoci (Nichols et al., 2009; Mischke, 2012; Roth et al., 2001).

3.2 Historie

Hemofilie byla u lidi pozorovéana po staleti, ale o jejich pficinach a souvislostech se
védelo jen velice malo. Skrovné informace o principech nemoci byly doplnény a zpfesnény az
ve 40. letech 20. stoleti. To je také jeden z prvnich popsanych momentt, kdy byl k vyzkumu
pouzit nemocny pes, jako model (Mueller et Flotte, 2008). Od te doby bylo o hemofilii
objeveno mnoho. Byla objasnéna dédi¢nost mutaci, principy koagula¢ni kaskady a neustéle
jsou vyvijeny nové zpusoby terapie za Gcelem snizeni mortality a morbidity. V posledni dob¢
se vyzkumy zaméiuji na vyvinuti 1éCby s dlouhotrvajicim ucinkem pomoci modernich

technologii, jako je napiiklad genova terapie. V neposledni fad¢ je podstatné, ze hemofilie ma
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pro vyzkum vhodné vlastnosti a piipadny uspéch novych technologii a postupi by

V budoucnu mohl byt aplikovan u komplikovanéjsich chorob.
3.2.1 Historie hemofilie

Piiznaky poruch sraZeni krve se u lidi vyskytovaly odedavna. Casto vedly ke krvaceni
do vnitfnich prostor, poskozeni kloubti, nebo intrakranidlnimu krvaceni, az smrti. Hemofilie
jako takova — na pohlavi vazana genetickd porucha - byla poprvé popsana pted vice nez 1700
lety v Talmudu (Kaufman et Powell, 2013).

Prvni ,,moderni“ popisy ale pochazeji az z 19. stoleti (Schramm, 2014), kdy vyzkum
spocival v pozorovani pacientl s tézkou formou dédi¢né poruchy srazeni krve, a v provadéni
primitivnich laboratornich testd (Saito et al., 2011). Diky tomu ale byly poprvé piesnéji
klasifikovany genetické zakonitosti nemoci a hemofilie byla deklarovana jako dédi¢na krevni
porucha vazana na chromozom X (Kaufman et Powell, 2013).

Nové popsanad nemoc v té dob¢ ziskala na proslulosti hlavné diky Kralovné Viktorii.
Ta vladla Spojenému krélovstvi Velké Britanie a Irska vletech 1837 az 1901 a jako
ptrenaSecka hemofilie B nakazila své potomky (Kaufman et Powell, 2013). Dva jeji synové
trpéli ptiznaky hemofilie a jeji dvé dcery byly pfenaSeckami. Jako ¢lenové anglické kralovské
rodiny poté uzavieli siatky s jinymi aristokraty a hemofilie se tak rozsifila do Ruského,
Spanélského a Pruského kralovského dvora. (Iltis, 1948). Tato rozsifena forma tézké
hemofilie B je také znamd pod nazvem ,,Royal disease®, v ptfekladu ,,Kralovskd nemoc*
(Rogaev et al., 2009).

Vyznamnym meznikem v historii hemofilie se stal rok 1905, kdy byla publikovana
»Klasicka teorie koagulace krve“, kterd byla sumarizaci vSech dosud znamych poznatki.
Podle této teorie se koagulace krve ucastni pouze Ctyii faktory, a to trombokinaza z poSkozené
tkang, protrombin, fibrinogen a kalcium (Saito et al., 2011).

Na tuto teorii navazali dal$i védci a povédomi o mechanismech koagulace krve rostlo
spolu s naslednymi objevy. V roce 1911 byl v lidské plasmé identifikovan koagulaéni faktor
VIIl. a vroce 1937 byla objasnéna jeho role v koagula¢ni kaskadé (Kaufman et Powell,
2013). V prubéhu 40. a 50. let 20. stoleti byla koagulacni kaskada doplnéna o zbylé srazeci
faktory, mimo jiné o faktor IX, jehoz deficit zptisobuje hemofilii B (Saito et al., 2011). Dalsi

objevy uz se prili§ netykaly nemoci jako takové, ale spi§ moznosti 1é¢by hemofilie.
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3.2.2 Historie 1é¢by

Historie 1é¢by hemofilie se zacina psat v roce 1840, kdy bylo poprvé zaznamenano, zZe
kompletni krevni transfuze uspé$né zmiriiuje prubéh krvacivého zachvatu spojeného
s hemofilii (Nichols et al., 2009; Kaufman et Powell, 2013). To byla po dlouhou dobu jedina
moznost 1écby.

Zlom nastal v roce 1936, kdy Patek a Stetson objevili latku, jez se nachazela v krevni
plasmé zdravého ¢loveka, ale nebyla pfitomna v plasmé ¢lovéka s hemofilii. Navic bylo
ovéfeno, ze objevena substance i vV malém mnozstvi usp&$né zkracuje ¢as koagulace
hemofilické krve. Tento objeveny protein byl pozdéji nazvan antihemofilickym faktorem,
antihemofilickym globulinem a poté faktorem VIII (Saito et al., 2011).

Kdyz bylo ovéfeno, v které slozce krve se nachazi ucinna latka, byla ve 40. letech
poprvé pouzita k terapii samotna krevni plasma. (Kaufman et Powell, 2013). Koncem 50. let
se objevily prvni koncentraty derivované z plasmy, které byly dale pouzivany pro substitu¢ni
terapii ,,klasické hemofilie” — typu A (Saito et al., 2011). Bylo je vSak také potieba podavat
injekéné a relativné Casto, kvili kratkému polocasu rozpadu.

V poloving 60. let byl vyvinut takzvany kryoprecipitat (Kaufman et Powell, 2013), ale
prestoze byl 1 v men$im mnozstvi U€¢inngjsi, pro sloZitost a ndkladnost vyroby nebyl masivné
rozsifen (Mischke, 2012).

Nadale se k1écbé pouzivaly hlavné injekéné podavané koncentraty proteind
derivované z plasmy, diky kterym existovala v 70. letech moznost domaci 1é¢by pacientd.
V 80. letech tyto koncentraty umoznily jeden z prvnich tGspéSnych chirurgickych zakrokd u
pacienta s hemofilii (Saito et al., 2011). Tyto produkty vyrabéné z lidské plasmy vsak nesly
obrovské riziko pienosu infekce a jejich masivni distribuce méla tragické nasledky (Nichols et
al., 2009). Mezi pacienty s hemofilii byly timto zpisobem masivné rozsifeny nemoci jako
hepatitis typu B i C, nebo HIV (De Brasi et al., 1995; Saito et al., 2011).

Paraleln¢ s probihajicimi vyzkumy bylo ve 2. polovin€ 20. stoleti zjisténo, ze pfi
smiSeni vzorkli plasmy dvou hemofilickych pacienti a zpétné aplikaci se pfrilezitostné
vyskytne terapeuticky ucinek. To vedlo k objeveni dvou typli hemofilie, dnes zndmych jako
hemofilie A a B. Déle bylo popsano, které faktory u kterého typu chybi a tyto proteiny byly
separovany pro studium (Kaufman et Powell, 2013).

V 80. letech doslo k jednomu z nepodstatnéjSich pro 1é¢bu vyznamnych pokrok, a to
Kk objasnéni genové sekvence kodujici vznik srazecich faktord VIII a IX. Za prvé rozdilna
velikost dvou objevenych gent objasnila divody rtizné prevalence hemofilie A a B (Kaufman
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et Powell, 2013), a za druhé se objevila moznost srazeci faktory podle DNA uméle
syntetizovat. Takto vytvoiené rekombinantni faktory nenesou takové riziko ptenosu krevnich
patogend, jako faktory derivované z lidské plasmy (Nichols et al., 2009). Zistava u nich sice
nadale nutnost opakovaného injek¢éniho podavani, ale jako nejefektivnéjsi a nejdostupnéjsi

zpusob 1é¢by se rekombinantni faktory pouzivaji dodnes (Saito et al., 2011).
3.2.3 Historie psa jako modelu pro studium hemofilie

Zviteci modely obecné byly odjakziva potfebné pro genetické testovani lidskych
dédi¢nych chorob a pro vyvoj 1€kd, ale ze vSech zvifat byla pro akademické ucely nejvice
pouzivana laboratorni myS (Tsai et al., 2007). Pes ale sehral podstatnou roli pti objevovani
zakladnich informaci o hemofilii i ostatnich koagulaénich poruchach uz ve 40. letech. Tehdy
byla skupina nemocnych psi se zavaznou poruchou hemokoagulace poprvé pouZita pro
vyzkum. Diky tomu byly vyvinuty spolehlivéjsi metody testovani a poprvé byl umoznén
racionalni piistup k diagnostice poruch, jako je hemofilie (Nichols et al., 2009).

I pres znacné uspechy poté piestal byt pes pouzivan jako model na dalsi desitky let. Az
Vv poloviné 90. let 20. stoleti se trend obratil a bylo publikovano nékolik podstatnych divodd,
pro¢ je pes vhodnéjSim modelem ke studiu, nez laboratorni myS. Pfikladem mulze byt
ptirozeny vyskyt dédi¢énych nemoci, existence inbrednich populaci s vysokym poctem
nemocnych jedincti, clovéku mnohem blizsi velikost, nebo fakt, Ze psiim se dostava bézné
lékatské péce stejné, jako lidem (Tsai et al., 2007).

Hlavnim impulzem, ktery rozsifil moznost uziti psa k vyzkumu, byly v 90. letech
vyznamné pokroky v mapovani genomové sekvence psa (Tsai et al., 2007). Diky tomu byly
zaznamenany desitky uspéchii ve vyzkumu 1 v 1é€bé hemofilie. Psi modely naptiklad
napomohly pfi vyvoji bezpecnych a funkénich koagulacnich faktorii pro substituéni terapii, a
nedavno pomohly prokazat i profylakticky Gi¢inek pii preventivnim podavani téchto faktord
(Nichols et al., 2009).

V posledni dobé hraje pes, jako model pro vyzkum, nenahraditelnou roli pii vyvoji
modernich zptsobi 1é¢by, jako je napiiklad genova terapie. High (2005) publikovala studii,
kde popisuje, jak byla u psa s hemofilii pomoci riznych strategii genového pienosu ziskana
terapeutickd hladina kritického koagulaéniho faktoru. I dnes tedy psi modely pfispivaji k

vyznamnym objevim a maji potencial k dalSimu vyuziti.
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3.3 Koagulace krve

vvvvvv

Pisobi zde desitky elementl a takzvané ,,srazeci faktory®, které funguji na principu kaskady.
Aktivace dalSich faktort je v kaskadé piimo zavisla na aktivaci faktor ptredchozich.
Vrcholem koagula¢ni kaskady je vytvofeni trombu, neboli krevni srazeniny, kterd v misté

zranéni zabranuje ztratam krve (Nichols et al., 2009).
3.3.1 Hemokoagulace u zdravého psa

U zdravého psa se vySe popsaného procesu srazeni 0Gcastni tfinact koagulaénich
faktori, které jsou spole¢né s trombinem, fibrinem a trombocyty zodpovédné za vznik trombu
(Mischke, 2012).

Koagula¢ni faktory se oznacuji fimskymi ¢islicemi I az XIII v pofadi, v jakém byly
objeveny. Pokud je dany faktor aktivovan, ptidava se za jeho zkratku malé pismeno ,,a* (tedy
napiiklad ,,FV1la“ znaci aktivovanou formu faktoru VII).

Existuji dvé cesty, jak aktivovat faktor X a tim 1 dal$i prvky kaskady. Prvni je
takzvana ,,vnéjsi cesta,” ktera za¢ina kontaktem FVII bézné pfitomného v plasmé s FlII, (také
tkanovym faktorem TF, neboli tromboplastinem), ktery se bézné vyskytuje ve tkani a je
vylucovan, kdyz je tkan porusena. Komplex TF:FVIla poté zpisobi aktivaci FIX, ktery
spole¢né s FVIlla aktivuje FX a tim zajisti i pokrac¢ovani kaskady.

Druhd cesta ,,vnitini“ je iniciovana kontaktem krve s negativné nabitym nesmacivym
povrchem, jakym jsou napiiklad obnaZena kolagenni vldkna. Ve spolupraci s dalSimi
bilkovinami se kaskadovité aktivuji faktory XII, XI a IX. Faktor IXa poté ve spolupraci
FVIlla aktivuji FX.

Od okamziku aktivace FX jsou dalsi reakce spolecné pro obé cesty. FXa spolecné
s FVa, kationty vapniku a fosfolipidy zptsobi pifeménu FII na Flla (protrombinu na trombin).
Trombin se poté stdva Cinitelem zodpovédnym za pfeménu fibrinogenu na nerozpustnou
fibrinovou sit” a také aktivuje FXIII, ktery fibrin stabilizuje. Spole¢né s trombocyty se takto
vytvoii hemostaticka zatka, neboli tromb.

(Nichols et al., 2009)
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Znazornéni koagulacni kaskady
File:Coagulation_simple.svg. Wikipedia, The free encyclopedia. 22th April 2007 [cit. 2015-

10-05]. Dostupné z <https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Coagulation_simple.svg>
3.3.2 Hemokoagulace u hemofilického psa

Oba faktorové glykoproteiny FVIII a FIX pilisobi v kaskadé blizko sebe a po
ptedchozich reakcich umoznuji aktivaci faktoru X (Madhok et al., 1991). Deficit i jednoho
ze kaskada neni dokoncena a nedojde tak k pfeméné fibrinogenu na nerozpustnou fibrinovou
sit’, ktera za normalnich okolnosti plni funkci opory a stabilizuje krevni srazeninu (Mischke,
2012). U pacienta, ktery tedy trpi deficitem jednoho z faktori, se tromb bud’ viibec nevytvofi,

nebo se vytvori za vyznamné delsi ¢as (Nichols et al., 2009).
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3.4 Klinické projevy hemofilie

Vzhledem Kk mistu ptisobeni obou zminovanych koagula¢nich faktort v systému
srazeni krve jsou si i klinické projevy hemofilie typu A a B velice podobné. U takto
zasazenych psu i lidi pak dochazi ke krvaceni po minimalnim traumatu, u té€zsich piipadu i
spontanné (Mischke, 2012).

Jak uvedli Lawn a Vehat (1986) ,,Kdyz tézce hemofilicky nemocny pacient neni 1é¢en,
muze trpét vnitinim krvacenim i po minimalnim narazu a pravdépodobné zemie v mladém
veéku na nasledky krvacivé krize.“ Dnes je jiz ovSem diky dostupnym zptsobum lécby téméet

nemozné nalézt pacienta s hemofilii, ktery by nebyl nikdy lé¢en (Mingozzi et High, 2013).
3.4.1 Pri€iny krvaceni

Jak je uvedeno vyse, k nastupu krvaceni mize u psa s hemofilii dojit velmi snadno.
Prvni pozorované problémy Casto byvaji pfi vyméné mlécného chrupu za trvaly, nebo pti
zastithavani drapkll. Z béZznych chirurgickych intervenci pak muize velké problémy
zpusobovat kupirovani ocasu $ténat, nebo pozdéji kastrace (Mischke, 2012).

Extrémni pfipady téZce nemocnych §ténat se vSak ani nemusi zddného z predchozich
ptipadt dozit. Mivaji spontanni fatalni ptihody uz v prvnich dnech po narozeni, pokud viibec

vy

preziji nasledky pretnuti pupecni $nitry (Johnstone et Norris, 1984).

3.4.2 Symptomatologie

U hemofilického psa mize byt pozorovano krvaceni do podkozi, krvaceni mezi
svalové fascie i pfimo do svali a jinych mekkych tkani. Mohou se tvofit proleZzeniny a
roz§itené hematomy. Vzacnéji se pak vyskytuje krvaceni znosu, hemoptyza neboli
vykaslavani krve a gastrointestinalni krvaceni (Mischke, 2012).

Sekundarnim pozorovatelnym projevem muize byt i obtizna pohyblivost a kulhavost
takového psa. Naptiklad Johnstone a Norris (1984) popisuji pfipad pétimési¢niho némeckého
ovéaka, ktery vykazoval takové piiznaky, a postmortalné u né& byla diagnostikovana
hemofilie. Pohybové poruchy zpusobené hemofilii mohou mit nékolik pficin. Muze jit o
krvéceni do svalu, ktery nasledkem toho kontrahuje a po opakované piihodé dojde k jeho
degeneraci. Mimo svaly muze ale takové krvaceni i nevratné poskodit mistni periferni

nervovou pleten.
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Dale je u psu velmi ¢asté intraartikularni krvaceni, jinymi slovy krvaceni do kloubu
(Mischke, 2012). Pti vniknuti krve do kloubniho prostoru dochéazi ke zmén¢ sloZeni synovie.
Po opakovaném krvaceni se na periferii kloubu vytvaii takzvany ,,pannus®, neboli klkovité
zbytnéla synovialni membrana prostoupena cévami a vazivem. Zvlasté v téchto mistech je
nasledné poskozovana chrupavka (Madhok et al., 1991).

Mira poni¢eni kloubu je zavisla na zatézi, proto jsou tyto problémy castéjsi u
mohutnych plemen pst, u kloubd zadni konéetiny a na dominantni strané¢. U té€ZSich a

nelécenych ptipadti miize pravidelné intraartikularni krvaceni vést az k degenerativni artritidé.

Takto zasazeny kloub byva otekly, velmi bolestivy a Casto je drzen ve flexi (Madhok et al.,
1991).

6mésicni bernardyn s hemofilii B

a) tézka kulhavost na levou zadni nohu z davodu akutniho krvéaceni do kloubu

b) krvaceni pti vyméné zubii

Mischke (2012)

Nejzavaznéjsim projevem hemofilie je vSak krvaceni do té€lnich dutin, které mize byt
az fatalni, neni-li véas zpozorovano. Uplnym extrémem je pak krvaceni do CNS — do misniho

224

hemofilie a prakticky se nesluc¢ovalo se zivotem (Mischke, 2012).
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3.5 Genetické aspekty hemofilie

Oba typy hemofilie jsou na pohlavni chromozom X vazané dédi¢né genetické
choroby. Pochopeni genetickych principti, na kterych nemoc funguje, je nutnym zakladem pro
porozumeéni pri¢inam a nésledkiim takové nemoci, ale i pro dalsi studium a vyvoj lé¢ebnych

metod.
3.5.1 Dédi¢nost

Vzhledem ke své genetické determinaci, ktera bude podrobné&ji vysvétlena dale, je
chybny gen zpusobujici hemofilii pfedavan pii pafeni nemocného zvifete dalsi generaci. Jak
uvadi Tsai et al. (2007), jedn& se 0 gonozomaln¢ recesivni formu genetického onemocnéni,
neboli onemocnéni nedominantni, vazané na pohlavni chromozom. Dé&di¢nost hemofilie je

proto specifickd a jeji pochopeni umoznuje vysledovat Sifeni onemocnéni v populaci.
3.5.1.1 Zakladni chromozomalni charakteristika

Obecné plati, Ze v jadie kazdé somatické buiiky psa, clovéka 1 vétSiny dalSich savci,
se od kazdého chromozomu nachazi dvé identické kopie, takzvané homologni chromozomy,
pficemz na takovych chromozomech se vyskytuji stejné geny. Kazdy z téchto chromozomu
ale muze od stejného genu nést riznou formu neboli alelu. Celkové zde tedy plati, Ze jeden
gen je v jadru somatické buriky pfitomen v podobé dvou alel (Snustad et Simmons, 2009).

Oba kritické geny, pro tvorbu FIX a FVIII, jsou v8ak vazané na gonozom X (De Brasi
et al., 1995; Manno et al., 2003; Mischke, 2012). Ten se u samice nachazi také dvakrat, ale u
samce se vyskytuje pouze jeden. V jeho buiice je tedy pfitomna od kazdého genu neseného na
chromozomu X pouze jedna alela (Lawn et Vehat, 1986). Pro ucely této prace bude brano v
potaz pouze to, zda je tato alela ,,zdrava“ — geneticka informace neni poskozena mutacemi,

nebo je to alela s genetickou mutaci zptisobujici hemofilii.

3.5.1.2 Principy dédi¢nosti znakti vazanych na pohlavi

Jako u savce plati u psa, stejné, jako u ¢loveéka, pohlavni systém XY. Samice zde
zastupuje pohlavi homogametické — jeji karyotyp obsahuje dva chromozomy X. Pokud
nebereme v Uvahu pribéh crossing — overd, které zde nejsou vyznamné, je mozné jeden

chromozom X povazovat za pochazejici od matky a druhy od otce (Lawn et Vehat, 1986).
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Samec je oproti tomu zastupcem heterogametického pohlavi — v jeho karyotypu se nachazi

jeden chromozom X od jeho matky a jeden chromozom Y od otce (Graves, 2006).

Zde se rysuje objasnéni zevnich projevli hemofilie u samce a u samice. JelikoZ na

chromozomu Y se nachazeji jiné geny, nez na chromozomu X (Graves, 2006), ma samec

pouze jednu alelu nesouci informaci pro tvorbu koagulacniho faktoru. Samec je tedy bud’

kompletné zdravy, kdyz je alela nepoSkozena, nebo ma fenotypové projevy hemofilie, pokud

je jeho alela defektni (Mischke, 2012). U samice vSak dochazi k tomu, Ze kazdy jeji

chromozom X nese svou alelu kritického genu (Graves, 2006). Mohou tedy nastat tfi rizné

stavy:

1.

2.

3.

Samice ma na obou chromozomech X neposkozenou alelu pro koagulacni
faktor, je tedy kompletn¢ zdrava

Jeden z chromozomi X nese defektni alelu. Jelikoz je v§ak hemofilie recesivni
onemocnéni, poskozend alela je v pozadi za zdravou alelou druhého
chromozomu a organismus ji nepouziva k transkripci. Tudiz zde nedochazi k
zadnym fenotypovym projevim hemofilie, ale defektni alela je pFedavana
dal§im generacim. Takové samice jsou nazyvany prenaSeCkami a v chovech je
treba vénovat jim pozornost.

Oba chromozomy X maji posSkozenou kritickou alelu. Takové kompletné
hemofilické samice jsou extrémem a raritou inbrednich populaci plemen
s Uzkou genetickou zékladnou. Je vyjimkou, pokud se takové samice vibec

cey

narodi a nedojde ke spontdnnimu potratu. Kdyz porod pteziji, trpi témi
takovych samic téméf vyloucena.
(Lawn et Vehat, 1986)

3.5.1.3 Dédicnost v chovech, pravdépodobnost pfenosu na potomstvo

Na zakladé predchozich udaji je mozné wurcit pravdépodobnost narozeni

hemofilického potomka, pokud je zndm stav jeho rodi¢l. Zde mohou nastat Ctyii rizné

kombinace:

1.

Matka zdrava, otec zdravy: jejich potomstvo bude s nejvétsi pravdépodobnosti

zdravé, je zde minimalni riziko spontanniho vzniku mutace zptsobujici hemofilii

Matka zdrava, otec trpici hemofilii: vSichni synové tohoto paru budou zdravi,

vSechny dcery budou prenaseckami
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3. Matka prenasecka, otec zdravy: 50% synti bude mit hemofilii a stejné tak 50%
dcer bude prenasec¢ek. U obou pohlavi je Sance 1:1, Ze se narodi zdravy jedinec,
nebo nositel defektni alely

4. Matka prenasecka, otec s hemofilii: zde mohou nastat se stejnou pravdépodobnosti
25% 4 varianty: zdravy syn, syn s hemofilii, dcera pfenaSecka a dcera s hemofilii.
Posledni pfipad miize mit zkreslené statistiky, jelikoz vétSinou dochézi k potratim

a hemofilické nemocné samice se témét nevyskytuji. (Mischke, 2012).
3.5.2 Geneticka determinace

3.5.2.1 Sekvence DNA

Aby bylo vilbec mozno urcit konkrétni pficiny vzniku hemofilie na molekularni
urovni, je nutné znat sekvenci DNA neboli pfesné poradi nukleotidli st€Zejnich geni. Gen pro
FVIII psa byl izolovan z chromozomu X pomoci cDNA tymem Ch. Camerona (1998) a
sekvenci genu pro psi FIX publikoval Evans et al. (1989).

V nové objasnéné genové sekvenci psa byla nalezena i odpovéd’ na riznou prevalenci
hemofilie typu A, a typu B. Divodem, pro€ je hemA u pst 4 az 5 krat Cast€j$i, neZ hemB, je
to, Ze gen kodujici faktor VIII je mnohem delsi a tim 1 nachylng;si ke vzniku mutaci, nez gen

pro FIX (Mischke, 2012).

3.5.2.2 Mutace zpiisobujici hemofilii

S objasnénim genovych sekvenci §ly ruku v ruce i objevy prvnich zndmych mutaci,
neboli patologickych zmén sekvence DNA, zpusobujicich hemofilii. Existuji rtzné druhy
mutaci, pficemZ nemocny pes muze mit jednu, ale i nékolik z nich najednou. Takové
kombinované mutace Casto vedou K vaznym a t€zkym projevim hemofilie (De Brasi et al.,
1995).

V kontrastu s tim je ale vhodné si uvédomit i evoluéni hledisko hemofilickych mutaci.
Takto tézce postizeni jedinci se jen ziidka dozivali pohlavni dospélosti, tudiz nemohli
poskozenou genetickou informaci ovlivnit dal§i generace. Evolu¢né tedy mély tyto mutace
samy o sob¢ tendenci se vymytit (Mischke, 2012).

Pfesto je dnes hemofilie k nalezeni u desitek plemen pst prakticky po celém svéte.
Dutivodt k tomu je hned nékolik. Napiiklad Slechténi psii pomoci piibuzenské plemenitby pii

uzké genetické zakladng, navic jesté ve spojeni s modernimi moznostmi, jak takové psy 1é¢it
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(Mischke, 2012). Vzniklé genetické mutace jsou pak déale prenaSeny na potomstvo.
Mutaci existuje nékolik desitek druhii. Pro hemofilii jsou tyto témi nejzakladnéjSimi:
e mutace bodové: zplisobené zménou v jediném nukleotidu
e missense mutace: druh bodové mutace, kdy zména nukleotidu zptsobi funkcni
zménu kodonu (do fetézce vysledného peptidu je zafazena jind aminokyselina)
e delece: ¢ast sekvence chybi
e inzerce: je vpravena Cast sekvence jiného chromozomu
e duplikace: zdvojeni casti sekvence
e inverze: dojde k odd¢leni ¢asti fetézce, ktera je obracena a pak opét napojena

(De Brasi et al., 1995; Snustad et Simmons, 2009)

Nejcastéjsimi mutacemi, které zptsobuji u pst leh¢i formy hemofilie, jsou bodové a
zvlasté missense mutace. Mezi n¢ se fadi 1 prvni objevend mutace zptisobujici hemB (Tsai et
al., 2007). Naopak poruchy vétsiho rozsahu, jako jsou delece, inzerce, ¢i duplikace, jsou
mnohem méné Casté a byly nalezeny pouze v par nepiibuznych p¥ipadech (De Brasi et al.,
1995).

Mutace mohou vznikat na rlznych mistech genu a v riiznych kombinacich. Kvili
velikosti genu pro FVIII neni mozno uvést definitivni pocet mutaci zptisobujicich hemA, ale
hem B podle Tsai et al. (2007) zptisobuje az 1 000 unikatnich mutaci na genu pro FIX.

Tyto chyby v genetické informaci se nasledné ve své konkrétni podobé pienaseji na
dalsi generace. Z toho pak mohou vzniknout i celé populace nemocnych psi, zvlasté u plemen
s Uzkou genetickou zakladnou (Mischke, 2012).

Svou konkrétni podobu ma naptiklad hemofilie B u plemen rhodézsky ridgeback,
labrador a némecky drsnosrsty pointer, kde se jedna o bodové mutace dele¢niho a inzertniho
charakteru (Mischke, 2012). U jedné zvlastni proslulé populace pst s hemofilii A v Chapel
Hill byla objevena inzerce na 22. intronu (Nichols et al., 2009). Kombinovana mutace pak
napiiklad zpisobuje deficit FIX plemene Lhasa-Apso. Zde byla popsana kompletni delece
772. — 776. nukleotidu a bodova mutace na 777. nukleotidu, kde byl cytosin zaménén za
tymin (Mauser et al., 1996).
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3.6 Metody 1é¢by hemofilie

Zpusoby, jakymi byla hemofilie kdy lécena, jdou ruku v ruce s historii. Nez bylo
objasnéno cokoli o pfi¢indch a principech nemoci, bylo mozné 1éCit pouze sekundarni
projevy. Jedinou dostupnou moznosti tak byla mistni hemostatickd opatfeni spojena
s prevenci vzniku i malého traumatu. To vSak mélo velky vliv na kvalitu zivota pacienta a i
ptes tuto snahu vétSinou dochdzelo k predéasnym umrtim zvIasté u t€zsich piripada.

Ve svych pocatcich se 1é¢ba zabyvala téméf vyhradné lidskymi pacienty. Pes byl sice
pouzivan, ale ¢asto pouze k ovéfeni bezpecnosti vyvijenych preparatii a k pokustim. Dnes se
jiz nemocnym psum dostavd bézné 1€karské péce, pficemz zaroven napomadhaji vyzkumu

nejnovejsich metod 1é¢by.
3.6.1 Prvni experimenty

Piestoze uz v roce 1840 byly objeveny pozitivni G¢inky kompletni krevni transfuze
(Nichols et al., 2009; Kaufman et Powell, 2013), jesté po roce 1900 se podle Ingrama (1976)
v USA experimentovalo s nejriznéj$imi dal$imi prostfedky 1é¢by hemofilie. Uvadi, ze z této
doby existuji zaznamy o pouzivani peroxidu vodiku, Zelatiny, inhalaci kysliku, pozdé&ji o
injekcich citratu sodného, laktatu vapenatého, nebo o splenektomii (chirurgické odstranéni
sleziny). Vétsina z téchto metod ale nevykazovala uspokojivé vysledky.

Ingram (1976) dale pojedndva i o 40. letech 20. stoleti, kdy se podle n&j hemofilie
1é¢ila rentgenovym ozafovadnim, autohemoterapii, perordlnim podadvanim tkanového
fibrinogenu, nebo hormonalni terapii u Zen. Jini autofi (Saito et al., 2011; Kaufman et Powell,
2013) vsak do této doby zafazuji mnohem pokrocilejsi zptsob 1é¢by, a to intravendzni podani

krevni plasmy (viz. kapitola 3. 2. 2)
3.6.2 Substitucni terapie

Od okamziku, kdy se potvrdilo, Ze potfebna substance pro 1é¢bu hemofilie se nachazi
v krevni plasmég, bylo vyvinuto mnoho typl substituéni lécby zalozenych na umélém

intravendznim podani kritickych elementd.

3.6.2.1 Substituce krevni plasmou a jejimi koncentraty

Podani neupravené krevni plasmy bylo prvni moznosti 1écby po objeveni koagulaénich

faktori. Vzapéti se zaCaly pouzivat plasmové koncentraty, které v 50. letech znamenaly
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revoluci v 1é¢bé Kklasické hemofilie (Saito et al., 2011). Umoznily ranou kontrolu krvaceni a

rovnéz bylo prokéazano, ze maji profylaktické uc¢inky (Mannucci, 2003).
3.6.2.2 Kryoprecipitat

Kryoprecipitat byl objeven v poloving 60. let (Kaufmann et Powell, 2013). Pfipravuje
se pomalym rozmrazovanim zmrazené krevni plasmy, fibrinogenu s FVIII a dalSich slozek.
Vyhodou je zde mensi poticbny objem a minimalni nezadouci ucinky. Mohl vsak byt
pouzivan pouze pro lé¢bu hemofilie typu A, a kvuli slozitosti vyroby byl hiife dostupny

pacientim (Mischke, 2012).
3.6.2.3 Koncentraty plasmy v 70. a 80. letech 20. stoleti

V 70. letech byly nadale pouzivany koncentraty krevni plasmy. Diky novéjsim
hemofilie a profylaxe pomoci téchto materiali umoznila jednu z prvnich chirurgickych
intervenci u ¢lovéka s hemofilii (Saito et al., 2011).

Vyraznou zménou mimo jiné bylo, Ze nové koncentraty plasmy bylo mozné skladovat

a diky tomu se pacienti mohli 1é¢it v domacim prostiedi (Kaufmann et Powell, 2013). Péce o

vvvvvv

vvvvv

pro vyrobu ziskavala od darcti, u kterych nebyla vénovana dostate¢na pozornost jejich
zdravotnimu stavu. To zpusobilo post-transfizni infekci hepatitidou B a C u téméf vSech
lé¢enych hemofilickych pacientd (Mannucci, 2003; Roth et al., 2001). Stéle ale bylo toto
riziko vymeénou za lepsi kvalitu Zivota piijatelné.

To se radikaln¢ zménilo o deset let pozdéji, kdy se 60 — 80% pacientt s hemofilii
v USA i v Evropé nakazilo virem HIV, kterym byly kontaminovany podavané koncentraty.
Jedna se o jednu z nejvétsich tragédii v 1é¢bé hemofilie, kterd si ale okamzité vynutila reakci
preparata z lidské plasmy (Mannucci, 2003; Nichols et al., 2009).

Mimo to byla také zkoumana ucinnost koncentrati z krevni plasmy jinych Zivo¢isnych
druhti. Morrison et al. (1993) popisuje obstojny ucinek derivati z plasmy prasete na ¢lovéka

s hemofilii. Mischke (2012) zase uvadi jako bé&zny terapeuticky postup aplikaci lidskych
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plasmovych koncentrati hemofilickému psovi. V obou ptipadech vsak autofi u téchto postupti

pfiznavaji vyssi riziko imunitni reakce, a po opakovaném pouziti senzitizace, az anafylaxe.
3.6.2.4 Desmopresin

Desmopresin je nazev pro umeéle syntetizovany ekvivalent antidiuretického hormonu
(ADH). Synonymum pro ADH ,,vasopresin“ poukazuje na jednu z funkci tohoto hormonu, a
to ze zpusobuje konstrikei krevnich kapilar. Mechanismus pusobeni této latky v téle je slozity
a neni dosud pIné¢ objasnén. Pravdépodobné ale také zplsobuje uvoliiovani nékterych
koagula¢nich faktorti z Gloznych mist, jelikoz okamzité zvySuje jejich hladinu. Tento ucinek
ma ale velmi kratké trvani (Mannucci, 1997).

Desmopresin je jednou z moznosti 1écby pro pacienty, ktefi na n&j maji pozitivni
reakce. To byvaji pfipady lehké formy hemofilie typu A a von Willebrandovy choroby
(Mannucci, 2003), kterda je zptuisobena deficitem von Willebrandova koagulacniho faktoru
(Ginsburg, 2001). U skupiny pacientd s lehkou formou hemofilie B nebyly zaznamenany
zadné reakce na aplikaci desmopresinu, ti tedy museli byt 1é€eni plasmovymi produkty
(Mannucci, 2003). Stejné tak se tato latka ukazuje jako netucinna pii 1é€beé deficitu FVIII u psii
(Mischke, 2012).

Desmopresin dokaze zvysit hladiny FVIII a vWF v plasmé bez nutnosti pouZiti
produktli z darované krve. Byl proto popularni hlavné v éfe, kdy se mezi pacienty
s poruchami koagulace masivné §ifil HIV. Casem lé¢ba desmopresinem ale neobstila pied
pfisnymi klinickymi studiemi a byla pfekonana pfichodem novych, U€innéjSich metod

(Manucci, 1997).

3.6.2.5 Rekombinantni faktory

Rekombinantni koagula¢ni faktory, neboli uméle syntetizované proteiny koagulacni
kaskady, maji nékolik vyznamnych vyhod oproti derivatim lidské plasmy. Nesou pouze
minimalni riziko pfenosu virovych ¢astic, maji vysokou G¢innost a oproti vyrobkiim z plasmy
jinych Zivoc¢isnych druht ve vétSiné piipadli nevyvoldvaji imunitni odpovéd (Mannucci,
2003).

Prvni dva rekombinované produkty s FVIII byly schvaleny uz v roce 1992 a o pét let
pozdéji se tak stalo i u produktu s rekombinovanym FIX (Kaufmann et Powell, 2013). Dodnes
je v8ak problém s cenou téchto produktt a s jejich dostupnosti, ktera zalezi i na zemépisné
oblasti. Oproti Kanad¢ a Irsku, kde bylo rozhodnuto, Zze pacienti budou léCeni vyhradné
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rekombinantnimi faktory, ziistdiva v USA 30 — 40% pacientli u plasmovych produkti a
vV Evropé¢ je toto Cislo jesté vyssi. Navic je tfeba si uvédomovat, ze stale velké ¢ast hemofilikt
Z celého svéta ma velmi omezeny, nebo zadny pfistup k jakékoli substituéni terapii
(Mannucci, 2003).

Dnes jsou rekombinantni koagula¢ni faktory spoleéné s modernimi derivaty z krevni
plasmy stale nenahraditelné a jsou masivné pouzivany k 1é¢bé hemofilie. Mimo jiné také
umoziuji vyzkum a vyvoj nové€jsich metod 1é¢by, jako je genova terapie. U té je ¢asto nutné
provadét profylaktickou témito 1é¢bu substituenty, aby bylo mozné ji bezpecné aplikovat
(Saito et al., 2011).

3.6.3 Genova terapie hemofilie psa

Genova terapie je nadéjnym zpusobem 1é¢by hemofilie, ale stale se nachazi ve fazi
vyzkumu. Jejim hlavnim cilem je dosazeni dlouhodobé terapeutické hladiny kritického
faktoru bez nutnosti uzivani substituentii. Zakladem vSech typl genovych strategii jsou
metody genetické modifikace, kdy je do genomu fyziologicky odpovidajici cilové buiky
umeéle vpravena spravnd kopie genu pro tvorbu koagulacniho faktoru (High, 2005). Takto
upravend bunka pak novy gen pouziva k transkripci a translaci, ¢imz dochazi k syntéze
potiebného proteinu.

V poslednich letech jsou na tomto poli znat vyznamné pokroky a pes jako model pro
studium je zde nenahraditelny. High (2005) uvadi, Ze je dileZité nejdiive prokazat ucinnost a
bezpecnost genové terapie u malych laboratornich zvifat (obvykle mys), poté u vétsich
modell (pes) a idealné dokazat, Ze je to mozné i u ¢loveéka.

Diky specifické kombinaci vlastnosti je hemofilie pro studovani genové terapie velmi
vhodné onemocnéni. Mnoho autori (Mannucci, 2003; Nichols et al., 2009; Roth et al., 2001;
Manno et al., 2003) se shoduje na nasledujicich divodech:

1. EXxistuji mala i v€tsi pfirozené nemocna zvifata (hlavné mysi a psi), kterd mohou

slouzit jako modely pro studium

2. 1 dosazeni mirného zvySeni hladiny faktoru muize mit hemostatické, az

terapeutické ucinky. U tézkych piipadi miize i minimalni zvySeni hladiny faktoru

znamenat vyrazné zlepSeni fenotypovych projevi
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3. Pfi zachované schopnosti odbouravat koagula¢ni faktor je nulové riziko
pfedavkovani. Hladina i pies 100% pacientovi neublizi, neni tudiz nutna regulace
sekrecni aktivity geneticky upravenych bunék

4. Neni podstatne, kde dochazi k tvorbé faktoru. A¢ jsou pfirozené syntetizovany
v jatrech, kjejich expresi mtze dochazet v jakémkoli typu bunék, které jsou
propojeny s krevnim fecistém

5. Mgfieni vzniklé hladiny faktoru je mozné béznymi krevnimi testy

6. Sta¢i upravit pouze takovou cast organu, aby byla nahrazena sekrecni funkce.
Korektura celého organu neni nutna (dle Nicholse et al. (2009) na rozdil od jinych
vrozenych onemocnéni, jako je naptiklad muskularni dystrofie, nebo cysticka
fibroza).

Zaroven je ale u genového transferu nékolik kritickych elementd. Mingozzi a High
(2013) uvadéji tfi. A to gen, ktery ma byt prenesen, vektor vyuzity pro dopraveni genu do
bunky a cilova bufika nebo tkan, kde ma byt gen ulozen a plnit svou funkci.

U pfenaseného genu je dulezita jeho velikost, proto je k dispozici mnohem vice studii
o hemofilii B, jelikoz gen pro FIX je mensi a snaze ptenositelny. Vektor je kriticky v tom
smyslu, Ze byva tvofen virovou ¢astici, a proto uréuje toxicitu podavané latky. Co se tyce

cilové tkané, je pro pfijeti upravenych bunék nejpodstatnéjs$i mistni imunitni odpovéd..
3.6.3.1 Metody genového transferu

Nevirova geneticka uprava bunék

Pozménéni genetické informace butiky je velmi sloZité a vyZaduje odborné laboratorni
provedeni pomoci nejmodernéjSich technologii. V praxi to obnasi preneseni holé molekuly
DNA do burnky, kterd je pomoci fyzikalniho pisobeni rizného druhu donucena dodavanou
sekvenci prijmout. Roth et al. (2001) naptiklad popisuje nevirovy prenos DNA do izolované
bunky pomoci elektroporace. Takto upravena buika je namnoZena a vysledny material je

vpraven do téla pacienta, kde by mélo dochazet k expresi koagulaéniho faktoru.

Genovy transfer za pomoci virt

Vir je vhodny jako vektor diky svym pfirozenym vlastnostem. Sam o sobé& se
nedokaze rozmnozovat. Jeho strategii je napadat okolni bunky a vpravit do jejich genetické
informace vlastni sekvenci, ¢imz je donuti vytvaret nové virové castice. Tento genovy pienos

je vyuzit pro terapeutické ucely tak, ze se virem necha prenést a vpravit do bunky upravena
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DNA nesouci informaci pro tvorbu chybéjiciho proteinu, ptfiCemz ¢ast pavodni virové
sekvence kodujici nezadouci vlastnosti viru je inaktivovana, nebo odstranéna (Morrison et al.,
1993).

Vektory se dale dé€li podle typu pouzité virové partikule:

1. Retrovirové vektory

Podle Tsai et al. (2007) byly retrovirové vektory jedny z prvnich, které byly vibec
pouzivany. Existuje k tomu nékolik diivodi. Retroviry jsou schopny se dostat do Sirokého
spektra bun€k, mimo jiné i do hepatocytii, zde se permanentné integruji do genomu a tim
umoznuji dlouhodobou expresi produktu (retrovirova onemocnéni jsou celozivotniho razu,
patii sem 1 HIV). Prakticky jsou ale retrovirové vektory limitovany tim, ze mohou napadat
pouze délici se bunky a maji omezenou kapacitu (Nichols et al., 2009).

Prvni uspéch s retrovirovou terapii u psa s hemofilii B zaznamenala studie Kay et al.
(1993). Vektor byl vpraven do portalniho ob&éhu psa a vstoupil az do 1% hepatocyti, které
nasledné produkovaly FIX. Hladina faktoru byla sice nizka, ale i tak dokazala zkratit celkovy
¢as srazeni krve (WBCT z anglického ,,whole blood clotting time*) z 50 minut na mén¢, nez
15 a vyrazné tak ovlivnit fenotypové projevy na vice, nez 5 mésicu. U hemofilie A bylo
pomoci retrovirovych vektorti také dosazeno obstojnych vysledkd, kdyz se WBCT u
testovanych psi zkratil z vice, neZ hodiny na 12 — 16 minut. NadSeni z vysledkl ale opadlo

kvuli vysokému riziku inzerénich mutagenezi u retrovirovych vektort (Nichols et al., 2009).

2. Adenovirové vektory

I adenovirové vektory jsou jiz ozkouseny mnoha studiemi, Tsai et al., (2007) je
popisuje jako schopné zafidit terapeutickou hladinu FIX, ale s kratkodobym tuc¢inkem. Dle
Nicholse et al. (2009) byl po adenovirové terapii u psa s hemofilii B zaznamenan vzestup
hladiny FIX téméf na normdlni hladinu na jeden tyden, poté vSak hladina postupné klesala a
po 70 - 100 dnech se vratila do ptuvodniho stavu. U psa s hemofilii A byl zase po adenovirové
terapii zkracen WBCT z 24,5 minuty na béznych 11,5 minuty, bohuzel ale tento uspéch
doprovazely vedlejsi ucinky, jako horecka a trombocytopenie.

Utinek je zde vzdy limitovan imunitni odpovédi pacienta, jelikoZ adenoviry b&zné
zpusobuji lehka virova onemocnéni a ruzni jedinci na né maji rizné imunitni reakce. Imunitni

systém muze zpusobit az zanétlivou reakci a destrukci tkani zasazenych virem. Nékteré
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vyzkumy se proto zabyvaji vlivem imunosupresiv po adenovirové terapii (Nichols et al.,
2009).

Modernéjsi formou adenovirového vektoru jsou HD adenoviry (helper — dependentni),
jejichz replikace je zéavisla na pomocném viru. Takovy vektor md mnohem mensi toxicky
ucinek na jatra pacienta a zaroven vykazuje obdobné¢ dobré vysledky. Tento adenovirovy
vektor se snizenou toxicitou zaznamenal uspéch jak u terapie psa s hemofilii A (Brown et al.,
2004), tak u hemofilie B (Nichols et al., 2009).

3. Adeno-asociované virové (AAV) vektory

AAYV jsou v soucasnosti nejstudovanéjSimi vektory pro genovou terapii. Vyzkumy se
kK nim uchylily kvuli potencialu ziskat terapeutickou a zaroven dlouhotrvajici hladinu
koagula¢nich faktord (Tsai et al., 2007). Podstatné je, ze adeno-asociované viry nejsou
patogenni. Také maji vice druhd kapsidy, tudiz je mozné 1éCit jinym typem AAV vektoru
pacienta, ktery mél na predchozi virovy vektor negativni imunitni reakce. Navic jsou zde
k dispozici desitky studii na mysich, kralicich i nehominidnich primatech. Nejvétsi piekazkou
uspésné genové terapie pomoci AAV vektoru ale je, Ze na tento nepatogenni, b&zné se
vyskytujici virus, ma vétsina dospé€lych jedinct protilatky (Mueller et Flotte, 2008).

U AAV je publikovano nékolik zptsobd, jak je dodat do téla pacienta. Krom¢ podani
do jaterni Zily existuji studie o aplikovani do jaterni tepny, periferniho Zilniho systému, nebo
intramuskuldrng. Pes 1é¢eny kterymkoli z uvedenych zplsobl snasSel tuto terapii dobie, ale

vysledné terapeutické ucéinky se lisi (Nichols et al., 2009).
3.6.3.2 Déleni metod genové terapie dle cilovych tkani

Transplantace jater

Transplantace jater je povaZovana za prvni formu genové terapie, piestoze se od
modernéjsich zptisobl hodné lisi. Poprvé byl tento zplisob terapie pouzit pred vice nez 40 lety
u psa shemofilii A z Chapel Hillské populace, u kterého byla nasledné¢ zaznamenana
vyznamna korekce klinickych projevii. Poté bylo dokazano, ze stejné¢ dobie tato transplantace
zlepSuje klinické ptiznaky i u hemofilie B. Kvuli omezenému mnozstvi darci, dostupné
substitucni terapii a modernéjSim zplsobiim genové terapie ale zlstava transplantace jater
v pozadi. Dnes se kni pfistupuje V krajnich piipadech, jako je destrukce jater tézkou

hepatitidou, nebo nezhoubnym nadorem (Nichols et al., 2009).
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Intramuskularni injekce

Podani vektoru do svalu (intramuskularn¢) je vyhodné v tom, Zze misto aplikace je
snadno pfistupné. Laboratorné in vivo bylo navic dokazano, ze vektorem upravené svalové
buniky jsou schopny produkovat biologicky aktivni FIX, piestoze primarné neplni v téle
sekre¢ni funkci (Herzog et al., 1999).

Jedny z prvnich pokusu s intramuskularni (IM) injekci obnaSely vpraveni AAV
vektoru upraveného pro tvorbu FIX. Bylo ovéfeno, Zze ve svalovych bunkach dochazi po
aplikaci injekci k expresi produktu a pfechodné se u téchto pacientu zlepsily fenotypové
projevy hemofilie (Mueller et Flotte, 2008). U psa bylo zjisténo, Ze se stoupajicim mnozstvim
vektoru v jedné davce roste i riziko vzniku imunitni reakce a tvorby inhibitoru. Proto se
vektor aplikuje ve vice davkach o malém objemu, nékdy i do raznych svalovych skupin
(Manno et al., 2003).

Herzog et al. (1999) ve své studii uvadi pfipad péti psu s hemofilii B, kterym byl do
riznych svalovych skupin v riznych davkach vpraven AAV vektor upraveny pro expresi FIX.
U vSech nasledné dochazelo k tvorbé faktoru, jehoz mirné terapeutickd hladina se v obéhu

udrzela az po 17 mésicti a pouze u jednoho z takto 1é¢enych psu se tvotily protilatky.

Vpraveni vektoru do portalniho systému

Aplikace genové terapie do portalniho obéhu, nebo piimo do jater, mé tu nevyhodu, ze
vyZzaduje chirurgickou intervenci v podobé& otevieni dutiny bfiSni. Pacient proto musi predem
podstoupit dostatecnou profylaxi substituenty, aby bylo mozné takovou terapii vitbec provést
(Scallan et al., 2003). Na druhou stranu ale intrahepatalni dodani vektoru vykazuje ve studiich
vyrazné vyssi ucinnost, nez intramuskularni podani (Mueller et Flotte, 2008).

Uspésnou genovou terapii pomoci AAV vektoru u psa s hemofilii A, kdy byl vektor
vpraven do portalni zily, popisuje naptiklad Scallan et al. (2003): nebyla zjisténa toxicita; u
psa s niz$i davkou se zkratil WBCT ze 17 na téméf normalnich 6 minut a po 14 mésict se
udrzel na 4 az 7 minutach (u zdravych psu je bézny WBCT 3 — 5 minut), jeho hladina FVIII
dosahla az 3,8% a po 14 mésict se udrzela na 2,6%. Druhy pes navzdory vyssi davce vektoru
nedosahl takového uspéchu, coz védci pficitaji imunitni odpovédi. Jaterni biopsie druhého psa
po prodélané terapii ale ukazuje, ze genovy pienos byl Gspésny. Je jasné, ze dodani vektoru

do portalniho systéemu mé obrovsky potencial.
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3.6.4 Genova terapie hemofilie u ¢lovéka

Vyse popsané typy genové terapie i zpisoby podani jsou dilezité poznatky, které jsou
k dispozici hlavné diky studiim na zvifecich modelech a snahou je vyuzit je u ¢lovéka. Podle
Tsai et al., (2007) je v posledni dobé nejvice probirana a ovéfovana aplikace AAV vektoru,
ktery u pst prokazal svou bezpe€nost a ucinnost. Stale zde plati, ze kvuli velikosti genu se
vétsina téchto studii zabyva hemofilii B.

Dnes je kdispozici mnoho Kklinickych studii vétSinou zahrnujicich skupiny o
maximalné desitkach lidskych pacientli s hemofilii, ktefi podstoupili genovou terapii rizného
typu. Je tfeba v takovych studiich pokracovat, aby se daly ziskané vysledky zobecnit, coz
Vv tuto chvili nelze. Pro ucely této prace zde proto bude uvedeno pro ilustraci nékolik kazuistik

o aplikaci a ziskanych vysledcich genové terapie u ¢loveka.

3.6.4.1 Nevirova genova terapie hemofilie A

Ve své studii publikované v roce 2001 popisuje Roth et al. (2001) metodu, kterou
nazval ,transkaryotickd implantace.* Jde o systém genové terapie cloveéka, ktery je zaloZen na
nevirovém pienosu DNA do cilové bunky.

Do studie byla zatazena skupina pacientii s hemofilii A, kteti méli aroven FVIII v krvi
pod 2% normalni hladiny a méli Sest a vice krvacivych ptihod za rok. Dale museli dosahovat
nejméné 15 let ve&ku, podstoupit pred zafatkem studie alesponi 50denni profylaxi
substitu¢nimi preparaty, museli mit zachovanou schopnost odbouravat FVI1II a byly stanoveny
hladiny hemoglobinu a trombocyti v krvi, které museli GCastnici spliiovat. Vytazeni byli
pacienti stvorbou inhibitoru proti faktoru VIII, ti s potiebou 1é¢by fixni profylaktickou
davkou substituentu béhem studie, ti, kteti prodélali infekci nebo rakovinu z ditvodu ziskané
imunitni nedostate¢nosti, U€astnici jiné vyvojové studie pro 1é¢bu hemofilie, kde byl odstup
mezi studiemi mensi, nez 30 dni, a také pacienti s anatomickymi abnormalitami v dutiné
bii$ni, které by mohly zptsobit komplikace pii laparoskopii.

Bylo vybrano Sest muzi, ktefi tato kritéria spliiovali. Dosahovali primérného véku 46
let a primérné vahy 70 kg. Témto pacientim byla pomoci substitu¢ni terapie zvySena hladina
FVIII na 100%. Nasledn¢ jim byl z povrchu paze po lokalni anestezii odebran vzorek plné
tloustky kuze, pti¢emz hladina FVIII byla udrzovana v normalu jesté 3 — 4 dny po zésahu.

Do dermalnich fibroblast ziskanych ze vzorku byl pomoci elektroporace vpraven gen
pro faktor VIII. Nasledné¢ byly stabilni geneticky upravené fibroblasty naklonovany a

charakterizovany. Byla mimo jin¢ zmeéfena aktivita sekrece FVIII, odhadnuty rlstové
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vlastnosti (in vivo zkouska tumorigenicity) a ovéfena mikrobialni bezpe¢nost. Buniky vybrané
pro implantaci byly den pied laparoskopickym zdkrokem dikladné promyty a vpraveny do
stiikacky.

Dalsim krokem této metody byla laparoskopicka implantace 100, nebo 400 miliona
téchto bun¢k do omenta pacienta, ktera probéhla ptiblizné sedm tydni po biopsii klize. Pied
operaci a tyden po ni pacienti profylakticky uzivali substitu¢ni FVIIL. Laparoskopie byla
provadéna pii kompletni anestezii a trokar méli chirurgové pod pfimym dohledem.

Vsech Sest pacientl bylo den po operaci propusténo na domaci oSetfovani. Tyden jim
byla k dispozici sestra a nasledn¢ pravidelné dochazeli na kontroly. Monitoring byl ukonéen
dva roky po zakroku.

Vysledky studie byly uspokojivé. KozZni biopsie prob¢hla u vSech pacientli bez
komplikaci a laparoskopie byla také dobfe snaSena. Nenastaly ani problémy po anestezii, ani
zadné dlouhotrvajici komplikace. Testy na protilatky proti FVIII vySly u vSech pacientt
negativni. Nasledujici piehled shrnuje dosazené vysledky u jednotlivych pacientt.

Pacient 1: pfijemce niz§iho mnozstvi fibroblastl. Z&dné pozorované zmény ve
frekvenci krvaceni, ani v hladinach FVII1 v krvi, stejné, jako pacient 2.

Pacient 3: po deset tydn po zakroku nezaznamenal zadny krvacivy zachvat a po 3
meésice jeho stav nevyzadoval uzivani substituéni terapie FVIII. V osmnactém tydnu (8 tydni
po posledni infuzi FVIII) vzrostla jeho hladina FVIII z 0.4% na 2% normalu. Poté hladina
opét klesala, az se ve 12. mésici dostala na 0.5%.

Pacient 4: hladina FVIII se ve ¢tvrtém tydnu po zakroku zvysila z 0.4% na 0.8%, 0.6%
bylo naméteno Vv Sestém tydnu po operaci. Neni jasné, zda ma toto zvyseni klinicky vyznam.

Pacient 5: hladina faktoru VIII byla mezi 4. tydnem a 6. mésicem vyssi, nez pred
zakrokem. Rozdil téchto hladin byl maly, ale byla zjisténa korelace mezi zvySenou hladinou
FVIII v krvi a sniZenou spotiebou substitu¢niho FVIIL

Pacient 6: byly mu dodany burky, které in vitro prokazaly nejvyssi sekreéni aktivitu.
Megsic po implantaci téchto bun¢k bylo zaznamenano snizeni poétu krvaceni. Méfeni v obdobi
bez krvaceni a bez uzivani substitucnich latek prokazala pfetrvavajici zvysenou hladinu
FVIIIl. Nejvyssi byla tato hladina ve 12. tydnu, kdy dosahovala 4%, kratkodob¢é dokonce 5%.
Béhem 12. mésice FVIII opét sklesal na 0.5% a opét se objevilo spontanni krvaceni. | tak ale
byla v tomto pifipadé po dlouhou vyrazné snizena potieba uzivat substitucni prostiedky a

vysledky u tohoto pacienta jsou velmi slibne.
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Obecné autofi povazuji tuto studii za velmi uspéSnou, nebot’ zvyseni hladiny FVIII
v krvi u Ctyf ze Sesti pacientd zna¢i vyznamny potencial pro klinické vyuziti tohoto typu

genove terapie.

3.6.4.2 Genova terapie hemofilie B pomoci AAV vektoru

Manno et al. (2003) popisuje genovou terapii ¢loveéka, ktera vyuziva modifikovany vir
pro pienos sekvence DNA koédujici faktor IX do svalovych bunék pacienta.

Bylo vybrano 8 muza starSich 18 let s té¢Zkou hemofilii B zptsobenou missense
mutaci, ktefi byli schopni se doma Ié¢it substitu¢nimi prosttedky, a nebyla u nich zjisténa
tvorba inhibitoru faktoru IX. Pacienti nesméli mit téZzce poSkozena jatra, onemocnéni ledvin,
ani infekéni onemocnéni a jejich krev musela obsahovat uréené hladiny bilirubinu,
transamindzy, alkalinové fosfatazy a trombocytl. Pfitomnost HIV ani hepatitis C nebyla
divodem pro vylouceni ze studie. VSichni pacienti byli pfedem pisemné informovani o
prabéhu terapie.

Adeno — asociovany virovy vektor pienasejici lidskou sekvenci pro faktor IX byl
vytvofen rekombinantnimi DNA technologiemi z AAV sérotypu 2. Vektor obsahoval 2
invertované virové Useky DNA dileZité pro rekombinaci, mezi néz byl vlozen lidsky minigen
pro FIX (takovy minimalni fragment genu pro FIX, aby byla zachovéna jeho exprese ve stejné
podobg, jako u celého puvodniho genu [https://en.wikipedia.org/wiki/Minigene]). Pro tuto
studii byly pouzity 4 odd¢lené skupiny vektoru.

Pted procedurou byla subjektim koncentratem upravena hladina FIX na 100% a byl
proveden typ anestezie dle vybéru konkrétniho pacienta, aby mohl byt do svali injekéné
vpraven vektor. Protoze studie této metody u psa prokazala, Ze se zvySenou davkou v jednom
vstiiku roste riziko imunitni odpovédi, byla davka jednoho vpichu limitovana (1.5 x 10
vektorovych genomil) a podana na vice mistech, pficemz byl zachovan minimalni rozestup 1
cm. Za cilovou tkan byly zvoleny tyto svaly: musculus soleus, vastus lateralis a vastus
medialis triceps surae a musculus deltoideus. Skupiné s nejnizsi davkou bylo aplikovano 10 —
20 injekci, prostfedni skupin€ 30 — 50 injekci a skupiné s nejvyssi davkou 80 — 90 injekci,
vSechny vpichy byly oznaceny tusi, aby byly pozdéji lokalizovatelné.

Déle byly naplanované svalové biopsie tkan¢ v misté vpichu. Po dvou mésicich od
injekéni aplikace ji podstoupilo vsech 8 pacientl, jeden z pacientd i po 6 a jeden po 12
mésicich. Odebrané vzorky z deseti biopsii byly okamzité zmrazeny a pak déle upravovany a

zkoumany.
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Vysledky autoti hodnoti jako velmi uspokojivé a vyuzitelné pro studii aplikace AAV
do jater, kde predpokladaji lepsi sekrecni vlastnosti. Davka vektoru byla u vSech pacienti
snaSena bez komplikaci a nebyla zjiSténa toxicita (byla ovlivnéna hladina trombocytii u
pacienta F, ktera ale souvisela s trombocytopenii a vratila se do normalu). Na misté vpichu
byly zaznamendny pouze malé a pfechodné obtize (hematomy, indurace, necitlivost) a
V jednom ptipadé zanétliva reakce na barvivo.

Sekvence vektoru byly 24 hodin po injekcich zaznamenany v krevnim séru a slinach
vSech pacientd, u nékterych i v mo¢i, pii¢emz doba jejich setrvavani v téchto tekutinach byla
individualni. Ani u jednoho pacienta nebyla za celou dobu studie zaznamenana tvorba
inhibitoru FIX, ale uréita imunitni reakce a tvorba protilatek byla zpozorovana u vsech
pacientt, i u HIV pozitivnich.

Vysledky biopsii potvrdily transfer genu. Osm z deseti provedenych biopsii to aspésné
prokazalo pii testu PCR a dal$imi testy byl mimo jiné zjistén i uspokojivy pocet kopii
vektorové DNA ve vzorku. Dale byla riznymi zplisoby zkoumana exprese genu ve svalové
burnice. VSechny svalové buiiky si zachovaly zdravou stavbu a v 8 z deseti biopsii byly
potvrzeny oblasti aktivni v expresi, které tésn¢ ptiléhaly k oblastem bez exprese. Mimoto se
pii testech jasné zbarvilo mnozstvi extracelularnich prostor vyplnénych vyprodukovanym
faktorem IX stejné, jako bylo pozorovano u zvifecich modela.

Nejvyssi dosazena hladina FIX v krvi byla u subjektu A 1,4% a po 8 tydnd mél tento
pacient vyssi hladinu FIX, nez pvodné. Zadny dalii pacient nemél hladinu vyssi, nez 1%,
piesto 4 z nich dosahli malého zvySeni oproti puvodnimu stavu. Osm z 10 pacientt muselo
déle uzivat substituéni 1é¢bu v ptivodnim rozsahu. U pacienta A bylo mozno redukovat ptijem
substituéni terapie po dva roky na 50% puvodni davky a u pacienta B doslo k 50% snizeni
davky minimalné na 3,5 roku.

Tato klinickad studie jako prvni popisuje genovou terapii hemofilie pomoci AAV
vektoru podaného parenteralné. Bylo ovéfeno, Ze je tato metoda bezpecna a proveditelna i u
Clovéka. Na téchto zakladech muze pokracovat studie aplikace do jater, kde je oproti svalu

Sance na vetsi efektivitu sekrece a tim na veétsi terapeuticky ucinek.
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| diky studiim, jako jsou tyto, je dnes umoznéno dale pracovat s AAV vektory a
pomoci modernich technologii dosahovat lepsich vysledkl zvlasté v ptipadé¢ aplikace do jater,
ktera ma velky potencial. Nejvétsim problémem stale ziistavaji neutralizujici protilatky proti
AAYV Kkapsid¢ a stale existuji i dalsi piekazky zabranujici bézné klinické aplikaci. Je zde ale
velké pravdépodobnost, Ze se genova terapie AAV vektory brzy stane béznou praxi pro 1é¢bu

hemofilie (Mizukami et al., 2016).
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4. 7.avér

Cilem této prace bylo vypracovat literarni resersi o hemofilii psa a vSech znamych
aspektech této dédi¢né poruchy hemokoagulace. Prace obsahuje shrnuti sou¢asnych znalosti o
dané problematice publikovanych ve védecké literatufe s dirazem na moznost vyuziti
poznatkt ziskanych u psa k aplikaci na ¢lovéka.

Dle mého néazoru byl splnén cil ptehledné seznamit ¢tenafe s danou problematikou.
Pouzivani pfirozené nemocnych pst i ostatnich zvitat k vyvijeni novych zpisobti 1écby jich i
¢loveéka povazuji za oboustranné vyhodnou spolupraci zvlasté v piipadé, kdyz by bylo
nasledné i nemocnym zvifatim bézn€ mozné poskytnout péci adekvatni té lidské.

Hemofilie jako idealni ptiklad ke studiu genové terapie je na prahu svého trvalého
vyléCeni a myslim, Ze oteviela cestu pro takovou lécbu u dalSich komplikovanéjsich

onemocnéni. Jsem rada, Ze jsem méla prilezitost se tomuto tématu vénovat.
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