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Vrozené polycytemie

Kucerova J.1, Horvathova M.1, PospiSilova D.2, Divoky V.1.3
1Ustav biologie LF UP v Olomouci, 2Détska klinika LF UP a FN v Olomouci, 3HOK FN v Olomouci

Souhrn

Polycytemie (ve smyslu absolutni erytrocytézy) je stav charakterizovany zvySenym mnozstvim erytrocytarni masy,
doprovazeny narustem hematokritu, poc¢tu ¢ervenych krvinek a zvysenou koncentraci hemoglobinu. Pri¢inou poly-
cytemii miiZe byt zvySena proliferace nebo sniZena apoptoza erytroidnich progenitorii, pripadné zpozdéna erytroid-
ni diferenciace. U vrozenych primarnich polycytemii se tak déje na zakladé vrozeného defektu hematopoetického pro-
genitoru v signalnich drahach tcastnicich se odpovédi na hypoxii nebo na hormon erytropoetin. U vrozenych sekun-
darnich polycytemii, vznikajicich v dusledku pfitomnosti zvySenych hladin faktora stimulujicich erytropoézu, je
nejéastéjsi pricinou mutace zpusobujici vysokou afinitu hemoglobinu ke kysliku. Pro diferencialni diagnostiku poly-
cytemii jsou dulezita biochemicka, bunééna a molekularné-biologicka vySetteni, z nich néktera provadime i v nasi
laboratori na LF UP a FN Olomouc, kde ma studium vrozenych polycytemii dlouholetou tradici. Prispéli jsme k iden-
tifikaci nékolika novych polycytemickych mutaci a tvorbou mysiho modelu familiarni polycytemie s dominantni dé-
dicnosti pak k pochopeni molekularni patofyziologie tohoto onemocnéni. Identifikace pri¢innych mutaci umoziuje
zlepSeni a zpresnéni diagnostiky polycytemickych stavii a miize v nemalé mife prispét i k rozvoji novych terapeutic-
kych pristupa.
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Summary
Kucerova J., Horvathova M., PospiSilova D., Divoky V.: Congenital polycythemias

Polycythemia is a condition characterized by increased erythrocyte mass, accompanied by elevated hematocrit, red
blood cell count and increased concentration of hemoglobin. Polycythemia may result from increased proliferation
or decreased apoptosis of erythroid progenitors, and eventually from delayed erythroid differentiation. In congeni-
tal primary polycythemia this is caused by inherited defect in hypoxia sensing or response of hematopoietic progeni-
tors to erythroid growth factors. In congenital secondary polycythemia, resulting from elevated circulating erythro-
poietic factors, this is mostly due to inherited defect causing high affinity of hemoglobin for oxygen. Biochemical,
cellular and molecular biology tests are important for evaluation of polycythemia type and differential diagnostics.
Our laboratories at Faculty of Medicine Palacky University and University Hospital in Olomouc have a long-term
tradition in congenital polycythemia research. With the identification of several new mutations causing congenital po-
lycythemia and construction of mouse model of familial polycythemia with dominant inheritance we have contribu-
ted to better understanding of molecular pathophysiology of this disease. Identification of causative mutations faci-
litates better and more accurate diagnostics and can even contribute considerably to development of new therapeu-
tic approaches.

Key words: congenital polycythemia, HIF pathway, EPOR pathway, hypersensitivity to erythropoietin

Transfuze Hematol. dnes, 15, 2009, No. 4, p. 216-222.

Polycytemie nebo erytrocytdza je stav vyznacujici se
zvySenym hematokritem. Vysoky hematokrit miZe byt
dusledek zvys$eného mnoZstvi erytrocytirni masy (tzv. ab-
solutni erytrocytdza) s nartistem poctu éervenych krvinek
a zvySenou koncentraci hemoglobinu. DuleZité je odlisit
absolutni erytrocytézu od relativni neboli nepravé erytro-
cytdzy, zapri¢inéné vyraznym sniZenim objemu plazmy
naptiklad pfi dehydrataci ¢i stresu (1).

Pfi¢inou polycytemie miZe byt zvySend proliferace ne-
bo sniZend apoptdza erytroidnich progenitori, pfipadné
zpozdénd erytroidni diferenciace se zvySenym poctem bu-
néénych déleni na drovni erytroidniho progenitoru (2).
Pro pochopeni patologickych stavii erytropoézy, mezi kte-
ré patii i polycytemie, je nezbytné porozumét fyziologic-
ké regulaci erytropoézy, kterd bude pfedmétem nasledu-
jict kapitoly.

1. Erytropoéza

Erytropoéza je proces tvorby a diferenciace pluripo-
tentnich hematopoetickych kmenovych bunék ve funk¢-
ni erytrocyty. Probihd pfes nékolik progenitorovych sta-
dif: multipotentni progenitor spole¢ny pro lymfoidni
i myeloidni bunky (MPP; multipotent progenitor), spolec-
ny myeloidni progenitor (CFU-GEMM; colony-forming
unit granulocytic, erythroid, megakaryocyte, macropha-
ge), Casny erytroidni progenitor (BFU-E; burst-forming
unit-erytroid), pozdni erytroidni progenitor (CFU-E; co-
lony forming unit-erythroid) a dale pfes prekurzorova sta-
dia: proerytroblast a nékolik stadif erytroblastt. Ortochro-
maticky erytroblast ztraci jddro a ménf se v retikulocyt,
ktery dozrdvd v erytrocyt.

Primérn{ funkci zralych erytrocytt je transport kysli-
ku. Molekulou odpovédnou za transport kysliku je he-
moglobin, ktery tvoii aZ 30 % procent celkového obsahu
erytrocytu. Hemoglobin se vyskytuje ve formé¢ tetrame-
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ru; je sloZen ze Ctyt bilkovinnych fetézcli — globini a Ctyf
prostetickych skupin — hemti. Hemova skupina obklope-
na podjednotkou globinu umoziuje reverzibilni vazbu
kysliku v misté s vysokym parcidlnim tlakem a jeho uvol-
novani do tkani, kde je parcidlni tlak nizky. Pro fungo-
vani tohoto systému je nezbytné, aby se afinita hemog-
lobinu ke kyslikd snizila v tkdnich, coz je zprostiedko-
vano pomoci 2,3-bisfosfoglyceratu (2,3-BPG) (3). 2,3-
BPG je tedy jeden z faktoril, které ovliviiuji afinitu
hemoglobinu ke kysliku, vdZe se k molekule hemoglobi-
nu ¢astecné zbavené kysliku a urychluje tak jeho kom-
pletni uvolnéni. Mnozstvi 2,3-BPG v burice je srovnatel-
né s poc¢tem molekul hemoglobinu a vznikd pfesmykem
z 1,3-bisfosfoglyceratu pomoci enzymu bisfosfoglycerat
mutazy.

1.1 Regulace erytropoézy

Erytropoéza je ve svém pribéhu regulovana rdznymi
rastovymi faktory, z nichZ nékteré jsou piimo zavislé na
hypoxii. V Casnych féazich erytropoézy hraje dileZitou
ulohu SCF (stem cell factor), od BFU-E stadia zGstava
primdrnim ristovym faktorem ovliviiujicim proliferaci
a prezivani glykoproteinovy hormon erytropoetin (EPO).
U dospélych je produkovan primarné v ledvinové kiife.
DalSim zdrojem aktivnim hlavné ve fetdlnim obdobf jsou
jatra; EPO mohou v mensi mife produkovat také erytro-
idni progenitory nebo nékteré dalsi tkané (4, 5). U novo-
rozencu klesaji sérové koncentrace EPO az 10x, coZ se
podili na vzniku pfechodné, fyziologické anémie novoro-
zenci (6, 7). Cirkulujici EPO piisobi na rtst, diferencia-
ci a prezivani hematopoetickych progenitord v kostni dfe-
ni a sleziné a mimo hematopoézu slouZzi jako ochrana pred
ucinky hypoxie napiiklad v mozku a srdci (8, 9).

Exprese EPO je piisné regulovana mnozstvim kysliku
v produkujicich bunikdch. Hlavnim senzorem této drdhy
je protein HIF (hypoxia-inducible factor). Tento hetero-
dimer se skldda ze dvou podjednotek, degradovatelné al-
fa-podjednotky HIF-o (1o, 200 nebo 30) a stabilni beta-
podjednotky (ARNT; aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator) (10). Aktivni dimery se vytvaii pouze za hy-
poxickych podminek. HIF-1o a HIF-20: funguji jako tran-
skripéni faktory, které po translokaci z cytoplazmy do jad-
ra pozitivné reguluji expresi EPO, ale i dal§ich gent
Ucastnicich se odpovédi na hypoxii. Narozdil od HIF-1a,
ktery zvySuje expresi EPO v ledvinach, HIF-2a. reguluje
hladiny jaterniho EPO (11). Za normdlniho obsahu kys-
liku v burice (kolem 20 %) je HIF-a podjednotka hydro-
xylovéna nékterou z dioxygendz patiicich do rodiny PHD
(prolyl hydroxylase domain; PHD1, PHD2 a PHD3), kte-
ré hydroxyluji prolinové zbytky. Zda se, Ze klicovy pro
hydroxylaci HIF-1ow a HIF-20 je PHD2. Hydroxylace
umoziiuje rozpoznini HIF-o. podjednotky proteinem VHL
(von Hippel-Lindau), ktery se podili na iniciaci degrada-
ce HIF-o v proteazomu. Jak jiz bylo zminéno, za hypo-
xickych podminek HIF-o neni degradovdn a miZe spo-
le¢n€ s ARNT v jadfe pozitivné regulovat transkripci EPO
a dalSich geni (obr. 1). Pfi naruseni piisné regulované de-
gradace HIF-o. dochdzi k excesivni expresi EPO a nésled-
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Obr. 1. Schéma regulace aktivity HIF-1o podjednotky za rozdilné
koncentrace kysliku v burice. Za normoxie je HIF-1a hydroxylovan
hydroxyldzou PHD2 a oznac¢en pomoci VHL k degradaci. Za hypoxic-
kych podminek dimerizuje HIF-1 oo s ARNT a spousti expresi cilo-
vych gend.
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Obr. 2. Kli¢ové molekuly v pozitivni (+) a negativni (-) regulaci EPOR
drahy. Y zndzorfiuje tyrozinové zbytky. PreruSovana ¢ara naznacuje
zkréaceni receptoru u mutaci zpusobujicich PFCP. Blizsi popis v textu.

né erytrocytdze (12); popsdny byly i kardiopulmondln{
komplikace jako je naptiklad plicni hypertenze, vznikajici
i pri chronické hypoxii (13).

EPO spousti v bunkach vnitrobunécnou kaskadu pres
erytropoetinovy receptor (EPOR; obr. 2). Tento ¢len ro-
diny tzv. cytokinovych receptort se vyskytuje ve formé
dimeru a kazdy fetézec je asociovan s tyrozinovou kina-
zou JAK2 (Janus kinase 2). V neaktivnim stavu jsou od
sebe cytoplazmatické konce receptoru s kindzou vzdale-
né a katalytické misto JAK?2 je blokované jeji pseudoki-
nazovou doménou. Pri vazbé EPO dochazi k priblizeni
a aktivaci JAK?2 kindz. Tyto nésledné fosforyluji sebe
a klicova tyrozinovd mista v cytoplazmatické doméné
EPOR, ktera tvori vazebna mista pro transkrip¢ni fakto-
ry a adaptorové molekuly. JAK?2 piimo fosforyluje STAT1
(signal transducer and activator of transcription). Dal§{
¢lenové rodiny, proteiny STAT3 a STATS, jsou fosforylo-
vany po vazbé na receptor. Tyto STAT transkripéni fak-
tory poté dimerizuji a indukuji v jadfe transkripci gent
zodpovédnych za proliferaci a diferenciaci. STATS ma
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také vyraznou antiapoptotickou funkci, spousti expresi an-
tiapoptotického proteinu BCL-y; (B-cell lymphoma-ex-
tra large) (14). Na fosforylaci STATS se podili také kina-
za LYN (15). Dal§imi drahami aktivovanymi pfes vazbu
na cytoplazmatickou doménu EPOR jsou PI3K (phosp-
hoinositide 3-kinase)/AKT signdlni drdha, kterd blokuje
apoptézu a RAS/MAPK (mitogen-activated protein kina-
se) drdha, podporujici buné¢énou proliferaci.

EPOR signalizace je negativné regulovana celou fadou
proteint, z nichz nékteré se také vazi na fosforylované ty-
roziny EPOR. Hlavnim cilem je zde JAK2 kindza a jed-
notlivé molekuly STAT a PI3K drahy. Skupina proteinti
rodiny SOCS (suppressor of cytokine signaling) bud blo-
kuje aktivni misto JAK2 kindzy (proteiny SOCS-1 a 3),
nebo soupefi o vazebnd mista se STATS (protein CIS; cy-
tokine-inducible SH2 domain-containing protein). SOCS-
3 je aktivnim inhibitorem pouze po vazbé na fosforylova-
né tyroziny EPOR. Asociované proteiny jsou pak spolu
se SOCS degradovany v proteazomu. Exprese proteinti
rodiny SOCS je spousténa aktivnimi STAT dimery, tvoii
tedy zpétnovazebnou smycku s pozdéj$im nastupem (16).
Proteinem zajist'ujicim rychlou zpétnovazebnou inhibici
je fosfatdza SHP-1 (SH2 domain-containing protein
phosphatase-1), kterd po aktivaci vazbou na tyroziny de-
fosforyluje a deaktivuje JAK2. Dimerizace STAT a je-
jich vazba na DNA je inhibovéna proteiny PIAS (prote-
in inhibitor of activated STATS), které jsou konstitutivné
exprimované a slouZ{ jako titr mnoZzstvi aktivniho STAT
(17). Mezi negativni reguldtory vSech ti{ hlavnich drah
patii i adaptorovy protein LNK (8).

Cytoplazmatickd doména EPOR je nakonec rozpozna-
na proteinem B-TRCP (B-transducin repeat containing
protein) a oznacena ubiquitinem pro proteazomovou de-
gradaci (obr. 2). Naslednou internalizaci zbyvajici ¢4sti
receptoru a degradaci v lysozomu kon¢i EPO/EPOR sig-
nalizace (19).

2. Klasifikace polycytemii

Polycytemie miZzeme obecné rozdélit na primarni ne-
bo sekunddrni.

Primdrni polycytemie jsou zplisobené mutacemi v he-
matopoetickém progenitoru, které zplisobuji, Ze erytro-
idni progenitory neodpovidaji nebo odpovidaji neade-
kvatné na vnéjsi regulaci. Pro primarni polycytemie je
charakteristickd sniZend hladina sérového EPO a zvy-
Senad citlivost erytroidnich progenitorti na rastové fak-
tory in vitro.

Sekundarni polycytemie vznikaji v dusledku zvyseni
hladin faktord stimulujicich erytropoézu, ke kterému do-
chdzi at’ uz jejich nadprodukei nebo na podkladu tkdnové
hypoxie. Hematopoetické progenitory nejsou in vitro hy-
persenzitivni na ristové faktory. Hladina EPO v séru by-
vd zvySend, pfipadné normalni.

U nékterych familidrnich onemocnéni, jako je napfi-
klad polycytemie Cuvasi, se mohou vyskytovat rysy jak
primdrni, tak sekunddrni polycytemie — sérova hladina
EPO je zvySend, ale progenitory pfesto vykazuji hyper-
senzitivitu in vitro (20).

3. Molekularné-geneticka podstata vrozenych
polycytemii

Abnormality vedouci k polycytemiim mohou byt vro-
zené nebo ziskané. Diskutovany budou pouze polycyte-
mie vrozené, které se manifestuji v raném véku a jsou po-
mérné vzdcné. Jejich pricinou jsou mutace v genech koé-
dujicich proteiny klicovych drah erytropoézy nebo mu-
tace ovliviiujici udrZzovani kysliku v hemoglobinové mo-
lekule.

3.1 Mutace EPOR drahy

Prvni pfic¢inou primarni familidrni a kongenitaln{ poly-
cytemie (PFCP) definovanou na molekuldrni drovni by-
ly mutace EPOR genu (21, 22). Tyto mutace zustavaji
i naddle hlavni pfi¢inou primarnich familidrnich erytro-
cytéz charakterizovanych snizenou hladinou EPO. Zatim
bylo popsano 13 mutaci, které zptisobuji zkraceni distal-
ni ¢4sti cytoplazmatické domény EPOR (23-25) a tim
ztrdtu tyrozinovych mist. V disledku této ztrity je zne-
moznéna vazba fosfatdzy SHP-1, pfipadné dalSich nega-
tivnich reguldtorti na EPOR (obr. 2). Nedochazi proto
k vypnuti EPOR dréahy, coz zplsobuje zvySenou stimu-
laci erytroidnich progenitorid a rozvoj erytrocytdzy. Eryt-
roidni progenitory ze zkrdcenym EPOR jsou in vitro hy-
persenzitivni k EPO (26, 27). Mutace se dédi autozomal-
né dominantné a erytrocytézdm s touto pficinou patf{
v databazi OMIM oznaceni ECYT-1 (28).

3.2 Mutace HIF drahy

Mutace proteinti plisobicich v HIF drdze zpisobuji
chybnou detekci mnozstvi vyuZitelného kysliku v bun-
kéch. Hladina HIF transkripéniho faktoru je abnormdlné
zvyS$ena, coz vede mimo jiné k nadprodukci EPO a k roz-
voji erytocytdzy. Vysokd, resp. neadekvatni hladina EPO
(ve srovnani se zvySenym mnoZstvim hemoglobinu), je
jednim z ryst sekundarni polycytemie. ZvySena citlivost
erytroidnich progenitorti na ristové faktory in vitro, jako
zékladni charakteristika primarnich polycytemii, byla
ukdzana pouze u VHL mutaci (20) a HIF-2o mutaci (J.
Prchal, Salt Lake City, USA, tstni sdéleni). U pacientl
s mutaci PHD?2 takové vySetfeni zatim chybi.

Prvni a nejcastéji identifikovanou mutaci v HIF draze
je VHL R200W nalezena u skupiny Cuvasského obyva-
telstva v Rusku a vyslednd porucha je nazvdna podle ni
jako Cuvaiskd polycytemie (29). Defektni protein VHL
nerozpoznavd hydroxylovany HIF a nespousti tak jeho
degradaci. Stejna mutace byla poté nalezena i mimo Cu-
vassky region na italském ostrové Ischia a sporadicky po
celém svété (20, 30). Dodnes bylo publikovdno 6 mutaci
VHL genu, jejichz dédi¢nost je autozomdlné recesivni.
PostiZeni jsou tedy bud homozygoti, nebo sloZeni hetero-
zygoti, kteti vykazuji vyssi riziko trombozy, plicni hyper-
tenze a kardiovaskuldrnich pfihod (20, 31, 32). Tyto mu-
tace jsou odlisné od VHL mutaci odpovédnych za dédic-
ny VHL syndrom (9), ktery je asociovan se zvySenym ri-
zikem tvorby rGznych nadort. Zvysend incidence nddo-
i nebyla u pacientl s polycytemickymi VHL mutacemi
prokdzana.
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Teprve neddvno byly popsdny také mutace v dalSich
dvou proteinech HIF drdhy. U PHD2, bylo nalezeno 5
mutaci v oblasti katalytické domény, odpovédné za hyd-
roxylaci HIF-2aw (33-35). Dals{ ¢tyfi mutace byly nale-
zeny v samotném HIF-2a (12, 36, 37). Tyto mutace ko-
relovaly s neadekvatné normdlni hladinou EPO, ve srov-
ndni se zvySenym mnozstvim hemoglobinu u téchto pa-
cientd. PHD2 s mutaci v katalytické doméné nenf scho-
pen hydroxylovat HIF. Stejny disledek ma mutace HIF-
200 ve vazebném misté pro PHD2. HIF-2o pak neni de-
gradovdn a muze aktivovat transkripci cilovych geni i za
normalniho mnozstvi kysliku v burice. Dédi¢nost PHD2
a HIF-2o mutaci je autozomdlné dominantni a spole¢né
s VHL mutacemi zaujimaji 3 kategorie familidrnich eryt-
rocytéz v databdzi OMIM (ECYT2-4)(28).

Nové byl popsén piipad pacienta s familidrni erytrocy-
t6zou a opakovanym vyskytem paragangliomu. Jako pfici-
na erytrocytézy byla nalezena nova heterozygotni mutace
v PHD?2. Vznik nadoru byl asociovén se ztratou druhé nor-
mdlni alely PHD?2 (ztrata heterozygozity). Tento objev na-
znacuje, ze PHD2 funguje i jako tumorovy supresor. Je pro-
to pravdépodobné, Ze i dalsi pacienti s jinymi PHD2 mu-
tacemi maji zvySené riziko vzniku paragangliomu, a je pro-
to dilezité tyto pacienty detailné sledovat (38).

3.3 Mutace zpusobujici vysokou afinitu hemoglobinu
ke Kkysliku

Jednou z pri¢in sekunddrni polycytemie je tkanova hy-
poxie pfi nedostatecném zdsoben{ kyslikem. Dochdzi pro-
to ke zvySeni hladiny EPO s ndslednym rozvojem kom-
penzacni erytrocytdzy, kterd je adekvatni odpovédi na si-
tuaci v organismu.

Nejcastéjsi dédi¢nou pricinou jsou nékteré z abnormal-
nich hemoglobind vyznacujici se zvySenou afinitou ke kys-
liku. Hemoglobin s vysokou afinitou ke kysliku obsahuje
mutaci v o~ nebo B-globinovém fetézci, kterd ovliviiuje os-
cilaci hemoglobinu mezi dvéma alosterickymi konforma-

cemi; relaxovanou — plné okysli¢enou a tenzni — plné od-
kyslicenou. Tyto mutace maji dominantni dédi¢nost, pro-
toze jiz jeden defektni globinovy fetézec ovlivni konfor-
maci celé molekuly hemoglobinu a afinitu ke kysliku. He-
moglobinem asociovanym s erytrocytézou a detekovanym
v Ceské republice je Hb Olomouc (39).

Zména afinity hemoglobinu ke kysliku miZe byt i dd-
sledkem mutaci v genu pro bisfosfoglycerat mutdzu.
2,3-BPG je nezbytny pro kompletni uvolnéni kysliku
z hemoglobinu. Tyto homozygotni nebo sloZené hetero-
zygotni mutace, vykazujici recesivni dédi¢nost, negativ-
né ovliviuji mnoZstvi 2,3-BPG potrebného ke stabiliza-
ci nizko-afinitiniho stavu hemoglobinu v tkdnich (40, 41).

Indikatorem zvySené afinity hemoglobinu ke kysliku je
posunuti disocia¢ni kfivky hemoglobinu ke kysliku do-
leva, coz je i zékladnim diagnostickym testem téchto po-
ruch.

3.4 Neznama etiologie

Velkd ¢dst vrozenych erytrocytéz md stile nezndmou
etiologii. Pfedpokladd se, Ze pti¢inou by mohly byt dalsi
mutace ve vySe popsanych drahach. Jedlickova a kol. (42)
objevili v jedné polycytemické rodiné novy kandidétni lo-
kus pro PFCP na chromozomu 7. Zkoumajf se také vlivy
dalSich negativnich reguldtord EPOR dréhy, jako je na-
priklad LNK (18).

Stabilita HIF-20. je kromé hydroxylace na prolinech ne-
gativné ovliviiovdna dalS$imi postranslaénimi modifikace-
mi, jejichZ nepfitomnost by mohla byt také pfi¢inou eryt-
rocytdz se zatim nezndmou etiologii. Svou roli mize hrat
i asparagyl hydroxyldza FIH (factor inhibiting HIF), kte-
réd inaktivuje dimer HIF-20/ARNT (43).

4. Diagnostické testy

Standardni vySetfeni krevniho obrazu byva u pacientd
s podezfenim na erytrocytézu jesté doplnéno vySetienim
hladiny sérového erytropoetinu a stanovenim disocia¢ni

kontrola

pacient s PFCP

Obr. 3. Hypersenzitivita erytroidnich progenitorti na EPO in vitro. Vyrazny rozdil rtstu erytroidnich kolonii (BFU-E) u pacienta s PFCP ve srov-
ndni se zdravou kontrolou pfi stejné koncentraci EPO (0,12 U/ml). Po 14 dnech kultivace je zfetelny rozdil jak v poctu, tak ve velikosti erytroid-

nich kolonif (oznaceny Sipkami).
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Obr. 4. Graf zdvislosti po¢tu BFU-E kolonif na koncentraci EPO u tes-
tu hypersenzitivity erytroidnich progenitor na EPO in vitro. PoCet eryt-
roidnich kolonif vyrostlych pfi kazdé pouzité koncentraci EPO je pro-
centudlné vztazen k maximu, které zodpovidd maximédlnimu poctu vy-
rostlych kolonif v kultufe (vétSinou pfi 1 U/ml EPO). U pacienta s PFCP
pozorujeme vyrazny nartst po¢tu kolonif uz v nejniz§ich koncentra-
cich EPO, ve srovnéni se zdravou kontrolou. U pacienta se sekundarni
polycytemii (SP) a bez hypersenzitivity na EPO, kopiruje ristova kiiv-
ka kiivku zdravé kontroly.

ktivky hemoglobinu nebo PO,-50 (parcidlni tlak kysliku
pfi kterém je hemoglobin saturovan z 50 %). Hodnotu
PO,-50 je mozné jednoduse vypocitat i z hodnot krevnich
plynti pomoci excelovského souboru, ktery byl publiko-
van Argawalem a kol. (44). K potvrzeni hemoglobinopa-
tie muze slouzit elektroforéza hemoglobinu nebo vysoko-
tlakd kapalinova chromatografie (HPLC). Dulezitym fak-
torem pro urceni diagndzy jsou i dalsi specidlni diagnos-
tické testy provadéné i v nasi laboratofi. Rozhodujici je
pritom odlisit primarni polycytemii (vrozenou nebo zis-
kanou, pravou polycytemii) od sekundérni, pfip. nepravé
(relativni) polycytemie.

4.1 Test hypersenzitivity erytroidnich progenitoru
in vitro

Ke stanoveni in vitro citlivosti erytroidnich progenito-
ri na EPO slouzi test klonalni proliferace erytroidnich
progenitord, pii kterém jsou tyto progenitory kultivova-
ny ve stoupajici koncentra¢ni fadé¢ EPO. Mononuklearn{
progenitorové butiky z periferni krve nebo kostni dfené
diferencuji v polotekutém médiu obsahujicim metylce-
lulézu, sérum, rstové faktory a dals{ aditiva. Viskozita
metylceluldzy zajistuje, Ze vzniklé kolonie predstavuji po-
tomstvo jedné progenitorové buniky (BFU-E nebo CFU-
E) (obr. 3). Kolonie narostlé v médiu bez pfidavku EPO
oznacujeme jako endogenni erytroidni kolonie (EEC).
U zdravych jedinci se nevyskytuji nebo jsou velice vzac-
né, u primdrnich polycytémii se vyskytuji az v desitkach.
Progenitory pacientl s primdrni polycytémii vykazuji ve
stoupajici koncentracni fadé EPO zvySenou citlivost na
tento rustovy faktor. Hypersenzitivita se projevuje vys$im
relativnim poctem narostlych erytroidnich kolonii paci-
entll ve srovnani se zdravou kontrolou (obr. 4).

4.2 Sekvenacni analyza kandidatnich gentu
Jednoznacnou metodou pro urceni zndmych i neznd-
mych mutaci zpisobujicich polycytemie je uréeni DNA

sekvence kompletnich kédujicich dseki geni, nebo jejich
casti. Sledované dseky jsou amplifikovany z DNA nebo
RNA pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR) a na-
sledné analyzovédny na automatickém sekvendtoru. Pro se-
kvenovani jednotlivych geni u konkrétnich pacientti se roz-
hodujeme i na zakladé€ dostupnych laboratornich vysledkd,
predevsim hladiny EPO. V pripadé€ nizké hladiny EPO se
zaméfujeme zejména na koncové exony EPOR a kindzo-
vou a pseudokindzovou doménu JAK?2 (viz nize). U paci-
entll se zvySenou nebo nepfiméfené normdlni hladinou
EPO analyzujeme celé geny VHL, PHD2 a nové i domé-
ny HIF-2o dilezité pro kyslikové-zdvislou degradaci.

4.3 Diferencialni diagnostika PFCP a PV

Polycytemia vera (PV) fadime mezi ziskané primarn{
polycytemie, a neni proto obsahem tohoto sdéleni. PV
patif mezi klondlni myeloproliferativni onemocnéni cha-
rakterizované predevs§im zvySenym mnozstvim erytrocy-
tl, ale i dalSich myeloidnich elementd, které vykazuji klo-
nélni charakter. Klinicky obraz miZze byt nékdy podob-
ny vrozenym primarnim polycytemiim, hladina EPO by-
v4 také sniZzend. Nicméné PV je maligni onemocnént s ri-
zikem transformace do akutnf leukemie a s rizikem za-
vaznych krvécivych a trombotickych komplikaci. Zcela
odli$né jsou i lécebné postupy. Proto je spravnd diagnos-
tika klicovd.

Na molekuldrné genetické urovni byla u drtivé vétsi-
ny pacientt s PV, ale nikoliv u pacient s PFCP, popséna
mutace V617F v genu JAK?2 a recentné i dal§i mutace
JAK2 v exonu 12 (45, 46). Tyto mutace naruSuji schop-
nost pseudokindzové domény blokovat aktivni misto ki-
ndzy pfi absenci vnéjsiho signalu. JAK2 pak fosforyluje
své cilové proteiny i bez pfitomnosti EPO. Pro diferen-
cidlni diagnostiku jsou proto pacienti s primdrni polycy-
temii testovdni i na pfitomnost téchto mutaci.

5. Nase vysledky

Tradici vyzkumu vrozenych polycytemickych stavii na
LF UP a FN v Olomouci zalozili B. Wiedermann a K. Ind-
rak, ktef{ diagnostikovali a popsali v roce 1987 novou he-
moglobinopatii s vysokou afinitou ke kysliku (Hb-Olo-
mouc nebo a,b, 86 (F2) Ala-Asp) u otce a syna (39). Jes-
té o rok dfive tito autofi poprvé diagnostikovali a popsa-
li v Ceském pisemnictvi dédi¢nou bezptiznakovou erytro-
cytézu se splenomegalii, normdln{ saturaci arteridlni kr-
ve kyslikem a s nizkou hladinou EPO, kterd se nezvySo-
vala po venepunkci (47). Ve stejné dobé byl Prchalem
a kol. (48) popsan identicky typ vrozené polycytemie s au-
tozomdlné-dominantni dédi¢nosti, a byl pojmenovan ja-
ko PFCP. V roce 1997 byla identifikovéna pficina PFCP
u zminéné moravské rodiny jako mutace genu EPOR cha-
rakterizovand inzerci thyminu v pozici 5967 v 8. exonu
genu EPOR (49). NaSe pracovisté se pak podilelo na vy-
tvofeni mysiho modelu PFCP (50), ktery slouZzi k pocho-
peni mechanizmu, jak zkraceni cytoplazmatické domény
EPOR vede k polycytemickému fenotypu (50-52).

V soucasnosti na naSem pracovisti vySetfujeme skupi-
nu sedmi polycytemickych déti a nékolika polycytemic-
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kych dospélych s podezienim na vrozenou polycytemii.
VSichni maji zvySeny hemoglobin a hematokrit a normél-
ni hodnotu leukocytd a trombocytti. U pacientd provadi-
me bunécéné analyzy (testy hypersenzitivity erytroidnich
progenitord na EPO in vitro, viz obr. 3 a 4), biochemické
analyzy (hladiny EPO, PO,-50 a elektroforézu hemoglo-
binu) a molekuldrné genetické analyzy pro mutace v ge-
nech VHL, PHD2, HIF-2¢, JAK2 (V617F a exon 12)
a koncové oblasti EPOR. U dvou déti s normdlnimi hod-
notami EPO a v jednom pfipadé i u matky pacienta (rodi-
¢e druhého nebylo mozné vysetfit) byla nalezena jiz pub-
likovand dominantni posunova mutace v genu EPOR, zpi-
sobujici zkrdcenf cytoplazmatické domény receptoru (49).
Piestoze nemdme informace o vzdjemné piibuznosti obou
rodin, analyza mikrosatelitd v genu EPOR naznacuje, Ze se
miZe jednat o tutéz ,,moravskou‘ alelu stejného ptivodu.
U nékolika dalsich pacientl svéd¢i laboratorni vysled-
ky pro mutace v EPOR nebo HIF drahé4ch, ale v dosud
znamych postiZzenych genech téchto drah mutace naleze-
ny nebyly. Lze pfedpokladat, Ze se jednd o mutace posti-
hujici dosud nezndmé cile v EPOR resp. HIF dréze.

Zavér

Pokrok v pochopeni patogeneze polycytemickych sta-
vii velkou mirou pfispél k celkovému pozndni regulace
normdlni a patologické erytropoézy. Identifikace pficin-
nych mutaci nemoci umoznuje zlepSeni a zpresnéni dia-
gnostiky a mliZze v nemalé mife pfispét i k rozvoji no-
vych terapeutickych pfistupl. BohuZzel, u fady vrozenych
erytrocytdz etiologie nemoci zlstdva i naddle nezndma.
Jednou z pficin je i velkd vzacnost zminénych poruch.
I z tohoto hlediska je proto velmi dilezita spoluprace jed-
notlivych klinik a jejich propojenost s experimentalni a la-
boratorni hematologif.
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