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SOUHRN

Hereditarni trombocytopenie patfi mezi vzacna onemocnéni. V mnoha pfipadech nemocni netrpi vyznamnégjsimi
krvacivymi projevy, a proto mohou byt vrozené trombocytopenie diagnostikovany az v dospélosti. Pri podezieni na
hereditarni etiologii Ize modernimi genomickymi metodami stanovit presnou diagndzu. Predstavujeme kazuistiku mladé
zeny s vrozenou makrotrombocytopenii, u které byla pomoci metody celoexomového sekvenovani charakterizovana
vzacna patogenni varianta ¢.3493C>T v genu MYH9. Pro skupinu onemocnéni zplisobenych patogennimi variantami
MYH 9 je typicka vrozena trombocytopenie s makrotrombocyty a mozny pozdni rozvoj renalniho postizeni, hluchoty
¢i slepoty. VySetfovana Zzena netrpi krvacivymi projevy ani se u ni dosud nerozvinulo jiné orgdnové postizeni. Podle
typu mutace a klinického stavu se u pacientky jednd o Sebastiandv syndrom.

KLIiCOVA SLOVA
dédi¢na trombocytopenie - MYH 9 - Sebastiantv syndrom

SUMMARY

Sykora M., Vrzalova Z., Vondrakova J., Blahdkova l., Trizuljak J., Motan V., Jandova P., Rouckova N., Struskova
M., Pospisilova S., Vonke 1., Doubek M.

Hereditary thrombocytopenia caused by a pathogenic variant of the MYH9 gene diagnosed in an adult woman
Hereditary thrombocytopenias are rare diseases. Patients do not suffer from bleeding in many cases, which is why
inherited thrombocytopenia can be diagnosed in adulthood. If hereditary aetiology is suspected, modern genomic
methods should be performed to specify the diagnosis. We present a case report of an adult woman with hereditary
thrombocytopenia caused by a rare pathogenic variant ¢.3493C>T of the MYH9 gene. Inborn thrombocytopenia
with giant platelets and possible development of renal impairment, hearing loss and cataracts are typical features
of MYHO related disorders. As yet, our patient has not developed either bleeding symptoms or any relevant organ
damage. We believe she has Sebastian syndrome, given the type of mutation and clinical presentation.
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uvob penie je nutné nejdfive podrobné odebrani anamnézy

Trombocytopenie patii mezi nej¢astéjsi priciny kr- (vCetné 1ékové a rodinné) a provedeni fyzikalniho vy-
vacivych stavli. Vmnoha ptipadech je ale sniZeny pocet  Setfeni. Z laboratornich metod stoji na prvnim misté
krevnich desti¢ek ndhodnym nalezem u osob bez hemo- vySetfeni krevniho obrazu z periferni krve s mikrosko-

ragickych projevil. K objasnéni etiologie trombocyto- pickym diferencialnim rozpoc¢tem leukocytl. Zaroveri
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je nezbytné vyloucit pseudotrombocytopenii (zejména
dependentni na kyseliné etylendiaminotetraoctové,
EDTA). Fakultativné lze provést mikroskopické sta-
noveni poctu trombocytl. Dale nasleduje podrobné;jsi
pfeSetfeni pacienta. V ptipadé ndlezu izolované trom-
bocytopenie bez jiné zjiSténé patologie je kliniky velmi
Casto stanovena diagnéza imunitni trombocytopenic-
ké purpury. Pod touto diagnézou mohou byt vedeni
i pacienti s vrozenou trombocytopenii. V nékterych
pfipadech jsou chybné 1éceni kortikoidy nebo imuno-
supresivy. Byly popsany i kazuistiky osob s hereditarni
trombocytopenii indikovanych ke splenektomii [1].
Urcité nalezy (trombocytopenie od détstvi, pozitivni
rodinna anamnéza trombocytopenie nebo krvaceni,
laboratorni zachyt makrotrombocytd nebo mikrotrom-
bocytd) by mély byt podnétem k cilenému vySetieni na
hereditarni etiologii. Tabulka 1 pfedstavuje pfehled
vrozenych trombocytopenii s makrotrombocyty [2, 3].

KAZUISTIKA

Kazuistika se zabyva pfipadem pacientky, ktera
byla ve svych 19 letech odeslana do hematologické
ambulance pro nalez stfedné vyznamné asymptoma-
tické trombocytopenie. Nasledné bylo v zaznamech
praktického lékatfe dohledano, Ze mirna az stfedné
vyznamna izolovana trombocytopenie (50-90 x 10°/1)
byla pfitomna jiz od détstvi. V pribéhu Zivota neby-
ly u pacientky pozorovany zvysené krvacivé projevy.

Obr. 1 Makrotrombocyt u pacientky se Sebastianovym syndromem.
Barveni May-Griinwald a Giemsa-Romanovski, zvétseni 100x
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Achillovy §lachy, probéhla nekomplikované i bez he-
matologické ptipravy. Z osobni anamnézy je nutno zmi-
nit zavaznou peripartalni hypoxickou komplikaci bez
prikazu krvaceni do centralniho nervového systému.
Nasledkem této prihody se u nemocné rozvinula dipare-
ticka forma détské mozkové obrny, mentalni retardace
a sekundarni epilepsie. Lécba antiepileptikem topira-
matem byla ukoncena v 18 letech. V rodinné anamnéze
se neobjevily napadnéjsi hemoragické epizody nebo
trombocytopenie. Pii fyzikdlnim vysSetfeni u pacientky
nebyly shledany krvacivé projevy na kizi a sliznicich
ani jiné znadmky hematologického onemocnéni.

Pri pristrojovém vysetfeni krevniho obrazu byla
v laboratofi zaznamenana izolovana trombocytopenie
(54 x 10°/1) s makrotrombocyty (stfedni objem trombocy-
tu, mean platelet volume, MPV 16 f1). Dal$i parametry krev-
niho obrazu véetné diferencialniho rozpoctu leukocytd
byly v normé. Pfi mikroskopickém vySetfeni natéru
periferni krve v klasickém panoptickém barveni byla
nejen potvrzena pfitomnost makrotrombocytd (obr. 1),
ale také vysloveno podezieni na diskrétni inkluze v cy-
toplazmé nékterych neutrofilnich granulocyta (obr. 2).
Stanovenim trombocytl v citratu byla vylou¢ena EDTA
dependentni pseudotrombocytopenie. Vstupni koagu-
lacni vysetfeni (protrombinovy ¢as - PT, aktivovany
parcidlni tromboplastinovy ¢as - APTT, trombinovy
Cas - TT, fibrinogen, antitrombin - AT) bylo v norme.

.‘
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Obr. 2 Neutrofilni granulocyt u pacientky se Sebastianovym
syndromem. Barveni May-Grinwald a Giemsa-Romanovski,
zvetSeni 100x
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Tab. 1 Prehled vrozenych trombocytopenii s makrotrombocyty, prevzato z [2]

Onemocnéni

MYHO9- related disease

Mutovany gen (lokus) Dalsi projevy vyjma trombocytopenie

MYH9 (22q12)

mozny rozvoj renalniho postizeni, hluchoty, katarakty
(Mayova-Hegglinova anomalie, Sebastianlv syndrom,
Epsteindv syndrom, Fechtnerdv syndrom)

Bernard-Soulier syndrome

GP1BA (17p13)
GPIBB (22q12)
GP9 (3021)

trombocytopatie

gray platelet syndrome

NBEAL2 (3p21)

progredujici myelofibréza a splenomegalie

ACTN 1- related thrombocytopenia

ACTNI (14024)

ITGA2B/ITGB3-related thrombocytopenia

ITGA2B (17021)
ITGBB3 (17021)

TUBBIT-related thrombocytopenia

TUBBI (20q13)

GFl1b- related thrombocytopenia

GFIB (9034)

trombocytopatie, anizocytdéza erytrocytl

PRKACG related thrombocytopenia

PRKACG (9021)

trombocytopatie

TRPM7-related thrombocytopenia

TRPM7 (15021)

tropomyosin 4 related thrombocytopenia TPM4 (19p13)

DIAPHI-related thrombocytopenia DIAPHI (5931) riziko rozvoje hluchoty, tranzientni mirna leukopenie

SRC-related thrombocytopenia SRC (20a11) oblicejové malformace, juvenilni myelofibrdza, splenomegalie, tézka
osteopordza, predcasna ztrata chrupu

FLNA- related thrombocytopenia FLNA (Xp28) mozny rozvoj periventrikuldrni nodularni heterotopie

Agregace trombocytl se zakladnim panelem induktorti
(kyselina arachidonova, adenosindifosfat - APD, epi-
nefrin, kolagen) neprokazala vyznamnou patologii.
K agrega¢nimu vySetfeni byla uzita plazma bohatd na
trombocyty, v jejim vzorku bylo mnozstvi krevnich
desti¢ek v normalnim rozmezi.

Po konzultaci s hematology z Interni hematolo-
gické a onkologické kliniky FN Brno bylo doporuceno
cilené vysetfeni k posouzeni hereditarni etiologie.
Ze zaslanych vzorkl periferni krve pacientky a obou
rodicl byla izolovana DNA pouzitim MagCore Genomic
DNA Whole Blood Kit (RBC Bioscience, USA). Dale bylo
u vzorkl provedeno celoexomové sekvenovani (WES)
podle protokolu SeqCap EZ HyperCap Workflow v 2.1
s vyuzitim chemie od firmy Roche (USA). Pfi vyhod-
noceni WES variant se vychazelo z cilené trioanalyzy
zamérfené na fenotypové projevy u pacientky a také
z predpokladii, Ze se mliZe jednat o autozomalné do-
minantni (AD) nebo recesivni dédi¢nost i s moznosti
vyskytu de novo variant. Na zakladé téchto poznatkl
byl k analyze pouZit cileny virtudlni panel 363 gend,
ktery je asociovan s dédiénymi trombocytopeniemi [4].
Po odfiltrovani synonymnich variant, variant v intro-
nové oblasti a variant s nizkym pokrytim (mensi nez
10 ¢teni), byla u pacientky identifikovana znama he-
terozygotni varianta c¢,3493C>T (p.Argl165Cys) ve 27,
exonu MYH9 genu (referencni sekvence: NM_002473)

(obr. 3). Varianta c.3493C>T pravdépodobné vznikla
de novo, protoZe ani u jednoho z rodi¢ii nebyla dete-
kovana. Jedna se o patogenni a jiz znamou variantu,
u které byla pomoci funkéni analyzy prokazana jeji
kauzalita zodpovédna za Sebastiantiv syndrom [5].
Pfitomnost varianty ¢.3493C>T byla ovéfena pomoci
polymerazové fetézové reakce a klasického sekvenova-
ni. Sekvenacni analyza potvrdila pfitomnost varianty
€.3493C>T v MYHY genu v heterozygotnim stavu pouze
u pacientky.

DISKUSE

Gen MYHY se nachazi na dlouhém raménku 22. chro-
mozomu (22q12.3), sklada se ze 41 exont a jeho délka
je 106,66 kilobazi. Gen MYH9 kéduje protein tézkého
fetézce nesvalového myozinu II A (protein NMHCII A),
ktery je soucasti cytoskeletu ve vétSiné somatickych
bunék. Mimo jiné se tato bilkovina podili na cytokine-
zi, adhezi a udrzovani tvaru bunék. V procesu mega-
karyogeneze zplsobuje patologicky zménény myozin
poruchu maturace megakaryocytu a zejména uvolro-
vani krevnich desticek [6]. V cytoplazmé neutrofild
se tento protein uklada v granulech, které mohou byt
zachyceny ve svételném mikroskopu pii panoptickém
barveni. Jednoznacny pritkaz granuli se zménénym
proteinem NMHC IIA umoziiuje imunofluorescenc¢ni
mikroskopie [7].
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Obr. 3 Vizualizace varianty ¢.3493C>T (9.36295069G>A) v genu MYH9 pomoci Intergrative Genomics Viewer (IGV). Nukleotidova sekvence je
oznacena Cervenym ramem. Sekvenacni ¢teni forward jsou ozna¢eny modre a sekevancéni ¢teni reverse riizovou barvou.

Onemocnéni zptisobend patogennimi variantami
v genu MYH9 (MYH9 related disorders - MYH9-RD), patfi
k nejcastéjsim pricinam vrozené trombocytopenie.
Incidence pfiblizné 3 : 1000 000 je fadi mezi vzacna
onemocnéni [8]. Doposud bylo v HGMD databazi po-
psano 80 raznych variant genu MYH9: 50 bodovych
mutaci, 5 malych inzerci a deleci, 9 sestfihovych
variant, 2 substituce v regulac¢ni oblasti genu, 5 roz-
sahlych deleci a duplikaci [9]. Ackoli se u MYH9-RD
uplatiiuje autozomalné dominantni dédi¢nost, bylo
popsano relativné vysoké procento vyskytu sporadic-
kych pfipadi (cca 35 %), které mohou byt zptisobeny
mutaci de novo, mozaikou zarodeénych ¢i somatickych
bunék [10, 11]. Nemocni s MYH9-RD maji od narozeni
makrotrombocytopenii riizného stupné (od lehké az
po tézkou). U této skupiny onemocnéni nebyla za-
znamenana vyznamnéjsi porucha funkce krevnich
desticek. TiZe a Cetnost spontannich krvaceniu jedin-
cli s MYH9-RD koreluje s po¢tem trombocytli. Pouze
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priblizné 30 % osob trpi spontannimi krvacivymi pro-
jevy, zejména na kiiZi a sliznicich (nadmérna tvorba
modfin, menoragie, epistaxe). Zavaznéjsi nebo Zivot
ohrozujici hemoragie jsou vzacné [11]. V pribéhu
Zivota pacienta s MYH9-RD pocet krevnich desticek
zlstava stabilni. Kolisdni trombocytopenie u jednoho
nemocného mize byt zpisobeno analytickou chybou
méfeni. V nékterych pripadech hematologické ana-
lyzatory fadi makrotrombocyty Kk jinym krevnim ele-
mentlm a vysledny pocet i objem trombocytl je tak
vyznamné podhodnocen. Mikroskopické stanoveni
poctu krevnich desticek je povazZovano za presnéjsi
méfeni a tuto chybu koriguje [3, 12]. U nasi nemoc-
né nebylo vyse zminéné mikroskopické vySetfeni
provedeno. Pfedpokladame, Ze redalny vstupni pocet
trombocytl byl vyssi neZ hodnota zmérena analy-
zatorem. Nasledné nebyla ve vzorku plazmy bohaté
na trombocyty pied agrega¢nim vySetfenim zjiSténa
trombocytopenie. Jsme toho nazoru, ze vysledek
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agregace desticek ndm umoznil vyloucit vétSinu za-
vaznych trombocytopatii.

MYH9-RD je heterogenni skupinou onemocnéni
s pestrym klinickym obrazem. Kromé trombocytopenie
se mohou v pribéhu Zivota postizeného jedince rozvi-
noutizavazné nehematologické projevy. Nejobavané;jsi
komplikaci je proteinuricka glomerulopatie vedouci
k rendlnimu selhani. Dale nemocné miZe postihnout
senzoricko-neuralni hluchota, presenilni katarakta
nebo elevace jaternich testli bez vyznamnéjsi jaterni
dysfunkce. TiZe trombocytopenie a charakter nehema-
tologickych projevil vyznamné souvisi s typem a lokali-
zaci MYH9 varianty. Ve studiich cilenych na korelaci ge-
notyp-fenotyp bylo jednoznacné prokazano, Ze zejména
urcité varianty postihujici hlavi¢ku tézkého retézce
myozinu, jsou spojeny s vysokym rizikem rozvoje téz-
ké trombocytopenie, renalniho postizeni a hluchoty.
Klinicky tyto ptipady odpovidaji znamému Fechtnerovu
syndromu (trombocytopenie, glomerulopatie, porucha
sluchu, drobné inkluze neutrofili) a Epsteinovu syn-
dromu (trombocytopenie, glomerulopatie, porucha
sluchu, bez inkluzi prokazatelnych svételnou mikro-
skopii v cytoplazmé neutrofild) [11]. Na druhé strané
varianty postihujici koncovou ¢ast molekuly tézkého
fetézce myozinu nejsou pri¢inou vyznamnéjsich zdra-
votnich obtiZi u postizeného jedince. Jedna se naptiklad
0 znamé patogenni varianty ve 27. exonu (c.3493C>T -
identifikovana u nasi pacientky) nebo ve 31. exonu
(c.4270G>A). Tyto nalezy koreluji pouze s rozvojem
lehké neprogredujici hluchoty v dospélosti, ale pravdé-
podobnost rendlniho postizeni je velmi nizka [11, 13].
Pripad nasi pacientky klinicky odpovida Sebastianovu
syndromu, ktery zahrnuje vrozenou makrotrombocyto-
penii, drobné inkluze v cytoplazmé neutrofilt a lehkou
hluchotu nastupujici po 40. roku zivota [14, 15]. Blizkou
jednotkou tohoto syndromu je Mayova-Hegglinova
anomalie s Dohleho inkluzemi v cytoplazmé neutro-
filnich granulocytd, jez jsou ve svételném mikrosko-
pu vyraznéjsi nez granula u Sebastianova syndromu.
Ztetelnéjsi rozdil v granulech 1ze pozorovat pomoci
imunofluorescenc¢ni nebo elektronové mikroskopie.
Varianty zpsobujici Mayovu-Hegglinovu anomalii
se nachazeji na 39. nebo 41. exonu genu MYH9. Osoby
s touto jednotkou vétsinou netrpi nehematologickymi
komplikacemi [16, 17, 18].

Trombocytarni transfuzni pripravky se tradicné
uzivaji u pacientti s vrozenymi trombocytopeniemi
Pri1é¢bé zavaznéjsiho krvaceni nebo preventivné pred
invazivnimi zdkroky. U nemocnych s MYH9-RD byly
prezentovany slibné vysledky s agonisty trombopoeti-
nového receptoru. V malych klinickych studiich vice
nez 90 % pacientli odpovédélo na 1é¢bu eltrombopagem

vzestupem poctu trombocytll a tstupem krvacivych
projevi [1, 19]. Kratkodobé uzivani eltrombopagu bylo
rovnéz uspésné v ramci predoperacni piipravy [20].
Bylo publikovano i nékolik kazuistik popisujicich efekt
romiplostimu u pacientdi s MYH9-RD (21, 22].

ZAVER

Ackoli vrozené trombocytopenie patfi mezi vzacna
onemocnéni, urcité klinické a laboratorni nalezy (napf.
pritomnost trombocytopenie od détstvi, pozitivni ro-
dinna anamnéza trombocytopenie ¢i krvacivych obtizi,
mikroskopicky nalez makrotrombocyt) by mély byt
podnétem Kk cilenému vySetfeni na hereditarni etiolo-
gii. O nepoznanou vrozenou trombocytopenii se mtize
jednati tehdy, kdyZ zvaZzovana imunitni trombocyto-
penicka purpura je primarné refrakterni na kortikoidy,
ale mliZe pfiznivé reagovat na terapii trombomimetiky.
V soucasnosti lze modernimi genomickymi metodami
stanovit pfesnou diagnézu mnoha hereditarnich trom-
bocytopenii, vcetné MYH9-RD. Podle typu a umisténi
varianty v genu MYH9 je mozno pfedpovédét prognoézu
pacienta, zejména riziko pozdnich nehematologickych
komplikaci. Pfi potvrzeni pfitomnosti patogenni vari-
anty MYH9 je u pacienta indikovano vySetfeni a sledo-
vani funkce ledvin, sluchu a zraku. V 1é¢bé krvaceni
nebo jako pfiprava pred invazivnimi zadkroky u pacient
s MYH9-RD prtedstavuji agonisté trombopoetinovych
receptord alternativu k trombocytarnim transfuznim
piipravkiim. Tyto moderni 1éky mohou byt pfinosné
pro pacienty s recidivujicimi hemoragickymi projevy.
Dale mohou z trombomimetik profitovat nemocni,
kteti jsou refrakterni na trombokoncentraty nebo kte-
i méli alergickou reakci po jejich podani. Nicméné
v soucasné dobé je uziti trombomimetik u vrozenych
trombocytopenii off-label indikaci a thrada této naklad-
né 1é¢by je podminéna schvalenim od revizniho 1ékate
zdravotni pojistovny.
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Pouzité zkratky

ADP  adenosindifosfat

APTT aktivovany parcialni tromboplastinovy cas
AT antitrombin

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

HMGCD Human Gene Mutation Database
MYH9 myosine heavy chain 9

NMMHC-IIA  nonmuscle myosin heavy chain IIA
PT protrombinovy cas

TT trombinovy ¢as

Podil autorti na pripravé rukopisu

MS - Kklinické vysetfeni pacientky, sepsani textu
ZV - sepsani textu, genomicka analyza

JV - Uprava a revize textu

IB - genomicka analyza

JT - interpretace vysledkl

PJ] - Klinické vySetfeni pacientky, revize textu
VM - revize textu

NR - agregometrie a fotodokumentace

MS - svételna mikroskopie

SP - interpretace vysledki

IV - revize textu

MD - interpretace vysledkd a revize textu
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