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KE KARYOMETRII KREVNICH BUNEK

K. Smetana, H. Klamova, I. Jiraskova, D. Mikulenkova, M. Pluskalova, Z. Hrkal
Ustav hematologie a krevni transfuse, Praha

V klasické hematologické cytologii karyometrie usnadnila stanoveni diferencia¢nich
a maturacnich stadii zejména v ¢ervené a granulocytové fadé. Behem diferenciace krevnich
bunék, jak je obecné znamo, dochazi ke zmensovani bunécnych jader a tim i ke konden-
zaci chromatinové struktury. Soucasné v diferencujicich se krevnich bunkach dochazi i ke
zmens$ovani jadérek s ubyvanim nukleolarni RNA. V minulém stoleti méteni jednotlivych
jader a jadérek bylo provadeéno jednak piimo po kalibraci pomoci okuldrového méfitka,
nebo nepfimo métenim na mikrofotografiich a jesté dfive, na zakreslenych jadrech pomoci
zrcadlového prenosu. Otazka presnosti byla vzdy predmétem velkych diskuzi a ke zkres-
lovani udaji dochazelo zejména pii nepfimém méteni. Proto také ve vétSin€ monografii je
pojednavano o velkych, ¢i malych jadrech a jadérkach, obvykle bez numerickych udaji.

V soucasné dobé bylo méfeni jader a jadernych komponent usnadnéno diky zdoko-
nalenému pienosu a digitalizaci jejich obrazu s naslednym pocitacovym zpracovanim.
Zdokonalena svételné mikroskopicka technika v kombinaci s cilenou cytochemii na
roztérovych preparatech se ukdzala byt vyhodnéjsi nez méteni v fezech a to na svételné,
¢i elektronové mikroskopické urovni, nebot’ umoziuje méfeni celych jader a piipadné
celych jednotlivych jadernych strukturalnich a funkénich kompartmentt. Na fezovych
preparatech, véetné ultratenkych fezi pro elektronovou mikroskopii, je totiz zachycena
jen urcita ¢ast bunécnych jader a jadernych kompartmentd. V nasich studiich modifikaci
snimaciho systému na mikroskopu v kombinaci s poéitacovou technikou bylo umoznéno
pfimé méfeni jader a nukleoll vizualizovanych pomoci cilenych cytochemickych metod
pfi relativné vysokych zvétsenich, tj. kolem 4 000x.

Z nukleolli byla méfena jejich ,t€la“ bez perinukleolarnicho chromatinu. V cervené
fadé byla prokdzana skutecna existence ,,mikroproerytroblasti, které¢ podle velikosti
jader bylo mozno zaradit do skupiny K1/2 erytroblasti. Tyto buniky maji nepravidelna
velka jadérka a podobnou denzitu jako proerytroblasty, avSak jejich jadra maji velkost
odpovidajici ¢asnym K1/2 bazofilnim erytroblastim (early basophilic erythroblasts).
Mikroproerytroblasty tak pfedstavuji tolik diskutovany mezi¢lanek mezi proerytroblasty
a bazofilnimi erytroblasty bez ohledu na to zda je fyziologicky, ¢i patologicky.

V myeloblastech a promyelocytech bylo mozné stanoveni dosud numericky
neuvadénych hodnot priméru jader a jadérek v myeloblastech a promyelocytech. Pfi této
prilezitosti v kombinaci s pocitatovou denzitometrii se také ukazalo, Ze celkové mnozstvi
nukleolarni RNA v téchto bunkach zavisi na velikosti nukleolt a nikoli na jeji koncentraci
v jednotlivych nukleolech. Pfi rozdilné velikosti nukleoli byla totiz jejich denzita po cy-
tochemickém zobrazeni RNA v jednotlivych nukleolech prakticky totozna. Prekvapivé
bylo také zjisténi, ze pramérna hodnota velikosti jader u myeloblasti a promyelocytt byla
prakticky shodné bez rozdilu ve velikosti jejich cytoplasmy. Konecné z vysledki méfeni
také vyplyvalo, Ze heterogenita jader a jadérek u leukemickych blasti a promyelocytt
a tak i heterogenita téchto bun¢k by vlastné mohla byt podminéna tim, Zze jsou v rizné
fazi bunécéného cyklu. V G1 fazi jsou totiz jadérka i jadra nejmensi, jejich velikost pak
v S fazi vzrista a je nejveétsi v G2 fazi. Velikost nukleolt i jader pak by mohla byt vhod-
nym markrem faze bunééného cyklu na tirovni jedné bunky.

Rozdily ve velikosti jadérek v jedné buiice v progenitorech jak Cervené, tak granulocy-



tové fady jesté ukazaly, ze jeden z pritomnych nukleold v bunce je funkéné dominantni.
Ten, diky vétsi velkosti ve srovnani s ostatnimi, obsahuje vétsi poc¢et AgNORU (stiibrem
se barvicich nukleolarnich organizatorti), na jejichz periferii dochazi k pfepisu nové nuk-
leolarni RNA.

Zavérem lze fici, ze karyometrie krevnich bunék i v soucasné dobé a v soucasné
podob¢ mize byt velmi uzite¢nym piistupem ke studiu jejich biologie i patologie a to i na
urovni jednotlivych bunék.

Studie byla z casti podporovana Vyzkumnym zamérem Ministerstva zdravotnictvi
0002373601.

HEMOFILIA A TROMBOFILIA: PORUCHA TOHO ISTEHO GENU
S ROZDIELNOU KLINICKOU MANIFESTACIOU

P. Kubisz, M. Dobrotova, J. Ivankova, J. Stasko, P. Holly
Klinika hematologie a transfuziologie JLF UK a MFN, Martin

Historicky boli znizené hladiny koagula¢ného faktora VIII a IX zndme ako hemofilia A,
resp. B. Zvysena hladina FVIII a FIX je naproti tomu znamou pri¢inou trombofilnych
stavov (trombofilia A® ?, trombofilia B® ?). S rozvojom metéd molekularnej bioldgie bolo v
poslednych rokoch identifikovanych vel’ké mnozstvo mutacii koagulaénych faktorov a inych
hemostazeologicky ucinnych proteinov, ktoré vedu k rozdielnemu, ¢asto protichodnému
fenotypu. Znamym prikladom je FV, kde st na jednej strane niektoré bodové mutacie (FV
Leiden, FV Cambridge, FV Liverpool) pri¢inou vrodenej rezistencie na aktivovany protein
C a na druhej strane je identifikovanych okolo 40 mutacii (napr. FV Casablanca, FV Seoul
2) veducich k vrodenému deficitu FV, manifestujicemu sa ako vrodeny krvacavy stav.
Ciel'om prednasky je nacrtnat’ struény prehl’ad v sticasnosti znamych mutacii u vybranych
koagulacnych faktorov (FII, FV, FVIIL, FIX, FXIII) a dalsich proteinov tcastiacich sa
hemostazy (trombomodulin, von Willebrandov faktor) s dorazom na ich rozdielnu klinickt
manifestaciu (vrodené krvacavé stavy vs. vrodené trombofilné stavy) a na mozny spoloc¢ny
vyskyt u toho istého pacienta.

Pradca bola podporend grantom VEGA ¢. 1/33810/06.
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RESISTENCE NA KYSELINU ACETYLOSALICYLOVOU.

J. Maly, M. Pecka, P. Dulicek, M. Blazek, M. Blaha
11 interni klinika LF a FN Hradec Kralové

V soucasné literatute se diskutuje fada otazek, na které se hleda odpoved.

Jsou vsichni nemocni citlivi k ASA?

Existuje resistence na ASA nebo jde jen o dusledek podddvkovani ASA lékarem ci non
compliance nemocného, ktery lék neuziva dostatecné?.

Jakymi metodami se da resistence zjistovat? Jsme schopni oznacit nemocného s ASA
resistenci?

Jaka je prevalence resistence na ASA?

Ma resistence na ASA klinicky vyznam nebo jde o laboratorni jev?

Je to resistence trvala, prechodnd, ¢i zavisla na davce ASA?

Kyselina acetylosalicylova je bezpochyby je nejstar$im a nejuzivangjs$im lékem, ktery
ma nepochybny protidestickovy efekt. V roce 1838 Rafaele Piria objevil salicylovou kyse-
linu a v roce 1859 Herman Kolb ji syntetizoval V rocel899 Felix Hoffmann syntetizoval
acetylosalicylovou kyselinu. Teprve v roce 1950 bylo prokazano prodlouzeni krvacivosti
po podani ASA a v roce 1970 byl prokazan jeji antitromboticky efekt.

Snahou objektivizovat vliv protidestiC¢kové 1écby u nemocnych s vysokym rizikem ar-
terialnich uzavéru se zabyva fada praci. Vysledky praci na toto téma jsou shrnuty v analyze
287 studii které referovaly o vysledcich 135,000 pacientti s protidestickovou lécbou
proti kontrolam. Bylo porovnano 77,000 pacientii v riznych rezimech protidestickové
1écby. Hlavni sledovanym vysledkem byly : vyskyt zdvaznych cévnich uzavért, dale ne-
fatalni srdecni infarkty, nefatalni ikty nebo timrti na cévni onemocnéni. Vysledky jsou
shrnuty v publikaci: Antithrombotic Trialists’ Collaboration. BMJ 2002; 324: 71-86.

Vysledky sveédc¢i pro tyto zavery:

»  Protidestickova lécka je vhodna u vSech rizikovych nemocnych.

»  Protidestickova lécba snizuje zavazné cévni piihody u rizikovych nemocnych,
srde¢ni infarkt, nefatdlni ikty, transientni ischemické ataky, nestabilni anginu
pektoris, obliterujici aterosklerdzu tepen dolnich koncetin. Dale snizuji rizika
embolie pfi fibrilaci sini a rizika cévnich uzavéri u jinych nemocnych s vysokym
rizikem.

Protidestickova lécba se ma podavat dlouhodobg.

Nizkodavkovana kyselina acetylosalicylova ( ASA) (75-150 mg/ denng) je
stejné ucinna jako vysoké davky ASA .

Antagonisté ADP-receptori jsou jediné, které se ukazuji jako efektivnéjsi nez
ASA /(% odds reduction ).

Kombinace ASA s jinym protidestickovym lékem (clopidogrel , antagonisté
GPIIb/Ila) je pro nemocné vyhodna.

vV vV VY

Inhibice funkce krevnich desti¢ek puisobenim acetylsalicylové kyseliny (ASA) je
zprostiedkovana cestou nevratné inhibice cyklooxygenazy. Tato inhibice je G¢inna jiz pfi
nizkych davkach ASA v denni davce 80 - 160 mg. Monitorovani antiagregacni 1écby po-
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moci acetylsalicylové kyseliny (ASA) nebylo do soucasné doby dobfie proveditelné. Sle-
dovani lé¢by pomoci kolagenové kiivky, pfipadné kiivky ziskané za pouziti adenosindifos-
fatu (ADP) neposkytuje srovnatelné a interpretovatelné vysledky. Navic zjisténé hodnoty
mohou byt ovlivnény ptitomnosti heparinu. V prubéhu let se ukazalo, ze nékteti nemocni
neprofituji z podani ASA a byl diskutovan pojem ASA resistence. Jde dosud o nepiesné
definovany stav, kdy nutno minimalné hovofit o tzv. klinicky vyjadiené resistenci a resis-
tenci laboratorni. Jako klinicka rezistence se oznacuji situace, kdy prevence acetylosalicy-
lovou kyselinou (ASA) nezabranila dal$i trombotické piihodé. Vyhodnéjsi by bylo nazvat
tento jev ,,selhanim 1éCby acetylosalicylovou kyselinou®. Je tieba se uvédomit, ze vSak ne-
musi jit vzdy o ,,nedostate¢nou odpovéd™, protoze inhibice agregace vyvolané napiiklad
trombinem neni ovlivnitelna kyselinou acetylosalicylovou a tedy k trombotické piihodé
muize dojit pfi rozsdhlém aterosklerotickém postizeni i pfi adekvatni inhibici destickové
funkce. Jde tedy o komplexni problém, kde neni ,,vinikem* acetylosalicylova kyselina,
ale jde o disledek progresivniho pribéhu nemoci ¢i jinym zptisobem vyvolanou aktivaci
krevni desticky.

Acetylosalicylova kyselina (ASA) ireverzibiln¢ inhibuje acetylaci cyklooxygenazu-1
(COX-1). Ireverzibilni blokada syntézy vyplyva z toho, ze krevni desticka, jako bezjaderna
Castice nema genetickou vybavu k novotvorbé enzymi potiebnych k syntéze prostanoidd.
Cyklooxygenaza katalyzuje transformaci kyseliny arachidonové uvolnéné z fosfolipidové
vrstvy bunééné membrany v endoteliich cévni stény na intermediarni produkt — prosta-
glandin H,. Tento meziprodukt se pfetvaii plisobenim tromboxansyntizy na tromboxan
A, (TXA,), ktery je hlavnim induktorem shlukovani trombocytli a soucasné vyznamnym
vazokonstriktorem . Inhibici cyklooxygenazy-1 je potladena tvorba prostaglandini a ze-
jména tromboxanu A, K zastavené aktivity COX-1 sta¢i davka kyseliny acetylosalicy-
lové nizsi nez 100 mg. Nova tvorba COX-1 restituuje az s novotvorbou trombocytt. Doba
zivota trombocytu je pfitom asi 7-14 dni. Bézn¢ uzivané chronicky podavané davky ASA
ucinné k potlaceni tvorby TXA, se pohybuji mezi 75 a 325 mg, pii¢emz je prokdzano, ze
nizké i vysoké davky pii chronické medikaci potlacuji téméf stoprocentné tvorbu TXA, .
Podavani nizkych i vysokych davek ASA inhibuje téz tvorbu prostacyklinu, dulezitého
vasodilata¢niho a antitrombotického plsobku, nicméné endotelie jsou schopny rychlé
syntézy COX-1 de novo a obnovi tim tvorbu prostanoida. Aspirin ve vysokych davkach
Tento izoenzym se stava aktivnim zejména po zanétlivé aktivaci endotelu, za fyziologické
situace je ptitomen pouze v malé frakci desti¢ek. Exprese tohoto izoenzymu narusta také
ve chvili nutné rychlé trombocytarni regenerace. V inhibici COX-2 je ASA az 170x méné
ucinna nez v inhibici COX-1. Nutno také zdlraznit, ze vysoké davky ASA mohou mit
antitromboticky ucinek nezavisle na inhibici COX-1, posileném fibrinolytické aktivity,

pusobenim. ASA kromé_piimého protidestic¢kového ptsobeni puisobi na LDL a ovliviiuje
endotelialni dysfunkci u aterosklerotickych nemocnych a oslabuje zanétlivou odpovéd
jako antioxidant. Pusobi i tedy nezavisle na prostaglandinech.

Nova metoda ke sledovani antiagregacni 1écby pomoci ASA vyuziva k vyvolani
agregacni odpovédi kationtové substance propylgallatu (Cationic Propyl Gallate — CPG).
Stanoveni probiha v optickém agregometru za pouziti destiCkami bohaté (PRP) a chudé
(PPP) plasmy. Méfi se vyska maximalni amplitudy (ma), rychlost nabéhu agregacni kiivky
(ms - slope) a doba potiebna k dosazeni 50 % ma (T50). Je - li to mozné zméii se agregacni
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odpovéd’ pred podanim protidestickové terapie (ASA) a pak se provadi pravidelna méteni
v pribéhu terapie, dokud se nedosdhne optimalniho snizeni hodnoty slope. Kontroly po
dosazeni této hodnoty je potom mozné provadét v delsich casovych intervalech. Heparin
do hodnoty 4,0 IU/ml nema vliv na vysledek vySetieni. Pocty desti¢ek pod 100. 10%/1
mohou vyznamné ovlivnit vysledek testu. Nelze stanovit vzorky s chylozni, ikterickou
a hemolytickou plazmou. Pfi¢iny aspirinové resistence nejsou zcela jasné a jeji stanoveni

je diskutabilni. Tabulka 5 ukazuje mozné pfiCiny aspirinové resistence.

Tabulka 1. Faktory ovliviiujici aspirinovou resistenci

KLINICKE
FAKTORY

BUNECNE FAKTORY

GENETICKE
POLYMORFIZMY

Nizké davkovani,
nebo nepravidelné
davkovani ASA

Regenerovana, neinhibovana
cyklooxygenaza 1 v
jadernych bunkach

Polymorfismus COX-1 (alteruje
aktivni misto a brani acetylaci
aspirinem), COX 2, Tromboxan
A, syntetdzy

Non compliace
nemocného

Zvysena exprese COX-2
mRNA

Polymorfismus GPla/lia, Ib/V/
IX, a IIb/Illa receptoru

Poruchy vstirebavani
ASA

Zvyseni noradrenalinu

Polymorfismus kolagenového
receptoru

Interakce s
ibuprofenem
(interakce s acetylaci
ASA)

Tvorba 8-iso-PGF, .

Polymorfismus receptoru pro v
Willebrandtv faktor

Akcentace
shlukovani destic¢ek
zevnimi faktory
(koufeni, stres)

zvySeny obrat desticek

v kostni dfeni jako odpoved
na stres (naptiklad po
aortokoronanim bypassu)

Polymorfismus faktoru XIII
Val34Leu, ktery vede k inhibici
aktivace faktoru XIII pii 1é¢bé
ASA

Cévni uzavéry,
které nevznikaji

na podkladé
aterotrombozy
(embolizace,
vegetace, nadorové
hmoty, umélé latky)

Zvysena senzitivita desticek
na kolagen a ADP

Arteritidy

Aktivace desti¢ek naptiklad
aktivitou Cervenych krvinek

Tak jako se obtizné definuje aspirinova resistence, je obtizné jeji laboratorni stanoveni.
Podle pouzitych metodik ve studiich se 1isi i jeji prevalence.
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Tabulka 2. Vybrané studie a laboratorni testy sledujici zjist'ujici resistenci na ASA

STUDIE DAVKA METODA KRITERIA ASA | PREVALENCE

ASAVMG |STANOVENI ASA RESISTENCE | ASA
RESISTENCE RESISTENCE

Nemocni po 325 krvacivost Neprodlouzeni 43%

aortokoronanim krvacivosti

bypassu (Buchanan

et al)

Nemocni se stabilni 325 PFA 100 + ADP a Normalni ¢as 9,5%

ischemickou kolagenova agregace po kolagenu a

chorobou srde¢ni adrenalinu

(Gumm et al)

Nemocni po nahlé 325 Agregometrie, ADP, EPI, 25%
cévni piihodé Col, ARA

mozkové (Helgason

et al)

Nemocni se stabilni 160 PFA 100 Closure time 29,2%
anginou pektoris <185 sec

(Macchi et al)

Nemocni se stabilni ASA 160 PFA 100 Closure time 1,36
anginou pektoris ASA 75+ <196 sec 2,4
(Andersen et al) Coumadin

Nemocni se stabilni | 325 Ultegra- RPFA ARU > 550 23,0%
anginou pektoris

(Wang et al)

Nemocni po elektivni | 80-325 Ultegra- RPFA ARU > 550 19.2%

PCI (Chen et al.)

Nemocni po nahlé 325 Mocova koncentrace 11- | ZvySeni oproti Prevalence
cévni piihodé dehydrotromboxanu B, | kontrolni skupiné [ nestanovena
mozkové (Eikelboom

et al)

Legenda: PFA 100 — platelet function analyser, RPFA — rapid platelet function analyser

Na vice souborech bylo prokazano, ze nemocni s resistenci na ASA maji vétsi Cetnost
fatalnich i nefatalnich koronarnich ptihod nez respondefi. Resistence na ASA je ovazovana
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za novy rizikovy faktor arterialni trombodzy (5, 7, 8). Jednou z moznosti jak obejit
ASA resistenci by mohlo byt pouziti protidestiC¢kovych 1éki, které neblokuji syntézu
prostaglandini. Thienopyridiny blokuji ADP a inhibuji vazbu na fibrinogen pomoci
receptoru GPIIb/I11a, ale na GPIIb/I1la ptimo neptisobi .Inhibice ADP indukované agregace
je 50-60% po 4-6 dnech. Dochazi i k blokadé uvolnovani ADP z denznich granuli a tim
se blokuje sekundarni agregace vyvolanou Ca*" a serotoninem a release z velmi denznich
granuli (alfa) (trombospodin a fibrinogen).

Tabulka 3. Laboratorni testy pouZivané k méieni protidestickového ptisobeni ASA

Test Metoda Vyhody Nevyhody
Agregace Optické metody Dobréa korelace s | Nespecifické
desticek klinikou Nejasna senzitivita

Laboratorn¢ obtizné zavislé
na interpretaci

Agregace Poloautomatické Jednoduché, Nespecifické
desticek méfeni aktivity rychlé Nejasné senzitivity
destic¢ek (PFA 100, Nejasné korelace s klinikou
Ultegra RPFA)
Krvacivost Vysetfeni kapilarni Jednoduché Nespecifické
krvacivosti z fezu pouzitelné Nesenzitnivni
snadno Z4vislé na provedeni
Omezena
reprodukovatelnost
Nejasné korelace s klinikou
Tvorba Vysetieni metabolita | Korelace s Nejasné specificita
tromboxanu | tromboxanu v moc¢i | klinikou Nejasna senzitivita

Nejasna reprodukovatelnost

Na nasem pracovisti jsme se také zabyvali ASA resistenci. VySetfili jsme 342 nemocnych
s ischemickou chorobou srde¢ni, ktefi brali 100 mg ASA denné pomoci agregace po
kationickém propylgallatu (CPG) a pomoci vySetfeni primarni hemostazy na pfistroji PFA
100. Pii davee 100 mg ASA byla prevalence resistence po CPG u nemocnych s ICHS
12,1% a prevalence pomoci PFA 100 15,3%. Pfi titraci davky u nonrespondentti (zvyseni
na 200 mg) vede ke snizeni poctu resistentnich nemocnych na 7,6%. Naopak 20%
nemocnych citlivé reaguje na nizsi davky nez 100 mg ASA. Domnivame se, Ze vySetfeni
ASA resistence zfejmé odhaluje destickovou hyperaktivitu.
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ANEMIE PRI ONKOLOGICKYCH OCHORENIACH
T. Lipsic
HTO-Klinika laboratornej mediciny — OUSA, LFUK, TU, VS§ZaSP. Bratislava

AOD - anémia pri onkologickych ochoreniach vystupuje stale viac do popredia ako
zavazny problém pre jej vysoku prevalenciu ale aj pre Casté diagnostické omyly, u znacnej
Casti pripadov aj neadekvatnu a neucinnu terapiu s naslednym znizenim efektivnosti
onkologickej terapie a znizenim kvality Zivota pacienta.

PATOFYZIOLOGIA: Anémia pri onkologickom ochoreni je imunitne podmienenym
syndromom rezultujucim z komplexnych interakcii medzi bunkami tumoru a imunitnym
systémom. Patologicka aktivacia makrofagového systému a nasledna zvysena expresia
niektorych zapalovych cytokinov spdsobuje supresiu erytroidnych buniek, nedostatocnt
produkciu erytropoetinu, multifokalne poruchy metabolizmu Zeleza a skratené prezivanie
erytrocytov. Bunky tumoru mozu produkovat’ proinflamacéné cytokiny a volné radikaly
poskodzujuce erytroidné progenitory a iné tkaniva. Na anémii sa mozu podielat’ epizody
krvécania, infiltracia kostnej drene bunkami tumoru, malabsorbcia, malnutricia, (deficity),
splenomegilia, orgdnové dysfunkcie (rendlna, iné), radio- a chemoterapia.

DEFINICIA: anémia mierneho aZ vyrazného stupia z defektu erytropoézy, metabolizmu
zeleza, strat-deStrukcie erytrocytov a z inych pridruzenych s tumorom asociovanych
pricin.

PREVALENCIA: vyskyt anémie pri onkologickych ochoreniach je vysoky a dosahuje
30-55% - je jednou z najcastejSich pri¢in anémie pri chronickom ochoreni

DIAGNOSTIKA

Klinické vySetrenie a anamnéza s odrazom symptomatologie zakladného ochorenia, ¢asto
v kombinacii so symptomami anémie, niekedy st v popredi len symptomy anémie.
Laboratorne vySetrenia - komplexné vySetrenie zahrnuje numerické a morfologické
hematologické vySetrenia, profily zeleza, pecene, obliciek, tu- a zdpalovych markerov.
Laboratorne vySetrenia - diagnostické spektrum je podobné ako pri anémii z deficitu zeleza
(IDA) alebo anémii pri chronickom ochoreni (ACD).

Konfiguracia je casto charakterizovand mikrocytovou hypochrémnou anémiou,
hypoferémiou a hypotransferinémiou, hyperferitinémiou a pritomnostou tu-markerov
a reaktantov akutnej fazy. Ostatné parametre st urCované typom a fazou zakladného
ochorenia.

Instrumentélne — in-vivo vySetrenia - podl'a potreby su indikované in vivo zobrazovacie
(USG, CT, NMR, PET) a iné postupy.

Konfiguracie parametrov su variabilné Struktarou, kvalitativne aj kvantitativne

ZAVER:

Etiologia a patogenéza anémie pri onkologickom ochoreni je multifaktoridlna. Komplexny
pristup k anémii predchadza zanedbanej diagnostike, vedie k detekcii ochorenia a uréeniu
jeho etiopatogenézy - prispieva k spravnej, vcasnej a efektivnej terapii. Kontinualne
monitorovanie a terapia anémie pri onkologickom ochoreni su zakladnym predpokladom
efektivneho riesenia.
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CO STANOVUJI TESTY NA D-DIMER?

J. E. Dyr
Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Stanoveni D-dimeru vyuziva specifické protilatky pro stanoveni struktur, které se
vytvareji pti vzniku a/nebo proteolytické degradaci fibrinu. Tyto struktury v krevnim recisti
,-nove“ vznikaji, jsou to nové antigenni determinanty (epitopy) a byvaji proto oznaovany
jako neoepitopy. Nové struktury vznikaji pfi odstépovani fibrinopeptidii A i B z fibrinogenu
katalyzovaném trombinem, pii polymeraci fibrinu i pfi tvorbé novych kovalentnich vazeb
katalyzovanych aktivovanym koagulacnim faktorem Xllla, které spojuji intramolekularné
gama fetézce fibrinu (tvoii se pomérné velmi rychle) a alfa fetézce fibrinu, které vznikaji
vyrazné pomaleji (v hodinach).

Protilatky v jednotlivych komer¢nich testech rozeznavaji rizné struktury.
Vétsina pouzivanych protilatek nereaguje s fibrinogenem a reaguje s izolovanym proteo-
lytickym fragmentem stabilizovaného fibrinu, tzv. D-dimerem. Tento fragment se sklada
ze dvou kovalentné spojenych (enzymatickym piisobenim aktivovaného faktoru XIlla) D-
domén pochazejicich ze dvou riznych molekul fibrinogenu. Samotny D-dimer se v cirku-
lujici krvi nevyskytuje, je vzdy soucasti nékterého z celé fady rizné velkych fibrinovych
derivati s molekularni hmotnosti vétsi nez 2 x 10° daltond. Na t&chto derivatech mohou
byt jednotlivé neoepitopy rizné dostupné (reaktivni) a jsou zastoupené v riznych poctech.
Nékteré protilatky reaguji s konformacnimi neoepitopy, které vznikaji pii polymeraci fibri-
nového monomeru a které se vyskytuji i v ,,nestabilizovaném* fibrinu.

Charakter, velikost a mnozstvi fibrinovych derivata jsou urCovany tim, jaky fibrin
(tloustka a uspotradani fibrinovych vléken) a jak (¢im) byl fragmentovan (degradovan). Fi-
brinolyza je zavisla na vazbé aktivatord i inhibitort a na struktufe fibrinu. Strukturu fibrinu
ovlivityje fada faktorti, nejvyraznéji samotna koncentrace trombinu (obr.1). Se stoupajici
koncentraci trombinu se zmensuje tloustka fibrinovych vlaken. Plasmin (mechanismem,
ktery je podminén jeho specifickou doménovou skladbou) z fibrinu jednotlivé degradacni
fragmenty ,,vystfihuje”. Z tenéich fibrinovych vlaken se tedy tvoii mensi degradacni
produkty.

Pouzivané protilatky se vyznamné lisi také ve specificité, avidite a afinité. Lisi se také
uspofadani imunotestd a proto obecn¢ plati, ze jednotliva stanoveni D-dimert se mohou
lisit a mohou spise vyloudit pfitomnost fibrinovych derivati nez ji potvrdit.

Moznosti standardizace stanoveni D-dimeru jsou priibézné posuzovany komisemi Inter-
national Society of Thrombosis and Haemostasis (ISTH), ktera provedla opakované nékolik
mezinarodnich srovnani. Reaktivita komercnich kit se velmi lisi a neni pravdépodobné,
ze bude stanoven mezinarodni akceptovany standard D-dimeru. Na druhé strané je
skutecnosti, ze velka vétsina komercnich kit vyhodnoti klinické vzorky s vysokym obsa-
hem D-dimeru jako patologické.

Je ziejmé, ze velka cast fibrinogenovych molekul, které jsou konvertovany do fibrinu
neni kompletné degradovana na D-dimer. Proto je vhodnéjsi vyjadfovat mnozstvi stano-
vovaného D-dimeru v ng/mL a ne v riiznych tzv. fibrinogenovych ekvivalentnich jenotkach
(fibrinogen equivalent units, FEU).
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Obr.1. Skenovaci elektronova mikroskopie fibrinu, délka Gsecky 0,5 um koncentrace
vychoziho fibrinogenu, 1 mg/mL; trombinu, A, 0,1 NIH u/ml, B, 5 NIH u/ml.
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HEREDITARNI HEMOCHROMATOZA

J. Novotny, Z. Cech, M. Penka
Oddgéleni klinické hematologie FN Brno

Uvod. Zelezo je biogenni prvek, vyskytujici se ve viech Zivych buiikach od
jednobunéénych organizmt (bakterie, kvasinky) az po savce. Atom zeleza je schopen
velmi snadno vazat i uvolnovat elektron, cehoz zivé bunky vyuzivaji v celé fadé vitalnich
biochemickych reakci. Na druh¢ strané nadbytek Zeleza ohrozuje organizmus generaci tox-
ickych volnych radikala, které mohou oxidaci poskozovat proteiny, lipidy i nukleové ky-
seliny a zpUsobit tak zdvazné poskozeni az smrt bun¢k. Hereditarni hemochromatéza byla
popséana v 19. stoleti jako tzv. bronzovy diabetes. Slo o plné vyjadienou penetraci vrozené
dispozice k pretizeni zelezem s postizenim parenchymatéznich organd, srdce, kloubt,
ktze a endokrinniho systému. Hlavni kandidatni gen pro hemochromatézu byl popsan
az v roce 1996 Federem a kol. a byl nazvan HFE. Bylo popsano jiz pfes tficet mutaci i
polymorfizmi HFE genu, z nich nejcastéjsi jsou bodové mutace C282Y, H63D a S65C.
Mutace C282Y tvoii nejfrekventnéjsi geneticky zaklad pro hemochromatézu v bélosské
populaci - frekvence heterozygoti zde obnasi 5 — 12%, homozygotni stav C282Y lze
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detekovat az u 80% bélosskych pacientd s hereditarni hemochromatézou. Klasicka HFE
hemochromatéza piedstavuje autozomalné recesivni onemocnéni s inkompletni penetraci
(1-50%). Byly vsak popsany i mutace v dalSich genech, kodujicich proteiny regulace me-
tabolizmu zeleza, které zapficiiiuji vrozenou dispozici k pfetizeni organizmu zelezem pod
obrazem tzv. non-HFE hemochromatéz.

Soubor nemocnych a metodika. V molekularné biologické laboratofti OKH FN Brno
bylo od roku 2004 vysetieno 433 pacientd s podezienim na hereditarni hemochromatozu.
Mutace HFE C282Y byla detekovana pomoci PCR s naslednym S$tépenim restrikéni
endonukleazou Rsa I, mutace H63D pomoci PCR s naslednym $tépenim restrikéni
endonukleazou Mbo I.

Vysledky. Vyse uvedenymi metodikami bylo nalezeno 23 (5.3%) homozygoti HFE
C282Y a 23 (5,3%) dvojitych heterozygott HFE C282Y/H63D.

Diskuze. Frekvence vyskytu hereditarni hemochromatozy v bilé evropské populaci je
udavana mezi 1:200 az 1:400 obyvatel. Vysoky podil homozygotii HFE C282Y a dvojitych
heterozygoti HFE H63D/C282Y v nami vySetieném vzorku pacientl 1ze vysvétlit selekei,
jelikoz nejde o obecnou populaci ale o 1ékafi cilen¢ vybrané nemocné, vétsinou na bazi
hypersiderémie a/nebo hyperferitinémie.

Zavér. V populaci cilené na hereditarni hemochromatoézu vysetienych nemocnych 1ze
ocekavat vyssi vyskyt mutaci HFE genu nez v obecné populaci. V nami vysetiené skupiné
pacientii byla zjisténa frekvence genotypu zapficifiujicich vrozenou dispozici k pretizeni
organizmu zelezem cca 10%.
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Currently used anticoagulants such as unfractionated and low molecular heparin (UFH,
LMWH), and warfarin derivatives, although generally effective in prevention and treatment
of thromboembolic arterial and venous conditions, have several shortcomings including:
compliance, delivery, efficacy and safety in various disease settings. For these reasons
new anticoagulants are being developed to inhibit blood coagulation at several steps.
Agents that target an initiation phase of coagulation such as a recombinant tissue factor
pathway inhibitor (rTFPI), nematode anticoagulant peptide (NAPc2), active site-blocked
factor Vlla (FVIlai), antibodies against TF and RNA aptamer (a high affinity nuclease
resistant RNA ligand) mainly inactivate tissue factor/factor VIla complex. Propagation
phase of thrombus formation is targeted by various indirect, direct and bimodal inhibitors
of factors IXa, Xa, VIIla or Va, including: RNA aptamer, fondaparinux, indraparinux, tick
anticoagulant peptide (TAP), antistatin (ANT), antithrombin-heparin covalent complex
(ATH). All these agents are expressing mostly an anti-FXa activity except RNA aptamer
with anti-FIXa activity. TAP, ANT, RNA aptamer, and ATH have not progressed beyond pre-
clinical animal testing. Stimulators of the protein C (PC) pathway also belong to this group
due to the ability of APC to down regulate thrombin generation. These include natural, or
recombinant proteins such as PC, activated PC (APC), soluble thrombomodulin (ST) and
low dose of thrombin (Flla) and mutant thrombin (MFII without pro-coagulant activities
but with high affinity to PC). These compounds have shown promising results in animal
models of thrombosis and sepsis. Interestingly, APC had no impact on outcome of sepsis
in pediatric population. Though APC is now approved for the treatment of severe sepsis in
adults therapeutic benefits of this agent have been recently questioned. Lastly, inhibitors of
thrombin activity mostly include either indirect (e.g. heparin mimetics, fucoidans), direct
thrombin inhibitors (e.g. hirudin, argatroban, melagatran, dabigatran, and bivalirudin), or
bimodal agents (with both direct and indirect mechanism of action, e.g. ATH). Many of
these anticoagulants are either in pre-clinical (ATH, fucoidans) or clinical (dabigatran)
development, or already approved for clinical use (fondaparinux, bivalirudin).

Although progress has been made many obstacles still remain, including: antidote
availability, side effects and cost-effectiveness of many new agents. In addition, an emerging
novel area of investigation involves coagulation-independent activities of Flla, FXa and
TF, their activated natural inhibitors (HC II and AT) and respective pharmacological
antagonists, particularly in processes such as wound healing, inflammation, angiogenesis,
mitogenesis and cell survival, signal transduction and cancer. Future studies will shed
more light on the therapeutic consequences of these findings.
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THROMBOSIS AND HEMOSTASIS

Hemostatic plaque formation represents a physiological response to the vessel wall
injury, which limits loss of blood. A highly regulated balance between endogenous pro-
(e.g. thrombin) and anticoagulant influences (e.g. antithrombin), as well as a fibrinolytic
mechanisms (e.g. plasmin, antiplasmin) ensures a measured response to vascular
discontinuity by the elements of blood and the extravascular environment, all of which
could be significantly affected by pathological processes (atherosclerosis, inflammation
and cancer) as well as medical intervention (surgery, extracorporal circulation or indwelling
catheters and medication) (Friedman, 1987, Colwell, 2006; Adess, 2006). Indeed, various
elements of the Virchow’s triad could be involved in aberrant blood clotting including:
(i) blood hypercoagulability, (ii) blood stasis and (iii) vessel wall injury, with differential
mechanisms being engaged in each case under either low shear (venous) or high shear
(arterial) conditions (DeWood, 1980, Lensing, 1999; Schoni, 2006, Bosler, 2006, Adess,
2006).

This considerable complexity necessitates a corresponding sophistication in
anticoagulant treatment approaches aimed at restricting/eliminating aberrant clotting
events, while retaining efficient systemic hemostasis. For instance, major orthopedic
surgery, namely hip and knee replacement, is often associated with deep vein thrombosis
(DVT) and pulmonary embolism (PE) where thrombi are composed of rich fibrin networks
containing blood cells (Colwell, 2006, Liu, 2006). On the other hand arterial thrombi, such
as those formed around atherosclerotic plaques are mainly composed of platelet aggregates
embedded in the fibrin mesh (DeWood, 1980). Although related to the hemostatic disfunction
each of these pathologic processes has its own specific nature and dynamics the latter often
leading to distinct medical emergencies, such as DVT, pulmonary embolization (PE), acute
myocardial infarction (AMI) or thromboembolic stroke (TES).

CLASSICAL ANTICOAGULANTS

Optimal resolution of diverse thromboembolic conditions (arterial and venous) are only
partially met by classical anticoagulants (Hirsh, 2003; Levi, 2005; Bates, 2006). Of those,
low molecular weight heparins (LMWHs) and unfractionated heparin (UFH) are presently
used for prevention and treatment of most patients with thromboembolism (Hirsh, 2003,
Kearon, 2006). Both agents are not always fully effective and their use is often associated
with complications, such as spontaneous bleeding, re-currency of thrombosis after
treatment termination and heparin induced thrombocytopenia (HIT) (Hirsh, 2003; Bates,
2006). Long-term antithrombotic strategy is presently met, to some degree by coumarin
(warfarin) derivates even though they require time-consuming and expensive coagulation
monitoring tests, due to their narrow therapeutic window and interaction with diet or
concomitant medication (Hirsh, 2003). For these reasons new anticoagulants are being
developed. These agents are designed to target critical steps in the coagulation process,
namely: (i) initiation, (i1) propagation and (iii) the final burst of thrombin activity in hope
to alleviate shortcomings of classical anticoagulants, as well as improve antithrombotic
efficacy, while preserving hemostasis.
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EMERGING ANTICOAGULANTS

Inhibitors of the initiation phase of coagulation

Since tissue factor (TF) plays a significant role in initiation of coagulation associated
with many diseases such cancer, atherosclerosis and inflammation its inhibition has been a
focus of intensive research (Wojtukiewicz, 2001, Igbal, 2002; Yu, 2004, Lwaleed, 2006, Rak,
2006; Viles-Gonzalez, 2006). Agents that inhibit TF initiated phase of coagulation include
recombinant tissue factor pathway inhibitor (rTFPI), nematode anticoagulant peptide
(NAPc2), active site-blocked factor VIla (Factor VIlai), RNA aptamer (an small RNA-
oligonucleotide), and TF targeting antibodies. Of those rTFPI (tifacogin) was promising
in pre-clinical animal testing, but offered no benefit in reducing all-cause mortality at 28
days in patients suffering from severe sepsis (phase III clinical trials) (Creasey, 1993;
Bajaj, 1997; Abraham, 2001, 2003; Matyal, 2005). Presently tifacogin is being evaluated
in patients with severe community acquired pneumonia. The frontrunner in this regard
is an activated protein C (APC) achieving promising results in clinical testing (Manns,
2002). NAPc2, an 85 amino acid anticoagulant protein extracted from canine round worm
Ancylostoma caninum binds to non-catalytic sites of factor X and Xa and blocks the activity
of the TF/VIla/Xa complex (Stassens, 1996). NAPc2 was effective in prevention of venous
thromboembolism after elective knee replacement, though when compared to historical
controls it was not different in efficacy/safety than LMWH (Lee, 2001, 2003). This agent
is also being tested in several phase II clinical trials involving patients suffering from
unstable angina, non-ST-myocardial infarction and coronary angioplasty (PTCA) where
it is co-administered with aspirin, clopidogrel, heparins (UFH, LMWH) or GPIIb/Illa
inhibitors. However, the long half-life of INAPc2 (50 hours) may present a safety concern
in some clinical settings. An active site inhibited Factor V1la (FVIlai) acts as a competitive
inhibitor of TF-dependent activation of factors X and IX. While effective in pre-clinical
testing, its clinical assessment as an antithrombotic agent has thus far been disappointing
when compared to heparin in MI, PTCA, and other medical conditions (Jang, 1995;
Harker, 1997, Giesen, 1999, Lincoff, 2000). Lastly, a new inhibitor of FVII/FVIla was
isolated from a combinatorial RNA library, as an active aptamer. This new high affinity,
nuclease-resistant RNA ligand binds specifically (like monoclonal antibodies) to factor
VII/VIla thus preventing assembly of a functional FVII/TF complex. The major advantage
of this agent is that its anticoagulant activities could be fully reversed by a specific antidote
(Rusconi, 2000; Nimjee, 2005). This agent is currently in pre-clinical testing.

Inhibitors of propagation of blood coagulation

This group of agents includes novel inhibitors of factors 1Xa, Xa, Villa or Va. Of
those, factor IXa with blocked active site (FIXai) competes with the natural factor IXa
for access to the tenase complex on the surface of activated platelets. Indeed, in a canine
model of coronary injury, factor IXai was shown to attenuate thrombosis (Benedict, 1991).
Monoclonal antibodies against factor 1X/IXa also exhibited antithrombotic activity,
notably in a rat arterial thrombosis model (Bajaj, 1985; Feuerstein, 1999). Although
promising in pre-clinical animal models of arterial thrombosis and in some phase I studies,
both agents have yet to undergo further assessment and development. A new orally

33



available factor IXa inhibitor TT889, after successful completion of phase I is currently
in phase II clinical evaluation (Eriksson, 2006a). A novel RNA aptamer against FIXa has
been developed, as well. Anticoagulant activity of this agent could be fully reversed by
a specific complementary small nucleotide. So far, pre-clinical testing on animal models of
thrombosis and cardiopulmonary bypass show excellent antithrombotic efficacy (Rusconi,
2002, 2004, Nimjee, 2006).

Propagation of thrombosis can also be controlled by stimulators of the protein
C pathway. These agents activate or supplement endogenous protein C (APC) and its co-
factor protein S that in turn inactivate factor Va and VIlla, both key components of intrinsic
tenase and prothrombinase (Norstrom, 2006, Varfaj, 2006). In this regard, natural protein
C (PC), activated protein C (APC) and soluble thrombomodulin are in the most advanced
stages of testing. Protein C and APC are available in both plasma-derived and recombinant
forms. In patients with meningococcaemia, or severe sepsis treated with PC concentrate,
reduction in morality was reported when compared to placebo (Ettinghausen, 1999; White,
2000). Subsequent clinical trials expanded and confirmed previous observations reporting
a significant reduction (~19%) in death in adult patients with severe sepsis treated with iv
recombinant APC (Bernard, 2001; Manns, 2002). Despite the fact that the rate of major
bleedings increased when compared to placebo the APC [dotrecogin and recombinant
human activated protein (thAPC)] has been licensed in North America for adult patients
with severe sepsis with failure of at least two organs. Other studies have also confirmed
bleeding tendencies associated with APC therapy (Vincent, 2005). Surprisingly APC had
no effect on a mortality rate but increases rate of major bleedings in patients with severe
sepsis with low risk of death (4braham, 2005). Furthermore when APC treatment was
compared to placebo in children with severe sepsis, the trial had to be stopped prematurely
due to the lack of benefit at interim evaluation (Bates, 2006). Based on these and recent
studies the role of APC therapy in patients (adults and children) with sepsis has been
questioned (Gardlund, 2006). Soluble form of thrombomodulin (ST) has been developed
to binds Flla and while in complex with Protein S it will activate PC. In animal models
recombinant ST has shown antithrombotic effect, but the drug half life of 2-3 days after
subcutaneous injection represents a significant consideration (Gomi, 1990, Aoki, 1994).
When used for thromboprophylaxis in patients undergoing elective hip arthroplasty ST
in higher dose produced increase in major bleedings (when compared to a lower dose),
however no venographically detected DVT, or symptomatic PE was observed (Kearon,
2005). Further clinical trials are needed to compare an efficacy safety profile of ST to that
of LMWH or fondaparinux in thromboprophylaxis. Interestingly, low doses of thrombin,
as well as mutant thrombin (without coagulant activity) when infused into animal models
of thrombosis result in formation of TM/APC complexes providing safe and effective
anticoagulation (Wu, 1991; Cantwell, 2000; Marzec, 2005).

Factor Xa inhibitors express their anticoagulant activity either indirectly via antithrombin
(AT) or directly by inactivating the catalytic site of factor Xa, or by both modes of action
combined — himodal mechanism (Bates, 2006, Klement, 2006). In the first instance indirect
FXa inhibitors form a complex with AT first and then bind/inactivate soluble factor Xa.
However, several in vitro and in vivo studies have suggested the inability of these agents
to block ‘bound’ (platelet-associated) FXa activity (Brufatto, 2001; Rezaie, 2001). Typical
examples of this group of agents are synthetic pentasaccharides such as fondaparinux and
idraparinux (a hypermethylated derivative of fondaparinux). Due to their short carbohydrate
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chains these agents could only bridge AT to Xa, but not to thrombin (FIIa). Due to this mode
of action only generation (but not activity) of thrombin is inhibited. Because these agents
do not interact with other plasma proteins, platelet factor 4 (PF4), or platelet surfaces they
induce a predictable anti-Xa response (100% bioavailability vs. 80-90% of that of LMWH
after subcutaneous administration) (Bates, 2006). Although recent study has suggested that
fondaparinux may provoke formation of anti PF-4 antibodies, there is no clinical experience
suggesting that its administration would facilitate heparin-induced thrombocytopenia (HIT)
(Warkentin, 2005, Savi, 2005; Kovacs, 2005). Current clinical evidence suggests that
fondaparinux might be used as an alternative anticoagulant in patients with history of HIT
(Hassel, 2005). Half-life of fondaparinux and idraparinux is 17 and 80 hours, respectively
vs. 4 hours of LMWH (Herbert, 1998; Boneu, 1995). Both agents are not neutralized by
protamine sulfate, an antidote for UFH (with partial neutralizing activity against LMWH)
(Walenga, 2002). Unfortunately due to the absence of an antidote and long half-life, the use
of idraparinux in the clinic may be somewhat limited. When fondaparinux was compared
to enoxaparin for thromboprophylaxis after hip fracture surgery, or elective knee, or hip
arthroplasty (meta-analysis of four phase I1I trials), the risk of venous thromboembolism was
significantly reduced by approximately 55% (Bauer, 2001, Eriksson, 2001; Lassen, 2002;
Turpie, 2002a,b). 1t has been suggested that such benefit may be in part due to an early drug
administration after surgery (6 hours vs. 12 to 24 hours delay in the case of enoxaparin). This
circumastance may also explain an increase in major bleeds when compared to enoxaparin
(Turpie, 2003). Interestingly, prolonged administration of fondaparinux (from one to four
weeks) following surgery for hip fracture significantly reduced a composite incidence of
DVT (by routine venography) and symptomatic venous thromboembolism from 35% to
1.4% (Eriksson, 2003). When fondaparinux was compared to LMWH (dalteparin) in the
context of thromboprophylaxis in both medical and surgical patients, former agent was as
(or more) effective as was administration of dalteparin, and without exacerbation of major
bleeding complications (Agnelli, 2003, 2005a,; Turpie, 2005a; Cohen, 2006;). In patients
suffering from DVT or PE fondaparinux produced therapeutic outcomes comparable to
those of UFH, or LMWH (MATISSE Investigators, 2003; Buller, 2004). When fondaparinux
was used for the treatment of patients with unstable angina and non-ST-segment elevation
myocardial infarction it was as potent as enoxaparin at preventing death, new infarction and
ischemia, but the rate of clinically important bleeding was lower (Yusuf, 2006a; McClanahan,
2006). When combined with alteplase (ALT) for treatment of patients suffering from acute
myocardial infarction (AMI) with elevated ST-segment, administration of fondaparinux was
associated with patency rate similar to that induced by UFH with ATL therapy (Yusuf, 2006b).
Interestingly, both treatment strategies in this trial were associated with similar bleeding
rates. In a phase II dose-finding trial idraparinux (once a week sc.) was compared to warfarin
therapy in patients with proximal DVT following initial treatment with enoxaparin for one
week (PERSIST Investigators, 2004). There were no significant differences between these
treatments in the rates of normalization of ultrasonography and lung perfusion scanning,
while unacceptably high rates of major bleeding were associated with high doses (10 mg)
of idraparinux. Indeed, an excess of bleeding was the reason for premature termination of
the phase III study comparing once weekly idraparinux with warfarin in patients with atrial
fibrillation (Bates, 2006).

Direct FXa inhibitors: This group of anticoagulants includes many new agents such
as tick anticoagulant peptide (TAP), and antistasin (ANT), proteins originally isolated
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from the soft tick and Mexican leech, respectively (Dunwiddie, 1989; Viasuk, 1993).
Both agents are available in recombinant forms, however their development beyond
animal testing was stopped due to their antigenic nature. On the other hand, synthetic low
molecular weight inhibitor, DX-9065a has shown promise in animal models of thrombosis
and in patients with stable coronary artery disease (a phase I study), non-ST elevation of
acute coronary syndrome (phase II study), or elective native PTCA (a pilot study) without
evoking antibody production (Herbert, 1996; Alexander, 2004, 2005; Becker, 2006).
Such encouraging results require confirmation in phase III clinical trials. Among orally
active inhibitors, razaxaban (an aminobenzisoxazol) has been compared to enoxaparin in
several clinical trials. Razaxaban has been tested in a phase II trial given twice daily in
various doses for 10 days for thromboprophylaxis in patients undergoing knee arthroplasty
(Lassen, 2003). Although this agent reduced DVT by 45 % it also provoked increase in
major bleeding as compared to enoxaparin, particularly at higher doses. For this reason
a modified variant of razaxaban, apixaban is being evaluated in patients with symptomatic
DVT (phase II study). BAY 59-7939 another oral, small molecule FXa inhibitor possesses
already documented antithrombotic properties in pre- clinical and some clinical settings
(Kubitza, 2005; Perzborn, 2005, Turpie, 2005b,; Eriksson, 2006a,b). However, in patients
undergoing total elective knee replacement, therapy with BAY 59-7939 at doses ranging
from 2.5 to 30 mg twice daily and initiated 6-8 after surgery was as efficacious as
enoxaparin (initiated 12 —24 hours post surgery), including: presence of DVT detected
by venography, or clinically at 5-9 days and all cause mortality at day 30 (Turpie, 2005b).
However, significantly greater bleeding was evident in the BAY 59-7939 cohort relative to
patients treated with enoxaparin. Similar results were also reported in patients undergoing
total hip replacement treated either with lower doses of BAY 59-7939 (2.5 to 10 mg) or
with enoxaparin (Erikson, 2005a, 2006b). Although elevation of liver enzymes has been
reported in 3- 8% in BAY 59-7939-treated patients, the phase II and I1I studies for treatment
of DVT are underway. Other oral FXa inhibitors such as LY-517717, YM 150, DU-176b are
in clinical testing for VTE prevention, or treatment and the results are few but promising
(Agnelli, 2005b; Eriksson, 2005b).

Recently we have developed an antithrombin heparin covalent complex (ATH) a new
kind of a bimodal FXa and Flla inhibitor. ATH inactivates both FXa and FIIa in their bound,
or unbound forms (Chan, 1997; 1998). Since AT is already a part of the ATH molecule it
acts as direct inhibitor, while free pentasaccharide (of the heparin component of ATH) can
attract circulating AT, and thereby initiate an additional, indirect inhibitory action. ATH
has shown a superior efficacy/safety profile when compared to heparin in animal models
of venous and arterial thrombosis, as well as when coated on venous catheters chronically
implanted in rabbits (Chan 1998, 2002; Berry, 2003, Du, 2005: Klement, 2006). This agent
may have a potential in treatment of patients with the hereditary, or acquired AT deficiency
(hemodilution during cardiopulmonary bypass) requiring antithrombotic therapy. It may
also be useful in therapy of premature infants with respiratory distress syndrome to prevent
the associated extravascular coagulation within the lungs airspace (Berry, 2003, Chan,
2003).

Inhibitors of thrombin activity

Inhibitors of Thrombin (FIla) are classified as indirect, direct or bimodal, according to
their mode of interaction with thrombin.
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Indirect thrombin inhibitors include a group of synthetic heparin mimetics (Petitou, 1999;
Sinay 1999; De Kort, 2005). Typical examples of this group are SR123781A and Org42675
compounds (Herbert, 2001; De Kort, 2005). SR123781A is a synthetic hexadecasaccharide
comprising an antithrombin (AT) binding domain, and a neutral methylated hexasaccharide
sequence. It inactivates FIla and FXa in their clot bound and fluid forms and in a manner
exclusively dependent on AT (but not on HCII). This compound does not compete with
heparin for binding to PF4 and does not activate platelets in the presence of plasma from
patients with HIT (Herbert, 2001). In various animal models of thrombosis and in in vitro
models, SR123781A exhibited a promising antithrombotic-bleeding profile (Herault, 2003,
Bal dit Sollier, 2004, Alban, 2005). In contrast to heparinoids (or their mimetics) mainly
acting via AT-dependent mechanisms, fucoidans exhibit anticoagulant of (antithrombotic)
activities that are mediated by heparin cofactor II (minimally via AT), protease nexin-1
(extravascular PN-1) and by stimulation and release of TFPI from endothelial cells into the
circulation (Colliec, 1991, Nishimo, 1994, Mauray, 1998; Chevolot, 1999; Millet, 1999;
Richard, 2006). These high molecular weight sulphated polysaccharides (800 — 8,000
kDa) abundant in brown seaweed, when fed to rats in high doses (900 and 2,500 mg/kg po),
induce anticoagulation without toxic side effects and excessive bleeding (Duarte, 2001, Li,
2005). Natural fucoidans possess antithrombotic, antiviral, antiproliferative, antifertilizing
and antitumoral, antibacterial and anti-inflammatory (complement inhibitory) properties,
and potentiate wound repair (Shibata, 1999, Feldman, 1999; Zvyagintseva, 2000; Shibata,
2001; Ponce, 2003; Koyanagi, 2003; Matsumoto, 2004, O Leary, 2004). Large molecule
natural fucoidans have been derivatized into low molecular weight (LMW) species
(<10,000 kDa) more suitable for therapy (Colliec, 1991; Chevolot, 1999; Millet, 1999).
These LMW fractions are composed of fucose (21-41%) and sulfate (18-44%) with small
proportion of galactose (0-7%), xylose (0-8%) and uronic acids (0-14%) (Chevolot, 1999)
the unique composition of which influences the anticoagulant and antithrombotic activities
of these molecules (Mauray, 1995; Chevolot, 1999). Thus far, encouraging results were
obtained in pre-clinical testing of LMW fucoidans in in vivo and in vitro models of
thrombosis (Mauray, 1995, 1998; Chevolot, 1999; Millet, 1999; Colliec-Jouault, 2003),
cancer and angiogenesis (Soeda, 1994; Matou, 2002; Liu, 2005; Matsubara, 2005).
Interestingly, in vivo LMW fucoidans possess equivalent, or slightly better antithrombotic
efficacy with minimal impact on hemostasis that those of LMWH (Millet, 1999, Colliec-
Jouault, 2003). This group of agents may have a great potential to treat medical conditions
such as advanced atherosclerosis (arterial disease) where an increased activity of heparin
cofactor II not only has been shown to be an independent antiatherosclerotic factor, but
also protects coronary and peripheral stents from re-stenosis (Schillinger, 2004, Huang,
2006). No results of clinical testing of fucoidans have been published to date. Another
natural anticoagulant recently identified is known as fucosylated chondroitin sulfate (FCS),
a glycoaminoglycan isolated from sea cucumber. This agentis composed of alternating beta-
D-glucuronic acid and N-acetyl-beta-D-galactosamine units similar to human chondroitin
sulfate (Zancan, 2004). Due to branches of sulfated fucose on the beta-D-glucuronic acid
residues it possesses high anticoagulant and antithrombotic properties, mediated mainly
through HCII. In animal models of thrombosis FCS had to be used in high doses to achieve
significant antithrombotic effects with corresponding increase in bleeding. There is no
information available to date on clinical testing of this compound. More studied in this
regard is dermatan 4, 6-O-disulfate (intimatan) derived from invertebrate or porcine skin.
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This agent exhibits antithrombotic activities also mediated via HCIIL. In a mouse model
of photochemically induced thrombosis in the carotid artery and in canine model of deep
vessel wall injury (in the right carotid artery) intimatan alone, or in combination with the
recombinant tissue plasminogen activator (rtPA) produced a significant antithrombotic
effect and prevented vessel re-occlusion (Hennan, 2002; Vicente, 2004, Hong, 2006).
However, no clinical verification of these findings is presently available. The latter is true
also fro beta-D xylosides which after multiple oral administration have exert an HCII-
dependent antithrombotic effect in animal model of thromboembolism (arterial and
venous) (Aguejouf, 1996).

Direct thrombin inhibitors bind to Flla thereby blocking the influence of this enzyme
on formation of fibrin, platelet aggregation, activation of PAR receptors. In addition to
antithrombotic consequences this effect can block thrombin mediated cellular mitogenesis,
angiogenesis and other biological functions (Coughlin, 2000, Markwardt, 2002; Hirsh,
2003). Interestingly, direct thrombin inhibitors are equally effective in inactivation of fibrin-
bound and fluid-phase thrombin, a property which may reflect their potent antithrombotic
efficacy when compared to UFH (mostly acting on fluid phase Flla) (Weitz, 1990, Klement,
1992; Hirsh, 2003, Bates, 2006). Agents such as hirudin possess high binding affinity
to the catalytic center of thrombin and are also interacting with exosites I and II of this
protease (Markwardt, 2002). Due to these properties the anticoagulant activity of these
agents is often associated with an increased rate of spontaneous bleeding complications
(Kaiser, 1986, Klement, 1998, 2003; Markwardt, 2002). As these agents do not bind
to plasma proteins and PF4 their anticoagulant effects are more stable and predictable
than those of UFH (Fox, 1993, Markwardt, 2002; Hirsh, 2003) and they do not induce
thrombocytopenia (HIT). However, antigenic properties of some of these agents may
limit their clinical usefulness, especially when repeated administration is necessary (e.g.
hirudin and some of its analog). Among direct thrombin inhibitors hirudin, argatroban,
melagatran, ximelagatran and bivalirudin, are among the most studied. Of those, hirudin
and argatroban have already been approved for the treatment of patients with HIT, while
bivalirudin is approved for PTCA (Lewis, 2001, 2003, Lincoff, 2003; Bates, 2006).
Ironically, this group of agents also provided some illuminating examples as to benefits
and unexpected risks that may occur in the clinic. Thus, ximelagatran, the first orally
available potent direct thrombin inhibitor has recently been approved in Europe for the
treatment and thromboprophylaxis in a variety of medical and surgical conditions, to be
promptly withdrawn from the market shortly thereafter (Bates, 2006). Amidst reports
indicating its linkage to a serious liver damage. Nevertheless, many more agents in this
category are currently in the pipeline. For instance, dabigatran etexilate (BIBR 1048) is
a new oral direct thrombin inhibitor under intensive clinical development (Hauel, 2002;
Gustafsson, 2003). This compound comes from a new structural class of nonpeptidic
inhibitors employing a 1,2,5-trisubstituted benzimidazole as the central scaffold. BIBR
1048 is biotransformed to BIBR 953 with high inhibitory activity against thrombin (Ki of
4.5 nM) with the peak of anticoagulant activity approximately 6 hours after administration
and half-life of 12 hours. BIBR 953 is then eliminated via renal route. In animal models
of venous thrombosis and in thus far limited clinical trials the results with this new agent
are promising although increase in major bleeding have been noticed with higher doses
(Stassen, 2001; Wienen, 2001a,b; Eriksson, 2004, 2005¢). On the basis of this data a series
of phase I1I trials have been initiated to establish the efficacy safety profile of this agent in
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the context of thromboprophylaxis in patients undergoing major orthopaedic surgery, VTE
treatment and stroke prevention in patients with atrial fibrillation. LB-30057 (CI-1028),
another oral direct thrombin inhibitor with a Kia of 0.38 nM against human thrombin has
also shown excellent antithrombotic properties when tested in a canine and rabbit models
of venous and arterial thrombosis (McClanahan, 2000; Chi, 2001). In a rabbit veno-venous
shunt model this agent outperformed inogatran in reduction of thrombus size with shorter
bleeding time. Similarly, BCH-2763 a selective and potent (Ki of 0.11 nM) bivalent (binding
catalytic center and anion binding exosite) direct small molecule thrombin inhibitor has
shown superior antithrombotic properties when compared to argatroban in canine model
of venous and arterial thrombosis and also when compared to hirudin, hirulog or heparin
as an adjunct to tPA in a rat carotid arterial model of fibrinolysis (Fincle, 1998, Deschenes,
1998; McClanahan, 1999). One major shortcoming of all of these agents is that there is no
specific antidote available at present time. To address this problem an anticoagualant RNA
oligonucleotide (aptamer) was developed which targets exoside II of thrombin in a manner
that could be reversed by a specific antidote (Jeter, 2004, Potti, 2004). Pre-clinical testing
of this compound is underway.

CONCLUSIONS

While some of the emerging anticoagulants (e.g. idraparinux, dabigatran, fucoidans,
heparin mimetics and ATH) appear to possess superior properties to conventional agents,
their cost-effectiveness and availability of specific antidotes has hampered their potential
inclusion into the standards of care. The RNA aptamer technology may alleviate this
problem by generating new anticiagulants and their specific antidotes (Potti, 2004, Nimjee,
2005, 2006). 1t remains to be seen how effectively this exciting class of agents will pass the
mundane test of pre-clinical scrutiny and clinical practicalities. It should also be considered
that coagulation factors such as TF, FXa and Flla, their physiological inhibitors (HC II
and AT) and pharmacological agents possess biological functions beyond the realm of
blood coagulation (Coughlin, 2000, Spek, 2004; Rak, 2006). In this regard, perturbations
in cellular processes governed by signals emanating from TF and PARs may constitute
a hitherto less studied limitation of increasingly potent anticoagulants, and/or (perhaps in
a context dependent manner) open unforeseen therapeutic opportunities to treat conditions
such as vascular diseases, inflammatory conditions and cancer.

Seznam literatury je mozné si vyzadat na e-mailové adrese: zyklova@fnhk.cz
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PROGRESS AND CHALLENGES IN ANTIANGIOGENIC THERAPY OF
CANCER

J. Rak
McGill University, Montreal Children’s Hospital Research Institute, Place Toulon,
4060 Ste Catherine West, PT-232, Montreal, Quebec, Canada, H3Z 273
Ph: 514-412-4400 ext 22342, Email: janusz.rak@mcgill.ca

Developments of the last 3-4 years have significantly changed the tone of the ongoing
discussion as to the role of the vascular system in the pathogenesis of human malignan-
cies, and therapeutic opportunities that may lie therein 1. First, a series of large phase III
clinical trials documented therapeutic utility, and precipitated fast track FDA approval of at
least three novel agents (bevacuzimab, sutent, sorafenib), the anticancer activity of which
rests with their ability to inhibit tumor blood vessel formation (angiogenesis) 2;3. Second,
four major clinical trials concluded that another class of ‘vascular’ agents, low molecular
weight heparin (LMWH) and related anticoagulants may exert anticancer effects, possibly
beyond their role in thromboprophylaxis4-8. Once again, the action of these agents may
rely, at least in part, on their antiangiogenic activity and secondary damage to the tumor
parenchyma 9;10.

Targeting tumor vasculature can be accomplished either by acute obliteration of already
formed vessels (by antivascular/vascular disrupting agents), or by blocking processes of
blood vessel recruitment (by antiangiogenic agents). The latter type of agents can be clas-
sified according to their mechanism of action into either direct, or indirect antiangiogen-
ics, depending whether they interfere mainly with the effector apparatus of endothelial
cells (and/or pericytes), or else block the incoming proangiogenic stimuli, respectively "',
Although very promising overall, antiangiogenic therapy is not, as originally expected,
universally active and free from the problem of drug resistance '*. Indeed, the redundancy
of angiogenic factors, heterogeneity of the tumor vasculature and genetically encoded (or
adaptive) resistance of cancer cells to ischemia ', may all contribute to variable responses
to specific antiangiogenic agents in various tumor settings. Hence, there is an increasing
need to develop new agents and their combinations (antiangiogenic cocktails), with which
treatment of specific human cancers could be more effective. Interestingly, clinical and
preclinical experience suggests that antiangiogenic therapies are in many instances more
effective when combined with traditional chemo-, or radiotherapy 45

Some of the most successful antiangiogenic agents/strategies, presently in advanced
preclinical and clinical development (or approved), include the following categories: (i)
Antagonists of vascular endothelial growth factor (VEGF), such as bevacuzimab/Avastin,
a humanized monoclonal VEGF-neutralizing antibody and VEGF-trap, soluble chimeric
VEGF-receptor. (ii) Multikinase inhibitors directed against growth factor receptors in-
volved in angiogenesis (e.g. VEGF-, PDGF-, EGF-, and/or FGF receptors). This includes
sunitinib/sutent (recently approved for clinical use) and a large number of other, mostly
small molecule agents (PTK787/vatalanib, AZD2171, ZD6474/zactima, XL184, AMG-
706). (iii) Kinase inhibitors with complex mechanisms of antiangiogenic activity (BAY
43-9006/sorafenib tosylate, enzastaurin, genistein). (iv) Metronomic low-dose chemother-
apy and “chemo-switch” therapies . These protocols composed of traditional anticancer
agents (cyclophosphamide, vinblastin, temozolomide) are administered in a dose dense,
or alternating fashion to selectively obliterate endothelial cell growth without significant
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direct damage to cancer cells, or crippling toxicity to rapidly proliferating normal tissues.
Sometimes agents with indirect antiangiogenic activity (bevacizumab, celebrex, steroids,
retinoids) are incorporated into these regimens. (v) Antiangiogenic proteins and peptides
(endostatin, tumstatin, thrombospondin peptides). (vii) Agents directed against angiogenic
integrins (EMD 121974). (viii) Agents acting through complex mechanisms that may in-
clude, but are not restricted to, antiangiogenesis. This group is composed of thalidomide
and its analogues (lenalidomide), certain signal transduction inhibitors and anti-inflama-
tory drugs (celecoxib), as well as oncogene-directed agents that suppress the angiogenic
phenotype of cancer cells (herceptin, gefitinib, erlotinib, imatinib) {Rak, 2004 6173 /id}.
(ix) Certain carbohydrates with anticoagulant activity®'® (dalteparin, PI-88), and (x) agents
stabilizing extracellular matrix (suramin). In addition, some of the ‘vascular disrupting’
agents (VDAs) have entered the phase of more advanced development, and those are ex-
emplified by combretastatin A4 phosphate (CA-4-P), ZD6126, ABT-751 and a handful of
other compounds .

While significant progress has been made and most of the agents developed to date
are relatively well tolerated, achieving the full potential of antiangiogenic therapy will
likely depend on selection of drugs that are active in specific tumor settings, e.g. in adult
vs pediatric malignancies, and in one particular disease site (e.g. renal cancer), but not
necessarily in the other '7!¥. In this regard much depends on further development of
more accurate predictive biomarkers and surrogate measures of antiangiogenic efficacy,
which presently include only a handful of not fully validated parameters (e.g. circulat-
ing thrombospondin, VEGEF, or endothelial progenitor cells). Ultimately, a better under-
standing of the underlying pathological process (angiogenesis in a given tumor) will help
define the most appropriate therapeutic targets, more precise (cause-related) biomarkers,
the course and the limits of blood vessel directed therapy in various cancer settings *!1:%,
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LABORATORNI DIAGNOSTIKA A DIFERENCIALNI DIAGNOSTIKA
KONGENITALNICH DYSERYTROPOETICKYCH ANEMII.

L. Chrobak
Univerzita Karlova v Praze, Lékarska fakulta a fakultni nemocnice v Hradci Kralové, I1.
interni klinika, Oddeéleni klinické hematologie

Kongenitalni dyserytropoetickd anémie (CDAs) piedstavuji skupinu vzacnych poruch
erytropoézy charakterizovanou neefektivni erytropoézou jako prevazujicim mechanismem
anémie a charakteristickymi morfologickymi zménami erytroblasti v kostni dfeni.

Diagnoza CDA vyzaduje obecné splnéni téchto Ctyf kriterii:
1. Pritomnost kongenitalni anémie/zloutenky
2. Znamky neefektivni erytropoézy
3. Charakteristické morfologické zmény erytroblasti v kostni dieni
4. Vylouceni kongenitalnich anémii pfi:
- talasemickych syndromech
- patologickych hemoglobinech
- dédi¢nych sideroblastickych anémiich

Dyserytropoézu miizeme zastihnout i v normalni kostni dieni v malém poctu erytroblastii:
ve formé bazofilniho teCkovani, vakuolizace cytoplazmy, nepravidelnosti v kontufe jader,
pritomnosti Howell-Jollyho télisek, ojedinélych dvoujadernych erytroblastli. Vicejaderné
erytroblasty se v normalni deni nenachazeji.

Vyraznéjsi dyserytropoéza byva ptitomna piti poruchach hematopoézy:
Pfi poruse syntézy desoxyribonukleinové kyseliny
- nedostatek vit. B,
- nedostatek kyseliny listové
Pfi poruse syntézy hemu a globinu
- sideroachrastické anémie
- talasemické syndromy
- hemoglobinopatie
Pii myelodysplastickém syndromu
Pii myelofibroze
Po transplantacich v obdobi obnovy erytropoézy

Nazev kongenitalni dyserytropoeticka anémie pouzili poprvné Crookston et al. v roce 1966
pro Ctyfi ptipady pozdéji oznacené jako CDA-IL. V roce 1968 navrhli Heimpel a Wendt
klasifikaci CDA podle charakteristickych morfologickych zmén erythroblasta v kostni
dreni na CDA I-111, klasifikace ktera se dosud pouziva. Benjamin et al. v roce 1975 popsal
CDA-IV. V dalsich letech byly popsany dalsi piipady CDA lisici se v jednotlivostech od
dosud znamych Ctyf typt a oznaceny varianty CDA.

Obecna charakteristika CDA je uvedena v tab. 1.

Nalezy CDA-I az CDA-III jsou uvedeny v tab. 2 a 3.

Zakladni charakteristika variant CDA je uvedena v tab. 4.
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Tab. 1

Obecna charakteristika CDA

PATOGENEZE:

NEEFEKTIVNI ERYTROPOEZA

Krevni obraz: (obvykle)

Hb: 80 — 100 g/l
Rtc: lehce zvysené

Kostni dfen:

erytropoéza zvysena s charakteristickymi
morfologickymi zménami erytroblastt
granucytopoéza - normalni
trombocytopoéza - normalni

Znamky zvySeného odbouravani

zvySeni nepiimého bilirubinu

hemoglobinu: zvyseni s-LD
snizend hodnota haptoglobinu
Ferokinetika: zvyseni s-Fe, vysoka saturace transferinu
zvyseny odsun Fe z plazmy
snizena inkorporace Fe do hemoglobinu
Charakteristika CDA I-1I1.
Tab. 2
CDA-1 CDA-II CDA-III
Dédic¢nost autosomalné autosomalné autosomalné:
recesivni recesivni dominantni
recesivni
Cervené krvinky | makrocyty normocyty makrocyty
Cabotovy prostence
Erytroblasty charakteristicky charakteristicky charakteristicky
v kostni dieni nalez nalez nalez
Hamuyv test negativni pozitivni negativni
HEMPAS*
Splenomegalie v 75% velmi Casta velmi vzacna
PietiZeni Zelezem | Casté velmi Casté velmi vzacné
Lokalizace genu | 15(q15.1-15.3): neznama 15(q21-25):CDAN3
CDANI
izrael§ti beduini

* Hereditary Erythroblastic Multinuclearity with Positive Acidified Serum test

44




Klasifikace CDA I-111
(nalez v kostni dfeni)

Tab. 3
CDA-I | CDA-IT CDA-III
ERYTROBLASTY:
Svételny - megaloblastoidni vzhled |- dvou az mnoho - 10-40% dvou
mikroskop - 5% dvoujaderné eryblasty |jaderné oxy —a a vicejadernych
(nestejna velikost) polychromatofilni | eryblasti
- mezijaderné chromatinové | eryblastt (stejna -gigantoblasty az
mustky velikost jader) 12 jader
Elektronovy - nerovnomérné zahusténi | - fenomen dvojité |- netplna jaderna
mikroskop jaderné¢ho chromatimu membrany membrana
(houbovity vzhled) s invaginaci
- nerovné okraje jader cytoplazmy do
- hluboké vchlipeniny jadra

plazmy s cytoplazmatickymi
organely

Nalez dvojité membrany v erytroblastu jsme jako ojedin€lé pozorovani v literatufe
pozorovali u nemocné se sekundarni akutni leukemia vzniklé na bazi myelodysplastického
syndromu u nemocné po masivnim ozateni pro Ca prsu.

Tab. 4

Varianty CDA

sérem

1.  CDA-typ IV: typické zmény jako u CDA-II, ale negativni test s okyselenym

2. CDA s vyraznou erytroblastdzou, po splenektomii (az 50x10°/1) s negativnim
testem s okyselenym sérem.

3. CDA s intraerytroblastickymi inkluzemi (Wickramasinghle 1998)

4. Kongenitalni neefektivni erytropoéza a erytroidni hyperplazie, ale nepfitomnost
dyserytropoézy (Suntova hyperbilirubinemie)

5. CDA s trombocytopenif. *

*mohlo by patfit i mezi chronické kongenitalni myeloproliferativni stavy
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Klasifikace CDA
1966 Crookston et al.: nazev CDA: Congenital Dyserythropoietic Anemia
1968 Heimpel a Wendt: CDA I-11I
1975 Benjamin et al.: CDA IV
v dalsich letech: varianty CDA

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MZO 00179906.

K DIAGNOSTICE VON WILLEBRANDOVY CHOROBY

M. Penka, P. Smejkal, M. Matyskova, A. Bulikova, M. Slechtova, J. Kissova, J. Blatny,
0. Zapletal
OKH FN Brno, Univerzitni centrum pro trombozu a hemostizu MU

von Willebrandova choroba (von Willebrand disease — vWD) je nejcastéjsi dédicna
krvaciva choroba s prevalenci v populaci pfiblizné 1%. Klinicky vyznamné krvacivé
projevy jsou u pacientti s vVWD udavany s prevalenci 23 - 200 / milion populace, zivot
ohrozujici krvaceni u 0,5 — 3,0 osob/1 000000. Dle odhadu ISTH je vSak krvacenim
ohrozeno priblizné 3 000 —4 000 osob/milion populace.

Rozlisujeme von Willebrandovu chorobu zptsobenou hereditarnim defektem von Wil-
lebrandova faktoru (vWF) — kvantitativniho ¢i kvalitativniho charakteru — zpisobené¢ho
zménou v genu pro VWF a ziskany von Willebrandiv syndrom se ziskanou formou de-
fektu vWE. Odlisit je tieba také pseudo-von Willebrandovu chorobu, jejiz podstata tkvi
v destickach samotnych.

vWF je tvofen v megakaryocytech a v endotelidlnich burikdch a mé& v hemostaze dvé
zakladni funkce:

- ve vazané podobé na FVIII, (kde jsou stejné ucinné vsechny multimery vVWF — viz
nize), chrani FVIII pfed proteolytickou degradaci enzymy, lokalizuje jej v misté poruchy
cévni stény, uvoliuje jej do obehu a plisobi jako kofaktor pfi proteolytické aktivaci FVIII
trombinem
trombocytu k subendotelialnim strukturam prostfednictvim GPIb a také adhezi trombocytt
a jejich agregaci vazbou na aktivovany GPIIb/III.
von Willebrandovu chorobu klasifikujeme dle ISTH z roku 1994 nasledovné:

Typ 1: parcidlni kvantitativni defekt vVWF s dédi¢nosti autozomalné dominantni
Typ 2: kvalitativni defekt vWE, dédi¢nost pfevazné autozomalné dominantni

2A: pokles na trombocytech zavislych funkci vVWF spojeny s chybénim velkych
multimerd vVWF

2B: zvysena afinita vVWF k destickovému GPIb

2M: pokles na trombocytech zavislych funkci VWF bez chybéni velkych multimerd vWF
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2N: pokles afinity vVWF k FVIII s dédi¢nosti autozomalné recesivni
Typ 3: tplny nedostatek vVWF s autozomalné recesivni dédi¢nosti
Z poslednich studii vyplyva, ze nejCastéji je zastoupen typ 2 vWD (50% ptipadi), dale
pak typ 1 (asi 40-50%) a typ 3 kolem 5%. Zaroven se vSak ukazuje celd fada moznych
genetickych odchylek, které klasifikaci vWD jesté podrobnéji roz¢lenuji.

Ziskany von Willebrandiv syndrom
se na prevalenci defektu vWF podili priblizné¢ 1%. Sekundarné dochazi k deficitu vWF
ruznymi mechanismy (protilatky proti vWF, imunoadsorpce komplexu FVIII/VWF na
maligni buniky ¢i trombocyty, zvySena proteolyza komplexu FVIII/VWE v cirkulaci,
snizena produkce vWF, zvysena spotieba vVWF v cirkulaci, ireverzibilni interakce mezi
velkymi multimery vWF a trombocyty a odstranéni téchto komplext z cirkulace spolu se
ztratou velkych multimertt vWF a dalsi (napf. ve spojitosti s ucinky 1éku).

Pseudo-von Willebrandova choroba
Jedna se zde o defekt destickového receptoru, GPIb (pfi¢inou je mutace v jeho genu),
ktery ma zvysenou afinitu k vVWF. Nasledkem toho chybi velké multimery vWF v plazmé.
Dédi¢nost je autosomalné dominantni. U zminéné choroby se tedy nejednd o defekt vWF!

Diagnézu vWD stanovujeme na zakladé:
- krvacivych projevi
- zjisténi dédi¢nosti nemoci — tedy pfimo vWD nebo krvacivych projevii v rodinné
anamnéze
- prikazu kvantitativniho ¢i kvalitativniho defektu vVWEF
Za patologii se povazuje plazmaticka hladina antigenu vWF (VWF:Ag) a jeho funkéni
aktivity (ristocetin kofaktoru — vVWF:RCo) pod dv¢ smérodatné odchylky od primeéru pop-
ulace — pro vVWF:Ag, vWF:RCo i pro FVIII:C dolni mez normalu je 50%. Pro vWF (Ag i
RCo) u krevni skupiny 0 je hranice nizsi, kolem 40-45%, naopak u krevnich skupin non-0
vyssi, kolem 50-55%.
Rozliseni na jednotlivé typy vWD dle konkrétniho laboratorniho nalezu:
e Utypu 1 vWD je proporcionalni snizeni vWF:Ag, vWF:RCo, FVIII:C vétsinou jen na
25 -50%, vyjimeéné nizsi — az k 10%,
e U typu 2 vWD je snizen predevsim vWF:RCo vétSinou na 5-30% pfi jen lehce
patologickych ¢i normalnich hodnotach vWF:Ag a FVIII:C.
e Pfinedostupnosti pfimého vysetieni deficitu velkych multimert vWF a jejich struktury
I1ze k odliseni typu 1 a 2 vWCH pouzit poméru vWF:RCo / vVWF:Ag - je-li pod 0,7 -
s 80% pravdépodobnosti, ze jde o typy 2A, B, M.
e  Pfi moznosti vysetiit VWF:CBA, lze pomoci poméru vWF:Ag / vWF:CBA odlisit typy
2A, B (pomér < 0,5); nekonstantné je vVWF:CBA snizen i u typu 2M
e RIPA je vhodnym orientacnim vySetfenim, pokud je nutné urychlené vyloucit tézkou
formu vWD (napf. pied oper. zakroky), protoze normalni RIPA pfi zakladni koncentraci

e Typ 2B lze odlisit pomoci RIPA pii vysledné koncentraci ristocetinu <0,5mg/ml,
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kdy u zminéného typu jesté dochazi k agregacni odpovédi, zatimco u ostatnich typt
a normalu k agregaci jiz nedojde.

Typ 2N se klinicky projevuje jako lehka ¢i stfedné tézka autosomalné recesivné dédicna
hemofilie A. Snizenou vazebnou kapacitu pro FVIII Ize vysetfit ELISA metodou.

V diferencialni diagnostice je tieba vyloucit jinou koagulopatii (defekt faktor

plazmatického systému), sekundarni von Willebrandiiv syndrom, pseduo-von Willebran-
dovu nemoc, jinou trombocytopatii ¢i vaskulopatii.
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TROMBINOM AKTIVOVATEL'NY INHIBITOR FIBRINOLYZY A DIABETES
MELLITUS 2.TYPU S MIKROALBUMINURIOU.

J. Stagko !, P. Holly !, J. Ivankova !, B . Holman 2, P. Galajda 2, M. Dobrotova !, P. Kubisz'
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Uvod: Je zname, Ze pacienti s diabetes mellitus (DM) maju popri hyperkoagulaénom
stave aj znizenu fibrinolyzu. Porucha fibrinolyzy v dosledku zvysenej produkcie inhibitora
tkanivového faktora typu-1 (PAI-1) je najcharakteristickej$i prejav protrombotického
stavu, ktory sa spaja s DM 2.typu. Predpoklada sa, Ze aj trombinom aktivovatel'ny inhibitor
fibrinolyzy (TAFI) ako hlavny regulator véasnej fibrinolyzy, ktora je rozhodujica pre
stabilitu Cerstvo vytvoreného fibrinového koagula, moze mat’ tilohu v inhibicii fibrinolyzy
u pacientov s DM 2.typu.

Ciel' stadie: Vyhodnotit’ vzt'ah medzi hladinou TAFI a parametrami fibrinolyzy a endotelovej
dysfunkcie u pacientov s DM 2.typu s mikroalbuminuriou.

Pacienti a metddy: V porovnavacej studii bolo zaradenych 52 pacientov s DM 2.typu
s normalnou hladinou kreatininu, ktori boli rozdeleni do 2 podskupin podl'a pritomnosti
mikroalbumintrie (MAU>50 mg/24 hod.). V podskupine s MAU bolo 29 pacientov,
v podskupine s normoalbuminuriou (NAU<50 mg/24 hod.) bolo 23 pacientov.

Kontrolny stuibor tvorilo 26 zdravych jedincov. Okrem TAFI antigénu (Ag) boli vySetrené
vWE, sTM, PAI-1, t-PA, F1+F2 fragment protrombinu a metabolické parametre (vratane
glykovaného HbAlc, C-peptidu a IRI).

Vysledky: Zistili sme vyznamne zvy$ent hladinu TAFI Ag v podskupine pacientov s DM
s MAU (131,5£58,8%) oproti diabetikom s NAU (107,2+48,7%, p<0,05) a zdravym
kontrolam (78,4+22,5%, p<0,0001). TAFI u pacientov s MAU pozitivne koreloval s F1+2
fragmentom protrombinu a hrani¢ne koreloval so sTM.

Zaver: Vysledky nasej stadie potvrdzujti vyznamne zvySené hladiny TAFI u pacientovs DM
2.typu a MAU, o svedci pre tlohu TAFI v patogenéze hypofibrinolyzy u tychto pacientov.
Zvysenie TAFI je pravdepodobne sekundarne pri aktivacii koagulacie (hyperkoagulacnom
stave), ked’ze u pacientov s DM 2.typu a MAU dobre korelovala hladina TAFI s hladinami
F1+2.

Praca bola podporend grantom VEGA ¢.1/2309/05.
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TROMBOFILIA A HOMOCYSTEIN

Hulikova M., Hudakova D.
RCHaT FNsP Kosice

Homocystein je sulthydryl jednoduchej aminokyseliny, ktory vznika matabolickou kon-
verziou methioninu. Metabolizmus methioninu je zavisly od vitaminov (B6, B12, folat) ako
kofaktorov alebo kosubstratov a od aktivity enzymov (methionin syntetaza, y-cystationaza,
cystation -syntetaza, MTHFR). Pri poruche metabolizmu methioninu dochadza k hro-
madeniu homocysteinu a hyperhomocysteinémia suvisi s rizikom a./v. trombozy, recidi-
vujucich potratov s malformaciou plodu a inou patolégiou. Pricina hyperhomocysteinémie
je multifaktorialna ( vek, pohlavie, vyziva, lieky, systémové ochorenie, genetické faktory).
Hyperhomocysteinémia je nezavisly rizikovy faktor hyperkoagulacie. Sposobuje zmeny
v koagula¢nom profile, reguluje generaciu trombinu, ovplyviuje aktivitu koagulacnych
faktorov, prirodzenych inhibitorov zrdzania (PC, AT), expresiu trombomodulinu a pod.
V ostatnom case pribudaju informéacie o génovom polymorfizme v stvislosti so zvySenym
rizikom vyvoja trombozy. Najcastej$im vrodenym rizikovym faktorom je muticia v géne
FV, protrombinu 20210GA. Deficit antitrombinu, PC, PS st menej Casté vrodené rizikové
faktory, ale maju vysoku klinickti manifestaciu . V sticasnosti sa vel'a diskutuje o hyperho-
mocysteinémii, ktora je sposobena polymorfizmom v géne MTHFR ( C677T, A1298C).
Jedinci s homozygotnou mutaciou produkuju termolabilny protein s redukovanou aktivi-
tou enzymu, ktora vedie ku znizenej recyklacii folatu a zvySeniu hladiny homocysteinu.
Kombinovany heterozygotny polymorfizmus C677T a A1298C tiez stvisi so zvySenou
hladinou homocysteinu a venéznou trombozou.

Ciel prace: u pacientov ( 185) s prekonanou venéznou trombdzou, CMP, recidivujuci-
mi potratmi analyzujeme trombofiliu, incidenciu genetickych mutacii, ziskanych trombo-
filnych faktorov , hyperhomocysteinémie, a ich vzdjomné predpokladané interakcie.

Laboratorne vysetrenia trombofilie zahtnali zakladné koagulacné testy (PT, APTT, fi-
brinogén, D dimer, trombocyty), Specialne koagulacné testy ( koagulacné faktory, inhibito-
ry (AT, PC,PS, PAI),ProCglobal s FV, LA), DNA analyzu: trombofilné mutacie (FVLeiden,
FII G20210A, MTHFR), biochemické vySetrenie: homocystein, vySetrenia imunologické
: antifosoflipidové protilatky.

Zaver: Z analyzy vysledkov vyplyva, ze v zdkladnych koagulacnych testoch sme iba
v 30% zachytili hyperkoagula¢ny stav. U pacientov s deficitom inhibitorov — AT (2,61%),
PC (3,48%) je vysokeé riziko trombdzy. FV Leiden ma vysoku prevalenciu (21,7%), ale
nizku klinickti manifestaciu. Mutécia protrombinu 20210 bola v suvislosti s trombdzou
v 5,22%. V sledovanej skupine pacientov s mutaciu MTHFR A (45,22%), MTHFR C
(43,48%) sme hyperhomocysteinémiu zistili v 28%. Hyperhomocysteinémia zohrava tlo-
hu vo vyvoji trombotickej manifestacie APA. Z analyzy d’alej vyplyva, ze v sledovanej
skupine pacientov sa na tromboze podiel’a kombindcia viacerych faktorov (v 76,52%
pacientov sme zistili pritomnost’ 2, 3 4 a >5 trombofilnych faktorov) a iba v 23,48% bol
pri¢inou trombozy iba jeden trombofilny faktor.

Laboratorne zistenie trombofilie, koincidencia trombofilnych faktorov, ich kumulativny
ucinok, alebo ich sucasné posobenie ako nezavislych rizikovych faktorov méze byt prino-
som v klinickej praxi. Chdpanie tychto sivislosti umozni zaradit' pacienta do rizikovej
skupiny a vypracovat’ spravnu stratégiu profylaxie a liecby trombozy.
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BLOKATORY FUNKCE KREVNI DESTICKY A MOZNOSTI JEJICH
MONITOROVANI

M. Pecka, J. Maly, P. Dulicek, M. Blazek, E. Peskova, R. Maly
1 a Il interni klinika — OKH FN a katedra internich oborit LF UK, Hradec Kralové

Antiagregacni 1é¢ba je zaméiena na omezeni shlukovaci schopnosti krevnich
desti¢ek. Aktivace krevnich destiCek nabizi vzhledem k poctu zhcastnénym faktort
nékolik urovni, ve kterych je mozno farmakologicky zasahnout a 1é¢bu je mozné kombino-
vat. V soucasnosti dostupné protidestickové léky interferuji s riznymi kroky aktivaénich
procest, véetn¢ adheze, uvolilovaci reakce nebo agregace a snizuji riziko arterialni trom-
bozy, ale mohou zvySit riziko krvdceni pii jejich piedavkovani. Indikace protidestickové
1écby vyplyva predevsim z pritomnosti rizikovych faktorti tepenné okluze. Trombocyty je
mozné inhibovat ve fazi adheze, aktivace nebo agregace, popiipadé mizeme potencovat
jejich stabilitu:

m  Blokdada adheze krevnich desticek na subendotelidalni matrix

Ve fazi adheze 1ze inhibovat vazbu na obnazena kolagenni vlakna bud’ na trovni destickovych
receptort (nejcasteji GP Ib/Ila) nebo blokadou vWE, ktery tuto vazbu zprostredkuje:

1. blokatory GP Ib/Ila

2. antagonisté vVWF — pouzivaji se nefunkeni fragmenty vWE, které obsazuji vazebna mista
ke kolagenu a tim se znemozni vazba na obnazeny subendotel.

m  Blokdda aktivacénich cest a cyklii
1. inhibitory COX (cyklus kyseliny arachidonové) jinych enzymi cyklu kyseliny
arachidonové

Blokace cyklooxygendzy (COX — 1): Antiagregacni ucinek ASA je dan interferenci
s biosyntézou cyklickych prostanoidii v cyklu kyseliny arachidonové (Awtry a Loscalzo,
2000). ASA vyvola nevratnou inhibici cyklooxygendzy a nasledné potlaceni syntézy
TXA A, a dalSich prostaglandinti (Hilmerova a Filipovsky, 2004). ASA je pomémné rychle
deacetylovana jatry — plazmaticky polocas je asi 20 minut.

Blokace tromboxansyntetazy: Vyuziva se imidazolovych ptipravkt (napt. VAPIPROST nebo
RIDOGREL). Jedna se o kombinované blokatory receptorti TXA, a tromboxansyntazy.

2. blokada receptort krevnich desti¢ek

a. Selektivni inhibitory

Receptory ADP: ADP je vylucovany z denznich granul desticek a z aktivovaného
cévniho subendotelu. Thienopyrimidinové derivaty (T/ICLOPIDIN a CLOPIDOGREL)
ireversibiln¢ blokuji ADP receptory krevnich desticek typu P2Y,. Jiné cesty aktivace
zustavaji neovlivnény.

Receptory pro_trombin: pouzivaji se

- Blokatory trombinovych destiCkovych receptor PAR-1: jejich ucinek je zalozen na
principu protilatek proti vlastnimu receptoru.

- Trombostatin: jedna se o degradac¢ni oligopeptidovy produkt bradykininu o 5 aminoky-
selinach, ktery se vaze piimo na aktivni misto receptoru.
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b. Komplexni inhibitory —inhibuji vice receptorii najednou (Ié¢iva s komplexnim ptisobenim
jako je napf. ANAGRELID).

m  Stabilizace krevnich desti¢ek
1. zvySeni desti¢kové cAMP a cGMP

m  Blokada agregace krevnich desticek

1. Blokatory receptortt GP IIb/IIIa

Inhibitory glykoproteinovych receptorti typu GP IIb/Illa zasahuji v mist¢ kone¢ného
a spolecného bodu vsech cest vedoucich k aktivaci krevnich desticek a v disledku toho
blokuji agregaci desticek, kterd je vyvolana vSemi agonisty. Inhibitory blokuji pfipojeni
fibrinogenu k receptoru IIb/I11a na krevnich destickach tim, ze obsadi receptorové misto na
konformacné zménéné molekule GP I1b/I11a.

Fragmenty monoklonalnich protilatek — blokuji nespecifickou sterickou zébranou
destickovy receptor GP 1Ib/I1la

Inhibitory s malou molekulou — tyto latky napodobuji RGD sekvenci aminokyselin
fibrinogenu a vazi se ve stejném mist¢ jako fibrinogen specifky na GP IIb/Illa.
Rozlisujeme:

- Syntetické peptidové inhibitory

- Nepeptidové inhibitory (fibany)

inhibitory gp receptort jsou v soucasné dobé nejucinnéjsimi protidestickovymi léky

2. Blokatory geneze trombinu

Nizkomolekularni hepariny - LMWH: potencuji u¢inek antitrombinu k vyvazovani
F Xa a tim snizuji produkci trombinu. Aktivace desti¢ek ostatnimi mechanismy zlstava
zachovana (Vojacek, 2003).

Monitorovani antiagregac¢ni 1écby
agregacni kiivky po stimulaci induktory
PFA - 100

Impact
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POUZITI TROMBIN GENERACNIHO TESTU U PACIENTU
S HETEROZYGOTNI FORMOU FV LEIDEN

L. Slavik, A. Hlusi, V. Kréova, P. Novak, J. Maliskova
Hemato-onkologicka klinika FN Olomouc

Trombin generacni test zalozeny na tvorbé trombinu v pribéhu meéfeni nam poskytuje
aktualni komplexni obraz hemostazy a maximalné se snazi pfiblizit in vivo podminkam.
My jsme tohoto stanoveni vyuzili pro sledovani generace trombinu u pacientii s dobre de-
finovanym trombofilnim stavem jako je heterozygotni forma mutace FV Leiden.

Pfedmétem nasi prace je porovnat Groveil generace trombinu s rizikem klinické mani-
festace trombofilniho stavu, jelikoz sledujeme fadu pacientt (s heterozygotni formou FV
Leiden) bez klinické manifestace nicméné mame také velkou skupinu s prokdzanou mani-
festaci trombofilniho stavu ve formé hluboké zilni trombozy.

Generaci trombinu jsme stanovovali pomoci Microplate Fluorescence Reader GENios
(TECAN) s excitac¢ni vinovou délkou 360 nm a emisi jsme stanovovali pii 465 nm. Plasma
chuda na desticky byla aktivovana reagencii s nizkou koncentraci tkanového faktoru, ktera
je uréena pravé pro monitorovani generace trombinu u trombofilnich stavii. Méteny nardst
intenzity fluorescence pak pfimo umérné odpovidal generovanému mnozstvi trombinu.
Mgéfeni bylo provadéno kontinualné pii 37°C po dobu 90 min.

Z namétenych vysledkl jsme nasledné hodnotili Ctyfi parametry: lag time generace
trombinu, ¢as nutny pro dosazeni maximalni koncentrace trombinu, maximalni koncen-
traci trombinu a celkova mnozstvi generované¢ho trombinu pomoci integrace plochy pod
ktivkou.

Analyzovali jsme skupinu 40 pacientl s heterozygotni formou mutace FV Leiden.
V daném souboru jsme stanovili generaci trombinu a porovnali ji s klinickou manifestaci
trombofilniho stavu.

Na zéklad¢ statistického zhodnoceni vysledkit mizeme potvrdit korelaci klinickych
projevi trombozy se zvysenou hladinou generace trombinu.

Literatura:

1. Activated protein C resistence determined with a thrombin generation-based test
predicts for venous thrombosis in men and women Tans G. et all., British Journal
of Haematology, 2003, 122, 465 -470
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EXTERNI KONTROLA KVALITY V MORFOLOGII

M. Matyskova
OKH FN Brno

Externi kontrola kvality (EKK) v morfologii v CR a SR (provadéna firmou SEKK) je
zajisténa pro parametry krevniho obrazu (KO), pocty retikulocyti mikroskopicky (RET)
a na analyzatoru (RC), hodnoceni natéru periferni krve (DIF a NF).

Jak ukazuji vysledky externi kontroly, vétSina laboratofi jiz pouziva pro stanoveni
KO automatické analyzatory. S jejich rozsifenim stoupla tspésnost v tomto cyklu EKK.
Se zptesnujici se metodikou je proto mozné ,,zpevnit™ toleranéni meze pfimo mefenych
parametrt s vyjimkou trombocytt. Od r. 2007 by mély platit hodnoty uvedené v tabulce.

ZKOUSKA CILOVA NEJISTOTA MERENI PRO EHK (TMU)
Leukocyty (pocet) 13 %

Erytrocyty (pocet) 8%

Hemoglobin 6 %

Hematokrit 10 %

MCV 10 %

Trombocyty (pocer) Doty <20010%1: 27 %

Podstatné komplikovanéjsi je kontrolni cyklus ,,hodnoceni natéru periferni krve®. Jed-
nak je obtizné zajisténi standardni kvality vzorki (nejen technika natéru, ale napt. barveni
je stale piipominkovano), na stran& druhé jsou potiZe ze strany pracoviit. Rada laboratoii
stale jesté pod pojmem ,,hodnoceni natéru® rozumi pouze pocetni zhodnoceni a nev§ima si
morfologie pfedevsim cervenych krvinek a trombocyti. Pro hodnoceni vykonu tcastnikti
se od r. 2005 pouziva bodovy systém. Jako Gspésna je hodnocena laboratof, ktera dosahla
60 a vice % z moznych bodl u kazdého natéru. Toto hodnoceni je vyuzito i pro vybér
pracovist', ktera v tomto cyklu pracuji jako ,,expertni®, tj. definuji cilové hodnoty - pocty
bungk i znaky.

Ve snaze o co mozna nejjasnéjsi pravidla jsme se pokusili navrhnout kritéria, ktera by
definovala, za jakych podminek zaskrtavat dany znak v pravodnim listu. Nékteré laboratote
totiz zaskrtavaji zmény v natéru jiz pfi nalezu jedné ¢i dvou bunék a dochazi tim Casto az
k paradoxnim situacim, kdy ze zdravych osob udélame nemocné.

Zpracované doporucent je trvale k dispozici v dokumentu ,,Hodnoceni natéru periferni
krve — Pokyny pro vypliovani privodniho listu® na www.sekk.cz v oddile Infoservis.
Samoziejmé vitame veskeré pfipominky z terénu.
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INTERNI KONTROLA KVALITY V KOAGULACNI LABORATORI

J. Zavielova, M. Matyskova, M. Penka
Oddgéleni klinické hematologie, FN Brno

Interni kontrola kvality (IKK) je sledovani spolehlivosti analytickych méfeni pomoci
kontrolnich materialti zafazenych do jednotlivych sérii méteni. Poskytuje denni pribézné
informace o kazdé metodg, o jeji ptesnosti (opakovatelnosti a reprodukovatelnosti), sprav-
nosti a porovnatelnosti vysledkti. Frekvence a rozsah kontrol je individudlni, fidi se typem
laboratofe, mnozstvim analyzovanych vzorku, typem vySetieni a jejich poctem, ptistrojo-
vym vybavenim, zkuSenosti pracovnikl a dostupnosti kontrolniho materialu, ale soucasné
musi plnit pozadavky legislativy. Konkrétni podminky provadéni, hodnoceni, zazname-
navani IKK pro jednotlivé metody v dané laboratofi musi byt popsany ve standartnich
operacnich postupech.

Problémem IKK v koagulaci je zejména dostupnost vhodného kontrolniho materialu
(globalni testy a testy k vysSetfeni funkci trombocytit). Pro fadu koagula¢nich vySetieni
nejsou definovany referencni metody, navaznost kontrolnich materialti na referencni stan-
darty je pro vétSinu parametrt zajisténa.

V koagulacni laboratofi se provadi kontroly: spravnosti, pfesnosti v ¢ase (reprodukova-
telnosti), presnosti v sérii (opakovatelnosti) a porovnatelnost pfistroji. K IKK se pouzivaji:
1)kontrolni vzorky komercni v referenc¢nich mezich (,,normalni N) a mimo referencni
meze (,,patologické” P). Mohou byt atestované (s presné¢ udanou hladinou méfeného para-
metru s udanim povolenych odchylek) nebo neatestované. 2) vzorky pfipravené laboratofi
Cerstvé i zamrazené po alikvotech (N i P).

Ke kontrole spravnosti se pouzivaji minimaln¢ dva nezavislé komercni atestované
kontrolni materialy (N a P). Vyhodnoceni kontrol spravnosti se provadi porovnanim
s deklarovanym rozmezim. Kontroly spravnosti je nutné provadét vzdy pfi zméné Sarzi
reagencii a po kalibraci. Kromé toho je u rutinnich vySetfeni vhodné provedeni kon-
trol spravnosti minimalné 1x mési¢né a u specidlnich koagulacnich vySetfeni provedeni
s kazdou sérii vySetieni.

Ke kontrole presnosti staci pouzivat komer¢ni neatestované kontroly event. vzorky
pripravené laboratofi (pokud mozno N i P). Tyto materialy se v ramci kontroly piesnosti
v ¢ase opakované analyzuji v provoznich podminkach soucasné se vzorky pacientii. Min-
imalni frekvence provadéni je u rutinni koagulace 1 — 2 denné pro kazdy test a kazdy
pristroj, ktery je v provozu. Vyhodnoceni musi byt provedeno bezprostiedné a vyzaduje
specialni statistické programy. Stanoveni ptfesnosti v ¢ase u specialni koagulace lze
provadét pouze u metod s vétsi frekvenci provadéni. Kontroly presnosti v sérii nepatfi
mezi bézné kontroly v koagulaci, provadi se pii validacich pfistroji, pro ovéteni spravné
funkce piistroje a pfi zavadéni novych metod.

Porovnatelnost pfistroji se provadi u rutinni koagulace pfi pouzivani vice pfistroju pro
danou metodu. Tyto kontroly je nutné provadét bezprostiedné po kalibraci metody, pii
zméné Sarze reagencie, kromé toho je vhodné provadét 1x denné pii sou¢asném provozu
na vice pfistrojich.

Vybér kontrolnich materialtl je individualni a fidi se doporucenim vyrobct sett,
pristrojii a pozadavky laboratote. Frekvence kontrol ur¢uje ekonomicka narocnost, kterd je
zavisla na poctu vySeteni.
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EXTERNI KONTROLA KVALITY VYSETRENI INR
NA POCT PRISTROJI - VYSLEDKY PILOTNI STUDIE.

P. Kessler
Odd. hematologie a transfuziologie Nemocnice Pelhiimov, p.o.

Uvod: Point of care testing (POCT) je laboratorni testovéant ,,blizko pacienta®, mimo stan-
dardni laboratorni podminky. Spravnost vysledkti by méla - stejné, jako v piipadée kla-
sickych laboratornich testii — byt ovéfovana systémem externiho hodnoceni kvality (EHK).
Protoze 1ékat provadéjici POCT je i klinickym interpretem ziskanych vysledkd, je mozno
do systému EHK zahrnout i hodnoceni postanalytické faze a tim pfispivat ke zvySovani
kvality péce jako celku.

CoaguCheck S je pienosny piistroj ur¢eny k POCT stanoveni protrombinového testu.
Vysetieni analogu INR je provadéno z plné kapilarni krve. Kontrolni material, pouzivany
za U¢elem EHK obsahuje citratovou plazmu a kalcium, které se pfed vySetfenim smichaji,
¢imz napodobuji situaci vySetfeni z plné krve.

Metodika: V pilotni studii organizované SEKK, byl pouzit kontrolni material od britského
organizatora EHK, spole¢nosti UK NEQAS. Byla hodnocena spravnost vysetieni analogu
INR ve dvou vzorcich plazmy pacientt 1é¢enych warfarinem. V privodnim materialu byla
uvedena stru¢nd anamnéza obou pacientll a krome spravnosti vlastnich vysledki testu byly
hodnoceny i odpovédi na 3 otazky mapujici schopnost Gcastnikti spravné interpretovat
dosazeny vysledek. 1. otazka se tykala pfiméfenosti naméfené hodnoty vzhledem k cilové-
mu rozmezi INR, 2. otazka se tykala dalsiho davkovani warfarinu a 3. otazka se zabyvala
intervalem mezi soucasnou a naslednou kontrolou. Vysledky testii a odpovédi na vyse
uvedené otazky byly hodnoceny jako spravné — vedouci k optimalnimu 1é¢ebnému postu-
pu, akceptovatelné, vedouci k suboptimalnimu postupu, ktery vSak pacienta neohrozuje,
a nespravné — tedy ve svych dasledcich potencialné ohrozujici pacienta. Za Gspésny byl
povazovan vysledek spravny nebo akceptovatelny.

Vysledky: EHK se zGcastnilo 35 pracovist, ztoho 2 pracovist¢ neodpovédéla na
interpretacni otazky. Usp&inost vlastniho vysetfeni (pramérny vysledek + 23%) byla
97,1%. Odpovéd na 1. otazku byla u obou testti spravna u 31 (93,9%) ucastnikd, u
2 (6,1%) byla pro 1 vzorek nespravna, pro 2. vzorek spravna. Odpovéd’ na 2. otazku byla v
1 ptipadé (3%) nespravna u 1 vzorku, v 5 (15,2%) ptipadech akceptovatelna u 1 vzorku a
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spravna u 2. vzorku, ve vétsing piipadl - 27 (81,8%) spravna u obou vzorkd. Odpovéd na
3. otazku byla jen u 11 (33,3%) ucastnikti spravna pro oba vzorky, u 6 (18,2%) Gcastniki
spravna pro 1 vzorek a akceptovatelna pro 2. vzorek, u 2 (6,1%) ucastnikti akceptovatelna
pro oba vzorky, u 3 (9,1%) ucastnikii spravna pro 1 vzorek a nespravna pro 2. vzorek,
u 2 (6,1%) ucastnikd akceptovatelna pro 1vzorek a nespravna pro 2. vzorek a u 9 (27,2%)
ucastniktl nespravna pro oba vzorky. Celkové ispésnych bylo 18 (51,4%) ucastniki, z toho
10 (28,6%) ucastnikti mélo vsechny odpovédi spravné.

Zaver: Usp&nost vlastniho laboratorniho vySetfeni byla velmi dobra, stejnd tak vétsina
odpovédi na otazky pfiméfenosti davkovani a zmény davkovani byla uspésna. Alarmu-
jici je vysoké procento ucastnikl, doporucujici pfili§ dlouhé intervaly mezi kontrolami
u pacientl s vysokym rizikem trombotickych komplikaci a nestabilnimi hodnotami INR.
Zahrnuti interpretacni faze do systému EHK se ukazalo jako uzitecné.

Literatura:

1. Kristoffersen AH.Thue G, Sandberg S: Postanalytical external quality assessment of
warfarin monitoring in primary healthcare. Clin Chem 2006 Oct;52(10):1871-8.

2. Poller L, Keown M, Chauhan N, et al.: European concerted action on
anticoagulation. Quality assessment of the CoaguChek Mini and TAS PT-NC point-
of-care whole-blood prothrombin time monitors. Clin Chem 2004 Mar;50(3):537-44.

ERYTROCYTY Z AFEREZY - MARKERY VITALITY BUNEK
PRI HODNOCENI PARAMETRU JAKOSTI

R. Prochazkova !, L. Hubackova !, C. Andrys 2, J. Krejsek 2, M. Blaha *, L. Rehofova
'Transfuzni oddéleni, Krajska nemocnice Liberec,
2Ustav klinické imunologie a alergologie, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové,
30ddélent klinické hematologie, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové

Uvod: Erytrocyty pro létebné podani Ize ziskat nejen klasickymi odbéry plné krve, ale
i aferetickymi technikami, které umoziuji soucasny odbér dvou transfuznich jednotek
(TU) erytrocytit (RBC) ¢&i kombinaci odbért trombocyti s erytrocyty a/nebo plasmou
pri jedné navstéveé darce. Cilem pripravy je ziskat RBC koncentrat standardni jakosti dle
Doporuceni Rady Evropy, s minimalnim poskozenim funkce erytrocytt. Pro hodnoceni vi-
tality bunék lze pouzit stanoveni napt. hladiny kalia, glukosy, laktatu ¢i LDH. Modernim
parametrem jakosti je annexin V, marker buné¢né apoptozy. Cilem prace bylo zhodnotit
markery poskozeni bun¢k u erytrocytl z aferézy s odlisnou technologii piipravy.

Metodika: U darct krve, ktefi spliiovali kriteria Doporuceni Rady Evropy, jsme provedli na
separatoru Haemonetics MCS+ 20 aferéz, pii kterych jsme ziskali 40 TU RBC deleukoti-
zovanych (EAD MCS+), 20 aferéz s odbérem 40 TU RBC resuspendovanych (EAR), na
separatoru Trima Accel 19 kombinovanych odbéri deleukotizovanych RBC (EAD Trima) a
trombocytt. V den skladovani 0 a 40 jsme stanovili: obsah Hb, Ht a leukocyty v TU, hod-
notu pH, hladiny volného Hb, LDH, kalia, glukosy, laktatu a annexinu V. Vysledky byly
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porovnany se souborem 20 in-line deleukotizovanych erytrocyti z plné krve (ERD). K hod-
noceni jsme pouzili dvouvybérovy t-test, parovy test, Pearsontiv a Spearmantiv korelac¢ni
koeficient. Statisticka vyznamnost byla posouzena na hladiné p < 0,05.

Vysledky: U vsech typu RBC bylo docileno predikovanych standardnich parametra ja-
kosti. Béhem skladovani u zadného z typu RBC nedoslo k poklesu Ht a obsahu Hb v TU.
Vzestup obsahu volného Hb byl vyssi u EAD MCS a EAR nez u ERD, mezi EAD Trima
a ERD nebyl statisticky vyznamny rozdil (p=0,18). U EAD MCS+ a ERD byl srovnatelny

Korelaci hodnoty kalia se stupném hemolyzy jsme nepotvrdili. Vzestup hodnot LDH byl
vys$si u EAD MCS+ nez u ERD a EAD Trima, nejmarkantnéjsi byl u EAR a koreloval
se stupném hemolyzy u vSech typti RBC. Vzestup laktatu byl nejvyssi u ERD, bez ko-
relaci s ostatnimi parametry. Pokles hladiny glukézy byl srovnatelny u obou pfipravki
ze separatoru MCS+ (p=0,86), nejméné¢ obsah glukosy poklesl u EAD Trima. Nejmensi
pokles pH byl u EAD Trima, u zadného typu RBC pH nekleslo pod hodnotu 6,5. Vzestup
hodnot annexinu V byl srovnatelny u ERD a EAD Trima (p=0,11), vy$§i u EAD MCS+
(p=0,009), nejvyssi u EAR. Hladiny annexinu V korelovaly se vzestupem volného Hb
a LDH u v8ech typi RBC. Korelaci annexinu V s laktatem jsme nepotvrdili.

Zavér: Vyvoj markerti poskozeni erytrocytti byl srovnatelny u EAD Trima a ERD,
nejvyraznéjsi u EAR. Z  vysledkd usuzujeme, ze z uvedenych technologii ptipravy
erytrocytd je patrné nejSetrnéjsi standardni zpracovani plné krve a aferéza na separatoru
TRIMA Accel. Typ technologie pfipravy RBC jako takovy vsak patrné nema takovy vliv
na poskozeni erytrocytu, jako kontaminace pripravku leukocyty. Mimo annexinu V se jako
vhodny marker poskozeni erytrocytu ukazuje i stanoveni LDH, jejiz hodnoty jsou v korel-
aci s vyvojem hemolyzy a hladinou annexinu V v pfipravku.
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MANAGEMENT SYSTEMU ZABEZPECENI KVALITY V HEMATOLOGICKE
LABORATORI ,,OKRESNIHO* TYPU.

M. Drgonova
Odd. hematologie a transfuziologie, Nemocnice Pelhiimov

Zatimco v transfuzni sluzbé je v dusledku tlaku ze strany statnich organt jiz na vSech
pracovistich zavedeny dobfe fungujici systém zabezpeceni kvality, v hematologickych
laboratofich je situace horsi, ¢astecn¢ z divodu nedostatecné personalni kapacity, castecné
z diivodu snahy vedeni nemocnic 0 maximalni Gspory.

Management systému zabezpeceni kvality zahrnuje standardizaci postupli v preanalyt-
ické, analytické i postanalytické fazi jednotlivych vySetfeni, kontrolu dodrzovani standard-
nich operacnich postupti, validaci laboratornich postupti, vnitini kontrolu kvality a ucast
v cyklech externiho hodnoceni kvality. Systém vnitini kontroly kvality zahrnuje zejmé-
na kontrolu pfesnosti, spravnosti a reprodukovatelnosti vysledkl vysetieni, provadénou
v pravidelnych, ptedem stanovenych intervalech. Z ptipadnych chyb jsou neprodlené
vyvozovany zaveéry a piijimana opatieni k jejich odstranéni. Vysledkem fungovani sys-
tému by mély byt pesné a spolehlivé vysledky laboratornich vysetieni.

Externihodnoceni kvality slouzik objektivnimu ovéreni funkénosti systému zabezpeceni
kvality prostfednictvim kontroly spravnosti a presnosti laboratornich vysledkd.

Systém zabezpeceni kvality vede na jedné strané ke zvyseni nakladti na kontrolni labo-
ratorni material a narokti na personal. Na druhé strané je nutnym ptedpokladem kontinual-
niho zvySovani kvality laboratorni prace s bezprostfednim dopadem na kvalitu péce o pa-
cienta. Ve svych dusledcich pak vede k nemalym usporam snizenim vyskytu komplikaci,
zpusobenych 1écbou indikovanou na zékladé nespravného laboratorniho vysledku.
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KLASIFIKACIA A KATALOGIZACIA VYKONOV - TEZY

T. Lipsic !, P. Find’o, R. Zajac
! Klinika laboratdrnej mediciny — OUSA, LFUK, TU, V8§ZaSP Bratislava

“Verba volant, scripta manent — slova vyprchaju, pismo ostava. Pre vyjadrovanie a pisanie
— komunikaciu, popis, zvazovanie, definovanie, hodnotenie - si nevyhnutnou potrebou
abeceda-pismo, gramatika a syntax - tymi su pre vykony v zdravotnictve systémy kla-
sifikacie, katalogizacie a kategorizicie.

Definovanie pojmov, komplexné analyzy, unifikacia, harmonizacia, jednoznacna Struktira
a Standardné postupy su nevyhnutné pri kazdej zmysluplnej Cinnosti, teda aj zdravotnictvo.

- Terminologia pojmov:

Zoznam zdravotnych vykonov (ZZV) — klasifikacia: systematické a Standartizované/ uni-
fikované usporiadanie zdravotnych vykonov

Katalog zdravotnych vykonov (KZV), je suhrn zdravotnych vykonov, ich frekvencii
a indika¢nych obmedzeni patriacich k jednotlivym chorobam

- Aplikacia unifikovanej a spravnej terminologie:
jednotny jazyk, ktory presne popisuje lekarske, chirurgické a diagnostickeé sluzby. Sluzi na
komunikaciu medzi lekarmi, pacientmi a tretimi stranami

- Aplikacia striktnej hierarchizacie:
ZZN a KZV su formované na zéklade hierarchie pojmov a vykov — v diagnostike aj v terapii.
Zakladnym principom hierarchizacie je anatomické a funkéné ¢lenenie organov a systémov

- Vykon pre klasifikiciu a katalogizaciu musi spifiat’ tieto kritéria:
zodpoveda sucasnej spravnej medicinskej praxi, vykonavaji ho mnohi lekari a vvkonava
sa na viacerych miestach.

Vykony v ZZV: su odborovo neutralne, umiestnenie vykonov v urcitej Casti katalogu
neobmedzuje ich pouzitie v inej medicinskej oblasti, komplex vykonov oznac¢ovany ako
“SVLZ* je umiestneny podl'a systematiky (nie organizacie odborov), vykony “funkénej
diagnostiky* su zaradené k prisluSnym organovym systémom. Vykon v katalogu je
jedineény, nema sa opakovat’.

Na zaklade skiisenosti z literattiry a prace na klasifikacii su vytvorené tieto skupiny vykonov:

1.VSeobecné vykony
2.Diagnostické vykony - laboratorne vykony
3 Klinické vykony

Klasifikacia a vytvorenie ZZV su zékladnym predpokladom pre katalogizaciu a katego-
rizaciu vykonov (= abeceda, gramatika, syntax).

Na zéklade klasifikacie/katalogizacie mozu vznikat harmonizované a kompatibilné al-
goritmy postupov - tandardné diagnostické a terapeutické postupy.

Kone¢nym realizatnym vystupom je Standartizacia zdravotnickych vykonov a postupov
(kvalita, efektivnost’ a ekonomizacia) a vo finalnej faze hodnotenie zdravotnej starostlivos-
ti (ZS) podrl'a standartného balika vykonov na diagnézu (“DRG*). Cena je predpokladanou
thradou za $tandartnti ZS poskytnutt pri konkrétnej chorobe podl'a MKCH 10.
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HARMONIZACIA VYSLEDKOV VYSETRENI: KLINICKY PRINOS

P. Bartek, T. LipSic
Hematologické a transfuziologické oddelenie KLM TU, Onkologicky ustav sv. Alzbety,
s.ro. Bratislava

Presnost, spol'ahlivost’ a interpretovatelnost’ vysledkov laboratérnych vySetreni vzorky
pacienta s v mnohych pripadoch ovplyvnené faktom, kde as akym technickym
a personalnym vybavenim boli vySetrenia pocas zdravotnej starostlivosti o pacienta
vykonané. Model Virtualneho Centralneho Laboratoria (VCL), prezentovany v praxi
uz vroku 1995 ako model pre manazment laboratornych tudajov z klinickych studii vo
farmaceutickom vyskume, pontika namet na to, ako dosiahnut’ zvySenu jednotnost’ dat
aj v ramci vel'kého uzemia. Harmonizacia vysledkov procesom Standardizacie umozni
zavedenie jednotne definovanych limitov referenénych hodnét anasledné pouzitie
jednotnych rozhodovacich kritérii, ¢im sa zvysi interpretovatelnost’ vysledkov daného
pacienta v kontexte jeho predchadzajtcej zdravotnej starostlivosti a prinesie spolahlivejsie
rozhodovanie predovsetkym u pacientov s hrani¢nymi hodnotami jednotlivych sledovanych
parametrov.

PROC JDOU KOAGULACNI TESTY SPATNE?

L. Hrachovinové, M. Zemanova , P. Kudlackova, H. Novotna, J. Prellova, 1. Zelezna
Ustav hematologie a krevni transfuse, Praha

Problémy s vySetfenim koagulacnich parametri mohou vzniknout na mnoha trovnich
koagulacniho vysetieni. Je nutné si uvédomit, ze vysetieni nezacina spusténim koagulac¢niho
testu, ale mnohem diive - v dobg, kdy je zvolen urcity test a kon¢i interpretaci vysledku
testu.
Zhruba si cely postup miizeme rozd¢lit na:

a) preanalytickou

b) analytickou

¢) postanalytickou fazi.

V preanalytické fazi jsou zdrojem chyb nevhodné zvolené testy vzhledem ke stavu
pacienta, nevhodné naplanovany odbér krve, nevhodné provedeny odbér nebo odbér
znevhodného mista. Spatné zvoleny antikoagulaéni roztok muiZze byt také zdrojem
problému. Skladovani a pfiprava vzorku pro vySetfeni jsou ¢astym zdrojem chyb, které
se mohou projevit hned (aktivace desti¢ek a nékterych koagulacnich faktord, konzumpce
heparinu) a nebo pozdéji, pii pouziti skladovanych zamrazenych vzorku (pfi testech na
lupus antikoagulants, resistenci na aktivovany protein C a jinych).

V analytické fazi mohou byt problémy vazané na pouzivani pfistroju, poloautomatick-
ych nebo plné automatickych koagulometrii. Zdrojem chyb mohou byt nanosy necistot,
neodpovidajici objemy reagencii nebo kontaminace reagencii mezi sebou. Samotné pro-
vedeni testi muze byt zatizeno chybami vzniklymi nevhodnymi inkuba¢nimi Casy, Spatné
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provadénou kalibraci, hodnotou ISI neodpovidajici pouzité reagencii, fedénim nebo
nevhodnymi kalibratory. U reagencii je nutné dbat na dobu expirace a na to, Ze nékteré re-
agencie nejsou vhodné pro vSechny druhy koagulometri. Diivodem je opticka prostupnost,
nutnost michani nebo objem reagencii. VétSing chyb analytické faze 1ze ptredejit pravidel-
nou vnitini kontrolou kvality, jejiz vysledky vcas upozorni na problémy. Dohledat jejich
pfic¢iny nebyva nikdy jednoduché. Je nutné krok za krokem zkontrolovat postupy spravné
laboratorni praxe. Nékteré chybné vysledky ale nejsou zachytitelné ani vnitini kontrolou
kvality. Mohou byt nasledkem jednobodového méfeni nebo nevhodou extrapolaci dilu¢ni
ktivky. Vysledky z externi kontroly kvality pomahaji upozornit na dalsi problémy.

V postanalyticka fazi muze dojit ke Spatné interpretaci vysledkd nasledkem neod-
povidajiciho analytického rozmezi nebo kvili nedostatecnym nebo zkreslenym informacim
o vzorku. K pochopeni a interpretaci nepiehledného vysledkového listu bez odpovidajiciho
normalniho rozmezi nepomutze ani bezchybné provadéni preanalytické i analytické faze.

Vétsina laboratoii vi, kde jsou jeji slaba mista a vedeni laboratofe se je snazi kon-
trolovat. Bohuzel koagulace a testovani koagulace je trvalym zdrojem problémd, i kdyz
dodrzujeme vSechna pravidla spravné laboratorni praxe. Vsechno, co muze jit Spatné
vétsinou jde Spatné v tu nejnevhodnéjsi dobu, a proto je nutna neustala ostrazitost.

Literatura:

1. Clinical Diagnostic Technology. The Total Testing Process. K.M. Ward-Cook,
C.A. Lehmann, L.E. Schoeff, and R.H. Williams, editors. Washington, DC:
AACC Press, Vol.1, 2003, Vol.2, 2005.

PLASTICITA HEMATOPOETICKEHO SYSTEMU.
S. Filip ', J. Mokry %, M. Blaha?
! Klinika onkologie a radioterapie LFUK a FN, Hradec Krdlové

2 Ustav histologie a embryologie LFUK, Hradec Krdlové
3 Oddeleni klinické hematologie LFUK a FN, Hradec Krdlové

Uvod.

Problematika kmenovych bunék zaznamenala velky rozvoj. Systematické studium
kmenovych bun€k zahgjila pionyrska prace Tilla a McCullocha v Torontu zacatkem roku
1961. Hlavnim zaméfenim této laboratofe bylo pochopit rozdil mezi radiosenzitivitou nor-
malnich a rakovinovych bunék.

Ve své piednasce se autofi zaméiuji na kmenové bunky z riiznych pohledt — predevsim
ale se zaméfenim na vztah mezi embryonalnimi (ES) a hematopoetickymi kmenovymi
bunkami (HSC). Z tohoto komplikovaného vztahu vychazi souc¢asny pohled na kmenové
buriky a také vznasi nékteré otazky a nabizi také odpovédi k této problematice. Pfipomenime
si ty nejdulezitéjsi: Je mozné primét bunky jednoho typu tkané, aby vypadaly a chovaly se
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jako bunky jiné tkané? Dochazi k témto zménam prirozené? A mohly by se takové trans-
diferenciace pouzit v 1é¢bé nekterych nemoci? Jak se fesi problémy bioetiky?

Vyznamny pokrok v pochopeni biologie kmenovych bunék piedstavuje objeveni
zplsobu in vitro kultivace lidskych embryonalnich kmenovych (hES) bunék. Tyto bunky
lze ziskat pfi potratech nebo z ,,piebytecnych® embryii pii in vitro fertilizaci, pficemz lze
jejich potomstvo cilené nasmérovat k vyvoji a diferenciaci bunék pro potieby regenerace
poskozenych tkani. Rada prekvapujicich pozorovani z posledni doby doloZila, Ze i tkdnové
specifické kmenové (multipotentni) buiiky maji schopnost za vhodnych podminek
produkovat celé spektrum bunécnych typt bez ohledu na to, zda jsou odvozeny z téhoz
zarode¢ného listu ¢i nikoli. Tato schopnost je nejc¢astéji nazyvana plasticitou kmenovych
bunék. V soucasné dobé¢ je nejvice propracovany system hematopoézy, dale napt. nervovy
systém a dalsi.

Studie na zvifatech ukazuji, Ze transplantaci bud’ derivatl pluripotentnich kmenovych
bunck nebo fetdlnich bunck 1ze uspésné 1é¢it fadu chronickych onemocnéni jako je dia-
betes mellitus, Parkinsonova nemoc, traumatické poranéni michy, Purkynova bunééna
degenerace, selhani jater, selhani srdce, Duchennova muskularni dystrofie a osteogenesis
imperfecta. V soucasné dobé se také ukazuje, ze bude mozno 1é¢it néktera onemocnéni
krvetvorby napf. akutni leukemii, diefiové utlumy a dalsi.

Ackoliv bylo v poslednich letech dosazeno zna¢ného pokroku, stale existuje nékolik
hlavnich pfekazek, které omezuji Sirokou aplikaci bunééné transplantace v rutinni 1écbé
téchto stavi. Hlavnimi prekazkami, s nimiz se musi pocitat, je potieba masivnich davek
imunosupresivnich 1¢ki pro prevenci rejekee transplantované tkané a nedostatek organti od
mrtvych darct. I pres tyto pfekazky, strategie na bazi hES bunék by mohla umoznit tvorbu
neomezeného mnozstvi bunék a tkani a jejich dostate¢ny piisun z abundantniho, obnovi-
telného a rychle dostupného zdroje. Kromé toho by ES buiky, podle své prizptsobivosti
pro stabilni genetickou modifikaci, mohly byt upraveny tak, aby se vyhnuly nebo in-
hibovaly imunitni odpovéd” hostitele.

Prvnim krokem k uspé$nému vyvoji terapie na bazi kmenovych bunék u lidi je dokazat,
ze hES bunky maji schopnost diferencovat se v uréity, pro nas ‘“zajimavy” bunécny typ
a ze smiSen¢ populace tuto linii purifikovat. V druhém kroku bude nutné kriticky posoudit
a demonstrovat, ze diferencované bunécné derivaty funguji fyziologickym zpusobem,
napt. ze sekrece inzulinu v bunikach pankreatickych ostrivki je normalni a odpovida
hladiné glukdzy. Tietim a hlavnim milnikem na cesté ke klinickym testim bude dikaz
efektivity na zvifecich modelech nékterych onemocnéni. Za ¢tvrté, je zde moznost, Ze
transplantace derivatd diferencovanych hES bunék lidskym piijemciim muize mit za nasle-
dek tvorbu tumori odvozenych z hES bun¢k. Vzhledem k tomu, Ze pokrok v tomto sméru
pokracuje milovymi kroky, pfibudou jisté dalsi dulezité otazky, které mohou limitovat
vyuziti kmenovych bunék v terapii.

V koneéném dusledku ale nemizeme opomenout také mozna zdravotni rizika, ktera
se mohou vyskytovat pfi pouzivani embryonalnich kmenovych bunék. Jesté nedavno
jsme si mysleli, ze budeme fesit otazku embryonalnich kmenovych bunék oddélené od
dospélych kmenovych bun€k. Dnes se ale ukazuje, ze tyto dva sméry se musi nutné
stietnout. Ocekavané bioetické feSeni a také snizeni zdravotniho rizika se ukazuje jenom
jako oddaleni jiz existujiciho problému, ktery sebou nese buné¢na terapie.
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ANALYZA KULTIVOVANYCH DB U ZDRAVYCH DARCU A PACIENTU
S MNOHOCETNYM MYELOMEM PO STIMULACI CD40L, CI A TNF alfa

L. Kovarova !, J. Michalek !, D. Oc¢adlikova ', L. Pour %, S. Dudova ', J. VigaSova !,
L. Zahradova '2, M. Penka ', R. Hajek '
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Uvod: Dendritické buitky (DB) jsou i¢inné antigen-prezentujici buiiky (APB) vyznaujici
se schopnosti stimulovat naivni T lymfocyty, iniciovat tak primarni imunitni odpoveéd
a udrzovat toleranci proti patogenim, tumorim a vlastnim antigenim. Schopnost
DB regulovat odezvu imunitniho systému zavisi na jejich stavu, kdy maturaci dochazi
k ptechodu od nezralych DB smérem ke zralym s mnozstvi zmeén jejich fenotypu a nasledné
i funkce. Nekonzistentnost informaci, ze u DB ziskanych od pacientli s mnohocetnym
myelomem existuje porucha na Girovni kostimulace, nas vedla k tomu, abychom se zaméfili
na studium fenotypu kultivovanych DB ziskanych z riznych zdroji a zaroven sledovali
schopnost vyzravani DB v zavislosti na pfidaném stimulans.

Cil: Analyza fenotypu DB a srovnani schopnosti jejich vyzrani u zdravych kontrol,
pacientti s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu (MGUS) a nelécenych pacientti
s mnohoc¢etnym myelomem (MM) po stimulaci pomoci CD40Ligandu (CD40L), calcium
ionophore (CI) a TNF alfa.

Metodika: Adherentni prekurzory mononuklearnich bunék periferni krve jsou 5 dni
kultivovany s IL-4 a GM-CSF pro ziskani nezralych DB. Po pfidavku stimulans CD40L,
CI, TNFa a dalsi 24h kultivaci jsou ziskané DB analyzovany na pritokovém cytometru.
Sledovany jsou tyto markery: CDla, CD11c, CD14, CD80, CD83, CD86, CCR6, CCR7,
lineage mixture, HLA-DR a dale marker vyzravani IL-12 pomoci ELISA.

Vysledky: V bezsérovych podminkéch kultivace prozatim nebyl nalezen vyrazny rozdil
mezi fenotypem DB zdravych darct, pacienti s MGUS a s MM. Exprese znaku CD83,
markeru zralosti DB, je v nizké mife nalézana jiz na nezralych DB, avsak po ptidavku
stimulans se dale zvySuje az na 50%. Znak HLA-DR je exprimovan ve velmi vysoké mife
na nestimulovanych i stimulovanych bunkach. Exprese kostimula¢nich molekul CD80
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a CD86 je vyrazn¢ ovlivnéna stimulaci, kdy hodnoty CD86 dosahuji az 90%. Bylo zjisténo,
ze kultivaci ziskané DB jiz neexprimuji monocytarni marker CD14, vyrazné snizuji
expresi liniovych markert a exprimuji znak CD11c¢, ktery odpovida myeloidnimu typu DB.
Exprese chemokinovych markert byla obtizné prokazatelna. Lze fici, ze CD40L i TNF alfa
se jevi jako vhodné stimulans, zatimco CI zfejmé na buiiky ptsobi cytotoxicky.
Podporovano grantem MZCR NR/8081-3.
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PRIPRAVA PROTINADOROVE VAKCINY S VYUZITIM DENDRITICKYCH
BUNEK AKTIVOVANYCH MONOKLONALNIM IMUNOGLOBULINEM:
PRVNI VYSLEDKY KLINICKE STUDIE FAZE II
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V roce 2004 probéhla v nasem centru prvni klinicka studie faze II, kde byl pacientim
s mnohocetnym myelomem (MM) podavan monoklondlni imunoglobulin (Id-protein)
po konjugaci s imunogennim nosi¢em keyhole limpet hemocyanin (KLH). Vakcina byla
pouzita ve skupiné¢ 12 nemocnych se stabilnim nebo mirné aktivnim onemocnénim.
Vysledky naznacily, ze imunitni systém nemocnych je schopen reakce na podany antigen,
ktery vSak neni natolik imunogenni, aby vyvolal klinickou odpovéd’. Proto byla v nasich
laboratofich pfipravena vakcina nové generace s vyuzitim dendritickych bunck (DB), které
jsou povazovany za nejucinnéj$i antigen-prezentujici bunky. DB byly ziskany z periferni
krve pacientti s MM a kultivovany po dobu 9 dnti za ptitomnosti cytokind IL-4 a GM-CSF.
Paty den kultivace byl pfidan autologni Id-protein vyizolovany z plazmy pacientti metodou
afinitni chromatografie. Uplné dozrani DB bylo dokonéeno ptidanim TNF-alfa.
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Devaty den kultivace jsou pacientim spliujicim kritéria pro zafazeni do studie (po
vysokodavkované chemoterapii s autologni transplantaci kmenovych bunék se stabilnim
nebo mirné aktivnim onemocnénim, u kterych nebyla indikovana standardni terapie)
podavany plné zralé DB aktivované Id-proteinem v mnozstvi vy$§im nez 1x10°. V této
klinické studii jsou vakcinovani 4 pacienti po dobu 6 mésici a vakcina je aplikovana 1x
meésicné.

Kontrola pfipravené vakciny je provadéna z hlediska kvality (bezpecnostni testy
na pfitomnost endotoxinu, mykoplazmat a mikrobiologické vySetfeni, flowcytometricky
panel) a kvantity (dostatecny pocet vitalnich, zralych a funkénich bunék).

Od podani prvni vakciny je monitorovana imunologicka a klinicka odpovéd’ na vakeinu.
V zéii letosniho roku se nachazime v poloviné vakcinaéniho cyklu. Vzhledem k ukonceni
této studie az v lednu 2007 bychom radi predlozili prvni vysledky a zkuSenosti s vakcinaci
4 pacientt. Jedna se zejména o vysledky metody ELISPOT, flow cytometrie a ELISA.

Metodou ELISPOT je hodnocena specifickd aktivace imunitniho systému antigenem
(Id-protein) na zakladé¢ produkce aktiva¢niho markeru interferonu gama (IFN-y). Nespeci-
fickd imunitni odpovéd’ je hodnocena pomoci diferencialniho krevniho obrazu a vysledkt
flow cytometrického panelu. Sledovany jsou tyto parametry: antigeny T bun¢k (CD3, CDS,
kombinace CD4/8), NK bun¢k (kombinace CD16/CD56), B bunék (kombinace CD19/
CD20), monocyti (CD14), dendritickych bunék (kombinace CD83/DR/11c a CD83/
DR/123) a aktiva¢nich markeri (CD25, CD69, HLA-DR, CD45RO, CD45RA). Zaklad-
nim parametrem pro sledovani klinické odpovédi na vakcinu je hladina monoklonalniho
imunoglobulinu v séru pacienti.

Jedna se o podani prvni protinadorové vakciny v Ceské republice obsahujici antige-
nem aktivované DB. Podani vakciny s sebou nenese zadné vyznamné riziko toxicity pro
pacienty. Touto praci bychom chtéli informovat o zptsobu pfipravy vakciny a prvnich
vysledcich reakce na jeji podani.
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HODNOCENI ANGIOGENETICKEHO PROFILU VE DRENI A PERIFERNI
KRVI U PACIENTU S MNOHOCETNYM MYELOMEM.
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2 OKH FN Hradec Krdlové
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Angiogeneze je fyziologicky déj; ve zvySené mife se v§ak vyskytuje, a je podminkou,
pfi rGstu a metastazovani nadord. Existuje velké mnozstvi faktorl, které angiogenezu
potencuji a naproti tomu jiné faktory angiogenezu inhibuji. Jiz na pocatku 90-tych let
minulého stoleti bylo ovéfeno, ze stupen angiogeneze je zvysen nejen u solidnich nadort,
ale i u hematologickych malignit, obzvlast¢ u mnohocetného myelomu. Nejdiive bylo
prokdzano zvySeni mikrovaskularni density v kostni dfeni u pacientli s mnohocetnym
myelomem a posléze i zvySeni hladin jednotlivych faktorti angiogeneze v kostni dieni
a séru u pacientll s mnoho¢etnym myelomem. Vysledky u jednotlivych faktorti nebyly vSak
zcela jednoznacéné, v nasi studii se podatilo prokazat, ze jednim z divodt mize byt to, ze
pri vétsim mnozstvi odebirané kostni dien¢ je poté koncentrace jednotlivych angiogennich
faktord nizs$i nez pti hodnoceni z prvni porce odebrané diené. V literatufe je pomérné
velké mnozstvi informaci o vyznamu aktivatort angiogeneze u mnohocetného myelomu,
avsak informace o inhibitorech jsou pomérné fidké.

V nasem projektu komplexniho hodnoceni angiogeneze u pacienti s mnohocetnym
myelomem jsme hodnotili stupeni angiogeneze 1. hodnocenim microvaskularni density
kostni difené MVD,

2. hodnocenim hladiny aktivatort a) vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGF) b)
hepatocytarni rastovy faktor (HGF) a c) basicky fibroblastovy ristovy faktor (bFGF)
3. hodnocenim hladiny inhibitorti a) angiostatinu, b) thrombospondinu a c¢) endostatinu.
Hodnoceni bylo provadéno u pacientti podstupujicich autologni transplantaci pfi stanoveni
diagnosy, v dobé maximalni lécebné odpovédi po transplantaci a pak pravidelné 1x
ro¢né z periferni plasmy i plasmy kostni dfen¢. Hodnoceni mikrovaskularni density bylo
provadéno pouze pii stanoveni diagnosy a podezieni na relaps onemocnéni.

Celkem bylo zhodnoceno 86 trepanobiopsii od 64 pacientti kur¢eni MVD, t¢.bylo
zhodnoceno 362 vzorkt od 111 pacienti k urceni hladiny vyse uvedenych Sesti faktort.
Potvrdili jsme korelaci MVD a stadia onemocnéni dle Durie-Salmona, potvrdili jsme
zvySenou hladinu aktivatori angiogeneze v plasmé kostni diené oproti plasmé periferni
krve. Je pozorovan trend klepsi léCebné odpovédi u pacientd sniz$imi hladinami
aktivatort a vy$$imi hladinami inhibitor angiogeneze oproti ostatnim pacientim. Nyni je
dokoncovano méfovani vSech nasbiranych vzorku a statistické zhodnoceni vysledkd, které
bude kompletné presentovano.

Prdce byla podporena granty IGA MZ CR NR 8076-3, MZO 00179906.
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MORFOLOGIE ERYTROCYTU

L. Bourkova, M. Matyskova, J. Hoblova, J. Novotny, M. Penka
Oddélent klinické hematologie FN Brno Bohunice, Ceskd republika

Hodnoceni morfologie erytrocytli znatérii periferni krve na sklo, patii k dilezitym
diagnostickym ukazateliim. Pres veSkerou véhu, kterd tomuto vysetfeni nalezi, byva ale
jeho vyznam podcenovan, jak ze strany klinikd (tj. vyzadani mikroskopického vysetieni
erytrocytil), tak ze strany laboratofi (tj. spravné vyhodnocovani). Tato skutecnost vyplyva
z fady analyz a vyhodnocovani kontrolnich cykld SEKK, a proto povazujeme za nutné, na
tuto diilezitou soucast hematologického vySetieni upozornit.

Erytrocyty v natéru jsou velmi citlivé na zpuisob zpracovani vzorku (tj. kvalita a spravna
technika natéru, spravna fixace, barveni a uchovavani vzorku). K minimalizaci moznosti
vyskytu artefakti a tim i faleSné pozitivnich nalezl, je nezbytné ptesné dodrzovani
SOP. Erytrocyty potom hodnotime v misté, kde jsou erytrocyty rovhomérné rozlozeny
a nepiekryvaji se.

K hodnoceni morfologie erytrocytl z natéru je vhodné respektovat vysledky KO, které nam
mikroskopické hodnoceni dopliuji a uptesiuji. Zohledinovani vysledkit KO vyuzivame
predevsim u hodnoceni velikosti bun¢k, kde sledujeme hodnoty MCV, RDW a tvar
distribu¢ni kiivky, a dale u hemoglobinizace (barvitelnosti) bunék, kde nam pomahaji
hodnoty MCH a MCHC. U né¢kterych analyzatorti 1ze z distribucni kiivky erytrocytl vycist
i podezieni na moznou zvysenou piitomnost fragmentd erytrocytu, tj.schistocyta.
Morfologie erytrocytii vétsinou hodnotime v natérech periferni krve, které jsou barveny
standardni metodou MGG. Z hlediska velikosti hodnotime: normocyty, mikrocyty,
makrocyty, anizocyty; zhlediska barvitelnosti buiiky se popisuje: normochromie,
hypochromnie, hyperchromie, anizochromie a polychromazie. Dale se zaméfujeme na
tvarové odchylky (obecné mlizeme mluvit o poikilocytech), které zahrnuji: akantocyty,
echinocyty, terCovité (target cells) erytrocyty, slziCkovité erytrocyty (dakryocyty),
srpkovité erytrocyty, eliptocyty, keratocyty, knizocyty, schistocyty, sférocyty, stomatocyty.
U tvarovych odchylek se vétsinou nehodnoti ndhodny nalez jedné buiky, ale prokazatelné
zvySeni jejich piitomnosti v natéru..V patologickych erytrocytech se nachézi také inkluze:
bazofilni teckovani, Cabotovy prstence, Howell-Jollyho téliska, Papenhiemerova téliska.
Ve vhodném misté natéru, tj. tam, kde hodnotime morfologii, také sledujeme piipadné
shluky (aglutinace) nebo penizkovaténi (rouleaux) erytrocyti. Prezentace je v celém znéni
na webovych strankach www.sekk.cz.
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CO LZE A CO NELZE VYCiST U MYELODYSPLASTICKEHO SYNDROMU

Z CYTOLOGIE DRENE ZISKANE ASPIRACI.

R. Neuwirtova ', E. Vodi¢kova 2, H. Hochova 2, J.Houskova 2
1. interni klinika VFN, Praha
20dd. klinické hematologie FN Motol, Praha

Diagnosa myelodysplastického syndromu (MDS) se neobejde bez vysetfeni morfolo-
gie natérti punkce diené. U MDS je vySetieni cytologie kostni dfen¢ nadfazeno nad his-

tologii.

Uvodem promitneme typické dysplastické zmény ve tiech hemopoetickych fadach,
pro nazornost s jednoduchymi skicami dysplastickych zmén. Nezbytné je barvit natéry na
zelezo. Vedle klasického diferencovani dien¢ provadime v urcitych ptipadech kvantifikaci
dysplastickych zmén.

Co lze vycist z cytologie diené?

1.

Z cytologie stanovime diagnosu podtypu MDS jak dle FAB Kklasifikace, tak
i uptesnéni podtypt podle WHO klasifikace, tj. rozlisit RA (refrakterni anemie)
od RCMD (refrakterni cytopenie s multilinearni dysplasii) a rozdélit RAEB
(refrakterni anemie s excesem blastii) na 1 a 2.

Spocitani véneckovych sideroblastii je podminkou stanoveni podtypu RARS
(sideroblasticka anemie) a RCMD-RS (RCMD s véneckovymi sideroblasty) dle
pritomnosti dysplasie v ostatnich fadach mimo ¢ervenou.

Vyhledanim nékterych specifickych dysplastickych zmén je mozno stanovit
diagnosu 5q minus syndromu nebo pomyslet na vzacnéji se vyskytujici
podskupinu MDS s aberaci 17. chromosomu nebo na syndrom ,,shlukovani
chromatinu®.

Rozmnozeni hrudek Fe v retikulu svédéi pro siderosu diené (a pravdépodobné
1jinych organt).

Co lze vydist z cytologie diené jen ¢astené?

1.

Ze zvySeného poctu blasti 1ze odhadnout prognosu bez znalosti cytogenetiky.
Nepriznivou prognosu lze predpokladat pri tézké dysplasii. Naopak neplati, ze
¢im vice véneckovych sideroblastl, tim vaznéjsi prognosa.

Zmnozeni monocytt spolu s monocytosou bez leukocytosy v periferii uzavirame
jako neproliferativni CMML (chronickda myelomonocytarni leukemie).
Pravem?

Pfitomnost velkych ty¢i nebo rozmnozeni plasmocytt je suspektni z toho, ze jde
o ,,falesny MDS* nebo-li symptomatickou dysplasii.

Co nelze z cytologie diené vycist?

1.
2.

&

Pfitomnost myelofibrosy.

Rozlisit hypoplasticky MDS od aplastické anemie nebo od autoimunnich
hypoplastickych cytopenii.

Urceni prognosy tam, kde nejsou rozmnozeny blasty.

Odlisit LGL (large granular lymphocytes) leukemii od MDS.

Pfitomnost a miru apoptosy.
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I v moderni dob¢ s pfibyvajicimi sofistikovanymi metodami a pfistroji zistava pro he-
matologa nutnost naucit se spolehlivé odecitat dienové natéry. Zejména diagnosu MDS si
hematolog na prvnim misté ovétuje detailnim hodnocenim cytologie diené.

MOZNOSTI STANOVENI NOVYCH PARAMETRU
NA ANALYZATORECH KREVNICH BUNEK A MOZNE
INTERFERENCE

1. Fatorova, F. Vrbacky, J. Hoskova, M. Pecka
1I. interni klinika — OKH, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové a Lékarské fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové

Hematologické analyzatory krevnich bunék zaznamenaly v poslednim desetileti
naci riznych detekénich principti velmi presné stanovit pétipopulacni diferencialni pocet
leukocytt, absolutni a relativni pocty retikulocytll a normoblastll z plné krve, ale napt.
i pocty perifernich kmenovych bunék ve vzorcich ze separatorti krvinek. Zvétsuje se lin-
earita a stabilita rozsahu méfeni pfedevsim u leukocytd a trombocytll. N&které analyzatory
diky zdokonaleni vyhodnocovacich algoritmt jsou schopné vydat i velmi pfesné pocetni
hodnoty n¢kterych morfologickych bunéénych abnormalit, napt. fragmenti erytrocytil. Na
trhu jsou jiz i kombinované hematoimunologické analyzatory, které jsou schopny stanovit
pocty jednotlivych typt krvinek na principu pritokové cytometrie. VSechny tyto param-
etry se dnes bézné vyuzivaji pii diagnostice nebo 1é¢bé celé fady onemocnéni.

Na druhou stranu je dnes jiz mozné stanovit i mnoho dalSich specialnich parametrti
krevnich bunék, které se jesté bézné v mediciné nevyuzivaji a jsou spise vyzkumného
charakteru.

Erytrocyty a hemoglobin

Na nékterych typech analyzatorti lze stanovit pocet erytrocytl nejen metodou
nizkofrekvenéni impedance (RBC), ale i opticky pomoci pritokové fluorescenéni cytom-
etrie (RBC-0). Vypocétenym parametrem je pak pomér RBC-O/RBC. Dals$imi parametry
prevazné vyzkumného charakteru je napf. stanoveni stfedni koncentrace korpuskularni-
ho hemoglobinu, obsahu korpuskularniho hemoglobinu, $ife distribuce podle koncent-
race hemoglobinu, $ife distribuce podle obsahu bunééného hemoglobinu, Red Cell Size
Factor a Micocytic Anemia Factor nebo stanoveni poctu fragmentt erytrocyti (schistocy-
tl). V nékterych pripadech mohou vyssi pocty schistocytii ovlivnit stanoveni trombocyti
impedan¢ni metodou.
Trombocyty

Také pocty trombocytil 1ze na nékterych analyzatorech stanovit impedancéné (PLT)
i opticky (PLT-O). Vypoc¢tenym parametrem je opét pomér PLT-O/PLT. Pfitomnost obfich
trombocytt nebo mikroshlukd PLT muze vést v nékterych piipadech pii impedanénim
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stanoveni k falesn¢ niz$im poctim PLT. U onemocnéni, kde se miizeme setkat s vyskytem
fragmentt leukocytl v obvodové krvi, je mozné ziskat falesné vyssi pocty PLT optickou
metodou. Dal§imi desticCkovymi parametry pfevazné vyzkumného charakteru je napft. stano-
veni nezralé destickové frakee, stfedni denzity trombocyti, stfedni suché masy trombocytt,
distribu¢ni $ite dle denzity trombocytd, distribucni §ife dle suché masy trombocyta.
Pétipopulaéni diferencidlni pocet leukocytii

Jedna se o elektronické hodnoceni bunék bilé tady, které jsou opracované lyzacnimi
a stabiliza¢nimi roztoky. K rozliSeni jednotlivych typt bilych krvinek se vyuzivaji rizné
metody stanoveni, popiipadé jejich kombinace. Nejcastéji se vyuzivaji detekéni metody
zalozené na principu rozptylu laserového paprsku, polarizovaného laserového paprsku
nebo metody zalozené na principu nizkofrekvenéni impedance a vysokofrekvencniho
stfidavého elektrického proudu. Riizni vyrobei kombinuji rizné detekéni metody stano-
veni. Zptesnénim vyhodnocovacich algoritmti bylo dosazeno toho, ze nékteré analyzatory
jsou schopny ¢iselné vyhodnotit stfedni objem a distribucni §iii jednotlivych subpopulaci
leukocyti. Tyto parametry nas informuji o vyskytu mladsich, nezralych nebo reaktivnich
forem leukocytil. Analyzatory kromé béznych poctii jednotlivych typi leukocyti vyhod-
nocuji i specialni populace bunék, napt. Avia-120 firmy Bayer tzv. Large Unstained Cells
(LUC) a parametr MPXI (MyeloPeroXidase Index).
Retikulocyty

Krvinky se obarvi barvivem afinitnim k DNA/RNA strukturdm. Barvivo prostupuje
pres membranu dovniti bunék. Absolutni i relativni pocet (RET #, RET %) se stanovu-
je veétsinou na principu prutokové fluorescencni cytometrie, kdy na osu x je vynesena
mira fluorescence a na osu y velikost bunky. Vysoké pocty retikulocyti nebo fragmentt
retikulocytli mohou ovlivnit pocet trombocytl stanovenych optickou metodou (vyssi
hodnoty). Dalsimi stanovovanymi nebo vypoctenymi parametry RET jsou napf. retiku-
lohematokrit, koncentrace hemoglobinu v retikulocytech, rozdil mezi koncentracemi he-
moglobinu v RBC a RET (vypocteny parametr), sttedni objem retikulocytd, stiedni obsah
hemoglobinu v retikulocytech, Site distribuce retikulocytl, mladsi a star$i vyvojové formy
retikulocytd, stfedni koncentrace korpuskularniho hemoglobinu v retikulocytech, obsah
bunééného hemoglobinu v RET, sife distribuce podle koncentrace hemoglobinu v RET,
sife distribuce podle obsahu bunééného hemoglobinu v RET.
Normoblasty

Erytrocyty a erytroblasty se vystavi pasobeni lyza¢niho roztoku, leukocyty se nely-
zuji. Déle jsou buiky obarveny fluorescenénim barvivem afinitnim k jaderné DNA. Abso-
lutni i relativni pocet (NRBC #, NRBC %,) se stanovuje vétsinou na principu pritokové
fluorescenéni cytometrie, kdy na ose x je vynesena mira fluorescence a na ose y velikost
bunky. Vysoké pocty NRBC mohou ovlivnit absolutni pocet leukocytt (vyssi pocty).
Strukturalni parametry

Ve vystupech z analyzatori se objevuji i tzv. parametry strukturalni, které se bézné
nevydavaji, napt. DIF-X(Y), DIF-WX(WY), NEUT-X(Y), BASO-X(Y), BASO-WX(WY),
LYMPH-X, LYMPH-Y, RBC-X(Y), RBC-WX(WY), RET-X,(Y), NRBC-X(Y), NRBC-
WX(WY). Tyto parametry vyjadiuji primérné rozlozeni nebo $ifi distribuce bunék v axial-
ni roviné X nebo Y a slouzi k doplnéni informaci o populaci jednotlivych typt bunek.
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Priitokova cytometrie

Principem metody je detekce bunék znacenych monoklonalni protilatkou specifickou
pro uréity povrchovy antigen (CD znak) bunky. Napt. kombinovany hematoimunologicky
analyzator Sapphire firmy Abbott umoznuje stanoveni poctu T-lymfocytid pomoci CD 3/4
a CD 3/8 a poctu trombocyti pomoci CD 61.
Stanoveni po¢tu kmenovych bunék

Nekteré analyzatory, napf. Sysmex XE-2100, stanovuji i absolutni a relativni pocty
hematopoetickych progenitorovych bunék v periferni krvi (HPC #, HPC %) a nezralych
granulocytil (IG #, IG %) v tzv. IMI kanalu, kde jsou buiiky na ose x separovany podle ve-
likosti (detekce pomoci stejnosmérného nizkofrekvenéniho proudu) a na ose y podle hustoty
a vnitiniho vybaveni bunky (detekce pomoci vysokofrekvenéniho stfidavého proudu).
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Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MZO 00179906.

NAS POHLED NA ANALYZATOR KREVNiICH CASTIC
COULTER LH 755

P. gigutové, A. Stambachova, Z. Haj$manova, R. Perlik
Ustav klinické biochemie a hematologie, hematologicky iisek, FN a LF UK Plzeii

V listopadu 2005 jsme zacali ve fakultni hematologické laboratofi pracovat s novym
analyzatorem krevnich ¢astic Coulter LH 755, ktery nahradil hlavni pfistroj zr. 1998.
V dnesni dobé mame ve dvou od sebe vzdalenych laboratofich (kazda je v jiné méstské
¢tvrti) dva analyzatory Coulter LH 750, z nichz jeden je vybaven automatickou natérovou
a barvici linkou.

V nasem sdéleni popisujeme vyhody i nevyhody vysoce vykonnych analyzatori.
Vyuzivame novou nabidku v analyze krevniho obrazu jako napf. posouzeni stupné zra-
losti retikulocytil, pfimé méfeni NRBC a automatickou korekei poctu leukocytti u kazdého
vzorku krve.

Diferencialni rozpocet leukocyt pokrocilou technologii analyzy krevnich Castic ve
3D prostoru pomoci tii nezavislych fyzikalnich veli¢in v nasi laboratofi vyznamné omezil
pocty vysetieni rozpoc¢tu leukocytit v mikroskopu, k ¢emuz ptispéla i noveé zavedena mik-
roskopicka validace automatickych rozpocti. Po urcitych pocatecnich potizich umoznuje
natérovy a barvici automat uspofit manualni praci laborantek a vylepsit kvalitu natért.
Oboustranné propojeni s LIS slouzi v nasi laboratofi poprvé ke kompletnimu pfimému
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fizeni analyzatoru krevnich ¢astic véetné kontrolniho modulu dle pozadavki systému
kontroly kvality méfeni.

Za nevyhodu tohoto vysoce vykonného zafizeni povazujeme nutnost odebirat pomérné
velké mnozstvi krve (pro manudlni mod prakticky 220 pl), coz u pediatrickych vzorka
byva problém. Doplnéni této automatické linky dal$imi analyzatory dale zkvalitni a zrychli
laboratorni praci a umozni plné vyhovét riznorodym pozadavkiim na laboratof.

Literatura:

1. Igout J., Fretigny M., Vasse M. et al: Evaluation of the Coulter LH 750 haematology
analyser compared with flow cytometry as the reference method for WBC, platelet
and nucleated RBC count. Clin Lab. Haem., 2004, 26, 1 - 7

ZKUSENOSTI S POUZITIM ANALYZATORU ADVIA-120 V DIAGNOSTICE
AKUTNI LEUKEMIE

D. Mikulenkova, R. Simegkova, T. Prchal, M. Moravcova, H. Cernikova, A. Papackova,
L. Bergerova, V. Horackova, 1. Jiraskova
Ustav hematologie a krevni transfiize Praha

Princip méfeni: Od r.2001 pouzivame k méfeni krevniho obrazu analyzator Advia 120
od fi Bayer. Ten méti a hodnoti leukocyty ve dvou systémech. V basofil/lobularity kanalu
vyuziva k méfeni laserovou metodu, kdy kyselina ftalova a surfaktant (ADVIA 120 baso
¢inidlo) lyzuje erytrocyty, trombocyty a cytoplazmu vsech leukocyti kromé bazofili.Rozptyl
laserového paprsku ve dvou thlech urCuje v leukocytech velikost (osa y) a segmentaci
jader (osa x). Je zde urcen 1 jejich celkovy pocet. Peroxidasovy kanal pouziva znamou
cytochemickou metodu, pii které se nejprve surfaktantem (dodecyl sulfat sodny a Brij-
35) za tepelného stresu lyzuji erytrocyty, poté jsou leukocyty fixovany formaldehydem.
Poslednim krokem je barveni leukocytli 4chloro-1-naftolem za pfitomnosti peroxidu
vodiku, kdy se v bunkach tvofi tmavy precipitat. Buiiky jsou rozdéleny na zaklade rozptylu
paprsku halogenové zarovky (velikost) a absorpce svétla (intenzita zbarveni).Vysledkem
je 6-populaéni diferencial. Kromé zakladnich 5 populaci (neutrofily, eosinofily, basofily,
lymfocyty,monocyty) méfi analyzator navic tzv.LUC = large unstained cells, které
odpovidaji bunikam vétsim nez lymfocyty a maji nulovou peroxidazovou aktivitu.

Zavér:Analyzatorovy 6-populacéni rozpocet leukocyti v krevnim obraze na naSem
pracovisti pouzivame k rychlému a orienta¢nimu zhodnoceni vstupniho krevniho obrazu
pii podezieni na akutni leukemii. Ke stanoveni diagnosy je dale nutné morfologické
a cytochemické zhodnoceni natéru krve a kostni diené, dale vysetfeni bun¢k pratokovou
cytometrii, cytogenetickymi a molekularné-genetickymi metodami, u leukopenickych
vzorkl s hypoceluldrnimi natéry dreni téz histologické vySetieni.
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PRIPRAVA BAKALARU PRO ZDRAVOTNICKE LABORATORE
P, Stern 23, K. Kotaska ?, J. Kukacka?, R. Prisa >3
!'|.LF UK, Praha
22.LF UK, Praha
3IPVZ Praha

Bakalatrské studium pfipravujici posluchace pro zdravotnické laboratofe je obvykle
tiileté, vyjimecné Ctyileté. Nékteré fakulty nemaji dosud oteviené vSechny ro¢niky (2. LF
UK Praha, LF MU Brno, Zdravotné socialni fakulta Ceské Budgjovice; podobné je tomu
na Slovensku v Kosicich, Martin¢, Tren¢in¢ a Trnave). Nékteré fakulty otviraji vedle
prezencniho (dfive denniho) studia také kombinovanou formu (dfive dalkové studium).
Vsechny ro¢niky bakalaiského studia jiz oteviely 1. LF UK Praha, Farmaceuticka fakulta
UK Hradec Kralové, Fakulta biomedicinského inzenyrstvi CVUT Praha, Zdravotné so-
cialni fakulta Ostravské univerzity a Fakulta chemicko-technologicka Univerzity Pardu-
bice; na Slovensku pak LF KU (externi forma je ¢tyfleté studium) a Slovenska technicka
univerzita v Bratislavé. Viechny uvedené VS s vyjimkou Ostravské univerzity nabizeji
navazujici dvouleté magisterské studium.

Porovname-li studijni programy péti ¢eskych fakult s pIné¢ rozvinutym bakalaiskym
programem, pak klinicka biochemie se vyucuje bud’ pod timto nazvem nebo v ramci bio-
chemie v rozsahu 1 — 7 h. Dvé fakulty vyucuji také biochemické metody 3 — 6 h. Obecna
chemie se u¢i na vSech fakultach (n€kdy pod jinym nazvem) v rozsahu 1 — 11 h, biochemie
na vSech fakultach 1 — 7 h, analyticka chemie na dvou fakultach 6 — 12 h (seéteny 2 semes-
try), instrumentalni analyza na dvou fakultach 3 — 5 h. Klinicka biochemie je statnicovym
pfedmétem na tfech fakultach, analyticka chemie na dvou fakultach a biochemie na jedné
fakulté.

Hematologie se vyucuje v plné€ rozvinutém bakalaiském programu na dvou fakultach
1 az 2 semestry vzdy 2 h tydné¢ a praktika jsou bud’ 1 semestr 3 h nebo 2 semestry 2 h
tydné.

Bakalatské studium (obvykle Biomedical laboratory science) na LF v zemich EU neni
obvyklé, ¢astéjsi je jinde (PF, technologické fakulty, zivotni prostfedi aj.). Vyjimkou je
Belgie, kde tfileté bakalarské studium je jako prvni ¢ast studia Iékafstvi na LF (lze jako
bakalaf pracovat ve zdravotnictvi — studium je ukonceno statni zkouskou), pak miize
nasledovat Ctyfleté magisterské studium k dosazeni Iékaiského diplomu.
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SOUCASNY STAV VE VZDELAVANI PRACOVNIKU
V KLINICKYCH LABORATORICH

S. Lexova
NCO NZO, Brno

Ramcovy vzdélavaci program pro ziskani specializované zpusobilosti v oboru hema-
tologie a transfuzni sluzba - Véstnik MZ CR &astka 4 - stavi podminky pro zafazeni do
specializacniho vzdélavani:

-ziskaniodbornézpisobilostik vykonupovolanizdravotniholaborantadle zakonac.96/2004
Sb., § 9
- vykon povolani v oboru specializace v délce trvani nejméné 12 mésicu.

Soucasti piihlasky do specializacniho vzdélavani jsou i ufedné overené kopie dokladu
o ziskané odborné zpuisobilosti. Piijmem piihlagek bylo MZ CR povéieno NCO NZO.
Zakon stanovi, ze zadatel musi byt zafazen do specializatniho vzdélavani do 30 dn
po pfijeti ptihlasky. Po zatazeni do specializacniho oboru je nutné splnit podminku 12
meésict vykonu povolani v oboru specializace a pak nasleduje studium akreditovaného
vzdélavaciho programu na akreditovaném pracovisti. Délka vzdélavaciho programu
je 24 méesich a sklada se zteoretické a praktické ¢asti. Specializa¢ni vzdélavani je
uskutec¢iiovano modulovym zptisobem. NCO NZO zada o akreditaci na teoretickou
¢ast vzdélavaciho programu. Na praktickou ¢ast vzdélavaciho programu se miiZe
akreditovat pouze poskytovatel zdravotni péce, nikoliv NCO NZO.

1. ro¢nik

Zikladni modul - povinny

Organiza¢né-provozni problematika klinickych laboratofi

délka trvani modulu: 1 tyden

Odborny modul — povinny

Hematologie a transfiizni sluzba

délka trvani modulu: 2 tydny teorie, 1 tyden konzultaci a 4 tydny praxe na provedeni
predepsanych laboratornich vykonii

2.ro¢nik
Specialni modul
Laboratorni metody v hematologii se zaméfenim na cytomorfologii — povinné voli-
telny
Laboratorni metody v hemokoagulaci — povinné volitelny
Laboratorni metody v imunohematologii — povinné volitelny
délka trvani modulu 1 tyden teorie, 2 tydny praxe, k provedeni odborné pisemné prace
1 tyden konzultaci a 4 tydny praxe

Po splnéni predepsanych podminek, absolvovani zékladniho modulu, odborného
modulu, specialniho modulu, pfedepsanych praxi a ukold spojenych se specializaénim
vzdélavanim je studium ohodnoceno 120 kredity (Evropsky kreditni transfer), se ucastnik
ptihlasi k atesta¢ni zkousce. Prabéh atestacni zkousky a slozeni atestacni komise upravuje
vyhlaska MZ CR ¢. 394 a & 395. Evropsky kreditni transfer neni totozny s kredit-
nim systémem vyhlasky ¢&. 423/2004. Dle této vyhlasky ziska studujici 100 krediti do
kreditniho systému celoZivotniho vzdélavani.
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zdravotnickych povolani a k vykonu cinnosti souvisejicich s poskytovanim
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BAKALARSKE A MAGISTERSKE STUDIUM ZDRAVOTNICKA
BIOANALYTIKA NA HRADECKE FARMACEUTICKE FAKULTE

J. Dr3ata ', R. Karli¢ek !, M. Pecka > M.Tichy *
!Farmaceuticka fakulta UK
’FN a LFUK v Hradci Krdlové

Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy (FaFUK) v Hradci Kralové od roku 1969
vychovavé zdravotnické pracovniky. Rada farmaceuti se Gisp&né uplatnila i v laboratofich
zdravotnickych zatizeni riizného typu. Proto byl na fakulté v 90. letech pfipraven a od aka-
demického roku 1999/2000 otevien studijni program - Zdravotnicka bioanalytika. Vyuka
ve studijnim programu Zdravotnické bioanalytika navazala na zkuSenosti se vzdélavanim
farmaceut a vyuziva pedagogickych pracovniki z fad kvalifikovanych farmaceutt a 1ékait
— stalych pracovniku fakulty. Vedle toho Farmaceuticka fakulta ve vyuce bioanalytiki Gizce
spolupracuje zejména s Lékatskou fakultou UK a s fakultni nemocnici v Hradci Kralové,
jejichz pracovnici zajistuji v tomto studijnim programu vyuku nékterych preklinickych
a klinickych disciplin.

Studijni program Zdravotnickd bioanalytika byl piivodné koncipovan jako souvisly
magistersky pétilety program a v akademickém roce 2003/2004 ukoncili tspésné studium
a odchazeji do laboratorni praxe prvni absolventi tohoto programu.

V souvislosti se zavadénim strukturovanych studijnich programt s tendenci rozdélit
vysokoskolské studium fady obort na programy bakalai'ské a navazujici magisterské bylo
na FaF UK v Hradci Kralové pfipraveno na zakladé zkuSenosti s dosavadnim pétiletym
magisterskym programem dvoustupiiové studium Zdravotnické bioanalytiky.

Prvni ro¢nik bakalafského studia Zdravotnické bioanalytiky byl otevien v akademick-
ém roce 2003/2004. Na n¢j navazuje samostatné dvouleté magisterské studium oboru, za-
timco pétilety souvisly program skon¢i v roce 2007.

V akademickém roce 2004/2005 oteviela FaF UK, reagujici na poptavku v oblasti
zdravotnictvi, samostatné bakalarské studium v kombinované formé. Tato forma studia
je zamyslena jako nabidka zvySeni vzdélani pro jiz pracujici laboranty biochemickych,
hematologickych, imunologickych, mikrobiologickych a pfipadné dalsich specializova-
nych zdravotnickych laboratofi. Absolventi tohoto studia budou mit vyssi formu vzdélani
nez laboranti a diplomovani laboranti a mohou byt zafazeni zejména do specializovanych
nebo vedoucich funkei v nemocnicicich. Pfednaska seznami posluchace s naplni studia,
aktualnimi problémy a cili studijniho programu.
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BAKALARSKE STUDIUM ZDRAVOTNICKA BIOANALYTIKA NA
FARMACEUTICKE FAKULTE V HRADCI KRALOVE

J. Blazkova, L. Haklova, I. JokeSova, V. Pali¢ka
Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN Hradec Krdlové

Pii Farmaceutické fakult¢ UK v HK je od roku 2004 otevfen studijni program Zdra-
votnicka bioanalytika, koncipovany jako bakalaisky ttilety kombinovany pro laboranty
z praxe. Napln studia je tvofena pfedméty chemického a biologického charakteru, které
jsou rozlozeny do vSech ro¢niki vyvazené a vzajemné se dopliuji. Vyuka probiha ve for-
me vybranych seminaiti a cviceni v patek a v sobotu celkem 7 krat za semestr a je vyrazné
posunuta k samostudiu. Studium trva tii roky a je ukonceno statni bakalaiskou zkouskou
a obhajobou pisemné bakalatské prace. Cilem studia je umoznit sou¢asnym pracovnikiim
se stiedoskolskym vzdélanim ve vSech typech laboratofi klinickych obort, v laboratofich
transfizniho 1ékatstvi a hygienické sluzby vSestranné a kontinudlni zvyseni kvalifikace jak
v piislusné odbornosti, tak ve znalosti jazykt i modernich informacnich technologiich.

VYSLEDKY STANOVENI BCL-2/IGH PRESTAVBY U NEMOCNYCH
S NOVE DIAGNOSTIKOVANYM FOLIKULARNIM
B-NEHODGKINSKYM LYMFOMEM
ZA OBDOBI 2002-2004

D. Belada ', M. Beranek 2, V. Pali¢ka 2, D. Dvotakova 3, J. Maly !
!ILinterni klinika, oddélent klinické hematologie, Fakultni nemocnice a Lékarska Fakulta
UK Hradec Kralové
2- Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové
3~ Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni hematoonkologickd klinika,
FN Brno - Bohunice

Folikularni lymfom (FL) je druhy nejcastéjsi ne - Hodgkintiv lymfom (NHL) v zépadni
populaci. Je charakteristicky svymi molekularné genetickymi znaky — pfitomnosti trans-
lokace t(14,18) (q32,921). Z molekularné genetického hlediska zahrnuje lokus 18q21 pro
gen bel-2, ktery je translokovan do oblasti lokusu 14932, ktery koduje tézky fetézec imu-
noglobulinu (IgH), coz vede k jeho nadmérné expresi, a tim k nadmérné syntéze proteinu
bel-2, mohutného inhibitoru apoptdzy. Dostupné PCR metodiky jsou postaveny na detekci
2 zakladnich zlomovych mist na chromozému 18: MBR (major breakpoint region) a mcr -
minor cluster region, existuji ale i dalsi zlomova mista (5'mer, 3’"MBR). Vyznam stanoveni
této translokace spociva v potvrzeni diagnozy FL, posouzeni minimalni rezidualni nemoci,
zhodnoceni prognostického rizika a k vyhodnocovani efektu novych lé¢ebnych postupt.
Cilem nasi prace bylo zjistit vyskyt translokace t(14;18) u nemocnych s nové diagnostiko-
vanym FL pomoci vySetieni technikou nested PCR ze vzorku kostni diené a periferni krve
pred a po lécbé. Zajimala nas korelace pozitivity t(14;18) mezi molekularné genetickym
vySetfenim pomoci PCR a imunohistochemickym (IHCH) stanovenim proteinu bcl-2
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v trepanobioptickych vzorcich kostni dfené. Poslednim ukolem bylo stanovit, jaka cast
nemocnych dosahla molekularné genetické remise onemocnéni po terapii a zda se lisily
mezi sebou skupiny nemocnych, které byly lé¢eny samotnou chemoterapii a chemoterapii
v kombinaci s monoklonalni protilatkou anti CD20, rituximabem. V nasem souboru bylo
41 nemocnych s vékovym medianem 57 let (31-76), z toho 24 muzi a 17 zen. Pozitivita
bel-2/IgH (pro oblast MBR + mcr) v kostni dfeni nebo v periferni krvi byla nalezena u 18
ze 41 pacientd s FL (44%), pficemz v 16 ptipadech se jednalo o oblast MBR a 1x mcr
a 1x 5'mer. Pfi porovnani vysledkd IHCH z kostni dien¢ a PCR bylo zjisténo, ze z 21
nemocnych IHCH pozitivnich byla nalezena piestavba bcl-2/IgH u 16 nemocnych (76%),
naopak jen 2 z 41 nemocnych byli IHCH biopticky negativni pii PCR pozitivit¢ (5%).
U PCR negativnich byla zaznamenana shoda s IHCH v 18 z 20 ptipadt (90%). Z hlediska
konverze z PCR pozitivity do negativity po 1é¢bé byl tento jev sledovan u 11 z 18 vstupné
PCR pozitivnich nemocnych (61%), z toho u 10 z nich byl podavan rituximab (91%),
jen u 1 nemocného doslo ke konverzi po samotné chemoterapii. Shoda mezi vysledky
PCR stanoveni v kostni dfeni a periferni krvi byla nalezena u 23 z 26 nemocnych (88%),
u kterych byly vysetfeny oba kompartmenty pfed lécbou. Vysledky naseho pozorovani
jsou ve shodé s literarné uvadénymi daty, dosazeni PCR negativity je mozné jak samotnou
chemoterapii, tak zejména piidanim rituximabu, coz vedlo v nasem souboru ke konverzi
do PCR negativity ve vysokém procentu pfipadi. Vysledky jsou ve shod¢ s literarné pub-
likovanymi daty.
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,FLUORESCENCE ACTIVATED CELL SORTING*
— NASE ZKUSENOSTI A MOZNOSTI VYUZITI
V HEMATOONKOLOGII

M. Borsky, D. Dvorakova, M. Klabusay, J. Mayer
Laborator flow cytometrie a celularni terapie, Interni hematoonkologicka klinika,
Centrum molekularni biologie a genové terpaie, Interni hematoonkologicka klinika
Fakultni nemocnice Brno

Slozita sit’ kooperaci a interakci velkého poctu specializovanych bunéénych typu
v krevnim prostfedi nas nuti vyuzivat stale sofistikovanéjsi separacni techniky, abychom
mohli adekvatné pouzit vysoce citlivé diagnostické metodiky piedevsim z oblasti moleku-
larni biologie. NaSe klinika vyuziva pro ucely specializované molekularni diagnostiky
separacni techniku ,,Fluorescence Activated Cell Sorting™ (FACS).

Separace krevnich bun¢k provadime na zatizeni FACSVantage SE (Becton-Dickinson,
U.S.A.) coz je prutokovy cytometr $pickovych parametrii pracujici na bazi ,,stream in
air”. S jeho pomoci dokazeme definovat bunécné populace na zaklad¢é az osmi parametrt
métenych soucasné na jedné bunce. Vybrané populace lze nasledné fyzicky separovat do
dvou sbérnych nadob paralelné rychlosti az 40 000 piipadt za sekundu v Cistoté dosahujici
az 99,8%. Bunky lze od sebe separovat nejen na zakladé povrchovych antigent, ale také
jejich cytoplazmatickych antigenti a métenych biofyzikalnich velicin.

Tato separa¢ni technika nachazi své vyuziti vSude tam, kde je zapotiebi ziskat presné
definovanou populaci bunék z biologického materilu. Je tedy logickym piedstupném
citlivych molekularné-biologickych diagnostickych technik jako jsou PCR, sekvenovani,
DNA ¢ipy, ale rovnéz tkanovych kultivaci, expanzi a diferenciaci specifickych cilovych
polpulaci bunék.

Klinicke studie bézici v soucasné dob¢ na naSem pracovisti se soustied’uji pfedevsim na
sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN) u leukemickych pacient po transplantaci.
V dlouhodobém pohledu monitorujeme MRD v populacich bun¢k CD34+ a CD34- kostni
diené pacientt s akutni myeloidni leukémii (AML). Stanovujeme chimerismus v zaklad-
nich typech bunék periferni krve leukemickych pacientli po transplantaci. U pacientii
s B - chronickou lymfatickou leukémii (B-CLL) separujeme nadorovou populaci bun¢k
definovanou jako CD 5+19+45+ s cilem stanovit mutacni status genu pro IgV , ktery je
dalezitym prognostickym faktorem tohoto onemocnéni.

Vsechny tyto projekty vyuzivajici FACS sleduji cil, kterym je vysoce specializovana
hematoonkologicka diagnostika, kterad by umoznila lékaitum rychleji a G¢innéji reagovat na
stav hematoonkologického onemocnéni.

H>
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MOLEKULOVO-BIOLOGICKE METODY POUZIVANE V MONITOROVANI
LIECBY CHRONICKEJ MYELOIDNEJ LEUKEMIE.

P. Rohoii !, E. Faber!, J. Naukova 2, S. RoZmanova !, R. Solna 2, M. JaroSova !,
V. Divoky * K. Indrak !
!Hemato-onkologicka klinika FN Olomouc a LF UP v Olomouci
2Ustav biolégie LF UP v Olomouci

Chronickd myeloidnd leukémia (CML) je myeloproliferativnym ochorenim
charakterizovanym pritomnost'ou Ph! chromozému, ktory vznika recipro¢nou translo-
kaciou t(9;22) (q34;ql1). Désledkom tejto cytogenetickej zmeny je vznik fuzneho génu
Ber/Abl. Ten koduje chiméricky protein s konstitutivne zvySenou tyrozinkinazovou ak-
tivitou. Jeho podiel na patogenéze CML a vyslednom leukemickom fenotype buniek je
v sucasnosti povazovany za kl'icovy. Zasadny prielom v liecbe CML znamenalo zavedenie
imatinibu. Liek G¢inkuje pomocou interakcie s proteinom Ber/Abl (p210) v mieste vizby
ATP, pricom stabilizuje cely protein, pozastavuje autofosforylaciu tyrozinovych zvyskov,
¢o napokon vedie k zablokovaniu fosforylacie proteinov signélnych dréh podielajucich sa
na leukemickom fenotype bunky. Pre sledovanie odpovede na liecbu ma kl'a€ovy vyznam
metdda kvantitativnej RT-PCR, ktora ako jedna z najcitlivejSich dostupnych metod umoz-
fiuje posudzovat’ mnozstvo pritomného transkriptu Ber/Abl. Dynamika zmien v hladinach
fazneho génu Ber/Abl odzrkadluje stav choroby a vel'mi presne urcuje obdobie vzniku
rezistencie k lie¢be. V pripade podozrenia z vzniku rezistencie je iniciované vySetrovanie,
ktoré smeruje k odhalovaniu jej pric¢in. Je to predovsetkym skrining na mutacie v ABL
kinazovej doméne, detekcia fosforylacného stavu proteinu CRKL a d’alSie testy, napriklad
expresny profil génu WT1 (Wilmsov tumor). V neposlednom rade sem patri aj stanovenie
pridavnych cytogenetickych zmien (napr. duplikdcie Ph' chromozé-mu), ktoré sa mozu
objavit’ pocas liecby. Ciel'om prednasky je navrhnit’ postup, ktory by mal byt pouzivany
u pacientov so vznikom molekulovej rezistencie k liecbe.

KrPucové slova: Ber/Abl fuzny gén, CRKL protein, WT1 gén, kvantitativna RT-PCR,
inhibitory tyrozinovych kinaz, rezistencia k imatinibu
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POROVNANI STANDARDNICH PROGNOSTICKYCH FAKTORU U PACIENTU
STUDIE CMG 2002 S DELECI 13Q14 STANOVENOU MOLEKULARNE
CYTOGENETICKYMI METODAMI

J. Smejkalova !, P. Kuglik 2, H. Filkova 3, A. Oltova 3, Z. Adam *, L. Pour *, M. Krej¢i 4,
M. Penka !, R. Hajek '
!Laborator experimentdlni hematologie a bunécné imunoterapie, Oddélent klinické
hematologie, FN Brno
’Katedra genetiky a molekuldarni biologie, PFF MU
30ddéleni lékarské genetiky, FN Brno
“Interni hematoonkologickda klinika, FN Brno

Uvod. Cytogenetické zmény u mnohocetného myelomu (MM) predstavuji dominantni,
na ostatnich prognostickych faktorech nezavisly ukazatel prognézy (Tricot 1997, Fonseca
2004, (Avet-Loiseau 2004).

Cile. Stanovit korelace mezi zménami chromosomu 13 (detekce molekularné cytogenet-
ickymi metodami) a prognostickymi faktory u vybranych pacientil studie CMG 2002 pii
riznych cut off level (9%, 20% a 80%) metody I-FISH.

Metody. K detekci malignich plazmatickych bunék kostni dfené byla pouzita metoda
interfazni fluorescencni in situ hybridizace (I-FISH) a metoda cytoplazmatického imu-
noglobulinového znaceni v kombinaci s detekci delece oblasti 13q14 pomoci interfazni
fluorescencni in situ hybridizace [cIg-FISH] (Ahmann 1998). Bylo vySetfeno 65 nové
diagnostikovanych pacientd s MM, median sledovani byl 22 mésict (rozpéti 1,4—44,6
mésicu).

Vysledky. Aberace chromosomu 13 byla nalezena pii cut off level 9% a 20% u 40%
(26/65) pacienti a pii cut off level 80% u 21,5% (14/65). V souboru pacienti jsme hledali
korelace s prognostickymi faktory (MIG, LDH, B,M, Hb, PLT, albumin), celkovou dobou
preziti (OS) a dobou od transplantace do relapsu (EFS) s deleci 13q14 stanovenou metodou
I-FISH na plné kostni dfeni a metodou clg-FISH. Pfi hodnoté¢ cut off level 9% a 20% jsme
zjistili vy$8i hodnoty MIG v séru a nizs§i hodnoty albuminu a PLT neZz pacienti beze zmény
chromosomu 13. Podobné tomu bylo pii pouziti cut off level 80%. Ani u prognosticky
nepiiznivé skupiny nemocnych s medianem doby do relapsu krat$im nez 1 rok se zatim
nepodaftilo prokazat zasadni prognostickych vyznam aberace chromosomu 13.

Zavér. U prognosticky nepiiznivé skupiny 65 nemocnych s medidanem doby do relapsu
krat$im nez 1 rok se zatim nepodafilo prokazat zasadni prognostickych vyznam aberace
chromosomu 13. Lze fict, Ze tato aberace je spiSe odrazem délky trvani onemocnéni nez
odrazem agresivity MM. Tato analyza bude provedena pro v§echna centra CMG 2002.
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STANOVENI FREKVENCE POLYMORFISMU -1639 G>A
V GENU VKORC1 V POPULACI CR METODOU REAL-TIME PCR

R. Richterova !, P. Riedlova !, A. Boday !, P. Kessler 2, H. Poul 2, J. Gumulec !, M.Radina!
! Onkologické centrum J.G.Mendela, Novy Jic¢in
20dd. hematologie a transfuziologie, Nemocnice Pelhiimov

Genu VKORCI se podle soucasnych poznatkl ve farmakogenetice pfipisuje velka po-
zornost v souvislosti s odbouravanim antikoagula¢niho 1é¢iva warfarinu. Gen VKORCI1 je
lokalizovan na chromozomu 16p12-q21, ma tii exony a kdduje podjednotku 1 transmem-
branového proteinu - vitamin K epoxid reduktazového komplexu, o velikosti 163 ami-
nokyselin. Komplex VKOR recykluje vitamin K 2,3-epoxid na vitamin K hydrochinon,
ktery je esencialnim kofaktorem posttransla¢ni y-karboxylace mnoha koagula¢nich faktort
(FII, FVII, FIX, FX ad.). Do dnesni doby byly zjistény dva casté polymorfismy v genu
VKORCI, 1173 C>T lokalizovany v prvnim intronu a -1639 G>A v promotorové oblasti.
U téchto dvou polymorfismt vsak byla prokazana tésna vazba, a proto je zcela dostacujici
detekce jedné mutace, v tomto piipadé mutace -1639 G>A. Vysledky studii publikované
v odborné literatufe poukazuji na to, ze pacientim s 1639 GA genotypem hrozi 2,3 krat
a pacientim s 1639 AA genotypem 10,5 krat vyssi riziko predavkovani warfarinem.

Cilem této pilotni studie bylo stanovit genotypovou a alelovou frekvenci polymorf-
ismu -1639 G>A v nasi populaci. Vzorky DNA byly izolovany z leukocyti periferni krve.
Molekularné genetickd analyza byla zpocatku postavena na PCR-RFLP. Tato metoda je
Casove narocna a z toho divodu byla zavedena metoda real-time PCR na pfistroji Real-
plex.

Celkem bylo vySetfeno 474 pacienti (948 alel). V souboru bylo zastoupeno 184
GG homozygotu (frekvence 0,388), 225 GA heterozygoti (frekvence 0,475) a 65 AA
homozygotu (frekvence 0,137). Z uvedenych udaji plyne, ze frekvence alely G v populaci
je 0,625 a alely A je 0,375. Vypocitana frekvence genotypu GG je 0,3906, GA je 0,4688
aAAje 0,1406.

Vysledky zjisténé na nasem pracovisti se shoduji s literarnimi Udaji, které se tykaji
indoevropské populace. Vzhledem k polygenni dédi¢nosti se na katabolismu warfarinu po-
dili také fada dalsich enzymi (napi. Cyp2C9), jejichz genotypy mohou riznym zptuisobem
ovlivnit finalni Gisp&snost tohoto procesu.
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AUTOMATIZACE V IMUNOHEMATOLOGICKE LABORATORI

M. Bohon¢k, D. Hor¢ickova
Ustredni vojenskd nemocnice Praha, Oddéleni hematologie, biochemie a krevni transfiise

Hodnoceni vysledkii imunohematologickych reakei zalozenych na posuzovani miry
aglutinace erytrocytll se vzdy vyznacovala vyS§i mirou pfidané hodnoty zkuSenosti lab-
oratorniho pracovnika a pokud byla imunohematologicka vysetieni zalozena na zkuma-
vkovych a sklickovych metodikach, byly moznosti jejich automatizace omezené. Urcity
pokrok ptinesly aglutinace provadéné v jamkach mikrotitranich destic¢ek, dramaticky zlom
ale predstavovalo uvedeni kompaktnich metodik systému pevné faze a metodik gelovych
v 90.letech minulého stoleti. Pfesto trvalo vice nez desetileti, aby se rizné poloautomatické
systémy, které predstavovaly samostatné a nepropojené poloautomaty pipetovani, cen-
trifugy a vyhodnocovace, vyvinuly v systémy plné automatické, typu ,,walk away®, jak
je jiz davno zvykem v klinické biochemii a hematologii. V soucasné dobé¢ jsou ze stale
omezené nabidky na trhu k dispozici automaty zalozené na zpracovani diagnostickych
metodik systému pevné faze f.ImmucorGamma (Galileo) a automaty zpracovavajici kar-
ty gelové aglutinace f.Grifols (WaDiana), DiaMed (ID-GelStation, TechnoTwinStation),
Ortho (AutoVue). Autofi hodnoti vyhody a nevyhody jednotlivych systému a prezentuji
vlastni 2 leté¢ zkuSenosti s plné automatizovanym provozem laboratofe krevniho skladu
i laboratore darct krve zalozenych na provozu 2 automatl Galileo. PIn¢ automatizovany
systém imunohematologické laboratofe krevniho skladu na OHBKT UVN Praha mj.
umoznil bezpecné zavedeni elektronického testu kompatibility, ktery v soucasné dobé je
na jako jediném pracovisti v CR provadén v cca 85% viech pozadavkii na provedeni
testu. Kombinace plné automatizace a elektronického kiizeni kromé zvyseni bezpecnosti
vydavanych vysledki umoznila i 20% usporu pracovnich sil.

VISKOZITA KRVE, KREVNI PLAZMY A SERA —- NOVE POZNATKY,
MOZNOSTI VYUZITI A STANOVENI V KLINICKE PRAXI.

F. Vrbacky, 1. Fatorova, M. Pecka, M. Blaha, J. Maly
11 interni klinika — Oddéleni kliniké hematologie, Fakultni nemocnice Hradec Kralové a
Lékarska fakulta UK v Hradci Kralové

staly kardiovaskularni choroby. Hlavni pfistup k jejich studiu se soustiedil na biochemické
zmény v krvi a cévni sténé, jejich histologii, koagula¢ni faktory a krevni desticky. Pii¢ina
fady cévnich chorob, hlavné ateroskler6zy, vsak zustavala dlouhou dobu nejasna. Piesnéjsi
meéfeni reologickych parametri ne-newtonovskych kapalin zptisobené technickym vyvo-
jem umoznilo také vyvoj méfeni viskozity krve a dalSich télnich tekutin. Diky tomuto
vyvoji se také zacal intenzivnéji studovat vliv viskozity krve a krevni plazmy na obéhovou
soustavu a dalsi tkané (1, 2). Prace poslednich let podporuji teorii, Ze zvySena viskozita
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krve zvySuje riziko fady onemocnéni a jeji studium by mohlo vyznamné pfispét k jejich
prevenci a 1é¢bé (2).

V hematologické laboratofi II. interni kliniky - OKH Fakultni nemocnice Hradec
Kralové pouzivame k méfeni viskozity krve, krevni plazmy a séra rotaéni viskozimetr
Brookfield DV-11+Pro. Toto zafizeni pracuje na principu méteni odporu, ktery klade vzorek
vlozeny mezi otacejici se disk a pevnou plochu. Tento princip méfeni umoziuje, na rozdil
od starSich typu viskozimetri, méfeni neprihlednych kapalin (jako je krev) a presnéjsi
charakteristiku ne-newtonovskych kapalin pomoci kiivek zavislosti viskozity na hodnoté
smykového poméru, jehoz hodnota se v krevnim fecisti pacienta také méni. Vysledek zis-
kany aplikaci Cassonova matematického modelu (3) na ziskana data tak zahrnuje viskozitu
pri parametrech odpovidajicich nejen prostiedi velkych cév, ale i kapilar a mist nejcastéjsiho
vyskytu aterosklerotickych platt, kde se vysoka viskozita krevni plazmy a krve projevuje
na zdravotnim stavu pacienta nejvyraznéji. Kromeé stanoveni viskozity krve, krevni plazmy
a séra u pacientli s poruchami metabolizmu lipoproteinti 1ze pouzit toto vySetfeni i u fady
jinych onemocnéni, mezi ktera patii napf. hyperviskozitni syndromy, jako je mnohocetny
myelom ¢i Waldenstrémova makroglobulinémie (4).
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TEST KRYOHEMOLYZY — DIAGNOSTICKY NASTROJ
U HEREDITARNI SFEROCYTOZY
S. Rozmanova !, M. Divoka !, D. Pospisilova 2, Z. Novak 2, M. Jarosova !, V. Divoky 3,
K.Indrak !
! Hemato-onkologicka klinika FN a LF UP Olomouc
2 Détska klinika FN a LF UP Olomouc
3 Ustav Iékai'ské biologie LF UP Olomouc

Hereditarni sférocytéza (HS) je nejcast&jsi pfi¢inou vrozené hemolytické anémie.
V laboratorni diagnostice patfi k nejdilezitéjsim skriningovym naleziim pro potvrzeni
diagnozy HS nalez sférocytl v natéru periferni krve, zvySeny pocet retikulocytli, mozna
pritomnost anémie a zvySené hodnoty neptimého bilirubinu. Pro diferencialni diagnostiku
jsou ovsem nutné specifické laboratorni testy. Nejrozsitenéjsi testy k potvrzeni sférocytozy
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jsou vysetfeni osmotické rezistence, Pink test a test autohemolyzy. Tyto testy jsou ovSem
Casove naro¢né a Casto neposkytuji jednoznacné vysledky.

Na HOK FN Olomouc pouzivame od roku 2003 k diagnostice HS test kryohemolyzy.
Hypertonickéd kryohemolyza je definovana jako lyza erytrocytii v hypertonickém prostie-
di, ke které dochazi pfi teplotni zméné z 37°C na 0-4°C. Bylo popsano, ze erytrocyty HS
jsou v téchto podminkach signifikantné fragilngjsi nez normalni buiky (Streichman, Am
J Hematol 1998).

Cilem prace je popis metodiky a prezentace vysledkd, které byly ziskany pii diferen-
cialni diagnostice anémii pacientd Détské kliniky a Hemato-onkologické kliniky FNO,
ktefi pfichazeli s obrazem hemolytické nebo nehemolytické anémie. Soubor obsahuje 51
pacientt, u kterych bylo provedeno celkové 67 vysetieni. Vysledky testu kryohemolyzy
a nasledna diagnostika rozd¢lily soubor na 2 skupiny. V prvni skupiné 23 nemocnych,
u kterych vysledky svédcily pro dg. HS, byla ve 34 odbérech zjisténa vyznamné vyssi
hodnota kryohemolyzy (median 25%, rozmezi 10-50%). Tito pacienti jsou dale i v souladu
s ostatnimi laboratornimi a klinickymi nalezy dispenzarizovani s diagnézou hereditarni
stérocytozy. Naproti tomu, u 28 pacienti v druhém souboru byl ve 33 vySetfenich zjistén
median kryohemolyzy pouze 3% (rozmezi 1-18%). Tyto vysledky dg. HS neprokazaly
a nemocni jsou dale sledovani pro jiné hemolytické a nehemolytické anémie.

Nase vysledky potvrzuji senzitivitu a specifitu testu kryohemolyzy pro diagnoézu heredi-
tarni sférocytozy. Tento test je Casove nenarocny a potieba malého mnozstvi vzorku jej ¢ini
dostupny i pro pediatrické pacienty, véetné novorozencu.
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N6-BENZYLADENINE POTENTIATES CYTOTOXIC EFFECT OF OTHER
BASES BY INDUCTION OF INCREASED ACTIVITY OF APRT ENZYME

L. Frydrych, P. Mlejnek
Department of Medical Biology, Faculty of Medicine, Palacky University,
Hnevotinska 3, Olomouc 77515, Czech Republic, E-mail: fridex@centrum.cz

Abstract The synthesis of nucleotides from the purine bases is known as the salvage
pathway. Adenine phosphoribosyltransferase (APRT, EC 2.4.2.7) catalyzes the synthesis
of adenosine 5’-monophosphate (AMP) from adenine and 5’-phosphoribosyl-1-pyrophos-
phate. APRT is ubiquitously distributed in all human cells and provides the only mecha-
nism by which free adenine can be converted to the nucleotide (Simmonds et al., 1995).
Recent studies indicated possible involvement of APRT in cytotoxic effects of N6-sub-
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stituted derivatives of adenine (cytokinins) in plants (Mlejnek et al., 2004). Not surpris-
ingly, a similar role of APRT in the activation of N6-substituted derivatives of adenine was
suggested also in mammalian cells (Mlejnek and Dolezel, 2005). Indeed, metabolism of
purines is largely shared between plants and animals (e.g., Prinsen et al., 1997). However,
formation of corresponding monophosphates from N6-substituted derivatives of adenine,
as well as, their ability to induce apoptosis is much lower in mammalian cells than in plants
(Mlejnek and Dolezel, 2005).

We observed that nontoxic concentrations of N6-benzyladenine potentiated cytotoxic
effect of other bases with pyrazole pyrimidine ring, which mimics purine ring, such as
4-aminopyrazolo[3,4-d]pyrimidine (4-APP). This effect could be explained by the find-
ing that low concentrations of N6-benzyladenine induced increased enzymatic activity of
APRT. RT-PCR analysis revealed that elevated activity of APRT enzyme was probably due
to increased expression of APRT mRNA. The properties of N6-benzyladenine could be of
potential therapeutic value for treatment of APRT deficiency.
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MYELODYSPLASTICKE SYNDROMY A NADBYTOK ZELEZA.

M. Nosal’
Hematologicka ambulancia FNsP- Nemocnica Staré Mesto, Bratislava, SK

Transfazie erytrocytov je zékladnou liecbou u pacientov s MDS. Klinické ucinky nad-
bytku Zeleza spdsobené transfiiziami u pacientov s MDS st limitované. Nasledky a liecba
nadbytku Zeleza st dobre zname u pacientov s talazémiou s hereditarnou hemochromatdzou
(HH). Klinické skusenosti u tychto pacientov sa mézu vztahovat' na MDS. Zatial'Co pa-
cienti s MDS st starsi, nemusia byt’ vystaveni nadbytku Zeleza tak dlho ako pacienti s ta-
lazémiou a HH. Vek a komorbidity u pacientov s MDS ich m6zu robit’ viac vnimavymi
na naziadtce G¢inky nadbytku Zeleza. Na eleminaciu Zeleza z organizmu sa dlhs$iu dobu
pouziva infuzna chela¢na liecba DFO (Desferal), ktora ma vsak svoje obmedzenia. Novsie
je pouzitie oralneho chelatora deferasirox (Exjade, ICL 670), od tejto liecby sa oéakava
zlepSenie tak kvality zivota, ako aj prezivanie pacientov s MDS.
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GENERACE TROMBINU - KDE JE UZITECNE JEJ MERIT A JAK

1. Hrachovinova, M. Hladikova, J. Prellova, P. Salaj
Ustav hematologie a krevni transfuse, Praha

Laboratorni analyza koagulace ptedstavuje jednotlivé testy sledujici urCité casti
koagula¢ni kaskady. Z klinického hlediska by bylo uziteéné mit jednoduché testy, které
stanovi fenotyp pacienta a které by korelovaly s hyperkoagula¢nim nebo krvacivym stavem
pacienta. Testy, které¢ by dokazaly by monitorovat ucinek substitu¢ni 1é¢by bez ohledu
na druh. At je to podavani koncentratu FVIII nebo bypassova aktivta FEIBA a rFVlIla,
ptipadné podavani heparinti nebo pifimych inhibitorti trombinu.

Trombin generacni test(TGT), jak jej poprvé popsal Hemker (2000), je prvni test ,
ktery se ptiblizuje in vivo podminkam. Je mozné podle né&j hodnotit disledky poruch nebo
ovlivnéni hemostazy. Neni pln¢ univerzalni, protoze testovanym vzorkem je pacientska
plazma. Do reakce se pfidavaji rizné koncentrace tkanového faktoru (TF) a fosfolipida
podle toho, zda se monitoruje hyper ¢i hypokoagulaéni stav, ptipadné podle toho jaka situ-
ace in vivo se napodobuje. Pfi generaci trombinu odpovidajicimu normalnimu stavu bez
zranéni a aktivovanych desticek se do reakce pridava pouze nizka koncentrace fosfolipidu,
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pridani nizké koncentrace TF a fosfolipidi odpovida drobnému poskozeni cév, vysoka kon-
centrace TF a fosfolipidii odpovida situaci poskozeni bun¢k a aktivaci desti¢ek. Pfi moni-
torovani antikoagulacni terapie se pouziva vysoka koncentrace fosfolipidt i TF, pfi sle-
dovani hyperkoagula¢nich stavii a terapie rF V1la se pouziva nizka koncentrace fosfolipidi
a vysoka TF a pro monitorovani 1é¢by FEIBA nizka koncentrace fosfolipidt i TF. K stan-
dardizaci méfeni TGT prispéla dostupnost komerénich kiti. Na trhu jsou tii vyrobky, které
se lisi zptisobem vyhodnoceni méfenych veli¢in. Jsou to: kalibrovana automatizovana
trombinografie (CAT), Technothrombin (Technoclone), ETP(Dade Behring).

K tomu, aby TGT mohl byt rutinné pouzivan, je nutné, aby byly porovnany a vyhod-
noceny vysledky generace trombinu u riznych klinickych stavii (hodnoty pacientii a nor-
malni populace). Vysledkem prospektivni studie by mélo byt napiiklad stanoveni rizika
trombozy na zakladé vysledkii TGT. Zatim byla provedena studie vlivu OA na zvySeni
generace trombinu a vliv trvalého zvySeni generace trombinu na rekurenci TEN. TGT je
jiz hojné pouzivan pti bypasové 1é¢bé hemofilikt. Test citlivé monitoruje pozitivni zmény
generace trombinu. Bude ale nutno $irsi korelace pro stanoveni krvacivého rizika pacienta,
zvlasté u ziskanych stavi koagulopatie.
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SOUCASNE VYSETRENI POLYMORFISMU CYP4502C9 A VKORC1
U PACIENTU LECENYCH WARFARINEM.

P. Kessler !, R. Richterova 2, P. Riedlova 2, H. Poul !
'Odd. hematologie a transfuziologie Nemocnice Pelhiimov
2P+R LAB, Laborator molekularni biologie, Novy Jicin

Uvod: Interindividualni variabilita velikosti davky warfarinu, nutné k dosaZeni terapeu-
tického rozmezi INR je podminéna fadou faktorl. Mezi nejvyznamnéjsi z nich se v po-
slednich letech zatadily polymorfismy nékterych gent, piedevsim cytochromu P450 2C9,
ovlivilyjici rychlost biotransformace warfarinu a VKORCI, ovliviwjici cilovy enzym — ep-
oxidreduktazu.

Cil studie: Zjistit vliv polymorfismt CyP4502C9 a VKORC1 na davku warfarinu potiebnou
k udrzeni cilového INR a vzajemnou interakci jejich ptisobeni.
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Soubor a metodika: Bylo vysetfeno 307 pacientd (178 muzt, 129 Zzen) ve veéku 18-93
let, lé¢enych warfarinem s cilovym rozmezim INR 2,0-3,5. Primérna doba antikoagula¢ni
lécby byla 3,98 roku, celkové bylo vyhodnoceno 1223 pac/let. Byly vySetfeny polymorfis-
my genti CyP4502C9 *2 a *3 a genu VKORC1 1639G>A. Rozdily v davkovani warfarinu
mezi jednotlivymi skupinami byly hodnoceny T-testem.

Vysledky: U 203(66,1%) pacientii byl prokazan ,,wild typ“ (*1) cytochromu P4502C9,
u 45 (14,7%) pacientt byl zjistén typ *2 v heterozygotni formé, u 44(14,3%) typ *3 v het-
erozygotni formé, u 15(4,9%) byla zjisténa smisena heterozygotni forma *2*3 nebo homo-
zygotni forma *2*2 nebo *3*3. U 130(42,4%) pacienti byl zjistén genotyp VKORC1 GG,
u 137(44,6%) genotyp GA a u 40 (13%) genotyp AA.

Primérna denni davka warfarinu byla u nosi¢ti polymorfismu CyP4502C9 genotypit
FIFLFIF2,*¥1%3, *x*x(tedy spolecné *2*2,*%3*3 *2%*3) 4,56 mg, 3,72 mg, 3,08 mg, 1,91
mg. Rozdily mezi vSemi skupinami navzajem byly statisticky vyznamné (*1*1/*1*2:
P=0,001, *1*1/%1*3: P<0,0001, *1*1/*x*x: P<0,0001, *1*2/*1*3: P=0,025)

Primérna denni davka warfarinu u nosi¢ii polymorfismu VKORCI genotypi GG,GA,AA
byla 4,85 mg, 3,78 mg a 2,71 mg. Rozdily mezi skupinami navzajem byly statisticky vyz-
namné (GG/GA: P<0,0001, GG/AA: P<0,0001, GA/AA: P<0,0001).

U nosicu aspon 1 alely A genu VKORC 1 byla hodnocena davka warfarinu v zavislosti
na celkovém poc¢tu mutaci obou genit (VKORCI1 a CyP4502C9). U nosi¢t 1 mutace byla
pramérna davka warfarinu 4,14 mg, median 4,09 mg, u nosicd 2 mutaci primérna dav-
ka 3,36 mg, median 2,92, u nosic¢i 3 mutaci primérna davka 2,08 mg, median 1,75 mg,
u nosict 4 mutaci pramérna davka 1,53 mg, median 1,54 mg. Rozdily byly statisticky
vyznamné - mezi nosiéi 1 a 2 mutaci P=0,001, mezi nosic¢i 1 a 3 mutaci P<0,0001, mezi
nosici 2 a 3 mutaci P=0,0002. U nosict 2 a vice mutaci (N=62) bylo 40 pacient s davkou
niz§i nez 3 mg a 15 pacientti s davkou nizsi nez 2 mg.

Zaver: Efekt polymorfismi CyP4502C9 a VKOCRI na velikost denni davky warfarinu
potfebné k udrzeni terapeutického rozmezi se navzajem potencuje. 20% populace patii
k vysoce rizikové skupiné nosic¢li polymorfismu VKORC1 AA nebo soucasné genotypu
VKOCRI1 GA a soucasn¢ aspont 1 mutace CyP450 2C9 — v této skupiné 64,5% pacientl
potiebuje udrzovaci davku warfarinu nizsi nez 3 mg/den a 24% dokonce davku niz$é nez
2 mg/den. Tito pacienti jsou ve vysokém riziku pfedavkovani, zejména v uvodu 1é¢by.
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FLOWCYTOMETRICKA ANALYZA ENDOTELIALNICH A
TROMBOCYTARNICH MIKROPARTIKULI — PRVNI ZKUSENOSTI SE
ZAVADENIM METODIKY

L. Kovarova, A. Bulikova, M. Matyskova, M. Penka
Oddgeleni klinické hematologie, FN Brno-PMDYV, Jihlavka 20, 625 00 Brno

Uvod: Endotelialni mikropartikule (EMP) jsou malé membranové vezikuly uvoliiované
z povrchu endotelidlnich bun¢k jako odpovéd’ na aktivaci, poranéni ¢i apoptézu. Vznik
EMP muze byt vyvolan fadou cytokint jako IL-1, TNF ¢i zvySenym smykovym napétim.
Analyza cirkulujicich EMP odrazi poskozeni endotelidlnich bunc¢k a zvysené zastoupeni
EMP nalezame obecné u stavt spojenych s endotelialnim poskozenim, napf. u trombotické
trombocytopenické purpury, u akutnich koronarnich syndromd a také u pacientl
s roztrousenou sklerézou a lupus antikoagulants. Literarné uvadény imunofenotyp EMP:
CD31'*CD51"CD61°CD141°CD142°CD144°CD146°CD105".

Destickové mikropartikule (PMP) vznikaji podobné jako EMP tvorbou a uvoliovanim
membranovych vezikuli. Mnozstvi cirkulujicich PMP je zndmkou aktivace desticek. PMP
ovliviiuji prokoagulacni aktivitu a dale pusobi stimulacné na endotelialni bb, leukocyty,
neutrofily, monocyty a dalsi desticky. Jejich pocty jsou zvySeny u né€kolika trombotickych
stavii — napf. akutni infarkt myokardu a mozkova ischemie. Zvysené zastoupeni PMP je také
nalézéno u stavli charakterizovanych zvysSenou aktivaci/poskozenim desticek jako idiopaticka
trombocytopenickd purpura, heparinem indukovana trombocytopenie a systémovy lupus
erythematosis. Chronické zvySeni poctu PMP nalézame u cévnich demenci. Uvadény
imunofenotyp PMP: CD31'*CD61'CD41°CD42b*PAC-1"CD42a*.

Cil: Ovéfeni moznosti flowcytometrické analyzy mikropartikuli EMP a PMP v naSich
podminkach. Stanoveni normalnich hodnot u zdravych darct a dale nalezeni vztahu mezi
jejich relativnim poctem a sledovanou diagnézou u pacientu.

Metodika: Ze vzorki krve (zdravé kontroly a pacienti po informovaném souhlasu)
odebranych do citratu byla troji centrifugaci pfipravena bezdestickova plazma (platelet-
free plasma — PFP), ktera byla dale flowcytometricky analyzovana na pristroji fy Beckman
Coulter - Cytomics FC500 v nastaveni fluorescenci dle izotypové kontroly. MoAb (CD31,
CD41, CD42b, CD61, CD51) byly s PFP inkubovany 15 minut v temnu, poté doplnény PBS
a kalibra¢nimi ¢asticemi a zanalyzovany.

Vysledky: Vybrané¢ markery v kombinacich CD31/CD42b/CD41 a CD51/CD61/CD41
umoziuji rozlisit oba typy partikuli na zakladé (ne)exprese trombocytarniho markeru CD41.
Velikost mikropartikuli je < 1,5um a jejich zastoupeni neni vysoké, coz znesnadnuje ziskani
vysledkd zejména z divodu mozné ,analyzy* necistot v samotném pfistroji ¢i pouzitych
roztocich. Timto piispévkem bychom radi informovali o moznych problémech a nasich
prvnich vysledcich, ptestoze soubor prozatim neni dostateny pro statistické zhodnocenti.
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MOZNOSTI LECBY HEPARINEM INDUKOVANE TROMBOCYTOPENIE
TYPU II SYNTETICKYMI PENTASACHARIDY

J. Novotny !, P. Smejkal !, S. Kralova 2, J. Gumulec 2, J. Zavielova !, M. Penka !
I'Centrum pro trombozu a hemostdzu - Oddéleni klinické hematologie FN Brno
2 Centrum pro trombézu a hemostazu — Onkologické centrum JG Mendela, Novy Jicin

Vyskyt heparinem indukovana trombocytopenie I1. typu (dale HIT II) je udavan asiu 3%
pacientil, 1écenych nefrakcionovanymi hepariny a asi u 0,1% nemocnych, 1écenych nizko-
s rizikem rozvoje vendznich i arterialnich hyperkoagulaci.HIT II je zptisobena imunologick-
ou reakei proti komplexu protein/heparin (nejcastéji destickovy faktor 4/heparin) s naslednou
aktivaci desticek i endotelu a zvySenou generaci trombinu. Diagnostika HIT 1II je obtizna
a spociva ve vySetfeni séra a/nebo plazmy pacienta baterii funkénich (agregace, serotonin
release, piipadné cytoflowmetrie a lumiagregometrie) a sérologickych (ELISA, Diamed,
PIFA test) testi. Testy maji vice konfirmacni charakter, jelikoz i negativita vSech testd HIT 11
s absolutni jistotou nevylucuje. U pacientl se suspektnim HIT II je prvym krokem vysazeni
heparint a je nutno zvazit alternativni antitrombotickou 1écbu, jelikoZ generace trombinu
pokracuje i fadu hodin po vysazeni glykosaminoglykanu. V minulosti byl v Iécbé HIT 11
ufady nemocnych tspésné vyzkousen nizkomolekularni glykosaminoglykan danaparoid
(Orgaran), je zde vSak zdokumentovano az 10% zkiizenych reakci s hepariny. Orgaran neni
v soucasnosti u nas registrovan. Velmi Gspésnymi 1éky u HIT II jsou jak nizkomolekularni
pfimé inhibitory trombinu (argatroban), tak i rekombinantni analoga hirudinu (lepidurin -
Refludan). Mezi nevyhody Refludanu, ktery je v CR v soudasnosti nejvice v 16¢b& HIT II
pouzivan, patfi nutnost laboratorniho monitorovani, neexistence specifického antidota, in-
dukce tvorby protilatek proti lepidurinu, mozna interference s protrombinovym ¢asem pii
nastavovani pacientti na Warfarin, nizka dostupnost a vysoka cena. Pentasacharidy (PS) jsou
synteticky pfipravené nepiimé inhibitory koagula¢niho faktoru FXa, které po vazbé na anti-
trombin (AT) mnohonasobn¢ urychluji inhibici FXa. Po vytvoteni komplexu AT/FXa je PS
uvolnén a mize aktivovat dalsi molekulu AT. PS se nevazou na desti¢kovy faktor 4 a nebyla
pozorovana zkiizena reaktivita mezi HIT-protilatkami a PS v séru ¢i plazmé. Naopak bylo
prokazano, ze PS mohou blokovat reaktivitu takzvanych hyperimunnich HIT-protilatek
v testech in vitro. Z hlediska snadného davkovani, pravdépodobné niz§iho rizika krvaceni,
moznosti blokace aktivace desticek in vivo, neinterference s protrombinovym casem, jed-
noduchého s.c. podani 1x denné bez nutnosti monitorovani mohou PS piedstavovat velmi
dobrou alternativu v 1é¢bé HIT II. V soucasnosti byly iniciovany klinické studie uziti syn-
tetickych PS v 1écbé HIT I1. Autofi diskutuji laboratorni diagnostiku HIT II a uvadéji vlastni
zkusenosti s podanim fondaparinuxu (Arixtra) u pacientt s HIT II.
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VYUZITi ULTRACENTRIFUGACE PRO KOAGULACNI VYSETRENI

L. Slavik, J. Maliskova, M. Sykorova, J. Jezakova, P. Chalupnikova
Hemato-onkologicka klinika FN OLOMOUC, CR

V naSem sdéleni prezentujeme vysledky srovnani stanoveni zakladnich koagulaénich
parametrii za pouziti modernich ultracentrifug pro separaci plasmy s klasickym postupem
ziskani plasmy chudé na desticky pomoci centrifugace pii 3000 ot./ 10 resp. 15 min.

Pro porovnani jsme vybrali ndhodné vzorky 20 pacienti odeslanych k zdkladnimu
koagula¢nimu vysetfeni. Vzorky pacienti jsme separovali klasickym postupem, provedli
vySetieni a nasledn¢ jsme je separovali pomoci ultracentrifugace, kdy byly vzorky centrif-
ugovany po dobu 2 min. pti 7200 ot./min. (4440 g) na centrifuze StatSpin 3 resp. 8000 ot./
min. (4440 g) na centrifuze StatSpin 2 pfi poloméru rotorti 7,65 cm resp. 5,15 cm.

Pro kontrolu separace jsme pouzili mefeni trombocytii v plasmé pomoci hematologick-
¢ho analyzatoru Sysmex XE 2100, které jsme provedli vzdy ihned po kazdé centrifugaci.
Nasledné jsme stanovovali protrombinovy ¢as a parametry jsme vzdy porovnali.

Z vysledkd je patrné, ze ultracentrifugace se plné vyrovna klasickému postupu separace
plasmy a neovliviiuje vysledky jak v normalnim tak v patologickém rozmezi. Vyhodou
pouziti tohoto postupu je vyrazna uspora ¢asu pii zpracovani materialu.

Literatura:
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DIFERENCIALNI DIAGNOSTIKA KOAGULOPATII SE ZAMERENIM NA
VYSETRENI PRED INVAZIVNIM VYKONEM — POHLED DETSKEHO
HEMATOLOGA

K. Tousovska
Klinika détské onkologie, FN Brno

Odhad rizika krvaceni u jednotlivych pacienti pted planovanym chirurgickym vyko-
nem je pretrvavajicim problémem v klinické praxi. Dochazi k nedocenéni klinickych okol-
nosti na stran¢ jedné a k precenovani vyznamu,, skrininkovych® koaguala¢nich testii na
stran¢ druhé.

V ramci CR zatim neexistuje jednotny postup ve vy3etfovani hemokoagulace prev in-
vazivnim vykonem.

Dle literarnich zkuSenosti jsou za 90% pfed operaci neodhalenych koagulopatii
zodpovédné trombocytopatie. Ty nejsou odhaleny bézné pozadovanou kombinaci vysetieni
:trombocyty, APTT, PT. Na druhou stranu, z publikovanych soubort pacientii vyplyva, ze
patologické hodnoty APTT a PT opakované selhaly v predikci rizika krvaceni u jinak

93



zdravych pacientd, vySetifovanych nejcastéji pred adenotomii ¢i tonsilektomii. Nejcastéjsi
ptic¢inou patologického APTT je pfitomny cirkulujici antifosfolipid (1,2).

Rozhodujici ulohu v pfedoperac¢nim skrininku hraje anamnéza pacienta. Pii pouziti
standardizovaného dotazniku, zaméfen¢ho na odhad rizika koagulopatie, se ukazala
negativni i pozitivni prediktivni hodnota anamnézy az 99%. Z takto odhalenych koagu-
lopatii bylo 90% ziskanych ¢i vrozenych trombocytopatii a témét vSichni pacienti byli
odhaleni pomoci vySetfeni PFA-100(3). Na podkladé standardizované anamnézy lze jisté
¢asti pacientii koagulaéni skrinink ,,odpustit“ a naopak, u pacientl s pozitivni anamnézou
rozsifit obykly panel o PFA-100.

Ke zvyseni efektivity vySetieni a minimalizace iatrogenizace pacienta je na misté stan-
dardizovat vySetiovaci postup pred invazivnim vykonem u jinak zdravych osob.
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RACIONALIZACE LECBY LDL-AFEREZOU POMOCI SLEDOVANI
FUNKCNICH ZMEN PRIMARNI HEMOSTAZY - MOZNOSTI VYUZITI
ANALYZATORU PFA-100
A MODIFIKOVANYCH VYSETRENI AGREGACE TROMBOCYTU.

M. Blazek, M. Blaha, V. Masin, J. Maly, V. Blaha, M. Pecka
Univerzita Karlova v Praze — Lékarska fakulta v Hradci Kraloveé,
Fakultni nemocnice Hradec Kralové — I1. interni klinika, Oddéleni klinické hematologie,
CR

Uvop : LDL-aferéza je metoda extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu, pouZivana
u pacientti se zavaznou hyperlipidemii, ktera je rezistentni na farmakoterapii a dietni
opatfeni. Familiarni hypercholesterolemie (FH) je dominantné¢ dédi¢na choroba, jejiz
podstatou je postizeni genu pro LDL-receptor. Zvysena hladina LDL-¢astic v krvi nemoc-
ného je pricinou akcelerované aterosklerozy a vede k predcasnym umrtim na ischemick-
ou chorobu srde¢ni. Heterozygotni jedinci maji cca 50 % normalniho poc¢tu funkénich
LDL-receptort, hladina LDL-cholesterolu se pohybuje kolem 9-14 mmol/l. Vyskyt v nasi
populaci je 1:500. Nemocni mivaji pfed¢asné aterosklerotické zmény cév a mohou mit
Slachové xantomy, xantelazmata na vickach a arcus cornae senilis. Terapie zahrnuje di-
etni a rezimova opatfeni a medikamentdzni 1écbu. Pouze u 3-5 % nemocnych konzerva-
tivni terapie selhdva. Vyskyt homozygotnich forem je 1:1000000. Nizké aktivité jejich
rezidualnich LDL-receptort odpovida i zvyseni hladiny LDL-cholesterolu v plazmé, které
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dosahuje mezi 16 az 30 mmol/l. Ischemicka choroba srde¢ni se u téchto jedinct vysky-
reaguji na konvenéni lécbu. Pravidelna extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu je pro
tyto nemocné zivot zachranujici postup. Metabolicka efektivita LDL-aferézy koreluje se
zpomalenim progrese ¢i dokonce s regresi koronarni aterosklerozy (1).

LDL-aferéza je metoda naro¢na medicinsky i ekonomicky a je proto zadouci hle-
dat ukazatele urCujici optimalni intenzitu i Cetnost jednotlivych 1écebnych procedur.
Z dlouhodobého hlediska jsou ukazatele jasné (zobrazovaci metody), chybi vSak vhodné
markery aktualniho stavu. Nase pracovisté provadi LDL-aferézu jako v souc¢asné dobé jedi-
né v CR a méa béhem 10 let zkugenosti s cca 1200 procedurami. B&hem minulych let jsme
vyzkouseli fadu markert pro optimalni fizeni terapie, které podle literarnich nebo vlastnich
zkuSenosti pfipadaly v uvahu. Oproti literarnim udajim (2,3) se ukdzaly nekteré z nich
nevhodnymi (napf. velikost krevnich desticek nebo jejich hematokrit), jiné sice vhodnéjsi,
ale htife kvantitativné hodnotitelné nebo obtiznéji vySetfitelné jak po strance technické, tak
ekonomické — napf. nékteré selektiny, MCP-1, endotelin-1 (4) a dalsi. Urceni vhodnych
ukazatelll Gi¢innosti této 1écby na dostatecné snizeni aktivity aterosklerozy stale zlistava
nedofeSenym problémem.

V procesu komplikaci aterosklerozy hraje vyznamnou roli aktivita primarni hemostazy
a podle nékterych praci dochazi k normalizaci poméri aktivovanych trombocytl. Vysetieni
funkénich zmén krevnich desticek pted a po lécebné LDL-aferéze je potencionalné rychlé
a pfinosné pro zprostiedkované sledovani aktivity aterogeneze a tedy pifinosné k med-
icinsky i ekonomicky optimalnimu vedeni 1é¢by LDL-aferézou. Jako soucast analyzy
primarni hemostazy se muze uplatnit vysetfeni agregace trombocytt (5). V poslednich
letech se nadéje vkladaly do novych metodik, napf. vySetfeni komerénim analyzatorem
Dade Behring PFA-100, Némecko (PFA, platelet function analyse).

METopIk4: Sledovany soubor tvoii 9 pacientd s familiarni hypercholesterolemii (4 Zeny
a 5 muzh) ve veéku 17-59 let (pramér 46,4 let a median 55 let). Geneticka porucha metabo-
lizmu lipidt je v daném souboru zastoupena u dvou nemocnych v homozygotni formé, v
heterozygotni podobé u sedmi pacientd, z toho jedenkrat se jedna o kombinovanou famil-
iarni hyperlipidemii (FCHL). Interval mezi jednotlivymi lécebnymi LDL-aferézami byl
17.5 £ 1.6 dnti (mean + SD).

Bylo pouzito vySetieni analyzdtorem Dade Behring PFA-100 (Némecko), ktery
umoznuje mefit destickami zprostfedkovanou hemostazu (6,7) z materidlu nesrazlivé,
resp. citratové krve. Metoda napodobuje aktivaci desti¢ek mechanickou zatézi a kolage-
nem in vivo. Pouzitd membrana v diagnostickém modulu je potazena kolagenem (COL),
tedy proteinem, ktery se obecné povazuje za iniciator pocatecni fyziologické aktivace
trombocytl. Dale jsme pouzili modul s membranou potazenou epinephrinem (EPI) nebo
ADP, tedy dalsimi fyziologicky vyznamnymi agonisty agregace trombocytt. Pfitomnost
téchto destickovych biochemickych induktord a vysoky stupen stiiznych sil indukovany
standardizovanym pritokem krve kapilarou vede k destickové adhezi, aktivaci a agregaci,
tim se postupné vytvaii stabilni destickovy trombus v mikroskopickém otvoru diagnostické
kapilary (6,7). Vystupnim parametrem je ¢as potiebny od aktivace primarni hemostazy
k uzavieni diagnostické kapilary destiCkovym trombem, tzv. CT (closure—time), ktery je
ovlivnén stavem destickovych funkei. To vedlo k hypotéze, ze by uvedené vysetieni mohlo
byt vhodnym markerem t¢z ke sledovani u¢innosti LDL-aferézy. Vyhodnoceno tak bylo
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70 vysetfeni, z toho bylo 18 para vysetfeni pomoci COL/EPI membrany (kolagen/epine-
phrin) a 17 parti vySetieni pomoci COL/ADP membrany (kolagen/ADP).

VySetieni agregaci trombocytii byla provadéna standardnim zptiisobem na agregometru
APACT-4 (Biogenics). V klasické agregometrii vyvolava postupna tvorba agregatu zménu
prichodu svétla, kterou lze méfit a prezentovat v procentech oproti kalibra¢ni kiivce a dale
potom interpretovat. Ke sledovanym parametriim patii strmost agregacni kiivky (tzv. slo-
pe, [%/min]) a ¢asové udaje popisujici prubeh agregacni kiivky, z nich napf. maximalni
amplituda agregacni kiivky apod. Pfedné jsme ve vyzkumné sondé provedli standardni
spektrum agregacni vysetieni, pfi kterém se desticky stimuluji 10 uM ADP, 300 uM epi-
nefrinu, 10 pg/ml kolagenu, 500 pg/ml kyseliny arachidonové a 1500 pg/ml ristocetinu.
Jediné zmény pii standardnich testech byly naznaceny po stimulaci ADP. Proto jsme dale
vysetfili modifikované agregace s pouzitim 3 riiznych fedéni ADP - konkrétné 2,5 uM,
1,25 uM a 0,625 uM. Bylo takto vyhodnoceno 88 agregacnich vysetieni provedenych u 7
lé¢enych nemocnych s tézkou FH a to pted a po lécebné procedute LDL-aferézy.

Shromazdéna data byla statisticky vyhodnocena na odborném pracovisti Univerzity
Karlovy v Praze, Lékaiské fakulty v Hradci Kralové. Pouzit byl software : Statistica 6.0,
StatSoft. Inc., Tulsa (USA).

VysLepky: Pii analyze PFA-100 se ve vsech piipadech po separaci hodnoty CT (closure
time) prodlouzily, av§ak mira prodlouzeni CT po procedurach nedoséhla statistické vyzn-
amnosti (p<0,14). Nebyly rozdily mezi homozygoty a heterozygoty. Nase hypotéza byla
potvrzena jen v tom, ze vySetfeni vykazuji po LDL-aferéze znamky zlepSeni sledovanych
parametrt, avSak v naSem souboru ne zcela pesveédcive : rozdily vysledki pred a po LDL-
aferéze jsou statisticky nevyznamné.

V modifikovanych testech agregace trombocytit dochazi po aferéze ke zmenseni strmos-
ti agregacni kiivky a ke snizeni maximalni amplitudy (p<0,05). Pfi téchto agregacnich
vySetfenich jsme zjistili zfetelny pokles agregability trombocytl u homozygoti, kde je
hladina LDL cholesterolu nejvyssi a kde je také pokles cholesterolu po lé¢ebném vykonu
nejvetsi. U pacientl stabilizovanych a také u heterozygoti, jiz situace tak jasna neni.
U obou skupin pacientl vSak ziejmé zalezi na velikosti poklesu hladiny cholesterolu po
1écebné LDL-aferéze oproti vychozi hodnoté pted procedurou.

Z4vER: Procedura LDL-aferézy u nemocnych s FH zlepSuje poméry primarni hemos-
tazy. Modifikovana vySetieni agregace trombocytti by mohla byt dalsim ukazatelem, vhod-
nym ke sledovani aktivity procesu u téchto tézce nemocnych. Jde vSak o relativné tech-
nicky a ekonomicky naro¢na vysetieni.

Vysetieni analyzatorem PFA-100 je v klinické praxi svym provedenim potencionalné
Iépe dostupné, pristroj relativn¢ dokonale napodobuje proces, ktery se odehrava
v mikrofeCisti a v jinych indikacich se osvédcil. Podle prvnich zkuSenosti se vSak zda
vySetieni PFA-100 samostatné nevhodné pro aktualni posouzeni optimalni intenzity jed-
notlivych procedur LDL-aferézy.

Pro spravnost interpretace vyhodnocenych vysledkl je nutno zohlednit i nevelky pocet
pacientii ve sledovaném souboru. Vzhledem k technické i ekonomické naro¢nosti dlouhodobé
terapie se nepodafilo vytvorit vétsi soubor nemocnych. Jde o nejvétsi soubor dlouhodobé
sledovanych pacienti v Ceské republice, aviak ani vysp&la zahrani¢ni pracovisté mnohdy
nemaji obdobné soubory dlouhodob¢ sledovanych pacienti ptesahujici pocet 10-20.
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DETEKCE MINIMALN{ REZIDUALNI NEMOCI U CHRONICKE
B-LYMFOCYTARNI LEUKEMIE.

L. Bezdickova !, S. Pekova 2, H. Subrtova !, M. Hon¢ikova !, T. Kozék !
'0ddéleni klinické hematologie Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady a 3. lékarska
fakulta Univerzity Karlovy, Praha
’Oddélenti klinické biochemie, hematologie a imunologie, Nemocnice Na Homolce, Praha

Uvod: Rezidualni leukemické buiiky, které nejsou standardné pouzivanymi metodami (cy-
tologie, histologie, konven¢ni flow cytometrie) zjistitelné, jsou podkladem relapst chronické
B-lymfocytarni leukemie (B-CLL). Soucasné poznatky naznacuji, Ze nepfitomnost min-
imalni rezidualni nemoci (MRN) po 1é¢bé je spojena s lepsi prognozou.

Cil: Zavést dostatecné citlivé a specifické metody sledovani MRN.

Metody: Od 10/2004 jsme vySetiili celkem 39 nemocnych s B-CLL pomoci ¢tytbarevné
pratokové cytometrie a Real-Time kvantitativni PCR. Byla vysetiovana kostni dien (KD)
a periferni krev (PK) pfed zahajenim 1é¢by, v jeji poloving a dale optimalné v 3-mési¢nich
intervalech dle planovanych klinickych kontrol. Pro pritokovou cytometrii bylo inkubova-
no 10° leukocyti/zkumavka s 5 pl kazdé monoklonalni protilatky (4-barevné znaceni,
FITC/PE/ECD/PE-Cy5.5: 1. CD45/14/19/3, 2. CD20/79b/19/5, 3. CD22/38/19/5, 4. Ig /A
/CD19/5). Vzorky s Ig /A byly nejprve 2x promyty v roztoku PBS. Nasledné byly vzorky
lyzovany v roztoku chloridu amonného, 1x promyty v PBS a méfeny na pritokovém cy-
tometru Epics XL (Beckman Coulter). Bylo analyzovano minimalné¢ 5000 B-lymfocytu,
nebo 300 000 udalosti celkem (méfeni ukonceno pfi splnéni jednoho z kritérii). V gate
na B-lymfocyty byla pro kazdou zkumavku identifikovana populace odpovidajici B-CLL
(CDA45+, 19+, 5+, 20+/-, 22-/+, 38+/-, k+/-, A+/-) a spocitano % B-CLL bun¢k z leukocytu.
Za populaci bun¢k bylo povazovano minimalné¢ 30 udalosti. Pro kvantifikaci klonalni
piestavby IgV, pomoci Real-Time PCR technologie byly pro kazdého pacienta piipraveny
klon-specifické primery a kvantifikatni klonovany standard. Cilovéa IgV , ptestavba byla
PCR- amplifikovana na Grovni cDNA piistrojem Rotor-Gene 3000. Ke kvantifikaci jed-
notlivych klonalnich transkripti IgV byly pouzity fluorescen¢né znacené LNA (locked
nucleic acids) - modifikované hybridiza¢ni sondy. Exprese klondln¢ - specifického IgV,
transkriptu byla vztazena k expresi kontrolniho genu (ABL).

Vysledky: Diluci PK pacienta s B-CLL pfi diagnéze a PK od zdravé osoby byla ovéiena
senzitivita pratokové cytometrie 10. S pouzitim LNA-technologie bylo dosazeno senzitivity
Real-Time kvantitativni PCR 10*. Nezaznamenali jsme zadny ptipad pfitomnosti MRN na
urovni pratokové cytometrie pii jeji nepfitomnosti na tirovni PCR. V' 1 ptipadé nebylo mozné
vzhledem k atypickému imunofenotypu sledovat MRN priitokovou cytometrii. U 5 vzorka
vysetienych obéma metodami byla MRN detekovana pouze na trovni Real-Time PCR.

Zavér: Byly zavedeny dostatecné senzitivni i specifické metody detekce MRN u B-CLL,
které umoznuji sledovani pacientii v pribehu Iécby a po 1é¢bé. Vyhodou pritokové cytom-
etrie je jeji dobra dostupnost, casova nenaroc¢nost a v porovnani s PCR nizsi cena vySetieni.
Prezentovana Real-Time PCR technologie umoziuje s extrémni senzitivitou monitorovat
MRN a slouzi tak jako referen¢ni metoda. Navic je vyuzitelna i u pacienti s atypickym
imunofenotypem B-CLL bun¢k.
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ENDOGLIN - A PROMISING LABORATORY MARKER FOR EVALUATION
OF DECREASE IN ATHEROSCLEROSIS ACTIVITY

M. Blaha !, M. Cermanova !, V. Blaha !, P. Karolin 2, C. Andrys !, M. Blazek !, J. Maly !,
L. Smolej !, R. Prochazkova 3, J. Zajic, R. Zimova *

! Charles University, Faculty of Medicine and the Faculty Hospital, Hradec Kralove, CZ
2 Brigham and Women's Hospital, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts, USA
3 Transfusion Dpt., Regional Hospital, Liberec, CZ
* State Institute for Drug Control, Prague, CZ

Objectives: Familial hypercholesterolemia and familial combined hyperlipidemia
are genetic disorders that lead to severe cardiovascular complications in young adults.
Extracorporeal elimination (EE) is a method of LDL-lowering therapy that is effective in
patients with severe familial hyperlipoproteinemia after other forms of therapy have failed.
However it has to be repeated relatively frequently and performed regularly for extended
periods of time. Moreover, EE is rather time-consuming and may not be tolerated well by
some patients.

These reasons led to a search for diagnostic methods that would allow to determine the
necessary frequency and intensity of therapy. Such methods should be non-invasive and
the results should be readily available after completion of each therapeutic procedure. We
speculated that endoglin levels could represent an effective tool for evaluation of treatment
efficacy.

Patients and methods:m We studied 10 patients who received long-term treatment
with extracorporeal elimination of LDL-cholesterol. We measured sCD105 levels in the
10 patients immediately before and after two consecutive elimination procedures.
Results: Serum sCD105 levels before LDL eliminations were significantly higher in the
patients than in the control group. The decrease in sCD105 after both LDL-elimination
series was also statistically significant and was not caused by non-specific capture of
endoglin in adsorption or filtration columns.

Conclusion: We conclude that (i) soluble endoglin levels are increased in patients
with severe familial hyperlipidemia and decreases after EE and (ii) endoglin is a useful
marker for evaluation of the treatment efficacy (and decrease of atherosclerosis activity)
in patients with familial hyperlipoproteinemia treated by extracorporeal LDL-cholesterol
elimination.

Supported by the grants IGA MH CR NR/8505-3, NR/8062-3, NR/9103-4. MZO 00179906,
MSM 0021620820.
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LABORATORY AND CLINICAL RESULTS OF HAEMORHEOPHERETIC
PROCEDURES IN OPHTALMOLOGY

M. Bléha, E. Rencova, V. Blaha, M. Blazek, D. Solichova, J. Maly, V. Rehacek
Faculty Hospital and Medical Faculty, Charles University, Hradec Kralové, CZ

Objective:

Definition of haemorheopheresis:

Hemorheopheresis was specifically designed to treat microcirculatory disorders like
the microcirculatory impairment of the macula associated with dry age-related macular
degeneration using a rheofilter in combination with an appropriate controlled pump
technology. The single procedure simultaneously eliminates an exactly defined spectrum
of high-molecular weight rheologically relevant plasma proteins (i.e. a2-macroglobulin,
fibrinogen, LDL-cholesterol, Lp(a), von Willebrand factor [vWF], IgM, fibronectin,
and putatively multimeric vitronectin).This results in the immediate pulsed reduction of
plasma viscosity as well whole blood viscosity, which with a series of treatments can lead
to sustained microcirculatory recovery, and change significantly the natural course of
a chronic disease.

Age-related macular degeneration (AMD) is the main cause of blindness in people
older than 50 years in developed countries. Presently, there is no other therapy verified
by a randomized study than rheopheresis. That is why we developed our modification of
haemorheopheresis and applicated it to the therapy.

Methods and patients:

The cascade method was used - plasma completely free of cellular elements after high-
speed centrifugation on the Cobe-Spectra separator is run through the ,,second grade®.
Evaflux filters 4A (Kuraray) were used. The plasma flow is continuous (1,5 body volume).
The filter pore size is such that it sieves quite an amount of LDL cholesterol, lipoprotein(a),
fibrinogen, a-2-macroglobulin and other immunoglobulins, mostly IgM. Other technical
details were the same as in other therapeutic apheretic procedures. 6 patients with dry form
of age-related macular degeneration were treated (8 procedures in 10 weeks), 5 patients
finished the treatment, 1 follows the therapy.

Results:

51 procedures were finished, 1 procedure was interrupted (technical problems with the
venous access). Other side effects were not observed. Cholesterol decreases significantly
(62%), apo-B, lipoprotein(a) and IgM, too. Rheologic factors: decrease of fibrinogen
(61, 7%) and plasma viscosity (15, 3%). Visus on internationally acknowledged EDTRS
improved in 2 patients, in all 6 patients AMD did not progress.

Conclusions:

Our preliminary results indicate that rheopheresis corrects ischemia of external retinal
layers, allows renewal of retinal pigmental epithelium activity and may even stimulate
AMD sensitive stage with soft drusen to prevent reversal to the wet form of AMD and,
eventually, initiate soft drusen absorbtion and reduce the risk of blindness. Our modification
of hemorheopheresis is a safe procedure. Even the tolerance of the procedure is acceptable
if its duration does not exceed 4 hours.

Supported by the grant IGA MH CR NR/9118-3, MZO 00179906.
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TO THE DANGER OF INFECTION TRANSMISSION DURING GRAFT IN
STEM CELL TRANSPLANTATION - OUR RESULTS

M. Blaha, P. Méticka, J. Maly, L. Jebavy, P. 74k, M. Cermanova, S. Filip, M. Blazek,
R. Maly, V. Rehagek
Faculty Hospital and Medical Faculty, Charles University, Hradec Kralové, CZ

Objectives:

The problem of safety assurance for cell and tissue transplantation is very urgent. In our
work attention is focused on danger of infection transmission by infusion of cryopreserved
peripheral blood progenitor cells to the patient and/or cross contamination of stored
grafts.

Patients and methods:
The study was performed on a group of 71 patients and 22 donors. No laboratory signs
of active infection were found in 15 donors (13 related, 2 unrelated), i.e., in 68.2 % and
in 55 patients (77.5 %).

Results:

The active infection from herpes viruses was the most common (in 13 patients and 7 donors)
Hepatitis B was found in only one case. The CMV IgG test was the most common marker
of previous infection, it was found in 14 donors and 55 patients.

Conclusion:

We can conclude that the rate of clinically unsuspected infections in donors and patients
including cases requiring immediate treatment among the patients group is relatively high
and fully justifies the practice of prophylactic serological testing in the whole palette of
tests according to EBMT and ISHGE in both autologous and allogenous transplantations
of haematopoietic stem cells.

Supported by the research tasks MZO 00179906, MSM 0021620820.
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VYSETRENI POCTU PLT Z PLAZMY NA HEMATOLOGICKYCH
ANALYZATORECH

M. Boudna, J. Hoblova, L. Bourkova, S. Vytiskova, J. Zavielova, S. Mi¢ankova,
H. Fisarkova, Z. Vesela, M. Penka
Oddéeleni klinické hematologie FN Brno

Na hematologickych analyzatorech byva né¢kdy problematické pocitani trombocytli
v plazmé. Nepftesnosti v pocitani jsou dany predevsim nestandardnim materialem plazmou.
Pristroje jsou validovany na plnou krev, a zde je také zabezpecena linearita do vysokych
poéti PLT (2000x10°/L).

Cilem nasi prace bylo porovnat poCty PLT v plazmé pro vySetfovani agregaci na riznych
typech analyzatort s pocty PLT z mikroskopického hodnoceni v Biirkerové komiirce.

Pocitani PLT v plazmé na analyzatoru je vhodné nejprve ovérit mikroskopicky. I presto,
ze mikroskopicky pocet trombocytll neni tak piesny (studie uvadi CV=7,1%) jako z ana-
lyzatoru (CV=2,9%), tak je v literatufe pro ovéfovani poc¢tu PLT z plazmy doporucovan.

Mefili jsme 19 vzorkt PRP (111-558 x 10° PLT /L) na piistrojich: Abbott CD1700,
CD3700, CD4000 a Sysmex XE-2100 a pro kontrolu byla pouzita Biirkerova komirka.
Vysledky z analyzatord a mikroskopu jsme porovnavali variaénim koeficientem (CV).
Median CV pro impedan¢ni analyzu z CD1700 je 8,2% a z CD3700 je 11,4%; pro optickou
analyzu z CD4000 je 5,05% a z XE-2100 je 6,8%.

Pocitani PLT v plazmé miize byt ovlivnéno principem méfeni daného hematologického
analyzatoru.Nezbytna je také,manipulace s takto nestandardnim materialem. Jednozna¢né
1ze predchazet falesné nizkému poctu trombocytl ,fadnym michanim vzorku.Lze jej také
eliminovat fedénim vzorku a to az na hladinu ptivodniho poétu PLT v plném vzorku.

Zavérem lze Ttici, ze impedancni analyza ma lehce vyssi CV nez optickd, ale s ohledem
na moznou neptesnost mikroskopického pocitani PLT a potiebné rozmezi PLT v PRP
(250+50x10°%/L) pro vySetiovani agregaci, jsou vysledky porovnatelné a pro vySetiovani
agregaci vyhovujici. Vysledky jsou uspokojivé i ve vztahu k doporuc¢ované hodnoté
CV=15%(WHO 1998) pro ptesnost méteni PLT na analyzatorech.

Literatura:

1. J.E.Woodell-May, D.N.Ridderman, M.J. Swift, J. Higgins: Producing Accurate
Platelet Counts for Platelet Rich Plasma: Validation of a Hematology Analyzer and
Preparation Techniques for Counting, J Craniofac Surg. 2005 Sep; 16(5): 749-756

2. Smith GA, Nightingale MJ et al, Platelet Counting using Plasma Platelet concentrate
samples. Transfusion Medicine 1992; 201-205
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VYKLAD K JEDNOTLIVYM PARAMETRUM KREVNiHO OBRAZU
Z HEMATOLOGICKYCH ANALYZATORU

L. Bourkova, M. Matyskova, M. Penka
Oddélent klinické hematologie FN Brno Bohunice, Ceskd republika

Vysetieni krevniho obrazu je fazeno mezi zakladni laboratorni vysetieni, které je ne-
zbytné pro diagnostiku a sledovani 1écby fady nemocnych. Na modernich analyzatorech
ziskavame vysledky mnoha novych parametrt, které jsme diive neméli k dispozici. Proto
je tieba znat nejen divody proc toto vySetfeni pozadovat, ale 1 okolnosti, které souvisi
s vlastnim vySetfovanim na hematologickych analyzatorech. Dobré povédomi o vyz-
namu jednotlivych parametrt a jejich fadna interpretace vede ke zlepSeni nejen vytéznosti
vySetieni, ale i k jejich fadné indikaci.

K ziskani co nejvice informaci z daného vySetfeni je tfeba ze strany kliniky mit
ujasnéné indikace k vySetfeni. Na pozadavkovy list je nutné uvadét i 1é¢bu, ktera by mohla
mit zésadni vliv na vysledky vysetieni véetné podavani koncentratl. Ze strany laboratote
je nutné: zohlednovat vysledky piedeslych vysetieni, ptihlizet k souvisejicim informacim
(diagnodza, vek, pohlavi, 1éCba pacienta) a respektovat preventivni zasady vlastniho
vySetieni na analyzatoru. K prevenci vedle obecnych zasad (znalost principi méfeni KO
na daném analyzatoru, znat linearitu méfenych parametrii, nelze hodnotit pouze ¢isla, re-
spektovat jednotky, respektovat grafické znazornovani vysledkd, sledovat hodnoty pozadi
pro méfené parametry) patii i urcité specifické pozadavky (hodnotit vysledky v souvis-
losti s jednotlivymi parametry krevniho obrazu, interpretovat interference, interpreto-
vat hlaseni pfistroje). Pfislusné parametry krevniho obrazu jsou v prezentaci rozebrany
z pohledi: souvislosti s jinymi parametry, ovliviiovani méfeni, indikace vySetieni, inter-
pretace vysledki a diferencialni diagnozy. Vlastni vySetieni na hematologickych analyza-
torech nam dava komplexni nahled na krevni obraz. Jednotlivé vysledky, pfimo méfené
1 vypocitané, spolu izce souvisi, a proto nelze zadny vysledek vyhodnocovat bez kontextu
k ostatnim parametrim.

Pochopeni souvislosti mezi vysledky krevniho obrazu a vSech preventivnich zasad vede
ke spravné interpretaci vysledkd. Tato problematika je také zpracovana v celém znéni na
CD: Encyklopedie 5 laboratorni mediciny pro klinickou praxi.

Literatura:

1. R. Bratt-Wytton: Artikl 473, Interpretation of routine blood tests, Nursing Standard,
13,12, 42-48, 1998
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MUTACIA METYLTETRAHYDROFOLAT REDUKAZY (MTHFR) C677T,
HODNOTA HOMOCYSTEINU A RIZIKO VCASNYCH ABORTOV

M. Dobrotovd, J. Ivankova, I. Plamenova
KHaT MFN a JLF UK, Martin

O vztahu mutacie MTHFR C677T ku vzniku v€asnych spontannych abortov st
obmedzené literarne tdaje. Etiopatogenéza straty plodu pri tejto poruche stale nie je
jednoznacne objasnena.

Autori sledovali Castost’ vyskytu muticie MTHFR C677T, hodnotu homocysteinu
u tehotnych zien s anamnézou opakovanych véasnych potratov (do 8. tyzdna gravidity)
= skupina 1, v porovnani s frekvenciou vyskytu mutdcie MTHFR C677T v kvantitativne
porovnatelnej skupine tehotnych zien s anamnézou opakovanych spontannych abortov
v neskorsom obdobi gravidity (po 8. tyzdni gravidity) = skupina 2.

V skupine tehotnych zien s v€asnymi potratmi sa zistil Statisticky vyznamne Castejsi
vyskyt mutdcie MTHFR C677T (u 12% pacientiek homozygotnd forma mutécie) ako
v 2. skupine zien (CastejSi vyskyt inych vrodenych alebo ziskanych hyperkoagulacnych
portch).

Nezistila sa $tatisticky vyznamna redukcia hodnoty homocysteinu po aplikacii kyseliny
listovej a vitaminu B12
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TRANSLOKACE t(12;20)(p13;q11.2) U PACIENTA S AML, NOVY
TRANSLOKACNI PARTNER ETV6 GENU, KAZUISTIKA

B. Dievojankova, S. Kralova, L. Sokol, V. Holubova, M. Martinkova, M. Wrobel,
J. Gumulec, J. Sobotka, M.Radina
Onkologické centrum J. G. Mendela, Novy Jicin

Cytogenetické a molekularné-cytogenetické vysetieni u pacientii s onkohematologick-
ym onemocnénim ma diagnosticky, prognosticky a lécebny vyznam.

Prestavby ETV6 (TEL) genu, ktery lezi na kratkém raménku chromozomu 12 v oblasti
12p13, jsou identifikovany u pacienti s myeloproliferativnim onemocnénim, myelodyspla-
stickym syndromem ¢i akutni leukémii. Doposud bylo identifikovano vice jak 30 partner-
skych zlomovych mist s genem ETV6 na riiznych chromozomech. Po téchto reciprokych
translokacich se v mistech zlomu vytvari rizné fuzni geny. Geny ucastnici se translokace
mohou kodovat transkripéni faktory a tato zména regulace transkripce je jednim z faktort
onkogeneze.

Uvadime kazuistiku pacienta s akutni myeloidni leukémii, u kterého byla klasickym
cytogenetickym a molekularné-cytogenetickym vySetfenim identifikovana translokace
t(12;20)(p13;q11.2) s piestavbou v ETV6 genu. Pomoci mnohobarevného pruhovani (M-
band) bylo misto zlomu na chromozomu 20 identifikovdno do oblasti q11.2. Partnersky
gen v této oblasti nebyl identifikovan. Jedna se pravdépodobné o nového translokaéniho
partnera ETV6 genu. Popisujeme zajimavy klinicky priibé¢h onemocnéni u pacienta ve vz-
tahu k retrospektivni cytogenetické analyze.
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MONITOROVANI AGREGACE TROMBOCYTU PO INDUKCI
KATIONICKYM PROPYLGALATEM V RUZNYCH KONCENTRACICH U
NEMOCNYCH LECENYCH NiZKYMI DAVKAMI ASA

I. Fatorova, V. Dytrychova, G. Tuckova, S. Kieslichova, M. Pecka
11 interni klinika — OKH, Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Lékarské fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové

Vysetteni funkce krevnich desticek je i v dnes$ni dobé velmi problematické. Neexis-
tuji zddné standardni materidly pro kontrolu spravnosti, v nékterych pripadech mohou byt
vysledky vySetfeni ovlivnéné uzivanim lékt nebo potravinovych dopliki s antiagregaénim
ucinkem v neposledni fad¢ i casovou prodlevou mezi odbérem krve a vlastnim stanovenim.

Agregace krevnich desticek po indukci kationickym propylgalatem sodnym (CPG)
slouzi k monitorovani 1é€by nemocnych nizkymi davkami kyseliny acetylosalicylové
(ASA). Dle vyrobce reagencie je nejoptimalnéjsi pouziti CPG v pracovni koncentraci
30 pmol/l. Nase pracovisté zajimalo, zda je tato koncentrace opravdu dostatecna a pokud
ne, tak jaké budou rozdily pfi pouziti vyssich koncentraci této reagencie.

U souboru 29 pacienttl s kardiovaskuldrnim onemocnénim, ktefi dlouhodobé¢ uzivaji niz-
ké davky ASA, jsme stanovovali agregaci trombocyti po indukci CPG, a to v koncentracich
30 pmol/l, 45 pmol/l a 50 umol/l. VySetfeni jsme provadéli na agregometru APACT 4 (firma
Helena Laboratories), ktery méa vyrobcem deklarovanou citlivost méfeni £10 %. Sledovali
jsme zmény v parametrech slope (%o/min), maximalni agregacni amplitudé (%) a T, (s).

Statisticky vyznamné rozdily pii pouziti riznych koncentraci CPG byly zaznamenany
pouze v piipadé hodnoty T, . Casy T,, se se vzristajici koncentraci zkracovaly, ale tato
hodnota vysledek agregacniho vySetieni jako celku neovlivnila. Rozdily u hodnot slope
a maximalnich agregacnich amplitud byly statisticky nevyznamné. Prokéazali jsme tak
dostatecnou citlivost reagencie CPG v pracovni koncentraci 30 pmol/I.

Literatura:
www.analyticalcontrols.com/SPATaspr.htm
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VYSETRENI RISTOCETIN KOFAKTOROVE AKTIVITY VWF
NA KOAGULACNIM AUTOMATU STA R

P. Hajkova, J. Zavielova, M. Méhesova, M. Matyskova, P. Smejkal, M. Penka
Oddgéleni klinické hematologie, FN Brno

Von Willebrandtv faktor (VWF) plni v hemostaze dvé dulezité funkce: 1) v primarni
hemostaze pfi adhezi a agregaci trombocytt, 2) v procesu koagulace jako nosi¢ faktoru
VIII, ktery chrani pted jeho degradaci a lokalizuje v misté srazeniny. Stanoveni ristoce-
tin kofaktorové aktivity vVWF (vVWF:RCo) slouzi k posouzeni na trombocytech vazanych
funkci vVWF v primarni hemostaze. Pfi¢inou snizeni je vrozena nebo ziskana Willebran-
dova choroba. Pfi¢inou zvyseni jsou infekce, operace a Urazy, t€hotenstvi a hormonalni
antikoncepce, fyzickd namaha, nadorova, jaterni a kardiovaskularni onemocnéni.

Pii vySetieni vWF:RCo se vyuziva schopnosti vVWF aglutinovat ( agregovat) trombo-
cyty v ptitomnosti antibiotika ristocetinu. Ke stanoveni vWF:RCo se pouziva agregacni
popfipadé aglutinacni metoda za vyuziti komercnich setti. V nasi laboratofi pouzivame set
BC von Willebrand Reagent firmy Dade Behring obsahujici lyofilizované normalni promy-
té trombocyty a antibiotikum ristocetin, pro kalibraci Standart Human Plasma a kontrolu
spravnosti Control Plasma N a P téze firmy. U agregacni metody se sleduje zména trans-
mise svétla v agregacni kyvete, obsahujici suspenzi trombocytt a ristocetinu, po pridavku
bezdestickové vysetiované plazmy (zdroj vWF), registrované v podobé agregaéni kiivky.
Z agregacni kiivky se vyhodnoti maximalni zména transmise/min a vVWF:RCo se odecita
z kalibraéni kiivky (lin/log zavislost).

Firma Diagnostica Stago vytvofila adaptaci setu BC von Willebrand Reagent pro
koagula¢ni automat STA R. Princip metody je podobny jako u agrega¢ni metody, tj. op-
ticky systém pfistroje registruje zménu turbidity vyvolanou shlukovanim trombocyti. Vy-
hodnocuje se ale na rozdil od agrega¢ni metody zména absorbance/min. Vysledky vWF:
RCo jsou automaticky odecteny z kalibracni kivky (polynom 3.stupné). Kalibracni kiivka
je 6. bodova v rozsahu vVWF:RCo cca 10 — 60 %. Pro niz$i a vyssi hladiny jsou napro-
gramovany zavislé metody s niz§im nebo vyssim fedénim vySetfované plazmy vcéetné
prepoctu.

Cilem prace bylo odzkouset adaptaci metody pro koagulacni automat STA R, ovéfit re-
produkovatelnost a spravnost stanoveni, porovnat vysledky s bézné pouzivanou agregac¢ni
metodou stanoveni u souboru vzorki pacientt.

Vysledky testovani adaptace setu Von Willebrand Reagent prokazaly spravnost stano-
veni, reprodukovatelnost vysledkt je podobna jako u agregacni metody, vysledky vWF:
RCo pti pararelnim vySetieni vzorkti obéma metodami jsou porovnatelné.

Vyhodou vysetieni vWF:RCo na koagula¢nim automatu je plnad automatizace procesu
a s tim spojena i minimalizace subjektivnich vlivi.

Literatura:

1. Veyradier A. et al: Laboratory diagnosis of von Willebrand disease. Int. J. Clin. Lab
Res. (1998), 28, 201-210.

2. Diagnostica Stago: Addaptation suggested protocol BC von Willebrand Reagent
(Dade Behring): Determination of ristocetin cofactor activity on STA-R.
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USPESNA ERADIKACE INHIBITORU U PACIENTKY SE ZISKANOU
HEMOFILII A

H. Pavlikova, D. Petrmichlova, Z. HajSmanova
Hematologicky iisek UKBH FN a LF UK Plzen

Nase sdéleni se tyka diagnostiky a 1écby inhibitoru u 56leté nemocné. Prvni klinické
ptiznaky ve formé rozséhlych podkoznich hematomi se objevily na sklonku r. 2005.
Podezieni na ptitomnost inhibitoru na zakladé vyznamné prodlouzeného APTT se pot-
vrdilo vysetfenim koagulacni aktivity FVIII:C, ktera nedosahovala ani 1%, a kvantifikaci
inhibitoru, jehoz maximalni titr dosahl 68BU.

Po zaléceni akutnich krvacivych komplikaci koncentratem s bypassovou aktivitou byla
paraleln¢ zahajena i lécba imunosupresivy za G¢elem eradikace inhibitoru.

Béhem nasledujicich Sesti mésicti doslo k vymizeni projevii spontanni hemoragické
diatézy a normalizaci koagulacnich parametra.

Ptiznivy klinicky stav i parametry trvaji doposud.
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IMUNOFENOTYPIZACNI STANOVENI EXPRESE ZAP-70 A KORELACE
S MUTACNIM STAVEM IGVH U PACIENTU S DIAGNOZOU B-CLL

M. Heidekerova, M. Doubek, M. Klabusay, Y. Brychtova
Laborator flow cytometrie a celularni terapie, Interni hematoonkologicka klinika,
Fakultni nemocnice Brno, e-mail: mklabus@jfnbrno.cz,monika.heidekerova@email.cz

Chronicka lymfatickd leukémie (B-CLL) je lymfoproliferativnim onemocnénim vzniklym
klonalni proliferaci lymfocyti s postupnou akumulaci nadorovych lymfocyta v lymfatické
tkani i v periferni krvi. Tyto patologické lymfocyty postupné utlacuji zdravou krvetvorbu.

Navzdory skutecnosti, ze B-CLL je nejcastéjsi typ leukémie dospélych, neni jeji
molekularni patogeneze piilis jasnd.

B-CLL je onemocnéni, které probiha zna¢né variabilné. Pfesna prognosticka stratifi-
kace pacientt je nezbytna ke stanoveni spravné taktiky a intenzity 1écby.

Presnéjsi stratifikaci umoziuji moderni ukazatelé, zejména cytogenetické aberace a stano-
veni mutacniho stavu genu pro variabilni ¢asti tézkych fetézct imunoglobulinti (IgVH).

Imunofenotypizacni stanoveni exprese kinazy ZAP-70 piedstavuje dalsi prognosticky
ukazatel, ktery 1ze pokladat za znak vyznamnym zptsobem dopliiujici a asem i nahrazu-
jici naro¢nou analyzu IgVH.

Nejvétsim problémem stanoveni ZAP-70 je vSak nedostate¢na standardizace a validace.
Dosud nebyl ujasnén zpusob pozitivni a negativni kontroly, strategie gatingu, ani uréena
hranice pozitivity a negativity ZAP-70 u B-CLL, ktera by byla obecn¢ standardizovana.

V nasi laboratofi jsme u 166 pacienti hodnotili expresi ZAP-70 a pokusili se najit kore-
lace mezi nélezy tohoto vySeteni s dalSimi prognostickymi znaky a klinikou nemocnych.
Zejména jsme se zamé&fili na analyzu riznych metod imunofenotypizac¢niho stanoveni ZAP-
70 a na skupinu pacienti s rozdilnymi nélezy pti analyze ZAP-70 a muta¢niho stavu IgVH.

Z celkového poctu 166 pacientid nemélo 48 v dob¢ analyzy zhodnoceny IgVH status.

V 75 piipadech ZAP-70 koreloval s muta¢nim stavem IgVH, z ¢ehoz u 46 pacientli
pozitivita ZAP-70 korelovala s nemutovanym stavem IgVH (homologie je vyssi nez 98%)
a u 29 pacientll negativni ZAP-70 koreloval s mutovanym IgVH (homologie je nizsi nez
98%). U 45 pacient hodnota ZAP-70 nekorelovala s muta¢nim stavem.

Detailni vysledky budou prezentovany.

Literatura:
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ODCHYLKY V MORFOLOGII ERYTROCYTU Z POHLEDU
PATOFYZIOLOGIE

J. Hoblova, L. Bourkova, M. Matyskova, J. Novotny, M. Penka
Oddélent klinické hematologie FN Brno Bohunice, Ceskd republika

Hodnoceni morfologie erytrocytli z natéra periferni krve na sklo, patii k dalezitym
diagnostickym ukazatelim. Poster je zamyslen jako doplnéni k prezentované prednasce
,,Bourkova L., Matyskova M., Hoblova J., Novotny J., Penka M.: Morfologie erytrocyta®.
Fotografie morfologickych odchylek =z literatury i klinické praxe jsou doplnény
vysvétlujicimi texty. Komentafe k patofyziologii jednotlivych odchylek v morfologii
erytrocyti se budou tykat zmény velikosti erytrocytii (mikrocyty, makrocyty, anizocytoza),
zmény zbarveni erytrocytti (normochromie, hypochromie, hyperchromie), zmény ve tva-
rech erytrocytll (akantocyty, echinocyty, tercovité erytrocyty, slziCkovité erytrocyty, srp-
kovité erytrocyty, eliptocyty, keratocyty, knizocyty, schistocyty, sférocyty, stomatocyty)
a erytrocytarnich inkluzi.

Literatura:
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KOMBINOVANA VRODENA TROMBOFILIA U PACIENTA S OPAKOVANYMI
ISCHEMICKYMI CIEVNYMI MOZGOVYMI PRIHODAMI — PREZENTACIA
KAZUISTIKY

P. Holly, J. Ivankova, M. Dobrotova, J. Stasko, P.r Kubisz
Klinika hematolégie a transfuziologie JLF UK a MFN, Martin

Cievne mozgové prihody (CMP) patria k castym ochoreniam, vo vyspelych krajinach sa
povazuju za 3. najcastejsiu pri¢inu morbidity a mortality. Priblizne v 80% su podmienené
ischémiou, vznikajucou najcastejSie na podklade arterioskler6zy ciev, menej Casto z inych
pricin vratane vrodenej alebo ziskanej trombofilie, ktora sa podiel’a na priblizne 6% isch-
emickych CMP, pri¢om jej podiel je vyssi v mladsich vekovych skupinach.

V kazuistike opisujeme pripad 19-ro¢ného muza s kombinovanou vrodenou trombofi-
liou (syndrom lepivych dosticiek typu II, heterozygotny stav pre PIA1/A2 polymorfiz-
mus glykoproteinu Illa a vrodena hyperhomocysteinémia podmienend homozygotnym
stavom pre mutaciu C677T metylén-tetrahydrofolatreduktazy), ktorej klinickd manifesta-
cia zahfnala recidivujtice hlboké vendzne trombozy v povodi v. ileofemoralis 1.dx. a isch-
emické CMP v povodi a. cerebri media l.dx. veduce k centralnej paréze n.VII, supranuk-
learnej dyzartrii, bulbarnemu syndromu a l'avostrannej centralnej hemiparéze az central-
nej kvadruparéze stredne tazkého az tazkého stupna. Napriek adekvatnej profylaktickej
antikoagulacnej liecbe (warfarinizacia resp. nizkomolekularne hepariny v profylaktickej
davke), doplnenej po potvrdeni vrodenej trombocytopatie o antiagregac¢nu liecbu (inhibi-
tory COX-1 resp. inhibitory ADP receptora) sa u pacienta opakovane vyskytli ischemické
CMP s progresiou klinického nalezu. Pripad demonstruje terapeutické tskalia kom-
binovanych portich hemostazy.

Praca bola podporena grantom VEGA ¢. 1/33810/06.
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CD ZNAKY KREVNICH DESTICEK

J. Hiebackova, K. Koubek, A. Radovska
Ustav hematologie a krevni transfuse, Praha

Na povrchu krevnich desticek jsou membranové molekuly, které se uplatiiuji pfi riiznych
normalnich i patologickych procesech. V ramci inventarizace lidského leukocytarniho sys-
tému do CD nomenklatury je snaha i jednotlivym destickovym molekuldm pfifadit jejich
CD oznaceni. U téchto antigent se detailnéji objasnuje molekularni hmotnost, geneticka
determinace, jejich exprese a funkce. Dale se zptesnuje jejich vyznam pro patogenezi a pa-
tofyziologii krevnich desti¢ek u riiznych nemoci.

Vétsinu z membranovych molekul zastoupenych na krevnich desti¢kach nalézdme i na
jinych typech hematopoetickych bunék. Do CD nomenklatury je v souc¢asné dobé zahrnuto
53 membranovych molekul vyskytujicich se na neaktivovanych krevnich desti¢kach a po
aktivaci se jejich pocet zvySuje na 60. Na neaktivovanych destickach jsou to znaky CD9,
CDw12, CDwl17, CD23, CD29, CD31, CD32, CD36, CD41, CD42,a,b,c,d, CD43, CD46,
CD47, CD47R, CD49b, CD49e, CD49f, CD51, CD54, CDSS, CD58, CD59, CD60a,b,c,
CD61, CD69, CD82, CD84, CD92, CD102, CD110, CD111, CD112, CD114, CD132,
CD140a, CD140b, CD141, CD147, CD148, CD151, CD165, CD173, CD226, CD245,
CD295, CD298, CD321 a CD324 a po aktivaci se objevuji znaky CD62P, CD63, CD68,
CD107a, CD107b, CD109 a CD154.

S velkym rozvojem monoklonalnich protilatek dochazi ke zna¢nému naristu moznosti
pratokové cytometrie, a tim i k potiebé znalosti antigent vyskytujicich se na jednotlivych
krevnich elementech. Molekulami vyznamnymi pro patogenezi a patofyziologii jsou napf.
molekuly CD41/CD61, které jsou zakladnim diagnostickym znakem pro Glanzmannovu
trombastenii a molekuly CD42a,b,c,d maji vyznam u Bernard-Soulierova syndromu.

V tomto sdéleni se zaméfime na charakter jednotlivych molekul na krevnich destickach,
1 kdyz bude nastinén jejich vyvoj v ramci destickové fady. Tato fada je ovliviiovana pomoci
hematopoetickych rastovych faktora (TPO, EPO, GM-CSF, SCF, IL3, IL6, IL7, IL11),
které v interakci se svymi receptory navozuji vznik krevnich desticek. Krevni desticky
také produkuji nékteré cytokiny a chemokiny (EGF, TGF-, PDGF, IL-1, PD-ECGF, HGP,
CXCL-1), které se uplatiuji ve zpétnovazebnich mechanizmech.

Literatura:

1. Koubek, K. Lidské leukocytarni antigeny. Immunotech/Beckman-Coulter. Praha 2003
Zola H, Swart B, Nicholson I, et al. CD molecules 2005: human cell differentiation
molecules. Blood 2005; 106:3123-3126
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CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE
A VLIV TERAPIE NA VYBRANE IMUNOLOGICKE PARAMETRY

Z. Humlova 4, H. Klamova 2, I. Janatova ¢, P. Sandova %, L. Sterzl !, V. Vonka?
Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN, Karlovo nam. 32, 121 11 Praha 2
2Ustav hematologie a krevni transfiize, Klinické oddeleni, U Nemocnice 1, 128 20 Praha 2
3Ustav hematologie a krevni transfiize, Oddéleni experimentalni virologie,
U Nemocnice 1, 128 20 Praha 2
Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN, Laborator klinické
imunologie a alergologie, Karlovo nam. 32, 121 11, Praha 2

Uvod: Terapie chronické myeloidni leukémie (CML) je doprovazena fadou zmén
v imunologickych parametrech. U pacienti 1é¢enych interferonem-o (INFa) je pozoro-
van rozvoj autoimunitnich onemocnéni jako je napiiklad systémovy lupus erythematodes,
ANCA-asociované vaskulitidy, autoimunitni thyroiditida a dal$i imunopatologické stavy.
Rozvoj téchto neptiznivych reakci pravdépodobné souvisi s imunomodulacni aktivitou
interferonu, pfipadné s jeho toxickym pusobenim na nékteré organy. U inhibitoru tyro-
zinkindzy - imatinib mesylatu (IM) bylo prokézano, ze inhibuje proliferaci lymfocyti
T a funkce dendritickych bunék.

Metody: Dvacet Ctyfi pacientll s diagnézou CML (9 muzt a 15 Zen) v rozmezi od 24 do
72 let (median 44 let), bylo zahrnuto do studie v dobé diagndzy onemocnéni tj. pied za-
héjenim jakékoli protinadorové terapie. U vSech jsme vySetfovali Siroké spektrum imu-
nologickych parametri, které zahrnovalo hladiny imunoglobulint, slozek komplementu,
C- reaktivniho proteinu (CRP), piitomnost autoprotilatek, vybrané markery bunécné imu-
nity, jako jsou: subpopulace lymfocytt, intracelularni cytokiny a fagocytéza, a alergo-
logicky profil. Vzorky byly odebirany po 6 mésicich a vzdy pred zménou terapie. Vysledky
dlouhodobéjsiho vysetfeni jsou v soucasné dobé dostupné u 16 pacientu.

Vysledky: Nejvétsi zmény jsme pozorovali v hladinach podtiid imunoglobulinu
IgG, predevsim IgG3. U ¢ty pacientt byly jeho hladiny snizeny. Jeden z pacient mél
snizené hladiny jiz pied terapii, u ostatnich se pokles dostavil az po terapii (dva byli
1é¢eni hydroxyureou (HU) a nasledné INFa, jeden IM). U jednoho pacienta lé¢eného HU
a nasledné IM doslo téz k poklesu imunoglobulint IgA a IgM. Pritomnost autoprotilatek
proti cytoplasmé neutrofili (ANCAD) byla prokézana u 3 pacientd, ktefi byli léceni HU
nebo INFa a nasledné IM. Pozitivita antidesmosomalnich protilatek byla také zjisténa u 3
pacientu, kteti byli léCeni HU a nasledné INFa. K poklesu hladiny CRP doslou 9 z 15
pacientt, u kterych byly hladiny zvysené v dob¢ zatazeni do studie. Pfi analyze subpopu-
laci lymfocyti jsme po zahajeni 1é€by nalezli snizené pocty CD8+ lymfocytti u 9 pacientti.
Pii stanoveni produkce intracelularnich cytokinti v CD3+ bunkach jsme zjistili zvySenou
produkei IL-2 u 9 pacienti (6 z nich bylo lé¢eno INFa) ve srovnani s hodnotami pied tera-
pii. Fagocytarni stimulacni index polymorfonuklearti, méfeny ingesci £.coli (SI), ktery byl
pred lécbou snizeny u vétSiny pacientt, se zcela normalizoval.

Zaver: Sledovani imunitni odpovédi u pacienti s CML v zavislosti na terapii muize
byt pfinosem pro prevenci nékterych komplikaci, vyplyvajicich z lécby, k vybrani dalSich
parametrd, které by mély byt sledovany i v souvislosti s progndzou onemocnéni ¢i pro vybéru
a monitorovani stavu pacientti vhodnych pro terapii budoucimi protinddorovymi vakcinami.
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SLEDOVANIE UCINNOSTI LIECBY ASA: VOIBA VHODNEHO
INDUKTORA AGREGACIE TROMBOCYTOV

J. Ivankova, M. Dobrotova, P. Kubisz
Narodné centrum hemostazy a trombozy
Klinika hematolégie a transfuziologie, Martinska fakultna nemocnica, Martin

Uvod

Acetylosalicylova kyselina (ASA) patri medzi latky, ktoré sa vo velkej miere pouzivaji
na prevenciu trombotickych komplikacii. Optimalne davky ASA a metoédy stanovenia
dostatoc¢nej odpovede na ASA, vratane volby vhodného induktora agregacie trombocy-
tov st predmetom diskusie. Podl’a literdrnych udajov existuje vysoké percento jedincov
u ktorych je efekt ASA nedostatoény ( ,,aspirinova rezistencia™). Cielom nasej prace bolo
zhodnotit citlivost’ 4 induktorov agregacie trombocytov a mnozstvo zdravych jedincov,
ktori nedostatocne odpovedaji na liecbu ASA.

Metoda

Vysetrili sme funkciu trombocytov metdédou agregacie podl'a Borna u 65 zdravych kon-
trol pred a po uzivani 100 mg ASA pocas troch dni. Sledovali sme maximalnu amplitadu
vyjadrenu percentom rozdielu PRP-PPP a slope (strmost’) agregacnej krivky po in-
dukeii trombocytov: ADP ( 10 uM ), Epinefrin ( EPI, 300 uM ), Kationicky propyl galat
(CPG, 30 uM ), Arachidonova kyselina (AA, 500 pg/ml ).

Vysledky

U kazdého z 65 zdravych kontrol sme zaznamenali kompletnt inhibiciu agregacie
trombocytov u sledovanych parametrov iba po indukcii arachidonovou kyselinou:
agregacia (%): 85,2+ 7,3 pred a 11,6 £4,2 po uzivani ASA ( p=0,00001 )

slope : 115,1 £22,1 pred a 13,3+5,0 po uzivani ASA ( p=0,00001 )

4 zdravé kontroly dosiahli kompletnt inhibiciu agregacie trombocytov po zvyseni davky
ASA: 200 mg ( 3 zdravé kontroly ), 400 mg ( 1 zdrava kontrola ).

Zaver

Na monitorovanie u¢innosti ASA za vhodnti metddu povazujeme konvenénu agrego-
metriu, ktora priamo dokazuje blokovanie cyklooxygenazy, s pouzitim arachidonovej
kyseliny ako induktora agregacie trombocytov, ktorou sme zistili kompletnil inhibiciu
agregacie trombocytov v oboch sledovanych parametroch. Arachidonova kyselina spusta
formaciu tromboxanu A, v trombocytoch vratane cyklooxygendzy a zablokovanie tohto
enzymu v trombocytoch spdsobi inhibiciu arachidéonovou kyselinou navodenej agrega-
cie ex vivo. Ani u jednej zdravej kontroly sme nezistili ,,aspirinovu rezistenciu®. Nie je
udavané vysoké percento jedincov, ktori su ,,rezistentni® na ASA nadhodnotené ? Nie je
tento jav aj otazkou vol'by vhodnej metddy, induktora agregacie trombocytov a otazkou
vol'by dostato¢nej davky ASA ?
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PREHLED IZOLACNICH METOD NUKLEOVYCH KYSELIN
S DURAZEM NA VYUZIT] V KLINICKE PRAXI

H. Janyskova, M. Jursova, P. Kopecka, E. Zlamalikova, P. Riedlova, S. Tavandzis,
E. PriSova, M. Teichmanova, A. Bodat, M. Radina
Onkologické centrum J.G. Mendela, Laborator molekularni biologie, Novy Jicin

Nukleové kyseliny (NK) predstavuji nejdelsi makromolekularni struktury uvnitf bunék.
Jejich zasadni vyznam v ramci druhu spociva v uchovani, pfenosu a realizaci genetické in-
formace. Vlivem vnéjsiho i vnitiniho prostiedi organizmu vznikaji v DNA mutace, jejichz
néasledkem miize byt zména fenotypu. Usp&sna detekce mutaci spontannich i germinalnich
je predpokladem stanoveni etiologické pfi¢iny onemocnéni, ktera dale umoznuje pouziti
nejucinngjsich preventivnich opatieni a 1é¢ebnych postupti u pacienta i v jeho roding.

Dynamicky rozvoj molekularni biologie na poli humanni mediciny, prevazné klinické
diagnostiky onemocnéni a poruch vyzadujicich analyzu lidské DNA a RNA, si v soucasné
dobé narokuje stale efektivnéjsi metodiky izolaci NK s maximalnim dlrazem na jejich
rychlost, eventualné automatizaci pii zachovani vysoké Cistoty a odpovidajici kvantity.
Jako makromolekularni latky s vysoce organizovanou strukturou vykazuji NK fyzikalné-
chemické vlastnosti, kterymi se lisi od strukturné a konformacné podobnych proteinti.
Navic odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti jednovlaknové a dvouvlaknové NK umoziuji
jejich uspésnou separaci a naslednou mutacni i/nebo expresni analyzu gent, které jsou
predmétem zdjmu vySetieni.

V tomto sdé€leni je snaha porovnavat a zhodnotit nejuzivanéjsi izolacni postupy, jejich
prostorovou, pfistrojovou a chemickou naro¢nost a vliv na vyslednou kvalitu a kvantitu
vzorku pro dalsi laboratorni vyuziti. Volba izola¢nich metod je zavisla predevsim na vy-
bavenosti laboratofe, poctu a typu vzorkt, na organizaci prace v laboratofi a na typech
nasledujicich molekularné genetickych vySetieni. Dale se vénuje maximalni pozornost
preanalytické fazi, skladovani a zpracovani biologického materidlu v zavislosti na jeho
typu a také kratko- a dlouhodobému uchovavani izolované DNA a RNA v NK bance. Na
zaklade novych védeckych poznatki se v laboratofi neustale zavadéji nové metody a tak
Ize kdykoliv dle potieby doplnit nova vyseteni z jiz v bance ulozené NK a tim neustale
upfesnovat etiologickou piic¢inu diagndzy pacienta.
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PRUKAZ MYELOPEROXIDAZY DIAMINOBENZIDINEM

L. Jiraskova, D. Mikulenkova, K. Smetana
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Jak je obecné znamo, klasické techniky pro prikaz aktivity peroxiddzy v primarnich
azurofilnich granulech granulocytli a monocytt vétSinou uzivaly jako substrat benzidin.
Tyto techniky byly spolehlivé a v riznych modifikacich velmi citlivé. Uzivani ben-
zidinu bylo vSak vzhledem k jeho kancerogenité v bézné klinické laboratofi zakazano
bezpecnostnimi predpisy. Z tohoto diivodu byly vypracovany metody, které uzivaji jiné
substraty, napf. diaminobenzidin (DAB) a 4-chloro-1-naftol, ktery je i komeréné dostupny
v diagnostickém kitu Leucognost ® POX (Merck, NSR) a ktery vyuziva i nas analyzator
ADVIA 120 od fi Bayer k hodnoceni leukocytii. Tyto metody vSak ve srovnani s klasick-
ymi metodami uzivajicimi benzidin maji celou fadu nevyhod, jako je vyssi cena, omezena
pripravé preparatu pro mikroskopovani (montovéni do specidlniho media).

Jelikoz DAB se osvédcil i v elektronové mikroskopii, byla zkoumano i jeho vyuziti
na roztérovych preparatech ve svételné mikroskopii, které by bylo proveditelné v klinick-
ych hematologickych laboratofich. Z riznych fixa¢nich metod (metanol, formol, formo-
lové pary, metanol-formol, aceton, po riznou dobu) se nam osvédcila velmi kratka fixace
v univerzalnim fixa¢nim ¢inidle pro cytochemii enzymi Leocognost® (Merck, NSR) (1
min. v zavislosti na tloustce natéru). Z velké fady zkouSenych koncentraci a doby inku-
bace natért byla optimalni patnactiminutova inkubace substance DABu (5mg) rozpusténé
v 10ml narazniku TRIS-HCI (pH 7) s pfidanim 50pl 1% peroxidu vodiku. Po oplachu a
pfipadném dobarveni v jaderném barvivu (z riznych hematoxylind, jadrové cervené, neu-
tralni Cervené, bazického fuchsinu, metylové zelené — se osvédcil pro dostatecny kontrast
Gillav hematoxylin II) je mozné prohlizeni suchého preparatu bez montovani béznym
imerznim objektivem. Vysledkem je zlato-hnédé zbarveni primarnich azurofilnich granul v
bunkach granulocytové a monocytové fady. Citlivost metody je shodna s klasickymi meto-
dami uzivajicimi benzidin ¢i 4-chloro-1naftol. Dalsi vyhodou je stabilita roztoku, moznost
prohliZzeni imerznim objektivem bez nutnosti montovani do specialnich medii. Nevyhodou
metody, avSak snadno piekonatelnou, je nutné standardizace metody po pfipravé novych
roztoku.

Literatura:
1. H.Léffler, J.Rastetter: Atlas of clinical hematology
2. EG. J. Hayhoe, D,Quaglino: Hematological cytochemistry

Castecné s podporou Vyzkumného zaméru Min zdrav. 0002373601
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VYZNAM MUTACIE V617F V GENE J4K2 PRI DIAGNOSTIKE
CHRONICKYCH MYELOPROLIFERATIVNYCH OCHORENI SO
ZAMERANIM NA DIFERENCIALNU DIAGNOSTIKU PRAVEJ POLYCYTEMIE
A OSTATNYCH TYPOV POLYCYTEMII

B. Katrincsakova !,M. Horvathova 2, J. Veselovska 2, M. Pectichova !, V. Divoky 2,
M. JaroSova !, K- Indrak !
!Hemato-onkologicka klinika FN a LF UP Olomouc
2Ustav lékaiské biologie LF UP Olomouc

Prava polycytémia (Polycythemia vera, PV) je klonalne ochorenie hematopoeticke;j
kmetiovej bunky, ktoré je charakterizované nadmernou produkciou fenotypovo normal-
nych erytrocytov, leukocytov a trombocytov. Medzi charakteristické ¢rty PV patri tvorba
endogénnych erytroidnych koloénii in vitro bez dodania exogénneho erytropoetinu a taktiez
hypersenzitivita hematopoetickych buniek na radu d’alsich hematopoetickych rastovych
faktorov. Okrem hyperexpresie génu PRV-1 (Polycythemia rubra vera 1) je taktiez znama
asociacia medzi PV a bodovou mutaciou V617F v géne tyrozinkinazy JAK2 (Janusova
kinaza 2). Funkéné analyzy potvrdzuju, ze uvedena mutacia zodpoveda v in vitro pod-
mienkach za vznik konstitutivne aktivnej tyrozinkinazy (signalna draha JAK/STAT) a in
vivo navodzuje erytrocytozu u mysi. Prave na zaklade tychto udajov sa predpoklada, ze
mutacia JAK2 (V617F) participuje na patogenéze PV, hoci je zrejmé, Ze nie je kauzalnou
pri¢inou ochorenia.

Skrining zamerany na vyskyt mutacie V617F v géne JAK2 uplatiujeme v ramci dife-
rencidlnej diagnostiky myeloproliferativnych ochoreni aj na nasom pracovisku. Pri detek-
cii mutacie vyuzivame jednak metodu alelovo Specifickej PCR (AS-PCR), ako aj meto-
du restrikénej analyzy PCR produktu restriktazou BsaXI. Cielom prace je prezentovat
vysledky, ktoré sme ziskali monitorovanim vyskytu mutacie JAK2(V617F) u pacientov
s BCR/ABL negativnymi myeloproliferativnymi ochoreniami sledovanymi na HOK FN
Olomouc. Vyskyt mutacie dosahuje v naSom subore 30 pacientov s fenotypovymi cha-
rakteristikami PV uroven 93% (28/30). I naSe vysledky potvrdzujl, Ze existuji pacienti
s klasickou PV, ktori mutéciu v géne JAK2 nemaji. Naviac, mutécia nie je Specificka pre
PV a jej pritomnost’ je mozné na signifikantnej urovni potvrdit’ i u pacientov s d’alSimi
myeloproliferativnymi ochoreniami (idiopaticka myelofibroza, esencialna trombocytémia,
vratane atypickych myeloproliferativnych ochoreni). Je teda zrejmé, ze na zaklade vyskytu
mutacie JAK2(V617F) nie je mozné diferencovat’ heterogénnu skupinu myeloprolifer-
ativnych ochoreni do konkrétnych typov. V stlade s literdrnymi Gidajmi sme vSak mutaciu
JAK2(V617F) neidentifikovali ani u jedného pacienta so sekundarnou erytrocytézou (0/10).
Potvrdenie vyskytu tejto mutdcie moze mat’ preto hodnotu diferencidlneho diagnostického
znaku prave pri odliSeni PV od sekundarnych polycytémii a spolu s d’alsimi klinickymi
a laboratornymi kritériami moze prispiet’ k diferencidlnej diagnostike PV a chronickych
myeloproliferativnych ochoreni v§eobecne.
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STANOVENI MUTACI V GENU PRO ATP7B U PACIENTU S PODEZRENIM NA
WILSONOVU CHOROBU METODOU SEKVENACNI ANALYZY

H. Kolatikova, A.Boday, P. Riedlova, J. Fiser, M. Radina
Onkologické centrum J.G.Mendela, Novy Jicin

Wilsonova choroba je hepatolentikularni degenerace zptsobena poruchu metabolis-
mu médi. Frekvence onemocnéni je rizna: v evropské populaci 1:30 000, v Japonsku
1:10 000, na Sardinii az 1 : 7 000. Etiologickou pfic¢inou tohoto dédi¢ného, autozomalné
recesivniho onemocnéni je nepiitomnost nebo dysfunkce méd’ transportujici ATPazy
(ATP7B) s naslednou toxickou akumulaci médi zejména v tkanich jater, mozku a ledvin.
ATP7B je regulatorem homeostazy médi, tedy zabudovani médi do ceruloplasminu a jeho
transportu pres bunéénou membranu a také exkrece médi do zluéi. Podle soucasnych
znalosti jsou pric¢inou zminéného onemocnéni pravé mutace v genu pro ATP7B. Do dnesni
doby bylo identifikovano ptes 200 mutaci v pfislusném genu. Pro indoevropskou popu-
laci je prevalentni mutace H1069Q (s alelickou frekvenci 56,6%). Dalsi mutace W779X,
R778G a 3402delC se vyskytuji s frekvenci mezi 1,5 - 4 %.

Stanoveni klinické diagndzy je obtizné, protoze spektrum symptomil je rozsahlé,
ruznorodé a predevsim nespecifické. Prvni zndmky onemocnéni se mohou projevit mezi
10.- 40. rokem zivota pacienta. Asi 40% postizenych trpi poruchou funkce jater a az 50%
ma neurologické ¢i psychiatrické obtize.

V soucasné dob¢ piispiva vyznamnou mérou k potvrzeni onemocnéni molekularné
geneticka analyza ptislusného genu. Na naSem pracovisti jsme se zaméfili na analyzu
exont, které ovliviuji vazbu médi a ATP na pfislusny protein. Pro ptimou DNA diagnos-
tiku jsme zvolili strategii pfimého sekvenovani exont 8, 14 a 15, ktera kromé uvedenych
nejcastéjSich mutaci odhali i méné Casté zmény, predevsim bodové mutace, malé delece
¢i inzerce.
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ZISKANA DYSFIBRINOGENEMIE V SOUVISLOSTI S MNOHOCETNYM
MYELOMEM

R. Kotlin, M. Chytilova, P. Salaj, J. Suttnar, T. Riedel, J. E. Dyr
Ustav hematologie a krevni transfuze, U nemocnice 1, 128 20 Praha 2

Uvod: Fibrinogen, kli¢ovd molekula krevniho sraZeni, je glykoprotein vyskytujici se
v krevni plasmé v koncentracich 2 - 4 g/l. Je tvofen tfemi riznymi pary polypeptidovych
fetézcu - Ao, B avy, které jsou navzajem propojeny 29 disulfidovymi vazbami. Fibrinogen
je pfeménovan na fibrin ptisobenim thrombinu. Dysfibrinogenemie je choroba koagulace,
kdy je poruSena pfeména fibrinogenu na fibrin. Ziskané dysfibrinogenémie tvoii skupinu
dysfibrinogenémii, které se objevuji sekundarné s jinymi onemocnénimi nebo jsou vyvolany
uzivanim né&jakého léku. Mnohocetny myelom (Kahlerova choroba) je zhoubné nadorové
onemocnéni vychazejici z patologického klonu plasmocytli charakterizované nadprodukci
monoklonalniho imunoglobinu nebo jiné bilkoviny (paraprotein). Paraproteiny negativné
ovliviuji polymeraci fibrinovych monomeri tim, ze bud’ interferuji s fibrinovymi monomery,
nebo s nimi interaguji jako s antigenem(1).

Metody a pacienti: pacient — 75 lety muz, byl poprvé vysetien v koagulacni laboratofi
v souvislosti s mnohoCetnym myelomem v zaii roku 2005. Pii tomot vySetfeni byl
zjistén prodlouzeny protrombinovy cas (23,3 s), prodlouzeny trombinovy cas (64,1 s)
a prodlouzeny reptilasovy cas (57,6 s). Hladina fibrinogenu byla mirné zvysena (4,35 g/l).
Hladina paraproteinu (M-komponenta) byla 85,75 g/1. Po ptil roce 1é¢by doslo k normalizaci
koagulacnich testi pfi hlading paraproteinu (M-komponenta) 19,48 g/1. Koagula¢ni vySetieni
bylo provedeno pomoci koagulacniho analyzatoru STA-R (Diagnostica Stago, Francie).
Polymerace fibrinu byla méfena spektrofotometricky pii 340 nm. SDS PAGE elektroforéza
byla provedena podle Laemmliho (2) a skenovaci elektronova mikroskopie byla provedena
pomoci mikroskopu VEGA Plus TS 5135 (Tescan s.r.0., Brno). DNA analyza byla provedena
dideoxysekvenacni metodou pomoci CEQ 8000 genetického analyzatoru (Beckman Coulter,
USA)

Vysledky: vzorky plasmy pacienta jevici znamky dysfibrinogenemie byly vysetieny pomoci
sledovani polymerace fibrinovych monomert. Vzorek nepolymeroval pii 340 nm ani
trombinem ani reptilasou. SDS PAGE neodhalilo zadné abnormality v jednotlivych fetézcich
fibrinogenu a DNA analyza exont kodujicich jednotlivé fetézce fibrinogenu neodhalila zadné
mutace DNA pacienta. Elektronova mikroskopie fibrinovych vlaken ukdzala neobvyklou
patologickou strukturu fibrinové sit¢ (Obr. 1). Vzorky plasmy po snizeni hladiny M-
komponenty norméalné polymerovaly jak trombinem, tak reptilasou. Skenovaci elektronova
mikroskopie fibrinové sit¢ ukazala normalni morfologii fibrinového klotu (Obr. 2)
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Obr.1: houbovita sit Obr.2: sit’ po snizeni hladiny paraproteinu
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Zavér: u pacienta s mnohocCetnym myelome m byla diagnostikovana ziskana
dysfibrinogenemie s prodlouzenym trombinovym a reptilasovym ¢asem a s poruchou
polymerace fibrinovych monomert. Byla sledovana patologicka fibrinova sit’

s houbovitou morfologii. Symptomy dysfibrinogenemie se eliminovaly po poklesu hladiny
paraproteinu.

Literatura:
1. O'Kane MJ, Wisdom GB, Desai ZR, Archbold GPR. Inhibition of fibrin monomer
polymerisation by myeloma immunoglobulin. J. Clin. Pathol. 1994; 47: 266 — 268.

2. Laemmli UK. Claevage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 1970, 227: 680 - 685.

Tato prdce vznikla diky financni podpore MZ 2373601.
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EXPRESE CHEMOKINOVYCH RECEPTORU NA LIDSKYCH NORMALNICH
A PATOLOGICKYCH KREVNICH BUNKACH

K. Koubek, A. Radovska, J. Hiebackova
Ustav hematologie a krevni transfiize, 128 20 Praha 2, Ceskd republika
E-mail: koubek@uhkt.cz

Uvod. Vzajemna interakce hematopoetickych ristovych faktort (cytokinii a chemokinii)
s jejich receptory ovliviiuje celou fadu funkci hematopoetického a imunitniho systému.
V nasi praci jsme analyzovali reaktivitu monoklonalnich protilatek proti chemokinovym
receptorim na normalnich a patologickych butikach protoze exprese téchto receptort
poskytuje dulezity pohled, ktery se promita do diagnostickych a terapeutickych tivah.

Material a metody. Normalni bunky periferni krve (lymfocyty, monocyty, granulocyty,
CD34+ buriky) byly analyzovany monoklonalnim protilatkami (MoAbs) na expresi che-
mokinovych receptort /MoAb anti CXCR-1 (MCA1469), anti CXCR-2 (MCA1470),
anti CXCR-3 (C6473), anti CXCR-4 (MCA1619), anti CXCR-5 (MAB190), anti CCR-1
(MAB145), anti CCR-2 (MAB150), anti CCR-3 (MAB155), MoAbs anti CCR-5 (C5973) a
anti CCR-6 (MAB195/.. Patologické (leukemické) buriky byly testovany MoAbs s buiikami
periferni krve a kostni dfené od nemocnych s krevnimi chorobami (AML, ALL, CLL,
CML, NHL lymfomy). Analyza imunofluorescenénich nalezi byla provadéna pratokovou
cytometrii.

Vysledky a diskuse Analyzu chemokinovych receptori (CXCR-1, CXCR-2, CXCR-3,
CXCR-4, CXCR-5, CCR-1, CCR-2, CCR-3, CCR-4, CCR-5 a CCR-6) na normalnich
a patologickych byla provadéna imunofluorescenc¢nimi testy a vyhodnocovana pritokovou
cytometrii. V n€kterych pfipadech jsme provadéli tz. dvoji znaceni kdy koexprese che-
mokinovych receptorl byla sledovana s dalsimi molekulami (CD3, CD4, CD8, CD19,
CD34), které¢ napomahaji vymezovat T a B lymfocytarni populace a populace kmenovych/
progenitorovych bun¢k. Z vysledkt dale vyplyva, ze chemokinové receptory jsou vyjadiené na
normalnich a leukemickych burikach v nizkém zastoupeni (zhruba 512-1970 kopii na buiiku).
Exprese chemokinovych receptori na patologickych bunkach nemocnych s leukemii je
velmi heterogenni. Nicméné dva chemokinové receptory - CXCR3, CCR6 - byly vyjadfeny
na vetsing patologickych bunék nemocnych s lymfoidni leukemii B typu. Kvantitativni imuno-
cytometrie dovoluje vice objektivné charakterizovat pozitivni nalez a to v ptipadech, kdyz
jsou receptory zastoupeny na buiikach v nizkych poctech.

Podékovani. Autoti dékuji Mgr. J. Niederlové za spolupraci pfi vyhodnocovani vzorkt
prutokovou cytometrii.

Abstrakt je podporen védeckym zamerem, poskytnutym MZ pro UHKT na rok 2006.
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VLIV INHIBITORU P-GLYKOPROTEINU NA UCINNOST
PROTINADOROVYCH LECIV U BUNECNE LINIE K562

P. Krumpochova !, I. Frydrych 2 a P. Mlejnek 2
!Katedra biochemie, Prirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého, Slechtitelii 11,
Olomouc
2Ustav biologie, Lékarska fakulta, Univerzita Palackého, Hnévotinska 3, Olomouc 77515

Abstrakt P-glykoprotein (P-gp) je transmembranova pumpa zajist'ujici transport latek
z cytoplazmy do extraceluldrniho prostoru. Transport probihd i proti koncentracnimu spé-
du za soucasné hydrolyzy ATP. Substratova specifita P-gp je relativné mala. Mezi substraty
P-gp patii hydrofobni organické molekuly, vétSinou bazické povahy s malou molekulovou
hmotnosti. P-gp je prvni popsany protein podilejici se na vzniku takzvané mnohocetné
Iékové rezistence (MDR) u nddorovych bunék. MDR je komplexni obranny mechanismus,
kdy opakované podavani jednoho typu protinadorového 1éciva, vede ke vzniku rezistence
i na jiné typy léciv, které nemaji s pivodnim Ié¢ivem spolecnou ani strukturu ani mecha-
nismus G¢inku. Pfedpoklada se, Ze opakované podavani nékterych protinadorovych 1é¢iv
vede ke zvysené expresi P-gp, ktery svou aktivitou trvale snizuje intracelularni koncentraci
1éc¢iva, a tak navozuje stav rezistence (Simon a Schindler 1994).

Cyklosporin A (CsA) a verapamil (VPA) jsou znamé inhibitory P-gp, jez blokuji trans-
port 1éCiva ven z bunék, a tim obnovuji jejich citlivost vi¢i tomuto 1é¢ivu. Nase vysledky
vsak prekvapiveé ukazuji, ze CsA i VPA potencuji cytotoxické Gcinky protinadorovych
1é¢iv bez ohledu na expresi P-gp. Zjistili jsme také, ze CsA i VPA neovliviwuji podstat-
nym zpusobem intracelularni koncentraci testovanych 1éciv. Z nasich vysledkt vyplyva, ze
podil P-gp na vzniku MDR nemusi byt tak vyznamny, jak se puvodné predpokladalo.
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1. Simon, S. M., Schindlert, M., 1994, Cell biological mechanisms of multidrug resistance
in tumors, Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 91, 3497-3504.

2. Slater LM, Sweet P, Stupecky M, Gupta S, 1986, Cyclosporin A reverses vincristine and
daunorubicin resistance in acute lymphatic leukemia in vitro, J Clin Invest., 77(4),
1405-1408.

3. Tsuruo, T, lida,H., Tsukagoshi, S., and Sakurai, Y., 1981, Overcoming of vincristine
resistance in P388 leukemia in vivo and in vitro through enhanced cytotoxicity of
vincristine and vinblastine by verapamil, Cancer Research 41 (5), 1967-1972.

Projekt je podporovin granty #MSM 6198959216 a GACR GA301/04/1239.
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MECHANISMUS AKTIVACE KREVNICH DESTICEK OXIDOVANOU
CELULOSOU

P. Kiizova, L. Chrastinova, E. Schénfeldova, J. E. Dyr
Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha

Mezi hemostyptické materialy pouzivané v chirurgii k zastavé krvaceni patii napf. fi-
brin, trombin, kolagen a celulosa. Mechanismus hemostyptického ptsobeni celulosy vsak
neni dosud zcela znam. Celulosa obsahuje hydroxylové skupiny, které je mozno dale modi-
biodegradabilitu). Znalosti mechanismu pisobeni celulosy na hemostazu by bylo mozno
zpétné vyuzit k cilené upravé jejich hemostyptickych vlastnosti. K bliz§imu objasnéni to-
hoto mechanismu by méla vést i nase studie. Pouzivali jsme mikrodisperzni vapenato-sod-
nou stl oxidované celulosy s obchodnim nazvem Altracell. Jde o biokompatibilni dobte
resorbovatelné hemostyptikum, které se ve formé prasku pouziva k zastavé kapilarniho
a parenchymatézniho krvaceni. Krevni desticky byly izolovany z krve zdravych darct
a resuspendovany v plazmé zdravych darc nebo v plazmé pacienti s deficienci jednot-
livych koagulac¢nich faktort (VIII, IX, XII a XIII). Aktivace krevnich desticek oxidovanou
celulosou byla sledovana turbidimetricky a stanovenim serotoninu uvolnéného z desticek
béhem jejich aktivace. Serotonin byl stanoven metodou HPLC-RP s fluorescenc¢ni detekei.
Promyté desticky a promyté desticky s 0,2% fibrinogenem nebyly celulosou aktivovany.
Desticky resuspendované v normélni plazmé byly aktivovany 2% oxidovanou celulosou.
Zavislost aktivace desti¢ek na Case obsahovala lag fazi a nasledné rychly narist koncen-
trace serotoninu. Délka lag faze se u normélni plazmy pohybovala od 5 do 10 minut. Ak-
tivace desticek resuspendovanych v plazmé pacientu s deficienci faktort VIII, IX a XII
meéla lag fazi prodlouzenou o 10-15 minut. Oproti tomu deficience faktoru XIII neméla vliv
na aktivaci desti¢ek oxidovanou celulosou. Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze celulosa
neaktivuje krevni desticky pfimo, ale prostrednictvim nékterych slozek plazmy. K aktivaci
desticek celulosou neslouzi ani interakce celulosy s fibrinogenem, ktery je v urcité konfor-
maci schopen interagovat s membranovymi glykoproteiny klidovych desti¢ek. Na aktivaci

koagulacni kaskady vedouci k tvorbé trombinu.

Tato prdace byla podporena grantem VZ MZ CR 00002373601.
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THE COMPUTER CONTROLLED MODEL FOR OPTIMIZATION OF THE LDL-
APHERESIS VERIFIED IN CLINICAL PRACTICE

V. Masin !, M. Blaha 2, R. Maly 2, V. Blaha 3, J. Zajic 2, R. Zimova 3, J. Maly?2, Z. Zadék *
!Dept. of Medical Biophysics, Charles University in Prague, Faculty of Medicine in Hradec
Kralove, Hradec Kralove, Czech Republic
?2nd Dept. of Internal Medicine, *Dept. of Gerontology and Metabolism, Faculty Hospital in
Hradec Kralove, Hradec Kralove, Czech Republic
3State Institute for Drug Control, Prague, Czech Republic

Introduction: Familial hyperlipidemia represents a population of patients at high risk for
atherosclerotic cardiovascular diseases. Patients are started on a low fat/cholesterol diet, an
exercise program, and treatment with statins, or other cholesterol-lowering medications. If
more aggressive measures are required, one such option is LDL-apheresis. To maximize the
efficacy of LDL-apheresis procedure we created a computerized model. The aim of this study
is to verify it in clinical practice.

Patients and methods: A therapeutic technique of immunoadsorption was used, applying a pair

of Lipopak® columns (Pocard, Russia). Plasma was separated by a continuous-flow plasma

separator (Cobe Spectra, USA); adsorption was controlled by adsorption-desorption equipment

Adasorb (Medicap, Germany). We have been using LDL-apheresis for aggressive cholesterol

lowering in a cohort of patients since 1994. Repeated 1200 LDL-apheresis procedures had been

used in patients with primary hypercholesterolemia and 494 last of them had been evaluated
in the earlier study. 47 other procedures were used in this verification study. The program for
procedure planning was programmed in Microsoft® Excel for Windows. Complex metabolism
of the LDL-cholesterol was neglected (regarding to a short-time period of the procedure — up to

4 hours) and the procedure was calculated as continuous filtration. The input fed to the program

includes merely basic patient data (mass, height, sex and initial plasma LDL level in mmol/L).

Results: The results show a very good match between calculated levels and the real laboratory

results in most procedures, but in some (especially longer) procedures we observed minor

differences (0,05 mmol/L), which we account to the transport of the LDL-cholesterol from
tissues into circulation. However some technical and medical details must be carefully observed

(initial cholesterol level, correct calculation of plasma volume, the precise capacity of adsorbers

that must not be overshoot); they influence correct match between calculated and real results

significantly.

Conclusions: Although our software uses a fairly simplified model of the LDL-cholesterol

kinetics during the LDL-apheresis, it is providing a great aid in the procedure planning. It is also

suitable for practical use because it only requires a few commonly used and readily available
input values.
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STANOVENI VOLNYCH LEHKYCH RETEZCU U PACIENTU
S MONOKLONALNIMI GAMAPATIEMI — NASE ZKUSENOSTI. KAZUISTIKA.

L.Novagkova ', E. Sumna *
! Ustav klinické biochemie , Fakultni nemocnice Ostrava a Zdravomé socidlni fakulta
Ostravské university
2 Onkologické centrum J.G. Mendela, Hematologicka ambulance, Vitkovice

Uvod: Syntéza monoklondlnich volnych lehkych fetézcii provazi prevaznou vétinu mo-
noklonalnich gamapatii. Jejich koncentrace v séru zavisi na poctu plazmatickych bunek, ry-
chlosti syntézy a funkci ledvin. Velmi kratky biologicky polocas predurcuje volné lehké fetézce
k vyuziti pro monitorovani zmén napt v poctu plazmatickych bunék (na rozdil od hodnoty
monoklonélniho gradientu). Pro mozny vliv polyklonalnich volnych lehkych fetézct je vhodné
pouzit vzajemny pomer kappa a lambda volnych fetézct a tim vyhodnoceni vice zpresnit. (AR
Bradwell, GP Mead, HD Carr-Smith.: Serum Free Light Chain Analysis, Third Edition)

Analytické znaky sledovani: Pouzivame soupravy FREELITE KAPPA a FREELITE
LAMBDA firmy Binding Site. Souprava obsahuje specifické protilatky proti skrytym
epitopum lehkych fetézcti imunoglobulini. Tyto epitopy jsou piistupné pouze v piipadé,
jde-li o volné lehké ftetézce. K detekci vzniklého imunokomplexu pouzivame nefelometr
Immage (Becman Coulter). Princip méfeni — rate nefelometrie. Kalibrator neni vztazen na
mezinarodni standard. Stanoveni je z pohledu laboratorniho pracovnika jednoduché a ry-
chlé. Spravnost a reprodukovatelnost odpovida pozadavkim imunoanalytickych metod.

Soubor sledovanych pacientii: Pacienti s monoklonalnimi gamapatiemi, v péci hemato-
logické ambulance Interni kliniky FNsP Ostrava a Hematologicka ambulance Onkologick-
ého centra J.G. Mendela, Ostrava — Vitkovice. Laboratof Gstavu klinické biochemie FNsP
Ostrava sleduje hladinu volnych lehkych fetézca u téchto pacienti dva roky. V souboru
jsou pacienti v rizném stadiu onemocnéni, 1é¢eni, ¢i sledovani. Na vybranych ptikladech

Vysetieni volnych lehkych fetézct je z naseho pohledu cenné:

a) U pacientl s diagnézou Bence-Jones mnohocetny myelom

b) V piipadech, kdy monoklonalni gardient migruje pfesné ve frakci, kde migruji jiné
proteiny a jeho denzitometricka hodnota je pritomnosti téchto proteini ovlivnéna

¢) U pacienta s expanzi do extramedularniho prostoru

d) Tam, kde paraprotein vykazuje kryoprecipitacni vlastnosti .

e) Pri diferencidlni diagnostice amyloidozy

Autofi ptedkladaji nékolik vybranych kazuistik, tykajicich se monitorovani volnych

lehkych fetézcl v séru nemocnych s monoklonalni gamapatii.

Kontakt: ludmila.novackova@fnspo.cz, elen.sumna@centrum.cz
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MOZNOSTI STANOVENI ASPIRINOVE RESISTENCE PRI POUZIT]
ROZDILNYCH INDUKTORU AGREGACE TROMBOCYTU

P. Novak,V. Kr¢ova, L. Slavik
Hemato-onkologicka klinika FN a LF UP Olomouc

Uvod:

Literarni tidaje uvadi velice rozlisné tidaje procentualniho vyjadieni pacientt s aspirinovou
(ASA) resistenci , nekteii autofi udavaji v zavislosti na pouzité metod¢ stanoveni az 30% vyskyt
tzv. non-respondert, pri¢emz se rozliSuje bud’ laboratorni nebo klinickd ASA resistence.

Cilem nasi prace bylo zjistit vyskyt ASA resistence pfi méfeni na novém ctytkanalovém
optickém agregometru APACT 4004 a zjistit rozdily pfi méteni pii pouziti ¢ty rozdilnych
induktoru, které jsou literarné popsany jako vhodné ke stanoveni. Jedna se o agonisty ADP
Reagent, Arachidonic Acid(AA), Epinephrin(EPI) a v posledni dob¢ casto diskutovany
Cationic PropylGallate(CPG). ASA pusobi ireverzibilni blokadou cyklooxygenazy pti pro-
cesu syntézy tromboxanu A2 a trva po celou dobu zivotnosti trombocyti 7-10 dnti.

Metoda:

Vysetieni bylo provadéno z PRP(300x10x9/1), zadny z pacient nemél hladinu desti¢ek
niz8i nez 100x10x9/1, kdy mtze dojit k ovlivnéni vysledku. Nelze stanovit vzorky ikter-
ické , chylozni nebo s jinak pozménénym pozadim. Rozhodujicim méfenym parametrem
byla vyska maximalni amplitudy agregacni kiivky vyjadfend v procentech.

Vysledky a zavér:

Za Casovy usek 5 mésict bylo na naSem pracovisti vySetfeno 92 nemocnych prevazné
s kardio a cerebrovaskularnim onemocnénim, kterym byla profylakticky podavana ASA,
prevazné v davee 100mg. Zaroven zde byla také skupina 13 pacientii uzivajicich clopidogrel.
Sledovali jsme tuto skupinu nemocnych pouze z laboratorniho hlediska vzdy pfi pouziti ste-
jné koncentrace vSech ¢tyt zminénych induktor v zavislosti vysledki agrega¢ni odpoveédi.

Sledovani 1écby pomoci agregacni kiivky po pouziti induktorit ADP a CPG poskytuje
porovnatelné vysledky, s tim Ze v procentudlnim vyjadieni bylo v nasi skupiné naméfena
resistence po ADP u 8% pacientl a po ptidani CPG u 15% pacientt.

EPI a ADP neposkytuje srovnatelné a interpretovatelné vysledky a proto je nelze pro
sledovani ASA resistence doporucit. Induktor ADP umoznuje sledovat pouze resistenci na
clopidogrel.
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POKLES KREVNICH DESTICEK PO APLIKACI PAGA S NAVAZANYMI
IONTY NEKTERYCH KOVU

M. Pecka !, J. Briestenski 2, J. Maly !, E. Peskova !, J. E. Dyr?
UL interni klinika — Oddéleni klinické hematologie FN a katedra internich obori
LF UK Hradec Kralové
2 Alltracel Laboratories spol s.r.o., Tisnov
3 Ustav hematologie a krevni Transfuze, Praha

V chirurgické praxi ¢ini velké problémy zastaveni silného kapilarniho krvaceni z par-
enchymatickych organt, kde nelze pouzit mechanického zpisobu zastavy krvaceni. Bézna
hemostatika nemohou byt ponechéana in situ v organismu a musi byt béhem procesu vyj-
muta. Dnes se pouzivaji riizné¢ modifikované preparaty tzv. oxidovanych celuléz a zej-
ména piipravky na bazi uronovych kyselin. Mezi tyto preparaty se fadi vyrobky nékterych
zahrani¢nich spolecnosti (Surgicel — fy Johnson and Johnson, Alginate — fy Prothane) a také
vyrobek firmy Alltracel, patiici do skupiny glukuronanti. K G¢innym hemostyptiktim patfi
i piipravky bilkovinné povahy (derivat kolagenu Avitene - fy Ethicon a jiné). Alltracell je
mikrodisperzni vapenato - sodna stil oxidované celulozy (MDOC). Jedna se o ptirodni bio-
kompatibilni, neutralni a resorbovatelné hemostyptikum, jez se ve formé prasku pouziva
k 1écbé kapilarniho a parenchymat6zniho krvaceni spolecné s chirurgickou léc¢bou.

Ve své praci jsme vysli ze studie americkych autorta (Wagner a spol., 1996), ve které
je popsan vliv hemostyptik na pokles poctu trombocytl v plazmé bohaté na desticky.
My jsme tuto metodu aplikovali na nesrazlivou krev. Vzorky oxidované celuldézy (All-
tracel) byly pfipraveny oxidativni hydrolyzou zakladniho glukuronoglukanu. Jednotlivé
studie byly provadény s nesrazlivou lidskou krvi (krev:ACD = 1:8), ktera byla odebirana
v pravidelnych intervalech vétsinou od jednoho darce. V ramci grafického vyhodnoceni
byla zjistovana odlisnost smérnic prolozenych ptimek charakterizujicich pokles krevnich
desticek v zavislosti na ¢ase inkubace s polymerni slozkou. Jednotliva hemostyptika byla
porovnana s hodnotami blanku a pomérna zastoupeni poctu desticek vzorkt ku blanku
(podil jednotek) zanesena do grafi.

Ve studii jsme sledovali pokles krevnich desti¢ek v nesrazlivé krvi. Porovnavali jsme
ucinek pripravkti modifikovanych forem PAGA, u kterych byly postupné nahrazeny ionty
Ca?* jonty: Mg?", Fe’*, AI**a Zn?". Srovnavali jsme G¢inek navazanych kationtd s G¢inkem
PAGA se zavedenou sulfdtovou skupinou (OSO,H). Potvrdili jsme si, Ze zavedenim sulfa-
tové skupiny do molekuly PAGA klesne podstatné jeji hemostaticka uc¢innost. Obdobny
ucinek 1ze sledovat u heparinu a jeho postupné desulfatovanych modifikaci, kdy stoupa
jejich antilipidemicky a klesa antikoagulacni uc¢inek. Rtzné vlivy jednotlivych kationtti na
pokles krevnich desticek 1ze vysvétlit zménou konformace molekuly PAGA, kterd bude
jednim z faktort, jez ovliviiuji pocet obsazenych aktivnich mist na povrchové membrané
krevni desticky.

Z praci Catoniho (Cantoni C et al.1998) a Miertuse (Miertus S. et al.1995) vyplyva,
ze kazdy kationt specificky ovlivituje zakladni konformacni uspofddani fetézce PAGA.
Ve studii se projevuje vyrazny Gcinek vapenatych ionti, mirnéjsi ucinek zelezitych iontt
a pravdépodobné pozdéjsi nastup hlinitych iontl. VSechny tyto latky jsou znamy z liter-
atury, jako latky anorganického piivodu, které ovliviiuji systém hemostazy. Ostatni pouzité
ionty vazané ve struktufe PAGA pribéh testu neovliviuji.
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RYCHLE KVALITATIVNI STANOVENI
PROTILATEK PROTI KOMPLEXU HEPARIN/DESTICKOVY FAKTOR 4

E. Peskova, M. Pecka, J. Maly
11 interni klinika — Oddéleni klinické hematologie, FN a LF UK Hradec Krdlové, CR

Béhem antikoagulac¢ni 1écby heparinem se miZe u nékterych pacientti objevit nezadouci
reakce — tzv. heparinem indukovana trombocytopenie (HIT). Pii HIT dochézi k agregaci
trombocytu, tvorbé destickovych trombd, a tim k nezadouci trombotizaci.

HIT se vyskytuje ve dvou formach. Typ 1 vznikd nasledkem neimunnich reakci,
k poklesu trombocytti dochazi ptimym pusobenim heparinu. Tato trombocytopenie se ob-
jevi béhem prvnich dni 1é€by a po vysazeni heparinu se pocet trombocyti rychle upravuje.
Typ 2 ptedstavuje zavaznou komplikaci 1é¢by, ptimo ohrozuje zivot nemocného. Trom-
bocytopenie je zde vyvolana tvorbou protilatek proti krevnim destickam. Tyto protilatky
se vytvotily bud’ po pfedchozim podavani heparinu nebo v priabéhu dlouhodobé 1écby
heparinem. Heparin zde ptsobi jako hapten navazany na krevni desticku prostiednictvim
vazby s destiCkovym faktorem 4 (PF4). Protilatky proti krevnim destickam se také mohou
vytvorit u osob, u kterych doslo k senzibilizaci proti bilkovinam zvirat, z jejichz organt byl
pouzity heparin vyroben. Protilatky indukuji agregaci trombocytt a jejich protromboticky
ucinek jeste prohlubuje trombofilii a dochazi tak ke vzniku zilni ¢i tepenné trombdzy nebo
embolii (HITT — HIT s trombozou).

Laboratorni diagnostika HIT je problematicka, protoze laboratorni vySetfeni bud’ nejsou
bézné dostupna nebo jsou jejich vysledky k dispozicis ¢asovou prodlevou. V nasi laboratofi
jsme testovali rychlé a jednoduché kvalitativni stanoveni protilatek proti komplexu hepa-
rin/PF4 pomoci setu PIFA® Heparin/Platelet Factor 4 Rapid Assay. Tento screeningovy,
manualné provadény test miize napomoci rychleji diagnostikovat HIT a snizit tak riziko
vzniku trombdzy.

VySetifovanym materialem je sérum pacienta. Test PIFA® Heparin/Platelet Factor
4 Rapid Assay je zalozen na principu imunofiltrace. Pomoci mikrocastic s navazanym PF4
dochazi k vizualizaci vysledku testu. Dojde-li k navazani protilatky na mikrocastici s PF4,
nedokaze tato mikrocastice, na rozdil od mikrocastice s nenavazanou protilatkou, projit
membranovym filtra¢nim systémem. Podle zabarveni ,,vysledkového okna“ se usuzuje na
pozitivni ¢i negativni vysledek testu.

Zatim jsme v nasi laboratofi vySetfili pouze 6 vzorkl séra pacientil s podezfenim na
HIT. Jednalo se o pacienty hospitalizované ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. Tti pa-
cienti (1 muz a 2 zeny) méli diagndzu akutni respiracni selhdni a 1 pacient diagnézu plicni
embolie, 1 pacientka diagnézu aplasticka anémie vyvolana Iéky a 1 pacientka diagnézu
sekundarni zhoubny novotvar jater. Ve tiech piipadech byl laboratorni nalez negativni, ve
ttech pozitivni.

Pro test PIFA® Heparin/Platelet Factor 4 Rapid Assay je udavana senzitivita 91,3 %,
specificita 98,1 %.

Zavérem lze fici, ze test PIFA® Heparin/Platelet Factor 4 Rapid Assay slouzi jako ry-
chlé, jednoduché, i kdyz bohuzel ne levné, screeningové vysSetieni HIT, které mize na-
pomoci rychlejsi diagnoéze heparinem indukované trombocytopenie. Samotna pfitomnost
protilatek proti komplexu heparin/PF4 vsak nepotvrzuje diagnézu HIT ¢i HITT.

Prace byla podporena vyzkumnym zamerem MZO 00179906.
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UPRAVA REFERENCNICH MEZi PRO HEMOKOAGULACNI VYSETRENI
BEHEM GRAVIDITY
AJEJICH POUZITi U ZEN S PREEKLAMPSII.
F. Polak !, M. Lips !, PKiiz !, A.Patizek 2, J. Kvasnicka *
! Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny VFN v Praze 2 a 1. LF UK
2 Gynekologicko-porodnicka klinika VFN v Praze 2 a 1. LF UK
3 Trombotické centrum a 1. interni klinika VEN v Praze 2 a 1. LF UK

Béhem fyziologicky probihajiciho téhotenstvi dochazi u zen k posunu koagula¢ni
rovnovahy ve smyslu hyperkoagulace. Ackoliv je tato skutecnost dostate¢né znama, neni
v praxi vzdy dostate¢né brana na zfetel. Divodem je jist¢ i fakt, ze jen malokteré pracovisté
pouziva pro hodnoceni vysledkt koagulace zvlastni (“t€hotenska’) referencni rozmezi. Po-
suzovani koagula¢nich parametrt t¢hotnych zen dle norem pro béznou populaci miize byt
pritom zavadgjici.

V prvni fazi studie jsme vysetfili koagula¢ni stav 60 zdravych té¢hotnych Zen - u vSech
byla provedena trombelastografie a podrobné laboratorni koagulaéni vysetieni. Na zakladé
téchto vysledki jsme vypracovali nova referenéni rozmezi pro téhotné Zeny.

Ve druh¢ fazi jsme vysetfili 40 zen s preeklampsii. Jako normy jsme pouzili v prvni
fazi vypracovana referen¢ni rozmezi. Potvrdili jsme, ze pfi pouziti “t¢hotenskych” norem
lze 1épe identifikovat koagulacné rizikové pacientky - at’ uz pro hyperkoagula¢ni nebo
hypokoagulacni stav.

Kontakt:

MUDir. Ferdinand Polak

KARIM, Vseobecna fakultni nemocnice v Praze 2 a 1. LF UK U Nemocnice 2

Praha 2, 128 08

ferdinand.polak@vfu.cz

Grant IGA MZ ¢. NR/8157-3, VZ 6416502
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ZKUSENOSTI SE STATIMOVOU CENTRIFUGOU
STAT SPIN® EXPRESS 3

Popelova M., Veselkova J., Hruba P.
Oddeleni klinické hematologie, FN u sv. Anny v Brné

Cilem prace je shrnuti nasich zkuSenosti se statimovou centrifugou Stat Spin® Express
3 a srovnani Gi¢innosti centrifugace s bézné pouzivanou centrifugou Hettich Universal 32 R.

Centrifuga Stat Spin® Express 3 firmy Iris Sample Processing — Westwood USA je no-
vou centrifugou , kterd umoznuje ziskani bezdestickové krevni plasmy pro hemokoagula¢ni
vySetieni jiz po 3. minutach centrifugace.

Byla provedena srovnavaci studie 50. vzorki, které byly centrifugovany jak v centrifuze
Stat Spin® Express 3 po dobu 3. minut rychlosti 7700 ot/min., tak v chlazené centrifuze
Hettich Universal 32 R po dobu 15. minut rychlosti 4000 ot/min.U obou skupin byly
spocitany hodnoty poctu trombocyti v ziskané plasmé na hematologickém analyzatoru
Sysmex XE 2100 a nasledné bylo provedeno stanoveni hemokoagulacnich parametra -
PT,aPTT, fibrinogenu a trombinového ¢asu na koagulaénim analyzatoru BCS.

Jak v poctu trombocytil, tak v hodnotdch hemokoagulacnich parametrti nebyly sh-
ledany vyznaméjsi odchylky.

Centrifuga Stat Spin® Express 3 je mala stolni centrifuga s osmi pozicemi pro
vzorky, uzptisobenymi pro jakykoliv typ zkumavek.Na zakladé srovnavaci studie a nasich
zkuSenosti mtizeme centrifugu doporucit do pohotovostniho provozu hemokoagulacnich
laboratofi, kde zkraceni doby vydani vysledku o téméf 15. minut hraje velkou roli u zivot
ohrozujicich stavii.
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VYSKYT MUTACI GENU CYP450 2C9*2 A 2C9*3 U JEDINCU S NEZVYKLOU
TERAPEUTICKOU ODEZVOU NA LECBU KUMARINY.

J. Proskova, P. Solichova, B. La¢nak, B. Bubenik, D.Stejskal
OLM a interni oddéleni Sternberk, hematologicka ambulance Frydek Mistek

Uvod: proteiny cytochromu P450 jsou s membranou asociované hemové bilkoviny,
které metabolizuji fyziologicky dulezité latky. Lidské proteiny CYP450 CYP1A2, CY-
P2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4 jsou hlavni isoformy, které metabolizuji 1éky. Poly-
morfismy téchto proteinti mohou vést k poruse ucinnosti fady 1¢kda.

Mutace CYP450 2C9*2 a predevsim CYP450*3 je spojena s vysokym rizikem snad-
né¢ho predavkovani kumariny (jedinci s témito mutacemi jsou pomali metabolizatofi
kumarinti a vyZaduji nizsi davky téchto 1€kt k dosazeni optimalni G¢innosti 1é¢by). Tyto
dvé mutace se vyskytuji az u 30 % populace.

Metodika: v letech 2005 — 2006 bylo vySetieno 145 osob s podezienim na uvedené mu-
tace, pacienti byli k vySetfeni indikovani z divodu obtizn¢ nastavitelné terapie kumariny.

Zavér: je dokumentovana frekvence vyskytu mutace CYP450 2C9*2 a 2C9*3 v popu-
laci pacientt lé¢enych kumariny, jejichz reakce na podavanou terapii nebyla obvykla.

Jsou zminény indikace vySetieni, interpretace a mozné obtize s tim spojené.
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PRUKAZ CTYRLETEHO SEBEPOSKOZOVANI WARFARINEM —
KASUISTIKA.

P. Slezak !, M. Urbankova 2, Z. Jehlikova 2, K. Tesaf 2, B. Ochodnicky 2, M. Staiikova 3, J.
Gumulec 4, M. Brejcha 4, J. Minaft “, P. Smejkal °, M. Penka *
! Sumperskd nemocnice a.s., Hematologicka ambulance
2 Sumperskd nemocnice a.s.
3 FNsP Ostrava, toxikol. laborator
*OCJGM N.Ji¢in
5 FN Brno

39lety pacient byl pocatkem roku 2002 opakované vySetfen na interni ambulanci pro
susp. flebotrombozu 1. bérce.V dubnu 2002 susp. embolisace do plic, odmitl hospitalisaci.
Diagnodza nebyla potvrzena, byl nasazen Warfarin. Pro nesrazlivé hodnoty byl Warfarin
17.4.02 vysazen, vysoké hodnoty INR pietrvavaly cely mésic. Jiz v té dobé bylo vysloveno
podezieni na sebeposkozovani. Od té doby trvaly intermitentni vzestupy INR cca v rozmezi
5-14 udajné¢ bez medikace Warfarinu, s krvacenim do lokte, s dal$imi krvacivymi projevy
spise ,,anamnestickymi®. Od ¢ervna 2002 opakované vysetien na OKH FN Brno se zavérem
— pomaly metabolizator kumarind, pro prikaz v.s. chronické netplné trombot. okluze
stf. ¢asti VTP pak v obdobi 6/2002 az 9/2003 warfarinisovan s opak. nevysvétlitelnym
kolisanim PT, s pacientem je Spatna spoluprace, na kontroly chodi nepravidelné a vysledky
zjistuje pouze telefonicky. V letech 2004 a 2005 jiz udajné bez medikace kumariny opak.
vySetiovan pro nejasné vzestupy PT az na neméfitelné hodnoty. Podavana mrazena plazma
a Kanavit i.v. — na oboji postupn¢ udava alergii, takze od prosince 2005 podavan Prothrom-
plex a Kanavit p.o. V roce 2006 situace kulminuje, intervaly mezi ,,atakami se zkracuji,
pacient je v dlouhodobé prac. neschopnosti pro fadu diagnéz — deprese, metabolicky syn-
drom, art. hypertenze, asthma bronchiale. Vzhledem k nardstajicim nakladtim na substituci
znovu revidovany moznosti pritkazu sebeposkozovani. V ¢ervenci 06 pak byl ve 2 riiznych
vzorcich moéi prokazan Warfarin metodou plynové chromatografie s hmotnostni de-
tekei. (Chromatograf GC-MS QP 2010 Shimadzu, hmotnostni detektor Quadrupol). Po
sdéleni vysledku pacient ,,nahle* bez krvacivych potizi, byla ukoncena prac. neschopnost
a piehodnocuje se ¢astecny inv. diichod, ktery byl pfiznan v r.2004 . Psychiatr neshledava
a pravdépodobné s Miinghausenovym syndromem (opakované vyhledavani I¢kaiské péce
zpravidla na zakladé traumatu z détstvi...). Pfedkladana kasuistika demonstruje uzite¢nost
mezioborové spoluprace hematologt a toxikologti.
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PSYCHOSOCIALNI A ZDRAVOTNI ASPEKTY KVALITY ZIVOTA
NEMOCNYCH S AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMI{
PO TRANSPLANTACI KRVETVORNYCH BUNEK: RETROSPEKTIVNI
ANALYZA

L. Slovacek 2, B. Slovackova 3, L. Jebavy 2, M. Blazek 2, J. M. Horacek 2
! Katedra valecného vnitiniho lékarstvi, Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity
obrany, Hradec Kralové
211 interni klinika — Oddéleni klinické hematologie, Fakultni nemocnice a Lékarska
fakulta UK, Hradec Krdlové
3 Psychiatricka klinika, Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta UK, Hradec Kralové

Transplantace krvetvornych bunék je 1é¢ebna metoda uzivana nejen v terapii hema-
toonkologickych onemocnéni, ale i v terapii solidnich tumorti a v neposledni fad¢ i v terapii
nenadorovych onemocnéni. Podobné jako jiné 1é¢ebné metody, transplantace krvetvornych
bun¢k ovliviiuje dal§i prub&éh onemocnéni, a tim i kvalitu zivota nemocného.

Kvalita zivota je obecné definovana jako,,subjektivni posouzeni vlastni zivotni situace®.
Pojem kvalita zivota zahrnuje tdaje o fyzickém, psychickém, socidlnim a spiritualnim
stavu jedince. Hodnoceni kvality Zivota je provadéno dotazniky, generickymi a specifick-
ymi. Generické dotazniky vSeobecné hodnoti celkovy stav nemocného bez ohledu na dané
onemocnéni). Specifické dotazniky jsou koncipovany pro hodnoceni celkového stavu ne-
mocného u konkrétniho typu onemocnéni nebo pro hodnoceni specifického aspektu kvality
zivota (napf. bolest, unava, apod.).

Hlavni cile studie:

1. analyzovat vliv vybranych psychosocialnich a zdravotnich aspekti na kvalitu Zivota ne-
mocnych s akutni myeloidni leukémii po transplantaci krvetvornych bun¢k na Oddéleni
klinické hematologie II. interni kliniky FN v Hradci Kralové.

2.zhodnotit globalni kvalitu zivota nemocnych s akutni myeloidni leukémii po transplanta-
ci krvetvornych bun¢k na Oddéleni klinické hematologie II. interni kliniky FN v Hradci
Kralové.

Typ studie, shér dat:

-lokalni, transverzalni, retrospektivni, deskriptivni. Data ziskana v prabéhu roku 2004
(zafi — prosinec) od 12 nemocnych s akutni myeloidni leukémii po transplantaci krvetvor-
nych buné¢k. Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.

Pacienti a metodika:

Celkovy pocet nemocnych s akutni myeloidni leukémii po transplantaci krvetvornych
bunék na Oddéleni klinické hematologie II. interni kliniky FN a LF UK v Hradci Kralové
v letech 2001-2003 byl 31. Pocet zemfelych nemocnych byl 7, pocet retransplantovanych
nemocnych byl 5. Pocet nemocnych k otestovani byl 19 (9 nemocnych po autologni tran-
plantaci, 3 nemocni po alogenni transplantaci). Pocet respondentii byl 12 (63% navratnost
dotaznikl). Vékovy median byl 47,5 roku, pomér muzi / zeny byl 1,17 / 1. Hodnotitelnych
dotaznikt bylo 100%. VSichni alogenné transplantovani nemocni méli projevy chronické
GVHD 1. stupné.
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Metoda:

Byla pouzili ¢eska verze mezinarodniho generického dotazniku European Quality of
Life Questionnaire - Version EQ-5D. Dotaznik hodnoti 2 ukazatele, objektivni a subjek-
tivni. Objektivni ukazatel zahrnuje 5 dimenzi kvality zivota: pohyblivost, sebeobsluha, ob-
vykla ¢innost, bolest / obtize, tizkost / deprese . Ke kazdé otazce jsou nabidnuty tii stupné
odpoveédi vyjadiujici stupei obtizi (bez obtizi, mirné obtize, tézké obtize). Celkem vznika
243 kombinaci zdravotniho stavu. Vystupem je EQ-5D skore (dimenze kvality Zivota)
nabyvajici hodnot 0-1 (0 — nejhorsi zdravotni stav, 1 - nejlepsi zdravotni stav). Subjektivni
ukazatel zahrnuje vizualni analogovou skalu (hodnota 100 - nejlepsi zdravotni stav, hodnota
0 - nejhorsi stav), respondent vyznaci sviyj subjektivné vnimany zdravotni stav na stupnici
tzv. thermometru. Vystupem je EQ-5D VAS (subjektivni zdravotni stav) nabyvajici hodnot
0-100. Dotazniky s priivodnim dopisem vysvétlujici danou akci a s ofrankovanou obalkou
byl zaslan na adresu respondentii. Vyhodnoceni dotaznik bylo provedeno deskriptivni
analyzou - v souladu s metodikou European Quality of Life Group.

Analyza dat:

Vliv sledovanych vybranych aspektt (v€k, pohlavi, vzdélani, rodinny stav, polymor-
bidita, nikonismus, religiozita, typ transplantace krvetvornych bunék a ¢asovy odstup
od provedeni transplantace krvetvornych bunék) na globalni kvalitu Zivota nemocnych
s akutni myeloidni leukémii po transplantaci krvetvornych buné¢k byl proveden analyzou
rozptylu ANOVA. Hladina statistické vyznamnosti byla zvolena 5% (0,05).

Vysledky:

Z vyse uvedenych aspektli jsme prokazali statisticky velmi vyznamnou zavislost EQ-
5D skore a EQ-5D VAS na véku (v obou piipadech p<0,01), statisticky vyznamnou zavis-
lost EQ-5D skore a EQ-5D VAS na religiozité (v obou piipadech p<0,05), statisticky
velmi vyznamnou zavislost EQ-5D skore a EQ-5D VAS na nikenismu (v obou ptipadech
p<0,01) a statisticky vyznamnou zavislost EQ-5D skore a EQ-5D VAS na vzdélani
a polymorbidité (v obou pfipadech p<0,05).
kvalita zivota. VEfici nemocni maji vyssi globalni kvalitu Zivota v porovnani s nemocnymi
bez nadbozenského vyznani. Nizsi globdlni kvalita Zivota byla zaznamendna u nekurak.
Vyssi globalni kvalita Zivota byla zaznamenana u nemocnych se stfedoskolskym
a vysokoskolskym vzdélanim.

Diskuse a zavér:

Globalni kvalita zivota nemocnych a akutni myeloidni leukémii po transplantaci krvet-
vornych bunék na Oddéleni klinické hematologie II. interni kliniky FN a LF UK v Hradci
kralové je na velmi dobré urovni, o ¢emz vypovidaji i primérné hodnoty EQ-5D skore
(75,1%) a EQ-5D VAS (67,5%).

V klinické praxi je bézné posuzovat zdravotni stav pacienta a uspéSnost 1écby pouze
v jedné medicinské roving, nejcastéji pomoci somatickych, laboratornich a zobrazovacich
markerd. Trendem moderni mediciny vSak je posuzovat stav pacienta komplexnéji, za
pomoci i dalSich aspektt. Vice dimenziondlni méfitko k posouzeni celé fady Zivotnich
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aspektil pedstavuje kvalita zivota. Rizné aspekty mohou byt v riizné fazi onemocnéni
a 1écby rozdilné zasazeny. A pravé tyto informace obohacuji naSe poznani o potfebach
pacienta a mohou tak vyznamné piispét ke zkvalitnéni péce. Také nam mohou odhalit
mechanismy, které modifikuji vznik a prib¢h onemocnéni.

V zahrani¢i jsou velmi dobré zkusenosti s tzv. ,,Quality of Life Team® personalné ob-
sazenych oSetfujicim lékafem - hematolog / onkolog s erudici pro transplantologii krvet-
vornych bunék, stiedni a vyssi zdravotnicky personal edukovany v problematice kvality
zivota nemocnych, klinicky psycholog, psychoterapeut, socialni pracovnik a data manager.
Duivodem zfizovani téchto specialnich tymi je zajisténi péce o nemocného a jeho rodinu
s ptipravou prostiedi, do které¢ho se nemocny vraci po prob¢hlé transplantaci krvetvornych
bunék a které ovliviiuje jeho adaptaci.

Do budoucna bychom radi navazali na tuto studii prospektivni studii longitudinalniho
charakteru zaméfenou na hodnoceni kvality Zivota ve vztahu ke zdravi, ktera bude vice
orientovana na charakteristiky pfislusnych onemocnéni, zptisobti pfedtransplanta¢nich cy-
tostatickych rezimt a typu transplantace.
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GLOBALNI KVALITA ZIVOTA NEMOCNYCH S MNOHOCENYM
MYELOMEM A MALIGNIM LYMFOMEM PO TRANSPLANTACI
KRVETVORNYCH BUNEK: RETROSPEKTIVNI ANALYZA

L. Slovacek 2, B. Slovackova 3, L. Jebavy 2 J. M. Horacek ', M. Blazek 2
! Katedra valecného vnitiniho lékarstvi, Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity
obrany, Hradec Kralové
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fakulta UK, Hradec Kralové
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Cile studie:
l.analyzovat vliv vybranych faktori na globalni kvalitu Zzivota nemocnych
s mnohocetnym myelomem a malignim lymfomem po transplantaci krvetvornych bun¢k
na Oddéleni klinické hematologie II. interni kliniky FN a LF UK v Hradci Kréalové.
2.zhodnotit globalni kvalitu zivota nemocnych s mnohocetnym myelomem a malignim
lymfomem po transplantaci krvetvornych bunék na Oddéleni klinické hematologie II. in-
terni kliniky FN a LF UK v Hradci Kralové.

Typ studie, sbér dat:

-lokalni, transverzalni, retrospektivni, deskriptivni. Data ziskana v prab¢hu roku 2004
(zafi — prosinec) od 56 nemocnych s mnohoc¢etnym myelomem a malignim lymfomem po
transplantaci krvetvornych bunek. Studie byla schvélena Etickou komisi Fakultni nemoc-
nice v Hradci Kralové.

Pacienti a metodika:

Celkovy pocet nemocnych a mnohocetnym myelomem a malignim lymfomem po
transplantaci krvetvornych bunék na Oddéleni klinické hematologie 1I. interni kliniky FN
a LF UK v Hradci kralové v letech 2001-2003 byl 122 (70 nemocnych s mnohocetnym
myelomem, 52 nemocnych s malignim lymfomem, z toho 46 autologné a 6 alogenné trans-
plantovanych). Pocet zemielych nemocnych byl 36 (16 nemocnych s mnohocetnym my-
elomem, 20 nemocnych s malignim lymfomem). Pocet retransplantovanych nemocnych
byl 6 (3 nemocni s mnohocetnym myelomem, 3 nemocni s malignim lymfomem). Pocet
nemocnych k otestovani byl 80 (51 nemocnych s mnohocetnym myelomem, 29 nemoc-
nych s malignim lymfomem). Pocet respondentti byl 56 (70% navratnost dotazniki), tj.
32 nemocnych s mnoho¢etnym myelomem (18 muzi, 14 Zen), 24 nemocnych s malignim
lymfomem (11 muzi, 13 Zen, vSichni po autologni transplantaci krvetvornych bungk).
Vékovy median u nemocnych s mnohocetnym myelomem byl 60 let, u nemocnych s ma-
lignim lymfomem 44,5 roku. Hodnotitelnych dotaznikt bylo 100%.

Metoda:

Byla pouzita ¢eska verze mezinarodniho generického dotazniku European Quality of
Life Questionnaire - Version EQ-5D. Dotaznik hodnoti 2 ukazatele, objektivni a subjek-
tivni. Objektivni ukazatel zahrnuje 5 dimenzi kvality zivota: pohyblivost, sebeobsluha, ob-
vykla ¢innost, bolest / obtize, tizkost / deprese . Ke kazdé otazce jsou nabidnuty tii stupné
odpovédi vyjadtujici stupeni obtizi (bez obtizi, mirné obtize, t&zké obtize). Celkem vznika
243 kombinaci zdravotniho stavu. Vystupem je EQ-5D skore (dimenze kvality Zivota)
nabyvajici hodnot 0-1 (0 — nejhorsi zdravotni stav, 1 - nejlepsi zdravotni stav). Subjektivni
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ukazatel zahrnuje vizualni analogovou skalu (hodnota 100 - nejlepsi zdravotni stav, hodnota
0 - nejhorsi stav), respondent vyznaci sviyj subjektivné vnimany zdravotni stav na stupnici
tzv. thermometru. Vystupem je EQ-5D VAS (subjektivni zdravotni stav) nabyvajici hodnot
0-100. Dotazniky s priivodnim dopisem vysvétlujici danou akci a s ofrankovanou obalkou
byl zaslan na adresu respondentii. Vyhodnoceni dotaznik bylo provedeno deskriptivni
analyzou - v souladu s metodikou European Quality of Life Group.

Analyza dat:

Vliv sledovanych vybranych faktori (vek, pohlavi, vzdélani, rodinny stav, polymor-
bidita, nikonismus, religiozita, typ onemocnéni a ¢asovy odstup od provedeni transplantace
krvetvornych bungk) na globalni kvalitu zivota nemocnych po transplantaci krvetvornych
bunék byl proveden analyzou rozptylu ANOVA. Hladina statistické vyznamnosti byla zvo-
lena 5% (0,05).

Hlavni vysledky studie:

Z vyse uvedenych faktorl jsme prokazali statisticky velmi vyznamnou zavislost EQ-5D
skore a EQ-5D VAS na véku u obou kohort nemocnych (v obou ptipadech p<0,01), stati-
sticky vyznamnou zavislost EQ-5D skore a EQ-5D VAS na abusu koufeni u nemocnych
s mnohocetnym myelomem (v obou ptipadech p<0,05) a statisticky velmi vyznamnou
zavislost EQ-5D skore a EQ-5D VAS na typu onemocnéni (v obou ptipadech p<0,01).

S piibyvajicim vékem je signifikantné nizsi globalni kvalita Zivota u obou kohort
nemocnych. Vyssi kvalita zivota byla zaznamendna u nekufdkd v kohorté¢ nemoc-
nych s mnohocetnym myelomem. Niz§i kvalita zivota byla zaznamenana u nemocnych
s mnohoc¢etnym myelomem v porovnani s nemocnymi s malignim lymfomem. Z dimenzi
kvality zivota podilejicich se na tomto neptiznivém vysledku u nemocnych s mnohocetnym
myelomem se jedna zejména o dominujici bolest a obtiznou sebeobsluhu. Vliv ostatnich
faktord na EQ-5D skore a EQ-5D VAS se jako statisticky vyznamny neprokazal.

Diskuse a zavér:

Pfi porovnani kohorty nemocnych s mnohocetnym myelomem a malignim lymfom
byla prokazana statisticky velmi vyznamna zavislost globalni kvality zivota nemocnych po
transplantaci krvetvornych bun¢k na typu onemocnéni. Zaznamenali jsme nizsi globalni
kvalitu zivota u kohorty nemocnych s mnohocetnym myelomem (EQ-5D skore 68,9 a EQ-
5D VAS 66,6) v porovnani s kohortou nemocnych s malignim lymfomem (EQ-5D skore
82,7 a EQ-5D VAS 76,7).

Dominujicimi obtizemi u kohorty nemocnych s mnohocetnym myelomem jsou: 1. ob-
vykla ¢innost s potizemi 81,2% (26/32 respondentt), 2. stiedné zavazna bolest / obtize
68,8% (22/32 respondentit), 3. pohyblivost s potizemi 59% (19/32 respondentti), 4. stiedné
zavazna uzkost / deprese 59% (19/32 respondentit).

Dominujicimi obtizemi u kohorty nemocnych s malignim lymfomem jsou: 1. stfedné
zavazna bolest / obtize 33,3% (8/24 respondentll), 2. pohyblivost s potizemi 29,2% (7/24
respondentl), 3. obvykla ¢innost s potizemi 25% (6/24 respondentt), 4. stfedn¢ zavazna
uzkost / deprese 20,8% (5/24 respondenttt).

Pokud je nam znamo, je nase studie spolu se studii Ceské myelomové spole¢nosti z roku
2002 hodnotici kvalitu zivota a toleranci udrzovaci 1é¢by u nemocnych s mnohocetnym
myelomem jednou z mala ceskych studii tykajici se kvality zivota u hematoonkologick-
ych nemocnych. Studie mapuje kvalitu zivota u nemocnych s mnoho¢etnym myelomem
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a malignim lymfomem po transplantaci krvetvornych bunék. Do budoucna bychom radi
navazali na tuto studii longitudinalni studii, zaméfenou na hodnoceni kvality Zivota ve
vztahu ke zdravi, ktera bude vice orientovana na charakteristiky pfislusnych onemocnéni,
zplsobl predtransplantacni ptipravy a typu transplantace.
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PLASMA LEVELS OF VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR
(VEGF), BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR (BFGF) AND SOLUBLE
ENDOGLIN (SCD105) IN PATIENTS WITH CHRONIC MYELOID LEUKEMIA:
IMPACT OF TREATMENT WITH IMATINIB MESYLATE.

L. Smolej !, J. Voglova !, C. Andrys 2
121d Department of Internal Medicine, Department of Clinical Hematology, Charles
University Hospital and Medical School, Hradec Kralové, Czech Republic
2 - Institute of Clinical Immunology and Allergology, Charles University Hospital and
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Introduction: Angiogenesis is nowadays considered an important factor in biology of
various hematological malignancies including chronic myeloid leukemia (CML). Several
studies have recently reported elevated levels of angiogenic activators such as vascular
endothelial growth factor (VEGF) and basic fibroblast growth factor (bFGF) in CML
patients. However, there have been only few data on the influence of imatinib mesylate
(IM) treatment on the levels of angiogenic cytokines in CML. Aims: To analyze peripheral
blood levels of angiogenic activators in patients with newly diagnosed CML and during
imatinib treatment. Methods: We measured plasma concentrations of VEGF, bFGF and
soluble endoglin (sCD105) using sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
in 16 patients with chronic-phase CML and 80 healthy blood donors; furthemore, repeated
samples during the therapy with (IM) were analyzed. Results: We found a statistically
significant increase in VEGF (mean +/- SD [standard deviation], 491.0 +/- 365.3 vs. 64.2
+/- 69.5 pg/ml, 95% CI [confidence interval] of mean, 296.4-685.7 vs. 51.0-77.5 pg/ml,
p<0.0001) and sCD105 (mean +/- SD, 7.0 +/- 1.95 vs. 4.57 +/- 1.51 ng/ml, 95% CI of
mean, 5.83-8.18 vs. 4.20-4.93 ng/ml, p<0.0001) but not bFGF (p=0.606) in comparison
to the control group. VEGF levels significantly decreased in 7 patients who achieved
hematological remission (6 complete remissions, 1 partial remission) during therapy with
IM (mean +/- SD, 679.6 +/- 431.5 vs. 132.7 +/- 63.3 pg/ml, 95% CI, 280.6-1078.6 vs. 74.1-
191.3 pg/ml, p=0.015). There was no significant change in bFGF or sCD105 (p= 0.938
and 0.125, respectively). Conclusions: We found significantly elevated VEGF and sCD105
levels in CML patients. In addition, successful treatment with IM resulted in significant
decrease of VEGF. These data lend further support to the importance of angiogenesis
in patophysiology of CML. Further studies incorporating larger number of patients are
needed to confirm our findings.

Supported by research project MZO 00179906 from Ministry of Health of Czech Republic
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KOMPLEXNI HODNOCENI ANGIOGENEZE U CHRONICKE
LYMFOCYTARNI LEUKEMIE: MIKROVASKULARNI DENZITA,
ANGIOGENNI CYTOKINY A CIRKULUJICi MIKROPARTIKULE.

L. Smolej !, C. Andrys 2, P. Kasparova 3, D. Vokurkova 2, D. Belada !, P. 74k !,
M. Hrudkové ', J. Krejsek 2, O. Siroky !, J. Maly !
[Linterni klinika, Oddéleni klinické hematologie, Lékarska fakulta UK a Fakultni
nemocnice Hradec Kralové
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Uvod: Angiogeneze (AG), tedy notvorba cév z existujici vaskulatury, hraje vyznamnou
roli v patogenezi a progresi zhoubnych nadord. V poslednich 10 letech doslo k mohutnému
rozvoji vyzkumu AG v oblasti hematologickych malignit. ZvySena AG byla prokazana
u akutnich i chronickych leukémii, lymfomii, mnohocetného myelomu, myelodysplastickych
i myeloproliferativnich onemocnéni. Charakteristickym rysem chronické lymfocytarni leu-
kémie (CLL) je vysoka riznorodost stran prognozy — tietina nemocnych nikdy nevyzaduje
1écbu a délka jejich preziti je prakticky shodna se zdravymi vrstevniky, naproti tomu néktefi
nemocni s agresivnim pribéhem choroby ziji méné nez 5 let. Dosavadni stagingové systémy
dle Raie a Bineta nejsou schopny identifikovat nemocné prezentujici se v ivodu nizkou nado-
rovou masou, ktefi maji pfesto velmi neptiznivou progndzu a chemorezistentni onemocnéni.
Proto se hledaji nové prognostické faktory, které¢ by napomohly k presné stratifikaci nemoc-
nych dle rizika a umoznily vice individualizovat intenzitu a typ 1écby. Recentni publikace
vyzdvihuji v tomto smyslu vyznam AG pro progresi CLL a citlivost na 1écbu. Cilem studie
bylo komplexni hodnoceni angiogeneze v periferni krvi i kostni dfeni u nemocnych s CLL.
Metodiky: AG jsme hodnotili tfemi odlisnymi metodami: 1) stanovenim koncentraci angio-
gennich cytokin (VEGF, bFGF, sCD105, endostatin) v periferni krvi, pomoci sendvi¢ové
ELISA; 2) hodnocenim neovaskularizace v kostni dfeni pomoci imunohistochemického
prukazu endotelialniho antigenu vWF a stanovenim tzv.mikrovaskularni denzity (MVD); 3)
analyzou fragmentii endotelialnich bunék, tzv. endotelidlnich mikropartikuli v plazmé CLL
pacientii pomoci vicebarevné pritokové cytometrie. Vysledky: U vSech cytokinii méfenych
ELISA v periferni krvi bylo nalezeno statisticky signifikantni zvySeni v porovnani s kontrol-
ni skupinou zdravych dobrovolnikti; nejvyssi rozdil byl zjistén v koncentracich zasaditého
ristového faktoru pro fibroblasty (bFGF). MVD byla statisticky signifikantné zvySena u CLL
v porovnani s kontrolnimi preparaty; zjistili jsme signifikantni zvySeni neovaskularizace ve
dieni CLL pacienti nezavisle na typu infiltrace. Pocet endotelialnich mikropartikuli stano-
venych pomoci znaku CD144 a kombinace znakii CD41/144 byl také signifikantné zvysen
u pacienttl s CLL. Zavér: Zjistili jsme zvySeni angiogennich cytokinti a endotelialnich mik-
ropartikuli v periferni krvi i zvySenou neovaskularizaci ve dfeni u nemocnych s CLL a tim
potvrdili vyznamnou Glohu angiogeneze v patogenezi CLL. Tento vyzkum je dilezity nejen
diagnosticky a prognosticky, ale do budoucna bude pfinosny i pro volbu typu 1écby, terapii,
nebot’ jiz nyni se v ramci klinickych studii pouzivaji preparéaty s antiangiogennim piisobenim,
napt. thalidomid a lenalidomid.

Podporeno grantem ¢. 8373-3 IGA MZ CR a grantem Ligy proti rakoviné Praha.
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VZNIK OXIDACNE MODIFIKOVANYCH BILKOVIN BEHEM AKTIVACE
KREVNICH DESTICEK

A. Sobotkova, J. Suttnar, J. E. Dyr
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha, CR

Interakce krevnich desti¢ek s endotelem cévni stény slouzi fadé fyziologickych (tvorba
trombu) ale i pathofyziologickych (atherotrombotické choroby) procesi. Aktivacni kaska-
da desticek je velmi piesné regulovana, zahrnuje interakci desti¢kovych receptort s endo-
telem, ,,rolovani* desti¢ek po povrchu endotelu, adhezi, agregaci a finalni tvorbu trombu .
Mezi dobfe znamé regulacni faktory patii oxid dusnaty (NO) spadajici do skupiny reak-
tivnich forem dusiku (RNS), prostacyklin (PGIL,) a reaktivni formy kysliku (ROS). ROS
a RNS mohou byt jak exogenniho tak endogenniho puvodu. Intracelularné vzniklé ROS se
zapojuji do signalizacnich mechanizmi. Tyto latky mohou zpUsobit oxidacni modifikaci
pritomnych destickovych bilkovin a tim vstupovat do mechanismt ovliviiujicich aktivaci.

Cilem této prace bylo zjistit, ktery z agonisti aktivace krevnich desti¢ek zptlisobuje
vznik oxida¢ni modifikace bilkovin. Desticky jsme aktivovali péti riznymi agonisty kola-
genem, trombinem, kyselinou arachidonovou, ADP a TRAPem (thrombin receptor activat-
ing peptide) jako kontrolu jsme pouzili neaktivované krevni desticky.

Promyté krevni desticky zdravych darci v Tyrodovém pufru za piitomnosti fibrino-
genu byly aktivovany, agregacni odezvu jsme méfili turbidimetrickou metodou. Sediment
aktivovanych destic¢ek i kontrol byl lyzovan dodecylsulfatem sodnym (SDS) a pro priukaz
karbonylovych skupin v bilkovinach byl ptidan dinitrofenyl hydrazin (DNPH). Destickové
bilkoviny byly rozdéleny jednorozmérnou elektroforézou v gradientovém polyakralami-
dovém gelu za pfitomnosti SDS (SDS-PAGE). Dinitrofenylhydrazinové produkty karbon-
ylovanych derivati bilkovin byly detegovany imunoblottingem. Zény karbonylovanych
bilkovin obarvené koloidni Coomassie Blue byly zpracovany pro analyzu metodou hmot-
nostni spektrometrie na principu MALDI-TOF 2 Naméfené vysledky jsme vyhodnotili
pomoci databaze Swiss-Prot (www.expasy.org/sprot).

Pfi aktivaci trombinem byly identifovany 3 zo6ny modifikovanych bilkovin. Jedna se
o talin, vinkulin a integrin alIb. Integrin allb je oxidovan i béhem aktivace kyselinou ara-
chidonovou. Cytoskeletarni bilkoviny vinkulin a talin se spolu s dal§imi (a-actinin, actin
atd.) podileji na aktivaci integrinu allbp3. Z vysledku je patrné, ze oxidace téchto cyto-
skeletarnich bilkovin je pravdépodobné nedilnou soucasti reorganizace cytoskeletonu a je
pravdépodobné vyznamna pro nasledné procesy aktivacni kaskady krevnich desticek.
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LABORATORNI DIAGNOSTIKA RELAPSU AKUTNi PROMYELOCYTARNI
LEUKEMIE V CNS: KAZUISTIKA.
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Uvod. Extramedularni (EM) relaps akutni promyelocytarni leukemie (AML M3) je
relativné vzacny. Pravdépodobné v souvislosti se zlepSenym piezivanim pacienti po zavedeni
terapie kombinaci all-frans retinové kyseliny (ATRA) a chemoterapie bylo v poslednim deseti-
leti publikovano vice pripadi izolovaného EM relapsu i EM postizeni spojeného s relapsem
v kostni dfeni (KD).V 6/2006 jsme prokézali relaps AML M3 v centralnim nervovém systému
(CNS) u 71-letého muze. Nemocny byl diagnostikovan v 5/2004 s 9,6 G/1 leukocytt (34,5
% atypickych promyelocytit), PML/RARa(bcr3), CD33+34+2+cyMPO+ HLA-DR- imu-
nofenotypem leukemickych bunék jako AML M3v. Byl lé¢en indukei dle protokolu AIDA,
modifikovanou vzhledem k véku a komorbiditim: ATRA 45 mg/m?/d + idarubicin 12 mg/m%d
D2, 4, 6. Kompletni hematologické i molekularni remise bylo dosazeno 41. den indukce (Real-
Time PCR). Pro kardialni selhavani a infekéni komplikace nebyla podana konsolidace. Byla
indikovana udrzovaci terapie kombinaci ATRA, methotrexatu a 6-merkaptopurinu. V 6/2006
byl pacient hospitalizovan pro alteraci celkového stavu a difuzni kognitivni deficit. Metody.
Mozkomisni mok byl vySetien standardnimi technikami, preparaty k morfologickému hod-
noceni byly pfipraveny sedimentaci bunék. Pritokovou cytometrii byly analyzovany 2 ml
¢irého likvoru, periferni krev (PK) a KD, panel monoklonalnich protilatek byl zvolen dle imu-
nofenotypu pii diagnoze (3-barevné znaceni: anti-CD13/14/45, 45/34/2, 8/4/3, 15/33/45). Pro
molekularné-biologické vysetieni byly leukemické bunky ze vzorku likvoru izolovany cen-
trifugaci a lyzovany v roztoku TriReagent. Izolovana RNA byla pomoci nahodnych hexamert
transkribovana do cDNA, ktera byla nasledné pouzita jako templat pro kvantitativni Real-Time
PCR k detekei transkriptu PML/RARo(ber3). Jako kontrolni gen byl pouzit ABL. KD byla
zpracovana obdobné, navic byla provedena kvantifikace PML/RARou(ber3). Vysledky. Morfo-
logické a imunofenotypizacni vySetieni KD i PK v dob& CNS relapsu neprokazalo pritomnost
leukemickych promyelocytl. V KD byl detekovan transkript PML/RARa(ber3). V likvoru
bylo nalezeno erytrocytt 40/3 pl, leukocytt 154/3 pl; 38 % leukocyti ¢inily atypické pro-
myelocyty, ojedinéle s Auerovymi ty¢emi. Pritokovou cytometrii bylo na populaci leukocytt
likvoru detekovano 9,4 % atypickych mononukleard, které vykazovaly >30% pozitivitu CD33,
15, 34, 2. Molekularné-geneticky byla potvrzena piitomnost PML/RARa(ber3). Zaver: Mor-
fologickymi, imunofenotypizacnimi a molekularné-biologickymi metodami se ndm podafilo
prokazat relaps AML M3v v mozkomi$nim moku. Soucasné byl v KD zachycen tento relaps
pouze Real-Time PCR. Kombinaci intrathékalni chemoterapie a radioterapie krania doslo k
vymizeni leukemické infiltrace z likvoru a uprave klinického stavu. Pacient mél 2/3 rizikovych
faktortt EM postizeni: >10 G/1, ber3 izoforma PML/RARa, AML M3v (de Botton et al). Relaps
navic mohl byt usnadnén 1écbou s nedostate¢nym primikem do CNS.
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HODNOCENI INTERNICH KONTROL KVALITY
V KOAGULACNI LABORATORI

P. Strakova, J. Zavielova, M. Méhesova, M. Matyskova, M. Penka
Oddeélenti klinické hematologie, FN Brno

K provadéni interni kontroly kvality (IKK) v hemokoagula¢ni laboratofi se pouziva ses-
tava kontrolnich materialii, které se analyzuji soucasné se vzorky pacienttl. Kontrolni vysetfeni
nestaci pouze provadét, ale je nutné je bezprostiedné vyhodnocovat. Zptsob hodnoceni IKK
véetné zodpoveédnosti pro konkrétni metodu v dané laboratofi musi byt popsan ve standartnim
operacnim postupu. V koagulacni laboratofi se provadi nejen kontroly piesnosti (v sérii, ¢ase),
ale i spravnosti, v pripadé pouzivani vice piistrojii po dané vysetieni i porovnatelnost piistroji.

V ramci kontroly spravnosti se vySetiuji vétS§inou dva nezavislé komeréni kontrolni ma-
terialy (normalnim a patologické) s piesné udanou hladinou testovaného parametru a uvedenim
povolenych odchylek. Vyhodnoceni kontrol spravnosti se provadi porovnanim naméfené hod-
noty s povolenym rozmezim.

Kontrola piesnosti je opakovana analyza (v sérii, v Case) stejného kontrolniho materialu,
ktery nemusi mit uréeny obsah analyzovaného parametru. Ciselny vyjadenim tsnosti shody
mezi vysledky opakovanych méfeni (pfesnosti) je smérodatnd odchylka (SD) od aritmetick-
¢ho priméru (x) nebo variacni koeficient (CV). K vyhodnoceni kontrol pfesnosti jsou potieba
specialni statistické programy. Pfi kontrole presnosti v ¢ase se bezprostiedné po analyze kon-
trolnich materidli statisticky vyhodnoti také tzv. kontrolni (x = 2SD) event. varovné rozmezi
( x £3 SD). Prakticky vyznam ma grafické znazornovani vysledka kontrol do Levey- Jennin-
sonovych grafi. Aplikace Westgardovych pravidel pii vyhodnocovani kontrol neni v koagulaci
bézna. Vysledky kontrol by se mély pohybovat v kontrolnim rozmezi, vyjimeéné v ramei va-
rovného rozmezi, prekroceni varovného rozmezi neni pripustné viibec. Namerené hladiny by
mély kolisat kolem aritmetického praméru, nemély by vykazovat stoupajici ani klesajici trend.
Pii hodnoceni kontrol piesnosti se fidime doporucenymi tdaji (CV) vyrobce koagulometrt
a diagnostickych seti. Laboratof si vSak miize stanovit vlastni, tieba i piisnéjsi kriteria (povo-
lené rozmezi, CV).

Porovnatelnost pfistroji se provadi vétSinou vysetfenim Cerstvé odebranych vzorkl, po
kalibracich vysetfenim komercnich materialii v ramei kontroly spravnosti a naslednym statis-
tickym vypoctem CV. Hodnoceni porovnatelnosti pfistroju se provadi dle doporucenych nebo
vlastnich kritérii.

Pokud vysledky kontrolnich méfeni (spravnosti, pfesnosti, porovnatelnosti) vychazi mimo
povolena rozmezi, je nutné hledat piicinu a celou sérii vySetieni zopakovat.

Na nasem pracovisti provadime, kromé bezprostiedniho vyhodnoceni vysledki kontrol po
analyze, také Ctvrtletni pfezkoumavani vysledkt kontrol vedenim, které umoziuje kvantitativni
i kvalitativni porovnani s pfedchozimi obdobimi, mezi jednotlivymi koagulometry.

V nasi préci prezentujeme priklady IKK véetné vyhodnoceni vysledkti kontrolnich méfeni.
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VLIV PRODUKTU OXIDACNIHO STRESU NA FUNKCNI
VLASTNOSTI FIBRINOGENU

J. Stikarova, M. Chytilova, A. Sobotkova, J. Suttnar
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha, CR

Oxidaéni stres je stav organismu, jehoz pfi¢inou je nerovnovaha mezi oxidacéné
a antioxidacn¢ puisobicimi latkami. Béhem né&j dochazi k nekontrolovatelnému vzniku
volnych radikali, které po prekroceni urcitého mnozstvi mohou ptispivat ke vzniku nebo
rozvoji riznych onemocnéni (rakovina, infarkt myokardu). Mezi nejsndze modifikovatel-
né plazmatické bilkoviny patii fibrinogen. Fibrinogen (Fbg) je glykoprotein o relativni
molekulové hmotnosti 343 000. Sklada se ze tfi neidentickych part fetézcti spojenych
disulfidovymi vazbami. Pusobenim trombinu dochazi k odstépeni fibrinopeptidi, tvorbé
fibrinmonomeru a nasledné polymerizaci az na fibrinovou sit’.

V této praci jsme studovali zmény Fbg zptusobené latkami vznikajicimi pii oxidacnim
stresu. Tyto modifikace mohou mit vliv na funkéni vlastnosti Fbg nutné pro tvorbu fibri-
nové sité a interakci s krevnimi desti¢kami.

Jako model oxidacniho stresu v organismu byly pouzity dva systémy. Chlornan sod-
ny simulujici ptisobeni chlornanovych aniont uvolnénych pii aktivaci bunék imunitniho
systému a metmyoglobin/H,O, pfedstavujici piisobeni peroxyproteinradikali na ostatni
bilkoviny. Metmyoglobin byl pfipraven ptsobenim hexakyanozelezitanu draselného na
myoglobin a nasledn¢ piecistén gelovou filtraci na koloné Sephadexu G-10.

Pomoci zakalovych kiivek byla sledovana kinetika vzniku fibrinové sité ptisobenim
trombinu na oxidovany a nativni fibrinogen. Zaroven byla pomoci HPLC sledovéna ki-
netika odstépovani fibrinopeptidii trombinem. Dale byla sledovana adheze izolovanych
krevnich desticek na oxidovany a nativni Fbg sorbovany na mikrotitracni desticce.
Oxidaé¢ni modifikace aminokyselin Fbg byly sledovany spektrofotometricky stanovenim
karbonylovych skupin derivatizovanych dinitrofenylhydrazinem (DNPH) pti 370 nm. Pro
sledovani modifikace jednotlivych fetézct Fbg byla vyuzita SDS-PAGE s naslednou imu-
nochemickou detekci.

Z méteni vyplyva, ze pouzité modifikacni systémy maji schopnost oxidovat Fbg a tim
ovlivnit jak jeho strukturu, tak jeho funkci. Ve Fbg oxidovaném zvolenymi systémy byl
detegovan nartst obsahu karbonylovych skupin oproti kontrolnimu Fbg. Po ptisobeni obou
modifikacnich systémut byl ve Fbg zjistén vznik tyrosylovych radikalti. Modifikace Fbg
obéma systémy vedla k poklesu po¢tu adherovanych desti¢ek. Uvedena data ukazuji na
moznost ovliviiovani tvorby fibrinové sit¢ a adheze desticek v misté tvorby reaktivnich
kyslikovych a dusikatych latek.
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VYUZITI IN VITRO EXPANDOVANYCH TUMOR INFILTRUJICICH
LYMFOCYTU U PACIENTU S METASTAZUJICIM MELANOMEM.

P.Vidlakova !, J.Smejkalova !, D.O¢adlikova !, L.Kovaiova !, L.Hanak >, R.Hajek !,
M.Penka !, A.Oltové *, 1.Kocak 5, V.Fait 3, J.Zaloudik 3,J.Michalek '3
! Laborator experimentdlni hematologie a bunécné imunoterapie, Oddélent klinické
hematologie, Fakultni nemocnice Brno
2 [. détska interni klinika, Fakultni nemocnice Brno
3 Univerzitni onkologické centrum , Masarykova univerzita Brno
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Cil: Cilem této pilotni studie je vyuziti protinadorového potencidlu expandovanych
Tumor infiltrujicich lymfocytd (TIL) u pacientii s metastatickym melanomem. Uginnost
adoptivniho ptevodu T lymfocyti pii 1é€bé nadorového onemocnéni byla prokazana u
laboratornich zvifat a v souc¢asné dob¢ také u pacientti s metastatickym melanomem.

Metodika: V nasi studii byla nejprve prospektivné validovana expanze lymfocytt periferni
krve péti zdravych darcti a poté Sesti pacientii s metastazujicim melanomem. Nejprve
byly lymfocyty zdravych darcii stimulovany in vitro nddorovym antigenem. Stimulované
aktivované klony T lymfocyti exprimuji celou fadu aktivacnich markeri, véetné interferonu
gama a lze je tudiz separovat pomoci imunomagnetickych interferon gama pozitivnich
kulicek. Takto separované aktivované T lymfocyty byly stimulovany vysokymi davkami
IL-2 (1000U/ml) 2-3x tydné a jednorazové phytohemaglutininem (10ug/ml) in vitro za
pritomnosti tzv. ,,feeder cells“. Na zakladé téchto Gspésnych experimentt bylo pfistoupeno
k expanzi TIL u 7 pacientl s metastazujicim melanomem pomoci stejného postupu (6x
lymfaticka uzlina, 1 x primarni loZisko kozniho melanomuy).

Vysledky: Uvodni pocet separovanych T bundk ¢inil 0,56£0,13 x 10° a po 4-tydenni
expanzi dosahl poctu 214,00x10°+ 103,46x10°. 'V piipadé Sesti nadorem infiltrovanych
uzlin pacientii s metastazujicim melanomem byla expanze TIL zahajovana s poctem bunék
2,9x10° - 15,8x10° a po 5-7 tydenni kultivaci doslo k nartistu na 27,0x10° 56,0x10°,
3,4x10°, 45x10°, 28x10°a 22x10° TIL bunék. Pti kultivaci TIL z primarniho loziska nadoru
doslo pouze k minimalnimu nartstu z 2,2x10° na 12,1x10° TIL po 8-tydenni kultivaci.

Ve vsech 7 ptipadech byl proveden endotoxinovy test a vySetieni sterility bezprostiedné pred
hlubokym zmrazenim ptipravku TIL. U tfech poslednich pacientii byla provedena dopliujici
vySetieni. Jednalo se o rozsifené mikrobiologické vySetfeni na pfitomnost Mycoplasma sp.,
HBYV, HCV, Parvoviru B19, HIV, mykobakterie. Pro sledovani pfipadnych cytogenetickych
zmén v prubéhu kultivace bylo provedeno cytogenetické vySetieni periferni krve pacientit
pred zacatkem kultivace a onkocytogenetické vysetieni expandovanych TIL

Zavér: Takto pripraveny pripravek expandovanych TIL lze snadno pfipravit in vitro a je
mozno jej vyuzit klinicky jako buné¢na imunoterapie metastazujiciho melanomu.
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MONITOROVANI HLADINY TRANSKRIPTU BCR-ABL
U PACIENTU S CML:
POROVNANI METOD KOMPETITIVNI RT-PCR
A REAL-TIME RT-PCR.

K.VI¢anova, V. Zmekova, J. Rulcova, J. Moravcova
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Uvod: Chronicka myeloidni leukemie (CML) je charakterizovana pritomnosti hybridniho
genu BCR-ABL, ktery vznika v dusledku translokace t(9;22)(q34;11). Gen BCR-ABL je
nejen molekularnim markerem CML, ale hraje dulezitou roli v patogenezi onemocnéni.
Monitorovéani hladiny transkriptu BCR-ABL slouzi ke sledovani uspés$nosti 1écby CML.
Na odd&leni molekularni genetiky UHKT v Praze monitorujeme pacienty od roku 1994
pomoci kompetitivni RT-PCR. Do soucasnosti bylo vySetfeno vice nez 4000 vzorkt. Od
loniského roku provadime u nékterych pacienti paralelni vySetieni pomoci kvantitativni
Real-Time RT-PCR a v prub¢hu nasledujiciho roku bychom chtéli plné pfejit na monitoro-
vani transkriptt BCR-ABL pomoci metody Real-Time.

Cil prdce: Porovnani metod Real-Time RT-PCR a kompetitivni RT-PCR pro zajisténi
navaznosti monitorovani hladiny transkriptt BCR-ABL.

Metodika: U obou metod se detekce provadi z leukocytt periferni krve pacienta. Kompeti-
tivni metoda (Leukemia 1998; 12:1303) vyuziva ptirozenych kompetitorti pfipravenych
z linii K562 a BV173. Kompetitory jsou pouzivané ve formé nepurifikované RNA stabi-
lizované v guanidium-thiokyanatovém lyzatu a jsou ptidavané k testovanému vzorku jesté
pred izolaci RNA. To zajist'uje kontrolu kvality i kvantity extrahované RNA a Gispésnosti
reverzni transkripce.

Metoda Real-Time RT-PCR (Leukemia 2003; 17:2318) vyuziva ke kvantifikaci zdznam
nartistu fluorescence po kazdém cyklu PCR. Mnozstvi fluorescence je pfimo umérné
mnozstvi vznikajiciho produktu. Pouzivame metodu podle protokolu Europe Against Can-
cer (EAC) s kontrolnim genem beta-2-mikroglobulinem (B2M) (Leukemia 2003; 17:2474),
ktery jsme vybrali z doporucovanych kontrolnich gend jako nejvhodnéjsi. Méfeni jsou
provadéna na piistroji Rotor Gene 3000.

Vysledky a Zavér: Vysetiili jsme 45 pacientti (3 az 10 vzorkt od kazdého). Vysledky zpra-
covanych vzorkt ukazaly, ze ¢iselné hodnoty ziskané pomoci obou metod se mohou lisit,
avsak kinetika hladiny genu BCR-ABL je u vétSiny pacientii zachovana. Pouze u 4 pacientii
byla zjisténa mirna nekorelace kinetik ziskanych obéma metodami. Citlivost dosahovana
kompetitivni metodou byla zhruba 10x vys$si nez metodou Real-Time RT-PCR. Naopak
metoda Real-Time RT-PCR byla méné pracna a za stejnou dobu umoznovala zpracovani
vétsiho mnozstvi vzorku.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MZ CR & 00023736.
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POROVNANI VYSLEDKU FUNKCNIHO TESTU REZISTENCE K
AKTIVOVANEMU PROTEINU C A MOLEKULARNE BIOLOGICKEHO
VYSETRENI KOAGULACNIHO
FAKTORU FV LEIDEN

Vrbacky F., Dytrychova V., Pazlarova J., Pecka M., Maly J.
11. interni klinika — OKH, Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Lékarské fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové

Nejrozsitenéjsim geneticky podminénym rizikovym faktorem zilni trombozy v bélosské
populaci je mutovany koagula¢ni faktor V, ktery je zodpoveédny za vice nez 90 % ptipada
rezistence k aktivovanému proteinu C (APC-R) [1]. Mutace zpiisobuje expresi funkéniho
koagula¢niho faktoru V, ktery nemuiize byt inaktivovan $tépenim aktivovanym proteinem C
(tzv. koagulacni faktor V Leiden) [1].

V nasi laboratofi jsme u vySetfenych pacientti provedli porovnani vysledkti molekularné
genetického vysetfeni koagula¢niho faktoru V Leiden a funk¢niho testu pro stanoveni
APC-R zalozeného na aktivaci koagula¢niho faktoru X hadim jedem. Nasim cilem bylo
stanoveni korelace mezi vysledky obou testli a stanoveni senzitivity a specifity nami
pouzivané funkéni metody.

Vysetieno bylo 73 pacientt, kteti byli rozdéleni na skupiny podle vysledkti molekularné
genetického vySetieni. Statistické vyhodnoceni ukazalo vyznamny rozdil (p < 0,01) mezi
hodnotami funkéniho testu zdravych jedincti (150,8 + 19,6 s) a heterozygott (83,8 £ 5,5 s).
Jedinci s obéma alelami mutovanymi nebyli do statistické analyzy zahrnuti pro nizky pocet
pripada.

Nase vysledky ukazuji na kli¢ovou roli Leidenské mutace koagulaéniho faktoru V v ro-
zvoji APC-R. Zaroven potvrzuji vysokou specifitu (100 %) i senzitivitu (100 %) nami
pouzivané funkéni metody kvantitativniho stanoveni APC-R pro detekei této mutace pii
pouziti rozhodovaci hodnoty pozitivity testu, kterd je vyrobcem stanovana na 120 s. Ani
pres tyto vysledky vSak neni mozné nahradit nakladné molekularné genetické vySetieni
koagulacniho faktoru V Leiden levngjsi funk¢ni metodou, nebot’ ptiblizné 10 % APC-R
neni touto mutaci zptisobeno [1].
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ZAVADENI PERSPEKTIVNI METODY
,, TROMBIN GENERACNI TEST“
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'0ddeéleni klinické hematologie, Fakultni nemocnice Brno, Pracovisté détské mediciny
2Centrum biostatistiky a analyz, Lékaiska a Prirodovédeckda fakulta MU v Brné

Uvod: Trombin je aktivni forma protrombinu, kterd ma enzymatické i neenzymatické
funkce. V koagulaci hraje klicovou roli, ve svych mnoha funkcich pisobi dle potieby jak
prokoagulacné, tak antikoagulacné. Proto je sledovani generace trombinu v ¢ase diky nové
metodice “Trombin generacni test - TGA” vynikajicim nastrojem k ziskani celkového
obrazu o hemostéaze.

Cil: Standardizacni komise (SSC) Mezinarodni spolecnosti pro trombézu a hemostazu
(ISTH) nedavno dospéla k nazoru, ze diky standardizovanym reagenciim je metoda TGA
spolehliva, reprodukovatelna a schopna porovnat data mezi vSemi uzivateli na svéte. Proto
ma OKH FN Brno eminentni zajem zavést tuto metodu na své pracovisté jako rutinni
vysetfeni, které by poskytovalo globalni obraz koagulability a tudiz by bylo jedinym
dostupnym funkénim testem pro trombozu a hemostazu.

Metodika: Princip metody je zalozen na méfeni fluorescence produktu
aminomethylkumadinu, ktery vznikd pifeménou fluorogenniho substratu plsobenim
trombinu. Fluorogenni signal neni umérny aktivité trombinu (zavisi na spousté faktori jako
je napf. barva plazmy, se snizujici se koncentraci substratu klesa rychlost jeho premény,
apod.), proto je nutné pii méfeni pouzivat trombinovy kalibrator, coz je modifikovany
trombin schopny pireménovat fluorogenni substrat. Tento modifikovany trombin se
neucastni koagulaéni kaskady a neni inhibovan plazmatickymi inhibitory.

Vysledky a zavér: Vystupem tohoto testu je trombogram, ktery popisuje koncentraci
trombinu v ¢ase ve srazejici se plazmé a je tedy obecnym funkénim testem tromboticko-
hemostatického systému (viz obrazek). TGA je schopny detekovat jak trombofilni, tak
krvacivou tendenci a muze byt vyuzit k méteni jakychkoliv genetickych nebo ziskanych
nemoci (napf. deficit antitrombinu), ke sledovani 1é¢by hemofilie (1é¢ba FVIIL, FIX nebo
rFVIla), sledovani lé¢by trombembolickych nemoci (1éba kumariny, hepariny), k ziskani
celkového obrazu trombotické tendence u pacientl se zvySenym rizikem trombdzy a/nebo
krvaceni.

Autofi ve svém sdéleni prezentuji svoje poznatky a zkusenosti s metodou TGA a dale
predkladaji vysledky a dalsi zajimavé nalezy pilotni studi
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Trombogram

LIR

Trombin (nM)

cas (min)

Sledované parametry trombogramu:

L ¢as iniciacni faze

1L vrchol piku (nejvétsi koncentrace trombinu)
111. plocha pod pikem (nM*min)

Iv. ¢as do vytvoreni nejveétsi koncentrace trombinu
Literatura:
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VYSETRENI ROZPUSTNEHO TRANSFERINOVEHO RECEPTORU NA
KOAGULACNIM AUTOMATU

J. Zavielova, M. Matyskova, A. Bulikova, M. Slechtové, M. Méhesova, M. Penka
OKH FN Brno

Metabolismus Zeleza je komplikovany proces, na kterém se podili i cela fada bil-
kovin. Stanoveni fady z nich méa vyznam pro klinickou praxi. Méfeni koncentraci roz-
pustného transferinového receptoru (sTfR) poskytuje hodnotnou informaci o situaci se
skladovanim Zzeleza. Transferinovy receptor (TfR) je transmembranovy glykoprotein
ktery zprosttedkovava vstup transferinu do buriky. TfR je pfitomen na povrchu mnoha
typtl bunék. Rozpustné transferinové receptory jsou uvolnéné formy ptivodem pievazné
z vyvijejicich se erytrocytu.

Zvyseni erytropoetické aktivity z diivodu deficience Zeleza zptisobuje urychleni syn-
tézy transferinovych receptort a tim zvyseni sérovych hladin sTfR. Naopak infekce nebo
zanétlivd onemocnéni nezpisobuji zaddné vyrazné zmény sTfR. VySetieni sTfR pomaha
v diferencialni diagnostice anémii predevsim k odliseni sideropenie.

Samotné vysetieni sTfR vSak neni dostacujici. STfR mize byt zvysen také u stavii
s vys$$i erytropoetickou aktivitou bez deficience zeleza — hemolytické anémie, myelodys-
plasticky syndrom, megaloblastové anémie, polycytémie, a thalasémie.

Sledovani sTfR béhem podavani erytropoetinu dava hodnotné informace pro prevenci
deficience zeleza zplsobené rychlou nebo zmensenou mobilizaci zasob Zeleza.

Snizené hladiny sTfR nachazime napf. u aplastické anémie a chronického renalniho
selhani.

Stanoveni sTfR je mozné provadét ruznymi metodami, pro klinickou praxi byly
vyvinuty metody ELISA a imunoturbidimetrie (IT).

Na nasem pracovisti provadime vySetieni rozpustného transferinového receptoru imu-
noturbidimetrickou metodou na koagulacnim automatu STA Compact. Test je zalozen na
optickém sledovani imunoreakce mezi sTfR pfitomnymi ve vzorku a protilatkami proti
sTfR pritomnymi na povrchu latexovych ¢astic. Mnozstvi vznikajiciho imunoprecipita-
tu je tmérné koncentraci sTfR ve vzorku. Koncentrace sTfR je automaticky odecitana
z kalibracni kiivky.

Prednosti imunoturbidimetrického vysSetieni oproti metodam ELISA je jednoduchost
provedeni, plnd automatizace testu a také cena vySetfeni. Metoda vSak vyzaduje vybaveni
pracovisté analyzatorem umoziujicim provedeni imunologickych testi pii vlnovych
délkach 540 — 690 nm.

Literatura:

1. Suiminen P, Punnonen K., Rajamaki A., Irjala K.: Evaluation of new
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DG — CHROM AT: NOVY SET PRO STANOVENI
ANTITROMBINU (ANTI-XA)

J. Zavtelova, P. Strakova, L.Vrabel, M. Matyskova, M. Penka
Oddgéleni klinické hematologie, FN Brno

Antitrombin (AT) je glykoprotein pfitomny v plazmé, ktery reguluje nékteré kroky
v procesu krevniho srdzeni. Zabrainuje tvorbé anomalnich trombotickych procesti inhibici
dalezitych koagulacnich enzymd, zahrnujicich trombin a faktor Xa (F Xa). AT udrzuje
hemostatickou rovnovahu. Pacienti s vrozenym deficitem AT maji zvySené riziko venozni
trombozy. Vysetieni funkéni aktivity AT patii mezi rutinni koagulacni vySetfeni.

Set DG — Chrom AT firmy Grifols obsahuje tii reagencie: F Xa, pufr pro rekonstituci
reagencie a chromogenni substrat specificky pro F Xa. Test je zalozen na chromogenni
reakci, kterd je nepfimo umeérnd piitomnosti AT v plazmé. Test probihd ve dvou krocich:

1) inkubace vzorku s nadbytkem F Xa v pfitomnosti heparinu za vzniku komplexu
heparin-AT- FXa a zbytkového F Xa, 2) méfeni zmén absorbance pii 405 nm v disledku
uvoliovani paranitroanilinu pii hydrolyze specifického chromogenniho substratu zbyt-
kovym F Xa.

Cilem prace bylo vytvofit adaptaci pro koagulacni automaty STA Compact a STA
R, ovérit rozsah linearity testu, otestovat stabilitu reagencii v provoznich podminkach
laboratote, reprodukovatelnost, opakovatelnost a spravnost stanoveni a porovnat vysled-
ky metodiky s jinou anti Xa metodikou (Coamatic LR Antitrombin firmy Chromogenix)
u série vzorki pacientt.

Vysledky: Byla vytvorena adaptace pro koagulac¢ni automaty STA Compact a STA R:
vzorky jsou inkubovany 120 s, reakce odecitana po dobu 120 s. 4 bodova kalibrace v ro-
zsahu 0 — 110 % pfi pouziti kalibracni plazmy STA Unicalibrator je linearni (r = 1.0, 0.99).
Stabilita reagencii je vyborna. Stabilita reagencii testovana: 1) za podminek skladovani re-
agencii v lednici pii teploté 2-8 °C po ukonceni série analyz, 2) za podminek nepretrzitého
ulozeni reagencii v zasuvce pro reagencie koagula¢niho automatu pfi teploté 15 — 19 °C.
Kontroly spravnosti normalni i patologické vychazi v povoleném rozsahu. Reproduko-
vatelnost vysledkd analyz je vyborna (varia¢ni koeficient pro normalni AT: CV = 3.57
%, pro patologicky AT: CV =4.45 %). Pfesnost metody je vyborna (pro normalni AT: CV
=3.76 a 5.66 %, pro patologicky AT: CV = 6.80 a 6.82 %). Porovnani obou metod bylo
provedeno pro soubory 58 vzorktl v rozsahu 25 — 114 % a 75 vzorkt v rozmezi 24 — 129
% s korelaénim koeficientem r = 0.99 a koeficientem spolehlivosti R* = 0.97.

Zaverem lze fici, ze adaptace setu DG — Chrom AT na koagulometry STA poskytuje
spravné, piesné a reprodukovatelné vysledky s vynikajici linearitou kalibracni kiivky.
Dlouha stabilita reagencii plné vyhovuje provozu koagulacni laboratofe. Korelace mezi
sety DG-Chrom AT a Coamatic LR Antitrombin je vyborna.

Literatura:
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JE SNADNA LABORATORNI DIAGNOSTIKA
SPECIFICKEHO INHIBITORU?

L. Zoubkova, J. Zavielova, M. Méhesova, A. Bulikova, M. Matyskova, M. Penka
Oddéleni klinické hematologie, FN Brno

Specifické inhibitory jsou imunoglobuliny, které reaguji s jednotlivymi koagula¢nim
faktory. DEli se na neutralizujici inhibitory (ovliviuji funkéni aktivitu) nejcastéji spojené
s krvacivymi projevy a na ne-neutralizujici antikoagulanty (neovliviiuji funkéni aktivitu)
Casto bez klinickych projevt. Rozlisujeme alloprotilatky, které mohou vznikat pii substitu¢ni
1é¢be u vrozenych krvacivych defekti faktort (napi.hemofilie A, B) a autoimunitni proti-
latky, které vznikaji u osob bez vrozené krvacivé choroby. Vyskyt autoprotilatek je Casto
v souvislosti s jinym autoimunitnim onemocnénim, lymfoproliferativnim onemocnénim,
solidnimi nadory, t€hotenstvim, polékovou reakci, ale také bez zjistitelné ptic¢iny. Nejcastéji
se setkavame s protilatkami proti faktoru VIII u pacienti s hemofilii , ale i u jedincti bez
vrozeného defektu. Vyskyt inhibitoru F IX u hemofilikll je méné Casty, autoprotilatky jsou
spiSe raritou. Vzacné se vyskytuji také inhibitory jinych faktort FV, VII, X, X1, XII a XIII.

Laboratorni diagnostika téchto stavli je pomérné obtiznd. V piipadé neutralizujiciho
inhibitoru zjistujeme prodlouzeni zakladnich koagulacnich testt aPTT a /nebo PT, které
neni korigovano piidavkem normalni plazmy. Vzhledem k casové zavislosti specifickych
inhibitorti je doporucovano provedeni specidlniho korekéniho testu ,.cirkulujici antiko-
agulans®. Jedna se o vySetfeni aPTT nebo PT testované plazmy, normalni plazmy a smési
testované a normalni plazmy pfed a po 2hodinové inkubaci pti 37 °C. Test cirkulujici an-
tikoagulans je orientacni vySetieni, kterym pouze prokazujeme pfitomnost ¢i neptitomnost
inhibitoru a jeho Casovou zavislost/nezavislost. K potvrzeni specifického inhibitoru je pak
nutné nejdiive prokazat deficit faktoru a nasledné provést kvantitativni stanoveni specifick-
¢ho inhibitoru namifeného proti konkrétnimu koagulacnimu faktoru. Ke kvantitativnimu
stanoveni inhibitoru se nejcastéji pouziva Bethesda metoda. Principem metody je stanoveni
zbytkové aktivity faktoru po 2hodinové inkubaci plazmy pacienta (v riznych fedénich) s nor-
malni plazmou pfti 37 °C. Aktivita inhibitoru se vyjadiuje v Bethesda jednotkach. 1 Bethesda
jednotka (B.U.) je aktivita inhibitoru, ktera béhem 2.hodinové inkubace inaktivuje 50 %
nabidnutého faktoru. Nakonec je vSak nutné vyloucit ovlivnéni testi jinymi koagulopatiemi,
zejména pritomnosti inhibitoru typu lupus antikoagulans (LA). V ptipadé pozitivity LA je
nutné vySetiovat hladinu faktort vnitiniho koagulaénich systému za pouziti aPTT reagencie
se snizenou citlivosti k LA a vySetfeni hladiny faktori v diluci (minimaln¢ do titru 1:80).

V na$i praci prezentujeme vysledky laboratorni diagnostiky vzacné se vyskytu-
jiciho specifického inhibitoru F XI u pacientky s autoimunitni hepatitidou a inhibitoru F
V u pacientky s lymfoproliferativnim onemocnénim.

Zaveérem lze fici ze diagnostika specifického inhibitoru patii k Casové i finanéné
v nékolika krocich: prukaz prodlouzeni testi aPTT a /nebo PT, prikaz pfitomnosti inhibi-
toru testem cirkulujici antikoagulans, prikaz defektu faktoru, kvantitativni stanoveni aktiv-
ity inhibitoru, vylouceni jinych koagulopatii zahrnujici vySetieni LA, v ptipad¢€ pozitivity
LA vysetfeni hladiny FF vnitiniho koagula¢niho systému, diluce faktord a kvantitativni
stanoveni aktivity inhibitoru za pouziti LA necitlivé aPTT reagencie.

Literatura:

1. Penka M., Bulikova A., Matyskova M., Zavrelova J.: Hematologie 1, 2001.
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