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CIRKULUJICi EXTRACELULARNI VEZIKULY A TROMBOTICKE
KOMPLIKACE BCR/ABL1 NEGATIVNICH MYELOPROLIFERATIVNICH
NEOPLAZIi V REALNEM ZIVOTE

Aswad M.H."?, Kissovad J."?, Ovesnd P’, Penka M."?
L Oddéleni klinické hematologie FN Brno, ? Lékaiska fakulta Masarykovy
University Brno, ? Institut Biostatistiky a analyz, Masarykovy University Brno

Uvod: Trombéza je ¢astou komplikaci BCR/ABL1 negativnich myeloproli-
ferativnich neoplazii (MPN), ktera vyznamné ovlivituje mortalitu pacientd. Je pfi-
¢inou umrti u témet 30 % pacientd s pravou polycytémii (PV) nebo esencialni
trombocytémii (ET), a ptiblizné u 14 % pacientl s primarni myelofibrézou (PMF).

Cirkulujici extracelularni vezikuly (EV) jsou bezjaderné vezikuly, odvozené
z bunék béhem bunécné aktivace nebo apoptodzy, které maji prokoagulaéni vlast-
nosti. Dle dostupnych studii jsou hladiny EV u pacientii s MPN zvysené pii srovnani
se zdravymi jedinci, lze tedy pfedpokladat prognosticky vyznam EV ve vztahu
k tromboze u téchto pacientd.

Cil: Tato prace hodnoti klinicky vyznam EV ve vztahu k trombotickym kom-
plikacim u pacienti s MPN.

Pacienti a metody: V souboru 206 pacientti s MPN byla méfena prokoagu-
la¢ni aktivita EV funkénim testem Zymuphen ve 429 vzorcich a pocet trombocy-
tarnich EV byl méten pritokovou cytometrii v 558 vzorcich. Jako kontrolni skupina
byla pouzita skupina 20 zdravych jedinct.

Vysledky: Béhem priumérné doby sledovani 5 let (2-9 let) bylo zaznamenano
celkem 121 trombotickych piihod u 72 pacientt. Ve vztahu k MPN (tj. béhem/po
diagnoze) se jednalo o 68 trombotickych pfihod u 45 pacientil s incidenci 5.45 %
pacient-rokl. Pacienti s MPN méli vyznamné vyssi hladiny prokoagulaéni aktivity
a trombocytarnich EV nez kontrolni skupina (P < 0.001, P = 0.005). Hladiny trom-
bocytarnich EV byly vyznamné zvysené v pfitomnosti mutace JAK2V617F ve srov-
nani s pacienty bez této mutace (P = 0.022).

Pacienti s trombotickou komplikaci pied diagn6zou MPN, méli vyssi patolo-
gické hodnoty prokoagulacni aktivity EV nez pacienti bez tromboézy (P = 0.017).
Hladiny trombocytarnich EV byly vyznamné nizsi u pacientti s tepennymi trombo-
tickymi ptihodami béhem sledovani ve srovnani s pacienty bez téchto ptihod (P =
0.021). Hladiny prokoagulacni aktivity EV byly vyznamné nizsi u pacientii s zilni
trombdzou béhem sledovani ve srovnani s ostatnimi pacienty (P = 0.015).

Pacienti na cytoreduk¢ni 16¢bé méli vyznamné nizsi hladiny trombocytarnich
EV (P=0.018). Monoterapie anagrelidem byla spojena s nizsi hladinou prokoagu-
la¢ni aktivity EV stejné€ jako trombocytarnich EV pfi srovnani s pacienty bez této
l1écby (oba P=0.011).
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Zavér: Zvysena hladina EV v souboru pacientd s BCR/ABL1 negativnimi
MPN odpovida protrombotickému stavu téchto pacientl a svéd¢i pro vyznamnou
roli EV v patogenezi trombotickych komplikaci. Lé¢ba MPN velmi pravdépodobné
redukuje uvolnéni EV a jejich prokoagulacni aktivitu.

Podpoien MZ CR — RVO (FNBr, 65269705)
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EMICIZUMAB, LECBA HEMOFILIE A — VYZVA PRO LABORATORNI
DIAGNOSTIKU

Braddcova P!, Ullrychovda J.!, Prochdzkova D.?
'Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, Oddélent klinické hematologie
’Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, Oddéleni détské hematologie

Uvod: U vrozené hemofile A je snizena tvorba FVIIL. Projevuje se zvysenym
sklonem ke krvaceni s tizi dle aktivity FVIIIL. U tézké hemofilie (FVIII < 1 %) do-
chazi ke spontannimu krvaceni do kloubi. Lécba spociva v celozivotnim nitrozilnim
podavani koncentratu FVIIIL. Novy 1€k emicizumab je humanizovana bispecificka
monoklonalni protilatka, kterd propojuje FIXa a FX, ¢imZ ptemosti chybé&jici FVI-
ITa. Pfi pralomovém krvaceni nebo opera¢nim vykonu emicizumab nedostacuje a je
nutné podat derivat FVIIL. Monitoring hladiny emicizumabem se provadi modifi-
kovanou koagula¢ni metodou, v pfipad¢ podani derivatu FVIII se aktivita FVIII
monitoruje chromogennim stanovenim s bovinni komponentou.

Cil: Pii monitoringu pacienta s emicizumabem je tieba myslet na to, ze APTT
je falesné zkracené a FVIII falesné vysoky, oba testy neodpovidaji skutecnému
stavu hemostazy pacienta.

Metody: U tézkého hemofilika s emicizumabem byly provedeny metody na
stanoveni emicizumabu, APTT a chromogenni stanoveni FVIII v porovnani se sta-
novenim FVIII koagula¢ni metodou.

Vysledky: Kazuistika — 11 lety chlapec, narozen jako dvojce B, tézky hemo-
filik a kvadruplegik s mentalni retardaci. V 11 mésicich véku byla zjiSténa tézka
hemofilie A, FVIII 0,3 %. Od 4 let pravidelna profylaxe 2-3x tydné derivatem
FVIIL. V 5 letech nastalo prvni kloubni krvaceni a krvaceni do GIT. V 10 letech
chlapec odmita aplikaci FVIII do portu, proto od 2/2022 zahajena lécba emicizu-
mabem.

Zavér: Pro pacienty (i jejich rodiny) s tézkou hemofilii A pfinasi 1écba emici-
zumabem zvySeni kvality jejich Zivota. Monitoring 1écby neni Gplné snadny, je
tieba spravny vybér laboratornich testil a jejich interpretace.

-10-
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NASE ZKUSENOSTI S MONITOROVANiIM ADAMTS13
U PACIENTU SE ZiISKANOU TROMBOTICKOU
TROMBOCYTOPENICKOU PURPUROU

Buffa D., Ko¥istek Z."*, Demel L., Kovdiova P’ Pulcer M.%>*, Gumulec J."*
!Klinika hematoonkologie FN Ostrava
’Krevni centrum FN Ostrava
30ddéleni klinické hematologie Ustavu laboratorni mediciny FN Ostrava
‘Lékarska fakulta Ostravské univerzity

Uvod: Tromboticka trombocytopenicka purpura (TTP) je vzacna Zivot ohro-
zujici trombotickd mikroangiopatie (TMA). V patogenezi onemocnéni se uplatiiuje
ziskany nebo vrozeny nedostatek metaloprotedazy ADAMTS13. ADAMTSI3 hraje
kli¢ovou roli pfi Stépeni velkych multimerti von Willebrandova faktoru (ULM vWF)
uvolnovanych endotelovymi bunikami do cirkulace. Pti nedostatku ADAMTS13
nedochazi ke stépeni vWF, v plazmé cirkuluji obrovské multimery vWF, na které
se v mikrocirkulaci navazuji desti¢cky. Timto mechanismem dochazi k uzavirani
mikrocirkulace s rozvojem mikroangiopatické hemolytické anemie, konsumpéni
trombocytopenii a ischemii tkani. Po zavedeni kaplacizumabu do 1écby ziskané
TTP (aTTP) se vyznamné méni piistup k monitorovani odpovédi na 1écbu kombi-
naci vymeénné plazmaferézy s imunosupresivy a kaplacizamabem. Zasadni roli hraje
monitorovani dynamiky ADAMTS13.!:2

Cil: Cilem sdé¢leni je prezentace zkusenosti s monitorovanim ADAMTSI13
u pacientt s aTTP.

Metodika: V obdobi od roku 2016 do roku 2022 bylo na KHO FNO 1é¢eno
celkem 7 pacientti s nové diagnostikovanou aTTP (6 Zen, | muz). VSichni pacienti
byli béhem akutni ataky aTTP 1é¢eni kombinaci vyménné plazmaferézy s kortiko-
steroidy a/nebo rituximabem, jedna pacientka navic kaplacizumabem. V ptipadé
ADAMTSI3 relapsu byla podavana monoterapie kortikosteroidy. V ramci labora-
torniho monitorovani jsme sledovali krevni obraz v¢etné poctu schistocyti, koagu-
la¢ni testy, laktatdehydrogenazu, bilirubin, haptoglobin, hemopexin, ADAMTS13
(aktivita, ve vybranych situacich antigen) a titr protilatek anti-ADAMTS13.

Vysledky: Po inicialni 1é¢be dosahli vSichni pacienti klinické remise. Kom-
pletni ADAMTSI13 odpovédi dosahli v intervalu od 26 do 174 dnti od zahajeni
1é¢by (primérné za 66 dnll). Dosazeni parcialni ADAMTS13 remise je hodnoti-
telné jen u dvou pacientl (21. a 22. den od zahdjeni 1é¢by). U jedné pacientky
doslo po 4 letech ke klinickému relapsu, kterému piedchazel postupny pokles ak-
tivity ADAMTS13. Po dal§im roce stejna pacientka vyvinula bez jasného provo-
ka¢niho momentu ADAMTS13 relaps ustupujici po 1é¢bé kortikosteroidy (viz graf
¢islo 1).

-11 -
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Pacient 1: aktivita ADAMTS13
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Graf cislo 1

Pacient 6: aktivita ADAMTS13

Graf cislo 2

Jina pacientka vyvinula ADAMTSI13 relaps bez jasného provokaéniho mo-
mentu po dvou letech od prvni ataky aTTP (viz graf ¢islo 2). V zadném z téchto
dvou pfipadil se neobjevily ani klinické ani laboratorni projevy TMA.

Zavér: Pii sledovani pacientl s aTTP se neobejdeme bez pravidelného moni-
torovani aktivity ADAMTS13. Asymptomaticky ADAMTSI13 relaps, tzn. pokles
aktivity pod 20 % mutze predikovat hrozici klinicky relaps. Na zvazeni je v téchto
pripadech preemptivni imunosupresivni 1écba.

Literatura:

1. Zheng XL, Vesely SK, Cataland SR, Coppo P, Geldziler B, lorio A et al. ISTH Guidelines
for Treatment of Thrombotic Thrombocytopenic Purpura. Journal of Thrombosis and
Haemostasis; n/a(n/a). doi: 10.1111/jth.15010

2. Cuker A, Cataland SR, Coppo P, de la Rubia J, Friedman KD, George JN et al. Redefining
outcomes in immune TTP: an international working group consensus report. Blood 2021;
137(14): 1855-1861. e-pub ahead of print 2021/02/03; doi: 10.1182/blood.2020009150
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HITY LETOSNIHO JARA A PREDJARI

Bulikovi A."2, Kamelander J.", Smejkal P, Zavielovd J."%, Rihovd L.",
Kissova J ?, Romanova G.', Penka M."?
10ddélent klinické hematologie, Fakultni nemocnice Brno
’Interni hematologickd a onkologickd klinika, Lékarska fakulta
Masarykovy University v Brné
3Katedra laboratornich metod, Lékarska fakulta Masarykovy University
v Brné

Uvod: Heparinem indukovana trombocytopenie (HIT) je vzicnou komplikaci
1é¢by heparinem, at’ jiz v jeho nefrakcionované formé (UFH), tak vzacnéji u nizko-
molekularnich heparini (LMWH). Vzhledem k tomu, ze UFH se ve FN Brno
pouziva velmi vzacné, setkavali jsme se s touto diagnézou malo Casto, pfiblizné
jednou ro¢né. V pribéhu pandemie Covid-19 se zdalo, ze je popisovanych pfipada
vice, nicmén¢ meta-analyza ukazala, Ze jde spiSe o Castéjsi pouzivani antitrombo-
tické profylaxe hepariny nezli o skute¢nou vyssi incidenci téchto piipada (1). Taktéz
problematika s adenovirovymi vakcinami asociované trombocytopenie (VIT) zvy-
sila vzhledem k podobné patofyziologii a diagnostice zajem hemostazeologti o tento
typ trombocytopenie ¢asto asociované s trombdzou.

Metodika: Od unora do kvétna 2022 jsme diagnostikovali u Sesti nemocnych
heparinem indukovanou trombocytopenii, resp. u dvou z nich byla pii negativité
funkénich testll diagndza stanovena jako vysoce suspektni vzhledem k rychlé res-
tituci poétu trombocyti pii zméné 1é¢by z LMWH na pentasacharid. Slo o 5 muzi
a 1 zenu ve veéku 75 az 40 let. VSichni nemocni méli pozitivni screeningovy test
(Stick expert HIT, Stago), pozitivni protilatky proti PF4-heparinu ELISA (Zymutest
HIA IgG, IgA, IgM, Hyphen BioMed), 4 pacienti m¢li pozitivni test agregace trom-
bocyti (jeden z pacientt s pozitivitou jen v nizké koncentraci heparinu byl ovéten
SRA provedenou na UHKT), funkéni test prittokovou cytometrii (HITAlert kit, IQ
Products) byl pozitivni u poloviny nemocnych (jednou negativni u pacienta s pozi-
tivni SRA). T4 skore bylo u fady téchto nemocnych problematické, coz v nekterych
ptipadech zapficinilo odlozeny termin findlni diagnozy.

Vysledky: U péti z popisovanych ptipadu vedlo prevedeni lécby z LMWH na
pentasacharid k promptnimu nardstu poctu trombocytd do 48 hodin. U jednoho
znemocnych, ktery mél vSechna laboratorni stanoveni jasné€ pozitivni, byla situace
zieteln€ komplikovangjsi, a ptes 1écbu IVIG, pfevedeni na argatroban a dalsi komp-
likace, se normalniho poctu trombocytil podafilo docilit az ne¢kolik tydnt po dia-
gnoze. U vétsiny téchto pacienti se jina etologie trombocytopenie nezli HIT zdala
pravdépodobnéjsi, nebot tito nemocni byli ¢asto hospitalizovani z jinych pficin nez
trombocytopenie ¢i nova tromboticka komplikace spojena s trombocytopenii. Jasna
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asociace s adenovirovou vakcinaci proti Covid-19 nebyla u zadného z nasich ne-
mocnych prokézana.

Zavér: T4 skore je dlouho uznavanym parametrem k urceni nemocnych se su-
spektni diagn6zou HIT. Nicméné dle nasich novych zkusSenosti se zda, ze u jedincti
s jinak nevysvétlitelnou trombocytopenii by méla byt tato diagndza zvazovana, byt
neni diagnostické skore jednoznacné€ naplnéno. Roli miize hrat nejen mozna vakcinace
proti Covid-19 u adenovirovych typt vakciny, ale i tzv. autoimunitni heparin-indu-
kovana trombocytopenie (2), ktera mtize provazet jiné autoimunitni ¢i imunodefi-
cientni stavy. Priikaz HIT nevedl v nékterych piipadech k ovlivnéni osudu nemocného
(dva nemocni zemfeli z divodi zakladniho onemocnéni), ale zména poctu trom-
bocytl po zdméné preparatu vedla k umoznéni nalezité 1écby pentasacharidem.

Literatura:
1. Uaprasert N, et al. Heparin-induced thrombocytopenia in patients with COVID-19: a sys-
tematin review and meta-analysis. Blood Adv 2021; 5: 4521-34
2. Greinnacher A, et al. Autoimmune heparin-induced thrombocytopenia. J Thromb Haemost
2017; 15 (11): 2099. Epub 2017 Sep 28

Podpoieno MZ-CR RVO (FNBr, 65269705).
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MYELOPROLIFERATIVNi CHOROBY Z POHLEDU KLINICKEHO,
CYTOLOGICKEHO A HISTOLOGICKEHO

Bélohlavkova P, Fatorova 1., Kamardadova K.?
T1V. interni hematologicka klinika, FN Hradec Krdlové
’Fingerlandiv ustav patologie, FN Hradec Kralové

Myeloproliferativni choroby (MPN) tvoii velkou skupinu chorob, které vzni-
kaji na Grovni kmenové hematopoetické buiky bez jasné vyvolavajici pficiny. Ve
dfeni je zachovano vyzravani elementd a dochazi k nadmérné produkci krevnich
elementt (jedné ¢i vice fad). Dal$im spolecnym rysem u chorob bez pfitomnosti
Philadelphského chromozomu je pfitomnost molekularnich znakti JAK2V617 nebo
CALRET mutace. MiZze dochazet dominantné k nadmérné proliferaci ¢ervenych
krvinek (polycytemia vera, PV) nebo desti¢ek (esencialni trombocytemie, ET).
U nékterych pacienti se ve dieni zvySené tvofi vazivo a vyplavuji se rovnéZz nezralé
bilé elementy (primarni myelofibréza, PMF). Podezfeni na tato onemocnéni byvaji
na zakladé anamnézy, klinického stavu (Casto zvétSena slezina) a na zakladé abnor-
malit v krevnim obraze. K urceni pfesné diagnozy je nutné provedeni trepanobiopsie
se ziskanim histologie a ur¢enim pfesného podtypu choroby. Cytogenetické a mo-
lekularné genetické vySetieni piinasi dalsi informace o biologické povaze MPN.

Chronicka myeloidni leukemie (CML) patii do této skupiny chorob, avsak vy-
znamné se 1isi svoji etiopatogenezou vzniku. Ve vétsin€ pripadl pacienti s CML
maji typicky krevni obraz s leukocytézou a posunem doleva v diferencialnim roz-
poctu. Pro potvrzeni diagnézy CML je nutné provedeni cytogenetického vySetieni
dfen¢ s prikazem Philadelphského chromozomu (transloskace 9. a 22. chromo-
zomu). Dale je u nemocnych pfitomen molekularni marker BCR/ABL.

Do této skupiny chorob patii i velmi vzacna jednotka myeloidni eozinofilni
neoplazie s pozitivitou fuzniho genu FIP1L1-PDGFR alfa. Pro onemocnéni je ty-
picka velmi vyznamna eozinofilie a je nutno vyloucit v§echny sekundarni pfic¢iny
eozinofilie ¢i jiny typ hematologického onemocnéni. V nasem sdéleni pfedstavime
formou kazuistik vsechny vyse uvedené podtypy MPN s klinickymi, cytologickymi
a histologickymi nalezy pacientd.

Podporeno programem MZ CR — RVO (FNHK, 00179906).
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PRUKAZ HEPARINEM INDUKOVANE
TROMBOCYTOPENIE/KAZUISTIKA PACIENT S COVID-19

Husdkovd M., Malikovd I., Ridek M., Kvasnicka J.
ULBLD Centrdlni hematologicka laborator a Trombotické centrum VEFN, Praha

Uvod: Heparinem indukovana trombocytopenie (HIT) miize byt zdvaznou
komplikaci u Covid-19 pozitivnich pacientti Ié¢enych nefrakcionovanym heparinem
(UFH) ¢i nizkomolekularnimi hepariny (LMWH). HIT je zprostfedkovana auto-
imunnim mechanismem, kdy se na povrchu desticky tvoti komplexy heparin/PF4,
které u nékterych jedinct indukuji tvorbu specifickych protilatek (HIT-Ig). Pacienti
s HIT jsou nasledn¢ ohrozeni vznikem trombocytopenie, Zilni a/nebo tepenné trom-
bdzy, popt. poruchou mikrocirkulace. VSechny tyto aspekty mohou vést ke stavim
ohrozujicim zivot pacienta.

Cil prace: seznameni s laboratorni problematikou vysetieni HIT a porovnani
laboratornich vySetieni, kazuistika pacienta s COVID-19, ktery byl pifeveden na
lécbu Arixtrou

Metodika HIT:

1. detekce na pritomnost protilatek HIT navazanych na komplex PF4/heparin — test
PaGIA (particle gel immunoassay), DiaMed

2. detekce na pfitomnost protilatek HIT — HIT-Ab (PF4-H), Instrumentation Labo-
ratory

3. detekce na heparinu zavislé aktivace krevnich desti¢ek pacientovym sérem (ob-
sahujicim HIT protilatky) — funkéni test HITAlert, IQProducts.

Kazuistika: muz, 54 let, | mésic hospitalizace pii onemocnéni COVID-19,
tfi tydny napojen na ECMO, podavani nefrakcionovaného heparinu (UFH), pode-
zieni na rozvoj HIT — pokles destic¢ek o vice nez 50 % vstupni hodnoty, as poklesu
10. den, Cerstva tromboza potvrzena CT, ostatni mozna pfi¢ina trombocytopenie
vyloucena — 4T score > 6, 11. den rozvinuti HIT, prukaz pomoci ID-Anti Heparin
PF4 a HIT-Ab (PF4-H), potvrzeni pozitivity pratokovou cytometrii HITAlert.
Zména lécby z UFH na Fondaparinux (Arixtra — hodnoty aXa 0,55-0,77 1U/ml),
narust poctu desticek, zlepSeni stavu.

Zavér: Diagnostika HIT se stale opira predevsim o klinické tidaje a pii pode-
zieni na HIT je nutné okamzité ukoncit terapii hepariny. Diagnézu HIT je nutné
potvrdit anebo vyloucit laboratornim testovanim pii pouziti obou typu testd, jak
imunologického, tak funk¢niho.

Studie byla podporena RVO-VFN64165/2021
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HYPERHOMOCYSTEINEMIE JAKO MOZNA PRiICINA TROMBOZY

JeSina P, KoZich V.
Metabolické centrum Klinika pediatrie a dédicnych poruch metabolizmu
Vseobecna fakultni nemocnice v Praze

Homocystein je meziproduktem pfi intracelularnich pfeménach sirnych ami-
nokyselin a je povazovan za univerzalni marker metabolismu sirnych latek. Vznika
v methioninovém cyklu pfeménou methioninu a v dal$im kroku je bud’ metabo-
lizovan v irreverzibilni transsulfuracni draze na cystein a taurin, nebo je zpétné re-
cyklovan na methionin v remethylaéni draze. V Ceské republice se kazdoro¢ng
provede 65 000-74 000 vysetieni celkového homocysteinu a ptiblizné 1 % vysledka
ma vyrazné abnormalni hodnoty. Tyto abnormality mohou byt zplisobené nerozpo-
znanymi deficity vitamint skupiny B, zdvaznymi genetickymi nemocemi a dal§imi
pri¢inami.

Homocystinurie jsou zavazna lidskd onemocnéni charakterizovana vyrazné
zvysenou koncentraci homocysteinu v plasmé (celkovy homocystein je typicky
vys$$i nez 50-100 umol/L) a fadou dalsich specifickych biochemickych odchylek.
Nejbéznéjsi typ homocystinurie je zplsobeny deficitem cystathionin beta-syntazy
a jeho klinické projevy zahrnuji u adultnich forem zejména trombozu, u tézsich dét-
skych forem téz mentalni retardaci a rizné typy postiZzeni pojivové tkan¢ (luxace
cocek, marfanoidni habitus a osteopor6zu). Druhy typ homocystinurii (cca 20 rtiz-
nych nemoci) je zptisoben neschopnosti bunék remethylovat homocystein zpét na
methionin a projevuje se rovné€z vznikem thromboz a dale pfiznaky podobnymi téz-
kému deficitu vitaminu B12 s postizenim CNS a hematopoézy. Nejbéznéjsi je de-
ficit methylentetrahydrofolatreduktazy. Pacienti s t€émito poruchami vSak vyzaduji
zcela odlisny a individualizovany zpisob 1éCby, nez se pouziva u deficitu vitaminu
B,, a zavisi na typu genetické pficiny.

Nase pracovisté se opakované setkalo s pacienty trpicimi nékterou z homo-
cystinurii, ktefi byli dlouhodobé sledovani na jinych pracovistich a u nichz byla
spravna diagnoza stanovena s n¢kolikaletym zpozdénim a jimz nebyla podavana
cilena lécba.

V piipadé nalezu hyperhomocysteinémie je vzdy nutné vysetfeni hladin vita-
mint (B12 a folath), abychom oddélili nutri¢ni deficit od geneticky podminéného
onemocnéni. Nasazenim vitaminli zejména ve vysokych davkach bez stanoveni
spravné etiologie muze vést k chybné diagnoze, a tim poskozeni pacienta pii ne-
spravné 1écbe specifickymi 1écivy.
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POROVNANIi UCINNOSTI ENTEROSOLVENTNIi VERSUS
NON-ENTEROSOLVENTNi FORMY KYSELINY ACETYLSALICYLOVE
NA INHIBICI FUNKCE KREVNiCH DESTICEK

Kessler P, Prokopova J., Satrapova P, Vignerova J., Harudova M., Poul H.
Oddeéleni hematologie a transfuziologie Nemocnice Pelhiimov

Vychodisko: Acetylsalicylova kyselina (ASA) je pouzivana jako protidestic-
kovy 1€k s cilem snizit vyskyt arterialnich trombotickych ptihod. U pacientt s ne-
dostate¢nou inhibici agregace trombocytl je vyssi riziko tepennych ptihod nez
u pacientl s dostatecnou inhibici agregace trombocyti. Vysledky nékterych studii
naznacuji, ze v dasledku odlisné farmakokinetiky muze byt u n¢kterych pacientd
ucinek enterosolventni formy ASA snizeny oproti non-enterosolventni forme. Zla-
tym standardem v testovani odpovédi na ASA je opticka agregometrie s pouzitim
arachidonové kyseliny jako induktoru, dale je pouzivano POCT vySetieni na ana-
lyzatoru PFA-100/PFA200, moznou alternativou je vysetieni exprese aktivacnich
antigenll na trombocytech cytoflowmetricky.

Cile studie: Porovnat protidestickovy efekt ASA v enterosolventni formé (Sta-
cyl) s protidestickovym efektem ASA v non-enterosolventni formé (Godasal) pii
pouziti 3 metod — opticka agregometrie s pouzitim arachidonové kyseliny, vySetieni
na PFA-200 s pouziti cartridge COL/EPI a vySetienim exprese P-selektinu na trom-
bocytech métené cytoflowmetricky v plné krvi.

Soubor pacientii: 30 pacientl [éCenych nejméné tyden 100 mg Stacylu a 30
pacientl 1écenych nejméné tyden 100 mg Godasalu.

Metodika: Pacientim byla odebrana zilni krev dopoledne, nalacno. Interval
mezi pozitim posledni ddvky ASA a odbérem krve byl 20-28 hodin. Zilni krev byla
odebrana do 2 zkumavek s citratem a do 1 zkumavky s EDTA. Z odebrané krve
vyla vysetfena opticka agregometrie s pouzitim arachidonové kyseliny (AA) (ko-
necna koncentrace 0,5 mg/ml), PFA-200 s pouzitim cartridge COL/epi a cytoflow-
metrie se stanovenim exprese P-selektinu na trombocytech a krevni obraz

Statisticka analyza: K statistickému vyhodnoceni rozdilt priméru kvantita-
tivnich proménnych byl pouZit nasledujici algoritmus: Shapiro-Wilkav test byl po-
uzit ke zjisténi normality rozlozeni, v ptipadé, ze se nepodafilo prokazat
nenormalnost rozlozeni ani v jedné skupiné, byl pouzit Brown-Forsytheuv test k vy-
hodnoceni rozdilt rozptylti mezi skupinami. V piipadé, Ze se nepodafilo prokazat
rozdil rozptylli mezi skupinami, byl k vyhodnoceni rozdil priméri pouzit klasicky
T-test. V ptipadé pritkazu nenormalniho rozlozeni aspon jednoho souboru promén-
nych byl k vyhodnoceni rozdilu priméri pouzit Mann-Whitneytv test. K vyhod-
noceni rozdilt kvalitativnich proménnych a kvantitativnich proménnych s pouzitim
cut-off byl pouzit Chi kvadrat test.

-18-



XXVIII. C-S konference o trombcze a hemostdze/XX. C-S konference laboratorni hematologie

Vysledky: Mezi obéma skupinami nebyly zjistény rozdily v maximalni am-
plitudé& pfi vySetieni agregace s kyselinou arachidonovou ani v expresi P-selektinu
—viz tabulka ¢. 1.

K vyhodnoceni rezistence ke kyselin€ acetylsalicylové v testu PFA COL/EPI
byly pouzity 3 cut-off hodnoty; pfi pouziti zadné z nich nebyly zjiStény statistické
rozdily mezi soubory — viz tabulka ¢. 2.

Tab. €. 1: Maximalni amplituda pfi vySetfeni agregace s kyselinou arachidonovou
a exprese P-selektinu.

Godasal Stacyl P
Maximalni amplituda 12,77+4,44 13,30+4,74 0,6546
Exprese P-selektinu 9,12+4,89 10,72+9,89 0,9941

Tab. ¢. 2: Zastoupeni pacientdl rezistentnich na acetylsalicylovou v testu PFA
COL/EPL

Cut-off Godasal Stacyl P

<158s 15 (50,0 %) 10 (33,3 %) 0,1904
<186s 17 (56,7 %) 16 (53,3 %) 0,7953
<200s 17 (56,7 %) 17 (56,7 %) 1,000

-19-



14.-16. 9. 2022, Hradec Krdlové

PRUKAZ FETALNICH ERYTROCYTU POMOCI PRUTOKOVE
CYTOMETRIE

Kmentova K., Busikovd L., Vondrdckovd B., Radek M.
ULBLD Centrdlnt hematologické laboratore, VEFN

V prubéhu téhotenstvi, mize vlivem poruchy fetomaternalni placentarni ba-
riery, dojit k chronickému nebo akutnimu pruniku fetalnich erytrocytd do krevniho
ob¢hu matky (fetomaternalni transfuze).

U chronického priniku fetalnich erytrocytl dochazi k postupné anemizaci
plodu, hypoxemii a ristové retardaci.

U akutniho priniku fetalnich erytrocytti mohou nastat hemodynamické zmény,
které mohou vést az k intrauterinnimu odumieni plodu (fetus mortus).

Na zéaklad¢ stanoveni exprese fetalniho hemoglobinu (HbF) na erytrocytech
pomoci monoklonalni protilatky mizeme metodou priitokové cytometrie prokazat
pritomnost fetalnich erytrocytd v krevnim ob&hu matky a diagnostikovat tak feto-
maternalni transfuzi.
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KAPLACIZUMAB V LECBE TROMBOTICKE TROMBOCYTOPENICKE
PURPURY — ANALYZA DAT Z DATABAZE VILP

Lanska M., Pohlreichova V2, Salaj P?, Semerdd L.’, Gumulec J.%,
Mdjkovd P°, Zik P!
'IV. interni hematologicka klinika FN a LF, Hradec Krdlové
2Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha
3Interni hematologickd a onkologicka klinika FN Brno
a LF Masarykovy univerzity, Brno
“Klinika Hematoonkologie FN Ostrava a Lékaiské fakulty Ostravské univerzity
SInstitut biostatistiky a analyz, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno

Uvod: V 16¢b& trombotické trombocytopenické purpury (TTP) doslo k vyznamné
zméné€. Do prvni linie terapie se spolu s vyménnou plazmaferézou (TPE) a kortiko-
steroidy dostava kaplacizumab. Jedna se o humanizovanou bivalentni nanocastici
zacilenou na A1 doménu von Willebrandova faktoru (vEW), ktera inhibuje adhezi
trombocytii na vVWF a plisobi preventivné proti tvorbé mikrotrombu. Pfedmétem to-
hoto sdé&leni jsou prvni zkuSenosti s podanim kaplacizumabu v Ceské republice (CR),
vychazi z analyzy dat z databaze pro vysoce inovativni 1é¢ebné ptipravky (VILP).

Soubor nemocnych: Byla provedena retrospektivni analyza dat z databaze VILP
unemocnych (n.) 1é¢enych kaplacizumabem v CR v obdobi od 1.1.2021 do 12.5.2022.
Cile hodnoceni byly stanoveny v souladu s parametry v jiz publikované registracni
studii HERCULES (NCT02553317). Byla hodnocena doba od prvniho podani kapla-
cizumabu do normalizace poctu trombocytl a vyskyt zavaznych udalosti (mrti v sou-
vislosti s diagnézou TTP, exacerbace nebo relaps, zavazna trombembolicka piihoda).
Analyzu dat provedl Institut biostatistiky a analyz Masarykovy univerzity v Brng.

Vysledky: Analyzovany soubor zahrnuje 9 nemocnych lécenych kaplacizu-
mabem v kombinaci s TPE a kortikosteroidy. Jednalo se o 7 Zen a 2 muze s media-
nem veéku 43 let (rozmezi 21-78 let). Davkovani kaplacizumabu bylo u vsech
nemocnych 10 mg denné. Median délky sledovani byl 9,7 mésicti (rozmezi 1,0-13,5).
Median doby od prvniho podani kaplacizumabu do normalizace poctu trombocytil
(nad 150x10°/1) byl 3 dny. U v8ech nemocnych doslo k normalizaci poétu trombo-
cytt v prubéhu prvniho tydne. Ze sledovaného souboru zemiel 1 n., imrti nastalo
z divodu septické komplikace 1 rok po ukonceni 1écby kaplacizumabem. Do 30
dnt od posledni TPE nedoslo k rozvoji exacerbace nebo relapsu onemocnéni, ne-
byla zaznamendana ani Zadna zdvazna trombembolicka piihoda.

Zavér: Byla analyzovana prvni data o pouziti kaplacizumabu v 1é¢b¢ akutni
ataky ziskané TTP v CR. Vysledky jsou v souladu s publikovanymi daty, prokazuji
kratky median do normalizace poctu trombocytl. Nebyla zaznamenana zadna
zavazna udalost nebo nezadouci piihoda.
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METODIKY VYUZIVANE V SOUVISLOSTI S COVID-19
(TROMBELASTOMETRIE, FAKTOR X111, AKTIVITA ANTI-XA UFH)
A VYZNAM STANOVENI FAKTORU XIIl U KRITICKY NEMOCNYCH
PACIENTU NAPOJENYCH NA ECMO

Malikova 1., Husdkova M.', Flaksa M.?, Kvasni¢ka J.', Kvasnicka T.!
'ULBLD Centrdlni hematologickd laborator a Trombotické centrum VFN, Praha
2Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny VFN, Praha

Uvod: Onemocnéni COVID-19 vyznamnym zpiisobem ovlivnilo poéty hos-
pitalizovanych pacientd, u kterych bylo indikovéano pfipojeni na mimotélni mem-
branovou oxygenaci (ECMO). ECMO jako pokroc¢ila metoda podpory Zivotnich
funkci nahrazuje dle zpiisobu zapojeni funkci srdce a plic. Pouziti modifikovaného
mimotélniho obéhu poskytuje pacientovi ¢as na vyléceni nemocného organu nebo
k ptechodu na dalsi dlouhodob¢jsi podporu.

VSsichni pacienti pfipojeni na ECMO byli soustavné monitorovani, a krome
béznych vysetieni se u kritickych pacientti sledovala i trombelastografie, hladina
faktoru VIII a fibrinogenu, aktivita faktoru XIII (FXIII) a také se monitorovala Gi¢in-
nost podavanych heparind.

Faktor XIII je molekula, ktera hraje vyznamnou tlohu nejen v procesech krev-
niho srazeni, ale podili se vyznamnym zplisobem na procesech imunity, zanétu, ho-
jeni ran a tkanové reparace. Deficity FXIII jsou velmi vzacnou vrozenou chorobou,
ale v posledni dob¢ nabyvaji na vyznamu ziskané nedostatky FXIII zptisobené na-
priklad masivnim krvacenim, diseminovanou intravaskularni koagulaci, jaterni
cirh6zou a fadou dalSich stavi. U pacient na ECMO ma byt kriticky pokles FXIII
pod 50 %, kdy je pfi krvaceni moznost substituce.

Cil prace: Na prikladech pacientl s onemocnénim COVID-19 chceme uka-
zat, jak se stav pacienta projevil na zménach v hemokoagulaci, které jsme sledo-
vali na trombelastogramech, pomoci hladin fibrinogenu, faktoru VIII a aktivity
FXIIIL.

1. kazuistika: muz, 55 let, 1 mésic hospitalizace pii onemocnéni COVID -19,
3 tydny napojen na ECMO, tyden v kritickém stavu, BMI 34,6, komplikace 1écby
vznikem trombozy a PE a vyvinutim HIT, nebyly kritické hodnoty FXIII pfi napo-
jeni na ECMO, hladiny FVIII a Fbg nedosahovaly extrémné vysokych hodnot, po-
kles desti¢ek se rychle normalizoval po zméné 1é¢by, po meésici hospitalizace
propusténi do domaci péce, prevedeni na Warfarin.

2. kazuistika: muz, 54 let, hospitalizace pti onemocnéni COVID -19, po celou
dobu napojen na ECMO, v kritickém stavu, BMI 41,4, leukocytdza, anemizace, na-
rust zanétlivych markerti — CRP, PCT, zhorseni funce ledvin, elevace jaternich testu,
vysoké hladiny FVIII a Fbg, nizké hladiny FXIII pod 20 %, 17. den Gmrti.
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Zavér: Uvedené kazuistiky ukazuji nejen zavaznost onemocnéni COVID-19,
ale také na vyznam monitorovani pacient ptipojenych na ECMO, kdy hodnota
FXIII muze byt vyznamnym prognostickym markerem.

Studie byla podporena RVO-VFN64165/2021
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MYSLIME NA DYSFIBRINOGENEMIE?

MatySkova M., Zavielova J.
Oddélenti klinické hematologie Fakultni nemocnice Brno

Patologie fibrinogenu, at’ se jedna o snizeni hladiny (hypofibrinogenémie) a/nebo
je porucha v molekule fibrinogenu (dyfibrinogenémie), se vyskytuji vrozené a ziskané.

V laboratornim nalezu nas na poruchu fibrinogenu vétsinou upozorni pouze
aktivita fibrinogenu, miize byt prodlouzeny trombinovy test a reptilazovy test.
Bézné vysetfovany protrombinovy test (PT) nemusi byt patologicky, stejné jako
APTT. U nékterych pacienttl vysledky kolisaji. Doplnénim antigenu potom vidime
snizeny pomér fibrinogen Akt/Ag <0,7. Pokud mame podezieni na vrozeny defekt,
je vhodné molekularné genetické vysetieni.

Vrozené poruchy jsou vzacné, Casto autozomalné dominantni, mohou byt ale
irecesivné dédi¢né. Mutace se nalézaji ve vSech tfech genech, tj. FGA, FGB i FGG.
V soucasnosti je identifikovano vice nez 100 mutaci (vétSina bodovych) ve vice
nez 400 rodinach. Nejbéznéjsi mutace (udavano asiu 63 %) je v genu FG4, kdy je
argininovy zbytek (AaArgl6) nahrazen histidinem nebo cysteinem, druhé nejcas-
t&jsi je v genu FGG, 1 v tomto pfipad¢€ je argininovy zbytek (gArg275) nahrazen
histidinem nebo cysteinem. Problematicka je diagndza fibrinogenu Longmont
(Bb166Arg-> Cys), kde jsou diskrepantni nalezy dle typu reagencie a principu
meéfeni (mechanicky oproti spektrofotometricky) a defekt nemusi byt poznan.

Ziskané poruchy se obvykle vyskytuji u onemocnéni jater a zlucovych cest,
autoimunitnich chorob, reakci akutni faze, po lécich. U dysfibrinogenémie souvi-
sejici s rakovinou (karcinom hepatocelularni, délozniho ¢ipku, prsu, ledvinovych
buné¢k) mohou nadorové bunky vylucovat abnormalni fibrinogen. Po vyléceni nebo
stabilizaci choroby miize patologie vymizet.

Klinické projevy u dysfibrinogenémie zavisi pfedevsim na tom, v které ¢asti
molekuly je porucha. Asi u 40-55 % pacientt jsou klinicky némé, mohou ale byt
doprovazeny krvacivymi, a/nebo trombotickymi projevy, a to jak arteridlnimi, tak
i zilnimi, u Zen se u vrozenych poruch popisuji ¢etnéjsi samovolné potraty.

Dysfibrinogenémie je zfejmé velmi poddiagnostikovanym stavem i proto, ze
trombotické piihody se nedavaji do souvislosti s poruchou fibrinogenu. Casto mize
dojit k prehlédnuti téchto defektl, zEasti i proto, ze fada klinikd vysetieni hladiny
fibrinogenu nevyzaduje a nevysetfuje. Pti snizené aktivité fibrinogenu nebyvaji do-
plnény trombinovy, piip. reptildzovy test, nedoplituje se vySetieni antigenu. Zapo-
mindme na ziskané defekty. Fibrinogen je navic reaktant akutni faze, proto by
vySetieni k vylouceni vrozené dysfibrinogenémie mélo byt provadéno v casovém
odstupu od akutni pfihody. Pro pacienty tento nalez mize mit vyznamny dopad,
proto je nezbytné na tuto moznost myslet a vySetieni délat kompletné.
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IVD-R LEGISLATIVA V HEMATOLOGICKE LABORATORI
MikeSova M.
Centralni laboratore FNKV

5. dubna 2017 Evropsky parlament a Rada (EU) v ramci nového natizeni (EU)
2017/746 upravil pravidla pro pouzivani zdravotnickych prostredka a jejich uvadéni
na trh. V tomto dokumentu jsou oddélené feSeny zdravotnické prostiedky pro tzv.
In-vitro diagnostiku (,,]JVDR®) od prostredkd, které se pouzivaji pfimo v klinické
praxi na pacientech (,, MDR”).

Tato legislativa méni a vyrazn¢ zpfisiuje souc¢asné podminky pro vyvoj a uva-
déni CE-IVD testt na trh, rozdé€luje vSe, co souvisi s laboratorni i POCT diagnosti-
kou 4 kategorii (A-D) dle miry rizika. VétSina ptivodnich IVD CE diagnostik bude
potiebovat posouzeni tzv. notifika¢nim organem.

Velka zménou oproti plivodni legislative je regulace pouzivani testd vyvinu-
tych v laboratofi (tzv. laboratory development testd — LDT). Mezi tzv. LDT testy
se pocitaji 1 testovaci soupravy bez oznaceni CE napf. uréené pro vyzkumné ucely,
ale i jakékoli vlastni modifikace IVDR testi (napf. zména pfistroje, kalibratoru,
uprava postupu...). Dodrzovani pozadavkii nové smérnice bude namatkovée, ¢i na
oznameni kontrolovano SUKL a pouzivani téchto LDT testli je omezeno pouze na
laboratote, které jsou akreditovany dle normy EN ISO 15 189 (viz ¢lanky 5.5 b, ¢).

Pro plnou implementaci IVDR bylo zavedeno piechodné obdobi, které bylo
pivodné planovano do kvétna 2022. V loniském roce (16. 12. 2021) na zaklad¢ in-
tervence vyrobcu, ale i evropskych odbornych spole¢nosti komise schvalila odlo-
zeni implementace evropského natizeni pro diagnostiku in vitro (IVDR). Divodem
byla celosvétova pandemie COVID-19, ale i nepfipravenost proceduralnich prvki
dilezitych pro implementaci, zejména centralniho registru zdravotnickych pro-
stiedki a diagnostik EUDAMED a nedostatecny pocet a kapacita akreditovanych
notifikovanych osob. Tento odklad se tyka pouze n€kterych bod smérnice zejména
tzv. LDT testu. Pro klinické laboratote je dtlezita zejména kapitola 5.5. a Annex 1,
laboratote by mély sledovat stanovené terminy.

26.5.2022
* zdravotnicka zatizeni (laboratofe) zvefejni seznam LDT testl

26.5.2024 — Laboratofe pouzivajici LDT testy musi byt schopny kontrolnimu
organu (SUKL) piedlozit:

* prohlaseni ,,vyrobce* testu (kap II, ¢lanek 5.5 f). Dokument musi obsahovat pro-
hlaseni o tom, Ze test spliuje obecné pozadavky na bezpecnost a funkcni zpiisobi-
lost stanovené v priloze I narizeni IVD R (EU) 2017/746. Pripadné informaci
o tom, které poZadavky nejsou v plném rozsahu splnény, spolu s prislusnym odii-
vodnénim.
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« akreditaci dle normy EN ISO 15 189 (kap II, ¢lanek 5.5 b, ¢)
* poskytnout kontrolnimu organu podrobné informace o testu (kap II, ¢lanek 5.5 e)
* dolozit dokumentaci o validaci odpovidajici tfidé D (kap 11, ¢lanek 5.5 g, h)
* pfezkoumani pouzivani laboratornich testii v klinické praxi (surveillance kvality
a funkcnost testu) (kap II, ¢lanek 5.5 1)
26.5.2028
* povinnost prokazat absenci odpovidajiciho CE-IVDR produktu na trhu (kap II,
¢lanek 5.5 d) (dle databaze EUDAMED)

Mnoho odbornikt a 1ékatskych spolecnosti na evropské trovni se zacalo touto
problematikou zaobirat, nejvice dokumenti ma zpracované némecké Sdruzeni 1é-
katskych spolecnosti ,,AWMF* a na jejich webovych strankach je mozno najit
mnoho informaci. Ceské odborné spolenosti rovnéz nezahéleji a v souvislosti
s touto problematikou jiz probéhlo n¢kolik setkani, na které byli pfizvani i zastupci
CZEDMA, ale i MZ CR a SUKL, CIA, NASKL, a dalsi

LS CHS CLS JEP provéfuje situaci pro viechny aktualné pouzivané testy v he-
matologickych laboratofich. Pro tzv. LDT testy je v planu je pfipravit doporuceni
pro jednotné a obhajitelné pracovni postupy, zpracovat data napfi¢ laboratofemi
a tim ziskat a sdilet informace nutné pro obhajeni pouzivani téchto testti v klinické
praxi. Cilem LS CHS JEP je také ptipravit formulafe usnadiiujici zpracovani do-
kumentace pro SUKL.

V souvislosti s novou IVD-R smérnici se také vyrazné zkomplikuje a prodrazi
prace narodnich referencnich laboratoii a laboratofim vénujicim se diagnostice
vzacnych onemocnéni. Témto laboratofim muze pfipravy usnadnit zapojeni se
do Evropskych spolecnosti vénujicich se touto problematikou.

Ve vSech zemich EU bude nova legislativa znamenat vyrazny zasah do eko-
nomiky laboratofe a bude vyzadovat prehodnoceni uhrady platci zdravotnich
sluzeb.
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CYTOLOGIE — DIFERENCIALNi DIAGNOSTIKA PANCYTOPENIi

Mikulenkova D.
Morfologicko-cytochemickd laborator, UHKT, Praha

Pancytopenie v hodnotach krevniho obrazu (KO) odpovida sniZzen¢ hodnoté
leukocytl pod 4 x 10°/L, hemoglobinu pod referenéni mez pro dany vék a pohlavi,
a trombocyt pod 100 x 10%L. Diferencialni diagnostika stavii spojenych s pan-
cytopenii je obsahla, pfic¢iny mohou byt velmi riznorodé. Jednou z pficin je re-
dukce zdravé hematopoézy z divodu infiltrace kostni dfené¢ hematologickym
onemocnénim (akutni a chronické leukemie, lymfoproliferativni onemocnéni), ale
i nehematologickym tumorem (karcinomatoza dien¢); dale mize byt hematopoéza
poskozena (myelodysplasticky syndrom, megaloblastova anémie) a produkce zdra-
vych hematopoetickych bunék je pak neefektivni. Hematopoéza véetné potiebného
hematopoetického mikroprostfedi je redukovana nebo témét chybi u utlumu kostni
diené, aplastické anémie, ¢i jako reakce na farmakoterapii. DalSim, spiSe méné cas-
tym faktorem pancytopenie, byva hromadéni zralych bun€k ve slezing, ¢i bunky
mohou byt destruovany v perifernim fecisti.

Diagnostika pancytopenie spociva ve zméteni hodnot KO vcetné retikulocytt,
jejichz normalni hodnota nas informuje o pfimétené funkci erytropoézy; a dale i ve
zméfeni nekterych dalSich nadstavbovych parametri, napt. IPF (faktor nezralych
desticek), coz je faktor, ktery nas mize informovat o aktivité megakaryopoézy. Sou-
¢asti povinného vysetfovaciho procesu je cytologické zhodnoceni natéru aspiratu
kostni dfené; vysetfeni je vhodné doplnit o cytochemii (myeloproxidaza, vysetieni
zeleza). V tade ptipadi je nezbytné vzorek kostni dfené vysetiit dalsimi specialnimi
metodami (pritokova cytometrie, genetika). V piipadech tzv. suchého aspiratu pii
intenzivni fibrotizaci kostni dfené cytologické metody selhavaji a je nutné vysetfit
kostni drent histologicky; vzorek se ziskava trepanobiopsii lopaty kosti kycelni.
Tézka pancytopenie je zivot ohrozujici stav, ktery vyZaduje urgentni a ptesnou dia-
gnozu umoznujici kromé symptomatické terapie nasazeni cilené terapie. V prezen-
taci budou uvedeny rizné piipady pancytopenie a zpUsob jejich diagnostiky
s vyuzitim tymové spoluprace fady specialista.
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DIAGNOSTIKA A MANAZMENT VRODENEHO DEFICITU FAKTORA XIII

Plameiiova I., Zolkovd J.", Sokol J.", Bereczsky Z.%, Katona E.?, Sokol J.!
!Klinika hematologie a transfuzioldogie, Jesseniova lekdrska fakulta
Univerzity Komenskéeho, Martin, Sloveskd republika
2Oddelenie laboratornej mediciny, Lekdrska fakulta Debrecinskej univerzity,
Debrecin, Madarska republika

Uvod: Vrodeny deficit faktora XIII (FXIII) je zriedkavé ochorenie s variabil-
nym sklonom ku krvacaniu. Typické krvacanie z pupocnika sa objavuje u 80-90 %
novorodencov s tazkym deficitom FXIIL. Vyskyt intrakranidlneho krvacania je ¢as-
tej§i ako u inych vrodenych krvacavych ochoreni. Dalsimi klinickymi priznakmi
su oneskorené hojenie ran, recidivujice spontanne potraty a krvacanie v gravidite
a pri porode.

Pripad: Opisujeme pripad 3 strodencov s vrodenym deficitom FXIII tazkého
stupna. Dve starSie deti mali krvacanie z pupoc¢nika vo veku 7 dni a pri traumach
vyzadovali podanie transfuzie erytrocytov a ¢erstvo zmrazenej plazmy, najmladsi
zo strodencov nekrvacal vzhl'adom k preventivnemu podaniu koncentratu FXIII.
Genetickym sekvenovanim boli identifikované 2 mutécie v géne F13, kazdy z rodi-
¢ov je heterozygot pre 1 mutaciu v géne F'1341 pre podjednotku FXIII-A. Vzhl'adom
k autozomalne recesivnemu typu dedic¢nosti st rodi¢ia asymptomaticki, a obe deti st
zmieSani heterozygoti. Predpokladame, ze pritomnost’ oboch mutécii v heterozy-
gotnej forme ma kumulativny efekt na vyskyt krvacavych prejavov u deti. Vzhl'adom
k tazkému deficitu FXIII-A bola u pacientov indikovana profylakticka substitu¢na
liecba rFXIII-A.

Zaver: Diagnoza deficitu FXIII je zalozena na vySetreni aktivity FXIII a imu-
nologickom stanoveni antigénov podjednotiek FXIII-A a FXIII-B, pretoze vysledky
zakladného hemostazeologického vysetrenia byvajii v norme. Jednoduchym skri-
ningovym testom pre deficit FXIII je test rozpustnosti krvného koagula, genetickym
vySetrenim je mozn¢ identifikovat’ pritomnost’ kauzalnych mutacii génu F13.
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POTRANSFUZNI REAKCE V KLINICKE PRAXI

Prochazkova R.
Transfuzni oddéleni; Krajska nemocnice Liberec, a. s.
Fakulta zdravotnickych studii, Technicka univerzita v Liberci

Potransfuzni reakce jsou riznorodou skupinou nezadoucich reakci na podani
transfuzniho ptipravku, které se mohou vyskytnout v pribéhu transfuze nebo po
ni. V praxi mohou pfedstavovat nepiijemnou komplikaci transfuze, vyskyt nékte-
rych reakci miZze komplikovat naslednou hemoterapii pacienta, zdvazné reakce
mohou pacienta pfimo ohrozit na zdravi ¢i zivote.

Mezi zavazné reakce patii prenos infekci, akutni hemolytické reakce, bakte-
ridlni/septické reakce, anafylaxe, TRALI a TA-GvHD. Obvykle jsou pfitomny
organové poruchy a stav pacienta vyzaduje monitorovani Zivotnich funkci.

Velka cast PR je zprostfedkovana imunitné: rozpad ¢i aglutinace krevnich
bunék jsou vyvolany podanymi protilatkami (hemolyticka reakce, TRALI), pfi pii-
tomnosti protilatek proti krevnim bunkam (febrilni reakce, hemolyticka reakce,
TRALLI, refrakternost na podani trombocytl, potransfuzni purpura), alergii na né-
kterou slozku podavaného piipravku (alergickd nebo anafylakticka reakce), itlum
tvorby krevnich bunék pii podani imunokompetentnich bun¢k (TA-GvHD) ¢i tvorba
protilatek proti krevnim bunkam. K potransfuzni reakci mize dojit i pfi pretizeni
kardiovaskularniho aparatu nebo pfi naruSeni iontové rovnovahy (metabolické
komplikace aj.). Transfuze mize vést i k pfenosu infekce z darce nebo transfuzniho
pripravku na ptijemce, kontaminovany transfuzni pfipravek muze vyvolat bezpro-
stiedni septickou nebo bakterialné-toxickou reakci.

Za specificky typ PR je povazovano hromadéni zeleza v organismu pii dlou-
hodobém podavani erytrocytii. Pfi¢inou nezadouci reakce mohou byt i technické
komplikace pfi transfuzi.

Dilezité je vénovat pozornost nove vznikajicim pfiznakiim v prib&hu trans-
fuze ¢i po ni. Akutni PR se muze prezentovat celou skalou ptiznakl, mezi které
patfi napf.: horecka, zimnice nebo tfesavka, kozni projevy, svédéni, nauzea nebo
zvraceni, dusnost, stridor, hypoxie, hypotenze, oligurie, brnéni kolem ust nebo
drobné svalové zaskuby, atd. U akutnich reakci se ptiznaky objevuji az do 24 hodin
po transfuzi, u pozdnich reakci v fadu dnti az tydnt. Pti podezieni na potransfuzni
reakci je tieba reakei spravné klasifikovat, racionalné fesit a nahlasit krevni bance
k laboratornimu vySetfeni. Spravné urCeni typu reakce ma vyznam pro jeji terapii,
ptipadné pro prevenci do budoucna.

Prevenci potransfuznich reakei je spravna indikace transfuze (typ transfuzniho
pripravku, jeho davka) a spravné provedeni vSech tkont v procesu aplikace trans-
fuze.
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STL CLS JEP vypracovala Doporuéeny postup pii feseni a vysetiovani po-
transfuznich reakci. Dokument obsahuje klasifikaci potransfuznich reakci, kdy
kazda definice obsahuje pficinu, popis klinickych pfiznaka, diagnosticka kritéria
anavod k terapii. Dlraz je kladen na feSeni reakci bezprostfedné ohrozujicich zivot
véetné terapie, na moznosti jejich prevence a profylaxe a racionalni postup pfi jejich
laboratornim vySetieni. Doporuceni dale podava navod, jak zajistit hemoterapii
u pacientd s opakovanymi potransfuznimi reakcemi, s akcentem na stfedni a tézké
alergické reakce. Samostatna ¢ast je vénovana hlaseni potransfuznich reakci.
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IMPEDANCNi AGREGOMETRIE

Pulcer M."?, Gumulec J.3, BurSa F*, Mdca J.*, Recova L.', Stverdkova V??,
Buffa D.3, Stejskal D.’
'0ddélent klinické hematologie, Ustav laboratorni mediciny, FN Ostrava
’Lékarskd fakulta, Ostravska univerzita
3Klinika hematoonkologie, FN Ostrava
‘Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny, FN Ostrava
sUstav laboratorni mediciny, FN Ostrava

Uvod: Pro spravné fungovéni primérni hemostazy je mimo jiné diilezity nejen
pocet, ale také funkce krevnich desticek. Vedle zlatého standardu, tj. optické agre-
gometrie se dnes pouzivaji i dal$i metody. Jednou z nich je impedanéni princip
meéfeni plné krve na pfistroji Multiplate. Pfistroj se pouziva nejen pro vysetieni
funkce krevnich desticek, ale také pro sledovani G¢inku protidestickové 1écby. Vy-
sledky méteni jsou udavany v tzv. agregacnich jednotkach (AU), rychlosti agregace
(AU/min) a celkovou hodnotou plochy pod agregaéni kiivkou (AUC).

Cil: Sdéleni ma za cil komplexné posoudit vykonnostni charakteristiky piistroje
Multiplate. Blize se pak vénuje vySetieni funkce trombocytil u trombocytopenickych
pacientl s té¢zkym prubéhem infekce COVID-19 a sice vlivu poctu krevnich desti-
¢ek na validitu vysledkt a uc¢inku podani trombocytarnich transfaznich piipravki
na funkci a pocet krevnich desticek.

Metodika: Pro vysetfovani agregace krevnich desticek byl provadén ADPtest,
COLtest, ASPItest a TRAPtest na pfistroji Multiplate. Paraleln¢ byl vySetien pocet
krevnich desti¢ek na hematologické lince Sysmex XN-9000. Vzorky byly odebirany
do zkumavek znacky Sarstedt s hirudinem, resp. K;EDTA pro KO.

Vysledky: Vysetfeni agregace krevnich desticek na pfistroji Multiplate musi
byt provadéno ze vzorku hirudinové plné krve do tii hodin od okamziku odbéru.
Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi transportem donaskou a potrubni po-
Stou (p = 0,0041). U vybrané skupiny pacientt s t€zkym pribéhem onemocnéni
Covid-19 na ECMO byl pozorovan nejen snizeny pocet, ale také snizena funkce
krevnich desti¢ek. Proto bylo pacientim aplikovano podani riiznych typut transfuz-
nich pfipravki vcetné trombocytarnich koncentrata.

Zavér: Vedle optické agregometrie 1ze provést vyseteni agregace krevnich
desticek na pfistroji Multiplate impedanéni metodou. Stejné jako u optické agre-
gometrie je 1 zde limitujicim faktorem minimalni pocet krevnich desticek (100x
10*9/L). Vysetieni lze aplikovat zejména u kriticky nemocnych, kde muze byt vy-
hodou kromé spolehlivé blokady aktivniho trombinu ve vzorku hirudinem a méfeni
v plné krvi i kratky ¢as od odbéru k vysledku.
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HEMATOLOGICKY ANALYZATOR BECKMAN COULTER DXH 560

Pulcer M."?, Koldi'ova S.', Hanzelkova V., Stejskal D.*3
'OKH ULM FNO
’LF OU
SULM FNO

Uvod: Laboratorni diagnostika predstavuje vyznamnou ¢ast klinické mediciny.
V soucasné dobé je na trhu k dispozici velky vybér riznych typt hematologickych
analyzatorti od malych az po velké hematologické linky. Nejnovejsim hemato-
logickym analyzatorem firmy Beckman Coulter je pfistroj s oznacenim DxH 560.
Umoznuje méfit krevni obraz a diferencialni pocet leukocyta.

Cil: Komplexni posouzeni vykonnostnich charakteristik analyzatoru DxH 560
v praxi. Dal$im cilem bylo porovnani vysledkit KO a DIFF mezi DxH 560 a Yumi-
zen H550.

Metodika: Na Oddéleni klinické hematologie ULM ve FN Ostrava byly
vzorky analyzovany nejprve na DxH 560 a nasledné na Yumizen H550. U vybra-
nych vzorkt byly vysledky doplnény o mikroskopické vysetfeni leukocytl. Datovy
soubor byl vyhodnocen statisticky a graficky pomoci softwaru MedCalc.

Vysledky: Vysledky studie prokazaly velmi dobrou korelaci ve vysledcich
mezi porovnavanymi analyzatory.

Zavér: Analyzator Beckman Coulter DxH 560 je pln¢€ automatizovany hema-
tologicky analyzator, ktery ma uzivatelsky privetivy software, ke svému provozu
potiebuje jen ti reagencie, nabizi kazetovy a také manualni mod méfeni, a to vse
pfi aspirovaném objemu pouhych 17 pL plné krve. Svym vykonem 55 vzorkl za
hodinu se hodi spise do stiednich ¢i mensich laboratofi.
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KOAGULACNiIi ANALYZATOR SYSMEX CN-6000
— PRVNIi ZKUSENOSTI V CR

Recovi L.!, Pulcer M.»?, Sromovi K.\, Grebenicek L.!, Bedndiova L.%,
Nemethovda L.", Stejskal D."?
'OKH ULM FNO
’LF OU

Uvod: Nejnovéjsi analyzator Sysmex CN-6000 je plné automatizovany ana-
lyzator hemostazy. Je vysoce vykonny pti zachovani kompaktnich rozmért. Cha-
rakteristickymi vlastnostmi jsou minimalisticky pudorys a vysoka propustnost.
Inteligentni sprava pracovnich postupti s komplexni nabidkou testd na jediném ana-
lyzatoru, od rutinnich po specidlni, a inovativni a minimalizovana proaktivni drzba
také prispiva k uzivatelsky osveézujici zkuSenosti. Analyzator poskytuje spolehlivé
a vysoce validni vysledky diky osvédcené technologii vice vinovych délek a pre-
analytické kontrole vzorkd.

Cil: Cilem prezentace je komplexni posouzeni charakteristik nejmodernéjsiho
koagulacniho systému. Déle porovnani vybranych rutinnich a specidlni testt se sta-
vajicim koagula¢nim systémem Sysmex CS-5100. Zejména rychlost jednotlivych
stanoveni.

Metodika: Uzivatelska zkusenost s novym analyzatorem zalozena na zkuseb-
nim provozu v redlnych podminkach laboratofe a ziskani validnich vysledki rutin-
nich a specialnich testa.

Vysledky: Porovnani vysledkt rutinnich a specialnich testil, vykonnostnich
charakteristik, pracovniho rozmezi jednotlivych testl a vlivu interferenci na stano-
veni.

Zavér: Novy analyzator hemostazy je pIn¢ automatizovany, moderni, spolehlivy
a extrémné rychly. Zaroven také velmi kompaktni. Poskytuje vylepsené analytické
funkce a také minimalizuje naklady spojené s udrzbou pouzitim sofistikovanéjsich
materiall a postuptl. Systém nabizi vysoky vykon pro velkou laboratoi hemostazy
diky mnozstvi novych funkei, které vytvareji vyjimecnou uzivatelskou zkusenost.
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PRUTOKOVA CYTOMETRIE JAKO NASTROJ KE SCREENINGU
LEUKOCYTU

Rihova L., Bezdékova R., Polickovd P, Almdsi M., Suskd R., Penka M.
OKH, FN Brno, NBP

Uvod: Pritokové cytometrie je unikani metodou analyzy bun&énych populaci
v riznych biologickych materialech. Jeji vyuziti v hematologii je zaméfeno zejména
na analyzu leukocytii. Polychromaticka analyza lymfoidni a myeloidni fady umoz-
nuje zachyt ptipadné patologie, coz ji ¢ini nepiekonatelnou v dal$im zpfesnéni
morfologického nalezu.

Cil prace: Detailni screeningova analyza leukocytarnich subpopulaci v peri-
ferni krvi pomoci polychromatické pratokové cytometrie.

Material a metody: Celkem byla zhodnocena periferni krev (PK) 50 osob,
zaslanych na oddéleni nejcastéji na podkladé relativni lymfocytozy, leukocytozy ¢i
leukopenie. Vzorek PK byl zpracovan jednak dle SOP pro Euroflow analyzu lym-
focytl (tzv. lymfoid screen tube, LST), a to nejprve 2x promyt v 0,5 % fetal bovine
serum (FBS), poté inkubovan s protilatkami: CD4, CD20, CD45, CD8, CD56,
kappa, lambda, CD5, CD34, CD19, TCRgamma/delta, CD3 a CD38; nasledné zly-
zovan a promyt. V ramci vlastniho panelu pro myeloidni fadu byl vzorek inkubovan
s protilatkami CD16, CD45, HLA-DR, CD123, CD34, CD11b, CD33 a CD38; poté
zlyzovan a promyt. Zisk dat prob&hl na BD FACS Canto (Becton Dickinson) a re-
analyza pomoci SW Infinicyt (Cytognos).

Vysledky: Specifickd kombinace antigent v LST zkumavce a nasledna re-
analyza pomoci specidlniho SW umoznuje velmi jednoduse identifikovat zakladni
lymfocytarni subpopulace a odhalit pfipadnou patologii. Naprosta vétSina vzorkt
spadala zastoupenim T, B, NK bun¢k do normalniho rozsahu. U 3 pacientii byla
nalezena patologicka populace B lymfocyti (1x B-CLL, 1x MBL, 1x jina klonalni
subpopulace B lymfocytil), u 1 pacienta pak byla naslednymi analyzami potvrzena
pritomnost klonu T lymfocytt. U pacienti 1ze takto identifikovat také LGL lymfo-
cyty, které byly u 1 pacienta zastizeny ve vyrazném zmnozeni.

V ramci myeloidni fady lze jednoznacné odlisit prolinajici se populace bazo-
fild, CD34" bungk, a také prekurzorové dendritické bunky (myeloidni a lymfoidni)
v¢. identifikace subpopulaci monocyti lisicich se expresi CD16. Bylo detekovano
rizné zastoupeni nezralé frakce neutrofild, tzv. nizkodenzitnich neutrofilt, jejichz
funkce prozatim neni zcela objasnéna a mohou byt zaménény za nezralou frakci
myelocytll. Vyrazna patologie zde nebyla zachycena.

Zavér: Spojenim standardizovaného Euroflow piistupu pro analyzu lymfocyta
s vlastnim panelem pro analyzu myeloidni fady 1ze dosdhnout komplexni analyzy
leukocytarnich subpopulaci. Tento screeningovy piistup umoznuje jednak odhalit
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patologii a dale zptesnit morfologické nalezy, navic v kratkém ¢asovém horizontu.
Na prezentovany rychly screening mohou navazovat dalsi upiesnujici analyzy fe-
notypu piipadnych patologickych bunék, coz je vyhodou pro stanoveni diagndzy,
resp. k potvrzeni/vylouc¢eni hematologické malignity.

Podpoieno MZ CR — RVO (FNBr, 65269705).
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KAZUISTIKA PACIENTA S IMUNITNi TROMBOTICKOU
TROMBOCYTOPENIi VYVOLANOU VAKCINACi PROTI ONEMOCNENI{
COVID-19 (VITT)

Sadilek P', Maly R.?, Duli¢ek P!, Fatorova L'
!FN Hradec Krdlové, 1V. interni hematologicka klinika
’FN Hradec Kralové, I interni kardioangiologicka klinika

Vakcinou vyvolana imunitni tromboticka trombocytopenie (VITT) je protrom-
boticky syndrom, ktery se poprvé objevil v tinoru 2021 v souvislosti s podavanim
ockovaci latky proti Covid-19. Objevil se nejdiive u malého poctu jedinct ocko-
vanych vakcinou firmy AstraZeneca, nasledné i po vakcing firmy Johnson & John-
son, coz jsou vakciny zalozené na adenovirovém vektoru.

VITT je (podobné jako HIT) zptisobena protilatkami namifenymi proti destic-
kovému faktoru 4 (PF4) vazanému na povrchu krevnich desticek (epitop na PF4 se
vsak 1isi od epitopu rozpoznavaného HIT protilatkami). Jedna se o protilatky tiidy
IgG, které aktivuji krevni desti¢ky prostfednictvim receptorti FcyRIla, coz vede na-
sledn€ k vyrazné stimulaci koagula¢niho systému a ke klinicky vyznamnym trom-
boembolickym komplikacim. Tromboéza se u VITT mize objevit v typickych
mistech zilniho tromboembolismu, ¢asté jsou vSak trombozy v neobvyklych loka-
lizacich, zejména zil splanchnickych, nadledvinovych, mozkovych a o¢nich.

Diagnostika VITT vyzaduje jak prukaz klinickych symptomd, tak laboratorni
potvrzeni patogennich protilatek. Laboratorni diagnostika VITT zahrnuje vySetieni
krevniho obrazu a zakladnich koagulacnich testtl. Zasadni je vSak vysetieni protilatek
proti PF4 obvykle technikou ELISA, ptipadné funkénimi testy pouzivanymi v dia-
gnostice HIT. Naopak screeningové imunologické testy pouzivané k diagnostice HIT
jsou k prukazu VITT zcela nevhodné, davaji falesné negativni vysledky. Funkéni testy
v diagnostice VITT nejsou vyzadovany, pokud je vysledek techniky ELISA siln€ po-
zitivni, tzn. namétend opticka hustota je vyssi nez 2,0. Diagnoza se pak povazuje za
potvrzenou pozitivnim testem ELISA ve vhodném klinickém kontextu s trombdzou
a/nebo trombocytopenii, po podani vakciny proti Covid-19 a bez expozice heparinu.

Studie publikované v odborné literatufe ukazuji, ze protilatky u VITT jsou pte-
chodné. Pozitivita funkénich testd u vétSiny pacientd mizi v horizontu 5-28 tydnda.
Pozitivita imunologickych test pietrvava delsi dobu, titry protilatek vSak postupné
klesaji. Vzacné se objevuje tzv. dlouhotrvajici VITT, kdy protilatky pretrvavaji
v ob¢hu velice dlouhou dobu, coz je diivod, pro¢ by tito pacienti neméli v budoucnu
dostavat vakciny proti Covid-19 zaloZené na adenovirovém vektoru.

Predmétem tohoto sdéleni je prezentace kazuistiky dosud jediného potvrze-
ného pacienta s VITT na nasem pracovisti.

Podporeno programem MZ CR — RVO (FNHK, 00179906).
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FRAGMENTY PROTROMBINU 1+2 VCERA, DNES A ZITRA

Sadilek P, Jancikova L., Fatorova I.
FN Hradec Kralové, IV. interni hematologicka klinika

Fragmenty protrombinu 1+2 (F1+2) jsou povazovany za piimé markery gene-
race trombinu in vivo. Odstépuji se z molekuly protrombinu pii jeho pfeméné na
trombin. Jejich biologicky polo¢as uvadény v literatufe je 90—120 minut. Oproti
d-dimeram, které jsou degrada¢nimi produkty zesitovaného fibrinu, jsou F1+2 vy-
razné ¢asnéj$im markerem aktivace hemostazy. Navic na rozdil od d-dimert odra-
zeji 1 kratkodobou aktivitu trombinu. Umoznuji urcit jak hyperkoagulacni, tak
hypokoagulac¢ni stav, naméfené hodnoty mohou byt zvysené i snizené.

Hodnoty F1+2 se zvysuji s piibyvajicim vékem, v t€hotenstvi, u nadorovych
a kardiovaskularnich chorob, virovych onemocnéni (napi. COVID-19) ¢i u zilniho
tromboembolismu. Naopak snizené hodnoty nachdzime u pacientil na antikoagu-
la¢ni 1écbe, ktera navozuje potlaceni koagulacni aktivity, a tudiz i tvorbu F1+2. Po
preruseni antikoagulacni 1écby dochézi k opétovnému zvySeni koagulaéni aktivity,
narustu koncentrace F1+2 a také rizika opakujicich se piihod. Zejména u 1éCby an-
tagonisty vitaminu K dochazi v zavislosti na hodnoté INR k poklesu koncentrace
F1+2 pod spodni fyziologickou mez, coz mize byt indikatorem vyssiho rizika
krvéceni.

Koncentraci F1+2 Ize v soucasné dobé¢ stanovit bud’ technikou ELISA nebo
pomoci LOCI technologie. Prvni ELISA technika vyuzivajici polyklonalni proti-
latky byla vyvinuta jiz v roce 1990. Teprve v roce 2014 byla vyvinuta ELISA vy-
uzivajici monoklonalni protilatky a v roce 2017 predstavila firma Siemens
INNOVANCE LOCI F 142, prvni plné automatizovanou metodu aplikovatelnou
na rutinni koagulometr Atellica COAG 360 System. LOCI technologie se vyznacuje
vysokou senzitivitou, vynikajici pfesnosti a kratkou dobou analyzy (13 minut). Me-
toda vyuziva monoklonalni protilatky a ma velky rozsah méfeni (15-5000 pmol/l).
Vsechny reagencie jsou soucasti reagencni cartridge, ktera ma i ptes stalé ulozeni
na palubé ptistroje dlouhou stabilitu (14 dni). Metoda je obzvlast vhodna pro sta-
timové, nepietrzité monitorovani koncentrace F1+2. napt. za ucelem sledovani
progndzy, vyvoje nebo k predikci rizika rozvoje kardiovaskularnich ¢i trombo-
embolickych komplikaci.

V ramci nasi studie jsme sledovali kinetiku F1+2 u vybranych pacienti FN
HK s riznymi diagnézami, s hyperkoagula¢nim stavem. Koncentrace F1+2 byla
meétena setem INNOVANCE LOCI F 1+2 na automatickém koagulometru Atellica
COAG 360 (Siemens Healthineers).

Podporeno programem MZ CR — RVO (FNHK, 00179906).
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DESET LET S PRIMYMI ANTIKOAGULANCII
Sigutovd P.
Ustav klinické biochemie a hematologie FN a LF UK Plzeit

V roce 2012 byla v Ceské republice uvedena do klinické praxe dlouho o&eka-
vana lécba pfimymi antikoagulancii, tehdy oznacovanymi jako nova peroralni anti-
trombotika (NOAC, new oral anticoagulants nebo také non vitamin K antagonists
oral anticoagulants). Dnes se tyto moderni 1é¢ivé ptipravky doporucuje oznacovat
zkratkou DOAC (direct oral anticoagulants). Déli se na pifimé inhibitory trombinu
(gatrany) a pfimé inhibitory FXa (xabany). Z nich jsou v CR registrovany a pouZi-
vany dabigatran, rivaroxaban, apixaban a edoxaban.

Dtive bylo jako jedna z hlavnich vyhod DOAC zdlraziiovano, Ze lé¢ba nemusi
byt nijak laboratorné kontrolovana. S postupem doby se vsak ukazalo, Ze v nékte-
rych situacich je laboratorni monitorovani hladiny léku nezbytné: pii krvaceni, pied
akutnimi invazivnimi vykony ¢i pfi podezieni na pfedavkovani. Monitorace mize
byt uzitecna i pred zahajenim jiné 1écby ke zjisténi rizika krvaceni ¢i u pacienttl
s extrémni hmotnosti. K pfedavkovani muze dojit napt. pfi zhorSeni renalnich
funkci, zv1asté u pacientd lécenych dabigatranem. U akutniho krvaceni je dtlezité
rozlisit, zda jde o lokalni pficinu krvaceni nebo se jedna o vliv DOAC.

V piipadé nutnosti monitorovani je pro hodnoceni laboratornich vysledki za-
potiebi znat dobu podani posledni davky DOAC kvili jejich kratkému biologickému
polocasu. Pro sledovani aktivity dabigatranu je pouzivano méfeni dilutovaného trom-
binového casu (dTT; ve FN Plzen od biezna 2012). Pro sledovani u¢inku xabani se
méefii aktivita anti-Xa kalibrovana na rivaroxaban, apixaban nebo edoxaban (ve FN
Plzen postupné od dubna 2013, kvétna 2015 resp. od ¢ervna 2018). V nékterych
situacich je v laboratofi potieba pred samotnym koagulacnim méfenim odstranit
DOAC ve vysetfované plazmée pomoci aktivniho uhli (reagencie DOAC Stop).

Bézné koagulacni testy pro monitorovani 1é¢by nejsou vhodné, protoze nejsou
dostatecné citlivé a neodrazeji skutecny vliv uzivaného antitrombotika na hemo-
stazu. Na druhé stran¢ vyznamné (az atypicky) patologické hodnoty protrombino-
vého ¢i trombinového testu pii screeningovém vysetieni mohou pii neznamé 1ékové
anamnéze poukazat na ptitomnost DOAC.

Uzite¢né muze byt POCT stanoveni DOAC z moce (DOAC Dipstick resp.
DOASENSE).

Jako antidotum dabigatranu je pouzivan idarucizumab. Pro reverzi ti¢inku
rivaroxabanu, apixabanu a edoxabanu pomérné nove existuje antidotum andexanet
alfa, v sou¢asné dobg pro klinickou praxi v CR zatim nedostupny. Ve fazich klinic-
kého testovanti je také univerzalni antidotum ciraparantag, ktery vazbou na hepariny,
fondaparinux ¢i DOAC jejich ucinek antagonizuje.
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S ,,novymi“ 1éky se stale uci zachazet nejen laboratof, ale i oSetfujici l€kari
a sestry. Neméné¢ dutlezita je i postanalyticka ¢ast se zhodnocenim laboratorniho vy-
sledku v kontextu s divodem vysetfeni, s druhem 1éku, jeho davkovanim, ¢asem
uziti posledni davky a o¢ekavanym poloc¢asem s ptihlédnutim k ledvinnym funk-

cim.
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VRODENA DYSFIBRINOGENEMIA: POKROKY VO VYSKUME,
DIAGNOSTIKE A MANAZMENTE LIECBY

Simurda T.!, Casini A.>, Neerman-Arbez M.3, Sterankovd M.', Zolkovd J..,
Skoriiovd 1., Kolkova Z.*, Loderer D.*, Grenddr M.*, Brunclikovi M.!,
Lasabova Z.°, Dobrotova M.', Plameriova 1.", Stasko J.", Kubisz P’
INdrodné centrum hemostdzy a trombozy, Klinika hematolégie a transfiizioldgie,
Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Univerzitna nemocnica Martin
2Division of Angiology and Hemostasis, Faculty of Medicine,

Geneva University Hospitals, Geneva, Switzerland
SDepartment of Genetic Medicine and Development, Faculty of Medicine,
University of Geneva, Geneva, Switzerland
‘Martinské centrum pre biomedicinu, Univerzita Komenského v Bratislave,
Jesseniova lekarska fakulta v Martine
SUstav molekulovej biolégie a genomiky, Univerzita Komenského v Bratislave,
Jesseniova lekadrska fakulta v Martine

Vrodena dysfibrinogenémia (VD) je zriedkavé ochorenie hemostazy, sposo-
bené zmenami v Strukture molekuly fibrinogénu. Tieto zmeny vedu k poruche
funkcie fibrinogénu. Laboratérna diagnostika je zaloZena na diskrepancii medzi
znizenou aktivitou fibrinogénu a normalnym antigénom fibrinogénu. K potvrdeniu
diagnozy je nevyhnutné genetické testovanie. U vacsiny pripadov je VD spdsobena
heterozygotnou missense mutaciou v jednom z troch génov kodujucich molekulu
fibrinogénu (FGA,FGB,FGG). Na zéklade genotypu a fenotypu, podvybor pre fak-
tor XIII a fibrinogén ISTH navrhol novu klasifikaciu pre VD. Klinicky fenotyp je
vysoko heterogénny. Vicsina pacientov je asymptomaticka, ale u inych mézeme
pozorovat’ krvacania, a v niektorych pripadoch aj trombotické komplikacie. Z do-
vodu spresnenia fenotypu sa vo vyskumnych laboratoriach vysetruju aj globalne testy
hemostazy a Specidlne funkcéné analyzy fibrinového koagula. ManaZzment liecCby
niektorych najcastejSich klinickych stav, akymi st akutne krvacanie, chirurgicky
vykon a tehotenstvo je vel'mi naro¢ny. V liecbe zohrava najdolezitejSiu tlohu
podavanie fibrinogénového koncentratu. Okrem toho st délezité antifibrinolytika
a antikoagulancia, ktoré su stucastou liecby v $pecifickych klinickych pripadoch.
V stcasnosti sa preto kladie vel'ky doraz na komplexnt diagnostiku VD. Klasi-
fikacia, diagnostické postupy a vyskum v oblasti vrodenych poruch fibrinogénu su
nevyhnutné k zlepSovaniu manazmentu liecby.

Pod’akovanie: Prdca bola podporend projektmi: Granty VEGA 1/0479/21,
1/0436/21, Grant Univerzity Komenského (UK/5/2022).
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LECBA PACIENTU SE ZISKANOU HEMOFILII A,
ZKUSENOSTI Z BRNENSKEHO CENTRA

Smejkal P*?, Kamelander J.*?, Bulikova A.”?, Romanovd G.**3, Kissova J.*3,
Slechtovd M.', Zavielovi J."*, Zackovd D.%, Volkovd L., Penka M."?
'Oddéleni klinické hematologie, FN Brno
’Katedra laboratornich metod, LF MU
3Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno a LF MU

Uvod: Ziskana hemofilie A (ZHA) je pom&mé vzacné onemocnéni s roéni
incidenci cca 1-1,5 na milion populace.

Pacienti a metodika: Zhodnotili jsme vysledky diagnostiky a lécby pacientd
se ZHA ve FN Brno od roku 1998 po soucasnost.

Vysledky: V tomto obdobi bylo na nasem pracovisti diagnostikovano celkem
45 pacientd se ZHA. Ve 26 piipadech byla etiologie inhibitoru FVIII idiopaticka,
u 11 pacientl byla malignita, u 7 revmatoidni artritida a jedené pacientky byla ZHA
po porodu. Median veéku byl 76 let (34-91), hladiny FVIII 3 % (0-38 %) a inhibi-
toru FVIII 16 BU/ml (1,06—-19 000 BU/ml). VSichni pacienti méli krvacivé projevy,
predevsim do podkozi a svalstva, z nichz 28 (62 %) vyzadovalo 1é¢bu. U 26 z nich
byla k 1éc¢bé krvaceni pouzita bypassova aktivita (10x pouze aPCC, 8x pouze
rFVIla, 8x aPCC i rFVIIa) a 2x vysoka davka FVIII (se vstupnim titrem inhibitoru
2,4 BU/ml, resp. 0,88 BU/ml).

Kromé pacientky s velmi nizkym titrem inhibitoru po porodu, ktery vymizel
spontanné, a tif pacientd s infaustni prognézou (2x pro pokrocilou malignitu a 1x
pro septicky stav po evakuaci hematomu stehna), byla vzdy zahdjena imunosupre-
sivni terapie (IST) s cilem eradikace inhibitoru FVIIIL.

U vétsiny pacienti byl pouzit standardni rezim kortikosteroidy (KS) a cyklo-
fosfamid (CF), u osmi pacientli pouze KS a u jednoho pacienta pouze CF, 1x byla
pouzita kombinovana chemoterapie R-COP pfi soucasné 1é¢bé nove diagnostiko-
vané¢ho lymfomu.

Ze 41 pacientd 1éCenych IST bylo dosazeno eradikace inhibitoru FVIII u 32
(78 %) z nich, v medianu 31 dnti (14-180). Z toho 1x az po druhé linii IST: u dvou
pacientl byl pro neucinnost kombinace KS + CF podan i rituximab (remise nebyla
dosazena) a u jedné pacientky byl ve II. linii 1écby CF nahrazen mykofenolatem
(MF) s dosazenim remise.

K recidivé inhibitoru do jednoho roku od pivodni diagnozy ZHA doslo u 7
pacientll (21,9 %). V péti ptipadech byla recidiva zvladnuta stejnou IST (KS
nebo KS + CF) jako vstupné (u jedné pacientky byl nasledné diagnostikovan po-
krocily tumor pankreatu), u jedné pacientky pii nutnosti trvalé kortikoterapie byl
pouzit s ispéchem MF a u jednoho pacienta byla recidiva inhibitoru za 11 mésict
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od jeho eradikace, kdy byla bez efektu kombinace KS + CF a nasledné podany
rituximab mél efekt jen Castecny a pacient zemfel na infek¢ni komplikace.
Celkova timrtnost do jednoho roku od diagnoézy byla vysoka 18/45 (40 %).
Zemieli 3 infaustni pacienti, u nichz nebyla IST zahéjena a vSech 9 pacientt, ktefi
po zahdjeni IST nedosahli eradikace inhibitoru: 3x na progresi tumoru, 3x na in-
fekéni komplikace (z toho 1x po nutnosti evakuace hematomu retroperitonea po
predchozi implantaci TP kycle) a 3x na kardialni komplikace (z toho 2x infarkt
myokardu). Z pacientt, ktefi dosahli eradikace inhibitoru, 3 zemfeli pii nasledné
dlouhodobé hospitalizaci v LDN na bronchopneumonii a 3 na progresi onkologic-
kého onemocnéni. Ze vSech pacientti s diagnostikovanou ZHA tedy dlouhodobé
ptezilo (déle nez 1 rok) 27/45 (60 %) a z pacientt 1é¢enych IST 26/41 (63,4 %).
Zavér: Lécba krvaceni u pacientii se ZHA byla zvladatelna kromé dvou pii-
padd, kdy byla nutna evakuace rozsahlého hematomu tfisla a retroperitonea. VSichni
pacienti, ktefi nedosahli eradikace inhibitoru zemfeli na komplikace — infek¢nf, kar-
dialni nebo progresi onkologického onemocnéni. Cast z pacientd, kteti dosahli
remise onemocnéni, také zemiela — na bronchopneumonii vlivem dlouhodobé imo-
bilizace a na onkologické onemocnéni. Podil na tom mél vysoky vek pacientt. Ve
I1. linii imunosuprese se nam spis$ nez rituximab osveédcil mykofenolat.
Podpoieno MZ CR — RVO (FNBr, 65269705).
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SYNDROM LEPIVYCH DOSTICIEK U PACIENTOK
SO SPONTANNYM ABORTOM

Sokol J., Lisd L.", Skereitovd M.?, Zolkovd J.", Chudej J.", Chbat A.", Linekovi
L., Pécova M.', Stasko J.', Kubisz P!

Klinika hematologie a transfuziologie, Narodné centrum hemostdzy a trombozy,
Jesseniova lekdrska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave,
Univerzitna nemocnica Martin
2Ustav klinickej biochémie, Jesseniova lekdrska fakulta v Martine,
Univerzita Komenského v Bratislave, Univerzitna nemocnica Martin

KPuicové slova: glykoprotein VI, polymorfizmus, syndrom lepivych dosticiek,
potrat.

Uvod: Syndrom lepivych dosti¢iek (SPS) je charakterizovany in vitro zvyse-
nou agregaciou trombocytov po podani adenozindifosfatu (ADP) a adrenalinu
(EPI). SPS sa prejavuje artériovou a/alebo venoznou trombdzou a potratmi. Presny
geneticky zaklad ochorenia stale nepozname. Diagndza a klasifikacia SPS sa opiera
o vysetrenie agregacie dosticiek, pricom ako uz bolo vyssie spomenuté, pouzivaju
sa dva induktory: ADP a EPI.

Ciel’: Cielom prace bolo vySetrenie vybratych polymorfizmov celkovo 8
génov (GP6, PEAR1, ADRA2A, MRVI1, FCERIG, JAK2, GAS6 a PPBP) u pa-
cientok so SPS a anamnézou spontanneho abortu v porovnani so zdravymi zen-
skymi kontrolami.

Metodika: Agregabilita trombocytov bola testovana v plazme bohatej na do-
Sticky pomocou PACKS-4 agregometra (Helena Laboratories, USA). Na geno-
typovu analyzu bola pouzitd vysokorozliSovacia analyza kriviek topenia (HRM)
pomocou LightCycler 480 II (Roche Diagnostics, Nemecko).

Vysledky: Celkovo sme vySetrili 64 pacientok so SPS a 54 zdravych zenskych
kontrol. V ramci genotypovej analyzy sme nasli signifikatne vyssiu frekvenciu vy-
skytu 5 jednonukleotidovych polymorfizmov (SNPs) génu GP6 u pacientok so SPS
vs. kontroly (rs1671152, rs1654433, rs1613662, rs1654416 a rs2304167). V ramci
haplotypovej analyzy sme pozorovali aj signifikatne vyssi vyskyt 5 haplotypov génu
GP6 u pacientok so SPS vs. kontroly (acgg a aagg u GP6_5reg haplotype; ccgt
uGP6_3reg haplotype; tau GP6_REG haplotype; PEAN u GP6_PEAN haplotype).

Zaver: Nase vysledky, najmé vyssi vyskyt 4 nesynonymnych variantov v ko-
dujtcej oblasti génu GP6, podporuju myslienku, ze polymorfizmy GP6 st spojené
s hyperagregabilitou trombocytov, ktora sa manifestuje v podobe spontanneho po-
tratu.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporena grantom KEGA 056UK-4/2022,
VEGA 1/0250/22 a APVV-17-0054.
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STICKY PLATELET SYNDROME (SPS)
— KDE SME A KAM SMERUJEME V ROKU 2022?

Stasko J., Holly P, Sokol J., Lisa L., Plameriova 1., Kubisz P.
Narodné centrum hemostdazy a trombozy, Klinika hematologie a transfiiziologie,
Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine
a Univerzitna nemocnica Martin, Martin, SR

Uvod: Sticky platelet syndrome (SPS) je menej znama trombofilna porucha
funkcie trombocytov s familidrnym vyskytom a s pravdepodobnym genetickym
podkladom. SPS je klinicky charakterizovany zvySenym rizikom venoznych a ar-
tériovych trombotickych prihod a tehotenskych (placentarne navodenych) kom-
plikécii. Hlavnym laboratérnym kritériom je zvySena agregacia trombocytov po
nizkych davkach adenozindifosfatu (ADP) a epinefrinu (EPI, adrenalinu). Napriek
tomu, ze SPS bol po prvykrat popisany pred 40 rokmi, mnoho otazok tykajucich
sa jeho etiologie, patomechanizmu, genetického pozadia, optimalnej diagnostiky
a lieCby zostava kontroverznych.

Ciel’: Cielom prispevku je zhrnut doterajSie publikované Studie, aktualnu
definiciu syndrému, poukazat’ na jej limitacie a navrhnut’ perspektivne moznosti
dalsieho vyskumu SPS.

Material a metédy: Metodou zberu materidlu bol literarny vyber publikécii
o SPS z databaz Medline, Embase a publikovanych prispevkov z medzinarodnych
vedeckych a odbornych konferencii, doplneny nepublikovanymi vysledkami auto-
rov.

Vysledky: Prehl'ad sucasného poznania SPS je nasledovany rozborom jeho
patofyziologickych, diagnostickych a terapeutickych problémov.

Zaver: KI'icovym problémom diagnostiky SPS je nad’alej Standardizacia
optickej agregometrie (LTA) ako ,,zlatého Standardu® pre hodnotenie funkcie trom-
bocytov pri SPS. Chybanie velkych prospektivnych §tadii zostava, napriek naras-
tajucemu poctu publikovanych kazuistik a siborov pacientov, hlavnou limitaciou
pre prijatie SPS ako samostatnej nozologickej jednotky v klinickej praxi.

Pod’akovanie: Prdca bola podporena projektom Vega 1/0479/21 a projektom
APVYV 16-0020.
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HEMOCYTOMETRICKE PROGNOSTICKE SKORE COVID-19
JAKO SNADNO DOSTUPNY MARKER K PREDIKCI STREDNE TEZKEHO
A TEZKEHO PRUBEHU COVID-19 V KLINICKE PRAXI
Vrbacky E', BlaZek M.’, Fatorovad L', Mirska K.5, Hrnéiiova K.
V. interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové
a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Krdlové
2Plicni klinika, Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Lékaiska fakulta
Univerzity Karlovy, Hradec Kralové
SFarmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova, Hradec Kralové

Klicova slova: COVID-19, koronavirus, hemocytometrické prognostické
skore COVID-19.

Uvod: Coronavirové onemocnéni 2019 (COVID-19) je Zivot ohrozujici stav
s velmi heterogennim pribéhem ovlivnénym napft. vékem a dalsimi komorbiditami.
Mnoho soucasnych studii se proto zaméiuje na analyzu ukazateld spojenych s Cas-
nym hodnocenim klinického pribehu a prognoézy onemocnéni COVID-19.

Jednim z moznych publika¢né podpotfenych prognostickych ukazateld je he-
mocytometrické prognostické skore COVID-19 zalozené na kombinaci hematolo-
gickych parametrti. Prognostické skore COVID-19 by mohlo byt velmi uzite¢nym
a snadno dostupnym ukazatelem v klinické praxi. Zejména pak k predikci stied-
né tézkeého a tézkého pribehu COVID-19 v case primarniho kontaktu s pacien-
tem.

Metodika: Do studie byli zatazeni pacienti s COVID-19 vyseteni ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové s pfiznaky infekce dychacich cest a pozitivnim PCR
testem na virus SARS-CoV-2. Pti prvnim kontaktu s pacientem bylo spolu s dal-
$imi laboratornimi parametry hodnoceno prognostické skore COVID-19 a klinicky
stav nemocnych. Nékteti pacienti byli 1é¢eni ambulantné a n€ktefi byli ptijati pro
respiracni tisen pfi probihajici pneumonii COVID-19 nebo pro souvisejici kom-
plikace.

Hodnotili jsme vstupni hodnotu prognostického skore COVID-19 a jeho vztah
k dalsimu klinickému vyvoji onemocnéni, abychom ovétili moznost vyuziti tohoto
ukazatele ke stanoveni progn6zy COVID-19 v ¢ase prvniho kontaktu s nemocnym.
Prognosticky vyznam byl vyhodnocen pomoci ROC (Receiver Operating Charac-
teristic) ktivek a plochy pod kiivkou (AUC, area under curve).

Vysledek: Ze 180 sledovanych nemocnych se zdvazné ptiznaky rozvinuly
u 44. Z hodnocenych parametrti byla nejvyssi hodnota AUC u COVID skore
(0,855). Nejvyssi kombinace sensitivity (91,9 %) a specificity (71,7 %) pro identi-
fikaci nemocnych s naslednym stiedné t€zkym a tézkym pribéhem onemocnéni
bylo dosazeno pii hranici COVID skore > 1.
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Zavéry: Prognostické skore COVID-19 je slibnym ukazatelem, ktery dobie
stratifikuje pacienty s COVID-19 do skupin podle budouciho vyvoje onemocnéni
jiz v dob¢ prvniho kontaktu a umozniuje tak véasné zajisténi zvysené péce u téch,
u kterych je vysoké riziko zavazného vyvoje.

Tato prace byla podporena programem Cooperatio, védni oblast ONCO a MZ
CR — RVO (FNHK, 00179906).
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POLIEKOVE ABNORMALITY FIBRINOGENU

Wild A., Ondrejéekova A.
Hematologické odd., FNsP F.D. Roosevelta, Banska Bystrica, Slovensko

Ziskané poruchy fibrinogénu sa bezne vyskytuju ako dosledok diseminovanej
intravaskularnej koagulopatie, primarnej hyperfibrinolyzy, koagulopatie pri cirhoze
heparu, hemodilucie, po podani fibrinolytik ¢i asparaginazy.

Ciel’: upozornit’ na abnormality fibrinogénu vyskytujuce sa v klinickej praxi
hematoldga v suvislosti s uzivanim liekov primarne neovplyviiujiicich hemostazu.

Metodika: prehl'ad problematiky z literatiiry a vlastné sktisenosti formou ka-
zuistik.

Vysledky: Autori sa zameriavaji na abnormality fibrinogénu ako dosledok
podavania dvoch liekov: Hypofibrinogenémia pri podavani antibiotika tigecyklinu,
ktorej vznik je zavisly na davke a dizke podavania, u ¢asti pacientov je symptoma-
ticka, moze vyzadovat’ aj substiticiu fibrinogénu.

Hypofibrinogenémia a hyperfibrinolyza indukovana valproatom, k parcialnej
uprave dochadza uz niekol’ko dni po jeho vysadeni. Stav moze vyZadovat’ podanie
antifibrinolytik a fibrinogénu.

Zaver: pri diferencialnej diagnostike hypofibrinogenémie je nutné zvazit' aj
spojitost’ s uzivanim liekov primarne neovplyviujicich hemostazu.
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LABORATORNI DIAGNOSTIKA HIT

Zavielova J., Chytra D., Kovarikova J., Bulikova A., Penka M.
Oddéleni klinické hematologie, Fakultni nemocnice Brno

Uvod: Heparinem indukovana trombocytopenie je klinicko-laboratorni syn-
drom charakterizovany imunitn¢ podminé€nou trombocytopenii a je Zivot ohrozujici
komplikaci 1é¢by heparinem. Heparin se vaze na trombocyty, dochazi k uvolnéni
PF4 z a-granuli trombocytt, tvoti se komplexy Heparin/PF4, které mohou u nékte-
rych lidi indukovat tvorbu specifickych protilatek (IgG, ev. IgM, IgA). Vazba imu-
nokomplexti na FcyRlIla receptory desti¢ek vede k aktivaci desticek.

Laboratorni diagnostika HIT zahrnuje testy imunologické — prukaz protilatek
proti PF4/Heparin kvalitativnimi testy (prikaz pfitomnosti/nepiitomnosti) nebo
ELISA testy (prukaz protilatek riznych tfid) a testy funkcni. Témito testy vySetiu-
jeme schopnost HIT protilatek aktivovat normalni trombocyty jen v pfitomnosti
heparinu (ne v nepfitomnosti a pti vysoké koncentraci). Pti aktivaci desticek dochazi
k uvoliiovani a-granuli a denznich granuli, generaci desticCkovych mikropartikuli,
expresi membranovych glykoproteind, agregaci desticek.

K funk¢énim testiim patfi uvolnéni serotoninu (referencni metoda) HPLC, des-
tickovy agregacni test, exprese destickovy membranovych glykoproteint pritoko-
vou cytometrii a dalsi testy.

Metodika: V nasi laboratoii pouzivame k prukazu pritomnosti protilatek scre-
eningovy kvalitativni test (Stick Expert HIT, Stago), rychly a dostupny statimove
24 hodin denné¢ a test ELISA k prukazu protilatek IgM, IgM, IgA protilatek (Zy-
mutest HIA IgG, IgA, 1gM, Hyphen BioMed). Vyhodnocuje se hodnota OD porov-
nanim s cut-off. Vysledek musi byt konfirmovan poklesem OD pti nadbytku
heparinu. K prukazu schopnosti protilatek aktivovat normalni trombocyty v pii-
tomnosti heparinu (ne v nepfitomnosti a nadbytku heparinu) pouzivame funkéni
testy destickovy agregacni test a prikaz exprese Anexinu V prutokovou cyto-
metrif.

Vysledky: V praci prezentujeme vysledky 6 pacientt, u kterych jsme v obdobi
unor — kvéten 2022 diagnostikovali HIT. VSichni pacienti méli pozitivni protilatky
proti PF4/Heparin screeningovym kvalitativnim testem a vyrazné pozitivni proti-
latky metodou ELISA ve tfid¢ IgG, u jednoho soucasné i IgA. U trech pacietl byly
pozitivni oba dva funkéni testy, destiCkovy agregacni test i test k prikazu HIT prt-
tokovou cytometrii. U jednoho pacienta byl pozitivni jen destickovy agregacni test
pfi niz&i koncentraci heparinu (0,5 IU/ml) a pozitivita byla ovéfena SRA na UHKT,
test HIT prutokovou cytometrii byl negativni. U zbyvajicich dvou pacientli byly
oba funk¢ni testy negativni, se vzestupem desticek po vysazeni heparinu — suspektni
HIT.
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Zavér: Dulezitym predpokladem spravné diagnostiky HIT je standardizace
funk¢nich testd, ktera zahrnuje vybér vhodnych darci desticek, pokud mozno otes-
tovanych a na reaktivitu s HIT protilatkami, pouZiti pozitivnich a negativnich kon-
trol, inaktivaci vzorku pacienta piti 56 °C, pouziti vhodnych koncentraci heparinu.
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miRNA A HYPERAGREGABILITA TROMBOCYTOV PRI SYNDROME
LEPIVYCH DOSTICIEK

Zolkova J.!, Vadelovad L.!, Skerefiovda M.%, Ivankovd J.., Sokol J.!, Stasko J.!
Klinika hematologie a transfuziolégie, Narodné centrum hemostdzy a trombozy,
Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave,
Univerzitna nemocnica Martin
2Ustav klinickej biochémie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Univerzita Komenského v Bratislave, Univerzitna nemocnica Martin

Uvod: Syndrom lepivych dogticiek (SPS) je oznatovany ako trombofilna trom-
bocytopatia s autozomalne dominantnou dedi¢nost'ou. Vac¢sina genetickych studii
doteraz preukazala, ze do patogenézy SPS je zapojena variabilita génov, napr. GP6,
GAS6, PEAR1 a MRVII1. Aj napriek zvySujucemu sa zaujmu o tento syndrém sa
zatial’ nepodarilo identifikovat’ genetick abnormalitu sposobujucu SPS. Zaujimavé
moznosti pre d’alsi vyskum pri¢iny SPS ponukaji miRNA trombocytov, ktoré su
povazované za biomarkery vaskularnej trombozy, a pravdepodobne zasahuju do
reaktivity trombocytov.

Ciel: Predstavit pilotnu $tudiu zamerant na sledovanie vztahu medzi expre-
siou nami vybranych miRNA trombocytov a hyperagregabilitou trombocytov u pa-
cientov s SPS.

Metody: V pilotnej $tudii sme vysetrili 45 pacientov s potvrdenou diagnézou
SPS a 30 zdravych dobrovol'nikov. Pri analyze vzoriek sme vyuzili metodu funkc-
ného vysetrenia trombocytov (svetelnu agregometriu), a metodu magnetickej se-
paracie trombocytov. Na ur¢enie expresie nami vybratych miRNA v trombocytoch
sme vyuzili kvantitativnu reverzne transkripént polymerazova retazova reakciu
(qRT-PCR).

Vysledky: Pri analyze expresie miRNA-96, miR-126 a miR-233 v trombocy-
toch sme nepozorovali vztah s funkénym vysetrenim trombocytov u pacientov so
SPS. V subore pacientok so SPS a tehotenskymi komplikdciami sme vsak zazna-
menali vyznamne zvySent expresiu miR-96 v trombocytoch (p<0,01).

Zaver: Nase vysledky v celom stbore pacientov so SPS nepotvrdili predpo-
klad, ze zmeny v expresii miR-96, miR-126 a miR-233 v trombocytoch by mohli
sposobit’ abnormality v reaktivite trombocytov, ktoré by sa prejavili ako SPS.
V stibore pacientok so SPS a tehotenskymi komplikaciami sa expresia miR-96
v trombocytoch takmer zdvojnasobila, ¢o by mohlo stvisiet’ so zmenami v patoge-
néze SPS u tychto pacientok, no tieto zistenia je potrebné overit’ na stibore s va¢sim
poctom pacientok.
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GENETICKA VARIABILITA U PACIENTOV S VON WILLEBRANDOVOU
CHOROBOU

Zolkova J.!, Kolkovd Z.%, Loderer D.?, Provaznikovd D.’, Hrachovinovd L3,
Grenddr M.*, Dobrotovd M.', Ivankovd J.., Skoriiovd L., Vadelova L.",
Sokol J.", Lasabovd Z., Kubisz P', Stasko J.

!Klinika hematoldgie a transfuziologie, Narodné centrum hemostdzy a trombozy,
Jesseniova lekadrska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave,
Univerzitna nemocnica Martin
*Martinské centrum pre biomedicinu, Jesseniova lekdrska fakulta v Martine,
Univerzita Komenského v Bratislave
3Laborator pro poruchy hemostdzy, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha
‘Bioinformatické konzultacné centrum, Martinské centrum pre biomedicinu,
Jesseniova lekdrska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave

Ciel: Sledovanie vztahu medzi laboratornym fenotypom a genotypom u pa-
cientov s vVWCH.

Uvod: Von Willebrandova choroba (vWCH) vznika v désledku mutécii v géne
pre von Willebrandov faktor (vWF). Doteraz bolo identifikovanych takmer 590 uni-
katnych kauzalnych mutacii, ktoré ré6znymi mechanizmami vedu k deficitu vWF
v plazme alebo k porucham v jeho funkcidch v adhézii a agregacii trombocytov
alebo v interakciach s FVIIIL. V rutinnej diagnostike vo vécsine pripadov kompletna
laboratorna diagnostika umoziuje stanovit’ diagnozu pacienta. No existuju Specialne
situacie, kedy genetické testovanie moéze byt napomocné, dokonca v niektorych
pripadoch kl'icové. Okrem toho Studie na velkej populacii pacientov s vWCH,
ktoré popisuju vztahy medzi genotypom a fenotypom na vel’kom pocte pacientov,
poskytuji komplexné a unikatne data.

Subor a metodika: Do Stadie bolo zaradenych 27 pacientov a 8 rodinnych
prislusnikov, ktorym bol realizovany laboratorny skrining na vVWCH (VWF:Ag,
VWF:Ac, FVIIIL:C, VWF:CB, PFA100) a diskriminacné vysetrenia (RIPA, analyza
multimérov, genetické testovanie). Na genetické testovanie sme vyuzili vlastny di-
zajn NGS panelu a pritomnost’ identifikovanych variantov sme overili pomocou
Sangerovho sekvenovania. Na detekciu vel'kych génovych delécii sme vyuzili me-
todu MLPA.

Vysledky: V skupine pacientov sa nam podarilo identifikovat’ 13 r6znych mu-
tacii. Z toho 5 missense mutacii (p.Thr791Met, p.Arg854GlIn, p.Arg926GIn,
p.-Trp1144Gly, p.lle1628Thr), 4 delécie/inzercie (delEx1-3, c¢.878 878delC,
c.2435delC, ¢.8217 8218insA), 3 nonsense mutacie (p.Tyr883*, p.Argl853*,
p-Arg2434%*) a 1 zostrihovi mutaciu (¢.3379+1G>A) NajcastejSou mutaciou bola
¢.2435delC, ktora bola pritomna u pacientov s typom 1, 2N aj 3 vWCH. U troch
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pacientov sme identifikovali zmieSany fenotyp 1/I1E. U tychto pacientov bola pri-
tomna mutacia p.Trp1144Gly. U pacientov s typom 2N vWCH bola najcastejSou
mutaciou p.Arg854GIn. U8 pacientov genotyp nekoreloval s laboratornym nalezom
alebo uplne nevysvetl'oval laboratorny nalez tychto pacientov.

Zaver: Klinicky obraz a genetické pozadie vVWCH st vel'mi heterogénne. Aj
ked sa v minulosti predpokladalo, ze genetické testovanie umozni vysvetlit’ vztah
medzi genotypom a fenotypom u vSetkych pacientov, kvoli netiplnej penetrancii
a variabilnej expresivite, genotyp nie vzdy koreSponduje s plazmatickou hodnotou
vWF a klinickym prejavom krvacania pacienta. Preto ma zovSeobecnovanie gene-
tického testovania pri vVWCH nizky klinicky vyznam. Potrebny je individualny pri-
stup, zalozeny na interakcii medzi lekdrom, pacientom a skiisenym laboratdériom,
aby sa predislo chybnej klasifikacii vWCH. Pri stanovovani diagndzy je potrebné
brat’ do uvahy aj environmentalne faktory, ktoré vplyvaji na plazmatické koncen-
tracie vVWF.

Pod’akovanie: Prdca bola podporend projektom VEGA1/0187/17.
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GENETICKA VARIABILITA GENOV PRE GPVI, MRVI1 A PEAR1
U PACIENTOV S HYPERAGREGABILITOU TROMBOCYTOV
A TEPNOVYMI OKLUZIAMI

Brunclikovd M.', Ivankovd J.', Skereiiovd M.%, Dobrotovi M.", Holly P,
Simurda T.!, Stan&iakova L., Sterankovi M., Skoriiovd L., Stasko J.!
INdrodné centrum hemostazy a trombozy, Klinika hematolégie a transfuziolégie,
Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Univerzitna nemocnica Martin
’Martinské centrum pre biomedicinu, Univerzita Komenského v Bratislave,
Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzitna nemocnica Martin

KPrucové slova: Syndrom lepivych dostic¢iek, hyperagregabilita trombocytov,
artériova tromboza, genetické pozadie.

Uvod: Syndrém lepivych dosticiek (SPS) je trombofilna trombocytopatia cha-
rakterizovana prekonanou trombo6zou spolu s laboratorne verifikovanou zvysenou
agregabilitou trombocytov vyvolanou nizkymi koncentraciami dostickovych in-
duktorov — adenozindifosfatom (ADP) a/alebo adrenalinom (EPI). Klinické prejavy
ochorenia st pestré. SPS sa mdze manifestovat’ uzavermi v réznych lokalitach. Naj-
CastejSie sa trombozy formuju v tepnach.

Ciele a metodika: Ciel'om prace bolo pokusit’ sa identifikovat’ pricinu a me-
chanizmy vzniku SPS u pacientov s artériovymi trombo6zami. Prostrednictvom ge-
netickej analyzy zistit’ pritomnost’ vztahu medzi polymorfizmami nami vybranych
génov a klinickym fenotypom ochorenia a verifikovat’, ¢i tieto polymorfizmy maja
vztah ku vzniku artériovych trombo6z. Analyzovali sme stbor 69 pacientov s SPS
do 45 rokov, ktori prekonali artériovl trombo6zu. Kontrolnt skupinu tvorilo 69 zdra-
vych darcov krvi.

Vysledky: Vybrané polymorfizmy génov a skiimané haplotypy pre GPVI,
PEARI, MRVII1 sa nezdaju byt rizikovym faktorom pre rozvoj SPS s fenotypom
artériovej trombdzy. V podskupine pacientov so SPS I sme zaznamenali znizenu
frekvenciu minoritnej alely A SNP rs12041331 v géne PEARI (hrani¢na hodnota
p, p=0,061), ktora m6ze byt povazovana za protektivnu proti artériovej tromboze.
V rovnakej podskupine pacientov s SPS I, haplotyp TA v géne PEARI1 tiez vyka-
zoval znizent frekvenciu s hrani¢nou nevyznamnost'ou (p=0,056). M6zeme teore-
tizovat’ o jeho ochrannej tilohe u pacientov s SPS I. Pri analyze SNPs a haplotypov
GP6 vratane haplotypu PEAN sme taktiez nezaznamenali vyssi, respektive nizsi
vyskyt vo frekvencii skimanych genetickych zmien. Nepotvrdili sme stvislost’
medzi genetickymi zmenami GP6 a vznikom fenotypu artériovej trombozy.

Zaver: Nase vysledky podporuju myslienku, ze skimana geneticka variabilita
vybranych SNP v génoch GP6, PEAR1 a MRVII nie je spojena s hyperagregabili-
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tou krvnych dosticiek prejavujucou sa ako artériova tromboza. Moznl ochrannu
ulohu minoritnej alely A SNP rs12041331, ako aj potencialne protektivnu ulohu
haplotypu TA v géne PEAR1 suvisiacu s artériovou trombdzou, zistenou v podsku-
pine pacientov SPS 1, je potrebné overit’ v d’alSom vyskume.
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ZiSKANY INHIBITOR FAKTORU XI

Fenclovd T, Provaznikova D.!, Liskovd R.', Radovskd A.', Simonikovd M.!,
Lousil J.2, CeSpivovi D.', Marecek F', Salaj P, Hrachovinovi L.
!Ustav hematologie a krevni transfuze,

Narodni referencni laborator pro poruchy hemostdzy, Praha
2Ustav hematologie a krevni transfuze,

Centrum pro trombozu a hemostdzu, Praha

Uvod: Deficit faktoru X1 je dédi¢na nebo ziskana krvaciva choroba, ktera zpii-
sobuje zvysenou tendenci ke krvaceni po traumatu nebo operacnim zakroku.
V naSem sdéleni prezentujeme pacientku se ziskanym deficitem faktoru XI na po-
zadi Lupus antikoagulans (LA) a dédi¢né poruchy faktoru XI.

Metody: Hladina faktoru XI byla vysetfovana koagulacni jednofazovou me-
todou, stanoveni inhibitoru Bethesda metodou, LA podle doporuc¢eni Laboratorni
sekce CHS CLS JEP. Déle byla provedena analyza genomové DNA Sangerovym
sekvenovanim.

Vysledky: Pacientka byla sledovana od roku 2007, poprvé vysetiena pii za-
chytu prodlouzeného APTT (pomér 1,88), kdy ji byl potvrzen LA. Hladiny faktort
VL, IX, XI a XII byly pii opakovaném vysetieni vSechny snizené, ale normalizo-
valy se s fedénim vzorku kromé faktoru XI, jehoz hladina byla opakované velmi
nizka (kolem 15 %). Pacientka nevykazovala krvacivou anamnézu a v rodinné
anamnéze se vyskytovaly pouze epistaxe. Po doSetfeni ¢lent rodiny bylo zjisténo,
ze otec pacientky ma deficit FXI s hladinou faktoru kolem 5 %, ma vrozeny deficit
FXI, potvrzeny dvéma heterozygotnimi mutacemi. S touto informaci jsme vysetfili
pacientku na piitomnost rodinnych mutaci v genu pro FXI. Byla zjisténa pouze je-
dina mutace p.Thr150Met, ktera je podle mezinarodni databaze mutaci F11 spojena
v heterozygotni formé s asymptomatickym pribéhem onemocnéni a hladinou FXI
23-52 %. Na zaklad¢ diskrepance v hladin¢ FXI byl u pacientky vysetien inhibitor
FXI. Titr inhibitoru byl stanoven na 8,6 B.U./ml.

Zavér: U pacientky jsme prokazali ziskany inhibitor FXI a také mutaci v genu
pro FXI, coz vysvétluje velmi nizkou hladinu FXI. Vzhledem k soucasné ptitom-
nosti pretrvavajicich antifosfolipidovych protilatek (LA normalizovany pomér =
1,93) se pravdépodobné jedna o komplexni vliv specifickych a nespecifickych pro-
tilatek a vrozeného deficitu FXI. Pfipad je unikatni v tom, Ze navzdory hlubokému
deficitu FXI a pfitomnosti inhibitoru pacientka neméla zadné krvacivé projevy. Je
mozné, ze soucasné prokoagulacni ptisobeni LA tento deficit klinicky koriguje.
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SOLUBILNY ENDOTELOVY RECEPTOR PRE PROTEIN C
A TROMBOEMBOLIZMUS

Ivankova J., Dobrotova M., Stasko J.
Klinika hematologie a transfiiziologie, Univerzitnd nemocnica Martin
Narodné centrum hemostazy a trombozy, Martin

Ciel’: Ciel'om nasej prace bolo zistit’ koncentraciu solubilného endotelového
receptora proteinu C (SEPCR) u pacientov, ktori prekonali ven6znu alebo arterialnu
trombozu.

Uvod: Protein C je dolezity prirodzeny inhibitor koagulacie, ktory je aktivovany
na aktivovany protein C (APC) komplexom trombin-trombomodulin. Solubilny
EPCR je transmembranovy glykoprotein, ktory cirkuluje v plazme v koncentracii
cca 100 ng/ml. sSEPCR ma schopnost’ viazat’ protein C, a tiez APC a tym inhibovat’
antikoagula¢nu funkciu APC, lebo komplex sEPCR/APC sa nemoze viazat’ na fos-
folipidy. Zvysena koncentracia SEPCR moze byt okrem iného podmienena aj pri-
tomnostou polymofizmov v géne EPCR, ¢o podla literarnych tdajov moze viest
k zvySenému riziku pre vznik HVT.

Subor a metodika: sSEPCR sme stanovili u 156 pacientov, 112 pacientov pre-
konalo HVT/PE a 44 pacientov prekonalo iCMP. Koncentraciu sEPCR sme stano-
vili aj u 55 zdravych kontrol. Plazmaticku koncentraciu sEPCR sme stanovili
metddou ELISA podla pokynov vyrobecu, komerénym kitom Asserachrom sEPCR,
Diagnostica Stago®, France.

Vysledky:
sEPCR (ng/ml) n priemer SD p
zdravé kontroly 55 121.8 48,8
pacienti s iCMP 44 162,4 85,4 p < 0,05
pacienti s HVT/PE 112 173,4 124,8 p < 0,001
pacienti spolu 156 162,5 115,9 p <0,001

Zaver: U pacientov, ktori prekonali vendzny tromboembolizmus sme zistili
Statisticky vyznamné zvysenie koncentracie sSEPCR. Vizba sEPCR na PC a APC
pravdepodobne interferuje s antikoagula¢nou funkciou APC a ma za nasledok zvy-
Sené riziko pre HVT.
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SYNDROM LEPIVYCH TROMBOCYTOV A TEHOTENSKE KOMPLIKACIE
V NCHT KHaT JLF UK A UN MARTIN V ROKOCH 2004-2022

Lisa L., Dobrotova M., Sokol J., Holly P, Plameiiova L., Zolkova J., Stasko J.
Klinika hematologie a transfuziologie JLF UK a UN Martin, SR

KPuacové slova: syndrom lepivych dosticiek, aborty, kyselina acetylsalicy-
lova.

Gravidita je fyziologicky trombofilny stav, ktory Zenu chrani pred nadmernym
krvacanim pocas porodu. Na druhej strane so sebou prindsa zvysené riziko trom-
bozy predovsetkym u Zien s vrodenou trombofiliou. Syndrom lepivych dosticiek
(SPS) sa mdze prejavit’ prave v obdobi tehotnosti, ¢i uz tepnovymi, alebo zilovymi
trombozami, ale Casto aj r6znymi tehotenskymi komplikaciami, ako st opakované
vcasné aborty, neskor¢ aborty, pred¢asny porod ¢i porod mitveho plodu.

Ciel'om nasSej prace bolo zistit’ vyskyt uvedenych komplikacii u pacientiek
s potvrdenou diagnézou SPS, ako aj zhodnotit’ moznu suvislost’ a vyznam vySetre-
nia SPS v subore pacientiek s opakovanymi komplikaciami v tehotnosti.

Subor tvorilo 160 pacientiek, ktoré boli vysetrené v NCHT KHaT JLF UK
a UN Martin v rokoch 2004-2022. Po odobrati anamnestickych tidajov bol u nich
realizovany trombofilny skrining vratane agregometrie za i¢elom stanovenia dia-
gnozy SPS. Agregometria bola realizovana pomocou agregometra PACKS-4 a ne-
skor AggRAM (Helena Laboratories, USA) metdédou podl'a Mammena a diagndza
SPS bola ur¢ena podla diagnostickych kritérii Mammena a Bicka. Median veku
v stbore bol 33 rokov.

Typ I SPS bol diagnostikovany v 60 pripadoch (37 %), typ 11 u 99 Zien (62 %)
a typ Il sme potvrdili len u 1 pacientky (1 %). V naSom subore sme 134-krat za-
znamenali v€asny potrat (do 12. tyzdna gravidity), u 36 pacientiek bol v anamnéze
pritomny aspon 1 neskory abort (po 12. tyzdni gravidity), 11-krat iSlo o mftvy plod
a 13-krat sa vyskytol predCasny porod. V Siestich pripadoch sme v osobnej anam-
néze zistili zlyhanie embryotransferu po IVF. U jednej pacientky i$lo o primarnu
sterilitu, avsak pacientka mala pozitivnu rodinnu anamnézu trombozy. Pocet véas-
nych potratov sa pohyboval medzi 1 az 6. Vo vySetrovanom subore 160 pacientiek
sa tepnova i zilova tromboza vyskytla len u Styroch, o predstavuje 2,5 %. 153 pa-
cientiek (95,67 %) bolo nastavenych na liecbu kyselinou acetylsalicylovou prevazne
v davke 100 mg denne. Len v 17 pripadoch bol identifikovany pridruzeny trombo-
filny stav. Celkovo 85 (53,13 %) pacientiek malo pozitivnu rodinn anamnézu tep-
novych a zilovych tromboembolickych prihod. Minimalne u 76 (47,5 %) pacientiek
po stanoveni diagnozy SPS a zahajeni lieCby prebichala d’alSia gravidita bez vy-
raznejSich komplikacii.
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VRODENY DEFICIT FXIll - LABORATORNA DIAGNOSTIKA

MeSovi P, Furindovd K., Nahdlkovi L, Skoriiova L., Zolkova J.,
Plameriova 1., Stasko J.
Narodné centrum hemostdazy a trombozy, Klinika hematologie a transfuziologie,
Univerzitna nemocnica Martin

Uvod: Koagulaény faktor XIII (FXIII), inak nazyvany aj fibrin stabilizujuci
faktor, je poslednym ¢lenom koagulacnej kaskady, kde ma doélezita Glohu v stabi-
liz4cii fibrinovej zatky. Vrodeny deficit FXIII je veI'mi zriedkavé ochorenie s auto-
zomalne recesivnym typom dedi¢nosti. Pri jeho nedostatku vznika koagulum, ktoré
nie je dostato¢ne pevné a rychlo podlieha fibrinolyze. Pacienti s tymto ochorenim
trpia vaznymi krvacavymi prejavmi uz od narodenia, t.j. krvacanie z pupocnika,
spontanne aborty, krvacanie do mozgu. Typické je oneskorené krvacanie a zI¢ ho-
jenie ran. Pri¢inou vzniku st najcastejsie mutacie v 1341 géne. Klinicky vyznamny
je pokles FXIII pod 3 %, ¢o vzhl'adom na typ dedic¢nosti zahfna pacientov s homo-
zygotnou formou ale aj zmieSanych heterozygotov.

Ciel’: Ciel'om prace je prezentovat’ nase skusenosti s laboratornou diagnosti-
kou vrodeného nedostatku FXIII u 3 pacientov a ich rodicov.

Metédy: V prvom kroku boli pacientom realizované rutinné koagula¢né testy
— PT, APTT, TT, Fbg (ACL TOP 550, Beckman Coulter, USA). Kvalitativne sta-
novenie FXIII sme hodnotili testom rozpustnosti koagula v 5M mocovine. Na stano-
venie antigénu A podjednotky FXIII sme pouzili latexovil imunoassay FXIII antigen
(HemosIL, Werfen, Taliansko). Funként aktivitu FXIII sme stanovili pouzitim kitu
Berichrom FXIII (Siemens, Nemecko).

Vysledky: V ramci laboratornej diagnostiky sme u 3 pacientov s krvacavymi
prejavmi realizovali zakladné koagulacné vysetrenia a krvny obraz so zameranim
na pocet trombocytov, ktoré boli v rozsahu referencnych hodndt. Pre podozrenie
na vrodeny nedostatok FXIII sme realizovali Specifické testy. U vSetkych pacientov
sme pozorovali vyrazné znizené hodnoty funkénej aktivity FXIII — pacient €. 1:
15,5 %, pacient ¢. 2: 10,1 %, pacient €. 3: 9,3 % a rodicia sa nachadzali na spodne;j
hranici normy (70-140 %). Vyrazne zniZen¢ boli aj hodnoty antigénu A podjed-
notky FXIII — pacient €. 1: <1 %, pacient €. 2: 1,4 %, pacient €. 3: 2,7 %. Kvalita-
tivne stanovenie FXIII sme hodnotili testom rozpustnosti koagula v 5M mocovine.
Fibrin stabilizovany FXIII je v moc¢ovine nerozpustny. V pripade nedostatku FXIII
sa rozpusta koagulum v mocovine v Case kratSom ako 48 hodin, podobne ako v pri-
pade nasich pacientov — pacient ¢. 1 za 2 hodiny, pacient ¢. 2 za 1 hodinu, rodicia
viac ako 48 hodin. Na nasom pracovisku sa realizovalo aj genetické testovanie na
pritomnost’ mutacii v génoch pre FXIII, ktoré potvrdilo vrodeny nedostatok FXIII
na molekularnej urovni.
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Zaver: Pri nedostatku FXIII st zakladné koagulacné testy v norme, preto je
potrebné realizovat’ priamo Specifické testy. Genetické testovanie moze pomoct’
odhalit’ pri¢inu vzniku ochorenia na molekularnej trovni. Znizené hodnoty funkcnej
aktivity aj antigénu FXIII u nasich pacientov potvrdili deficit FXIII. Pritomnost’
mutacie v géne pre FXIII indikovala, Ze sa jedna o vrodeny deficit FXIII.
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FUNKCNY TEST STANOVENIA HIT PRIETOKOVOU CYTOMETRIOU

Nahdlkova L., Skorfiovd L., Furindova K., Vazanovd A., Stasko J.
Narodné centrum hemostazy a trombozy, Klinika hematologie a transfuziologie
JLF UK a UNM, Martin
NUSCH, a.s. Bratislava

Uvod: Heparinom indukovana trombocytopénia (HIT) je stav vyvolany proti-
latkami proti komplexu heparin/PF4 pri liecbe heparinom. Sposobuje trombocyto-
péniu a niekedy aj arteridlnu alebo Zilovu trombozu. Heparin sa patofyziologicky
viaze na trombocyty, pricom sa z a granul trombocytu uvolfiuje PF4. Na povrchu
trombocytu sa tvori komplex heparin/PF4, ktory vyvolava u niektorych jedincov
tvorbu Specifickych protilatok (najcastejSie IgG) s naslednou aktivaciou trombo-
cytov, ktoré uvol'nuju zlozky s prokoagulacnou aktivitou. Prevalencia je priblizne
0,5-5 % heparinizovanych pacientov.

Laboratorna diagnostika HIT zvycajne prebieha v dvoch krokoch. Prvym kro-
kom je dokaz pritomnosti protilatok proti komplexu heparin-PF4, niektorym z imu-
nologickych testov a nasledne pri pozitivite testu (t.j. dokaze pritomnosti protilatok)
nasleduje potvrdenie alebo vylucenie HIT funkénym testom, ktorého tlohou je
dokaz schopnosti pritomnych protilatok aktivovat trombocyty. Definitivne je mozné
stanovit’ diagnozu HIT az pri pozitivnom vysledku funkéného testu, pricom existuje
znacna skupina pacientov (najmé po kardiochirurgickom vykone), ktori maju pri-
tomné protilatky (pozitivita v imunologickych testoch), ale funkény test maju
negativny a teda HIT nemaju.

Ciel’: Ciel'om prace bolo poukazat’ na vyhody, iskalia a moznosti aplikacie
funk¢ného testu HIT Alert pomocou prietokovej cytometrie.

Metéda: Kontrolné vzorky zdravych darcov boli odobraté do citrénanu sod-
ného s koncentraciou 0,109 mol/l.

Vzorky pacientov boli odobraté do skimavky bez protizrazavého ¢inidla. Ana-
lyzovali sme séru pacientov s podozrenim HIT, pomocou imunologického testu ID-
PaGIA Heparin/PF4 (particle gel immunoassay). U vzoriek s pozitivnym vysledkom
bolo sérum analyzované pomocou prietokovej cytometrie funkénym certifikovanym
testom — kitom HITAlert.

Vysledky: Analyzou 93 vzoriek pacientov s podozrenim HIT imunologickym
testom ID-PaGIA Heparin/PF4 sme dostali 71 pozitivnych vysledkov, 7 negativnych
vysledkov a 15 vzoriek+/-. Dalsim testovanim tychto vzoriek prietokovou cytome-
triou-kitom HITAlert- malo 27 vzoriek pozitivny a 65 vzoriek negativny vysledok
a jedna vzorka mala nejednoznacny vysledok.

Zaver: Urcenie pritomnosti protilatok sposobujucich HIT je nevyhnutné, ale
nie dostatocné na diagnostiku HIT. Vysledky funkéného testu HIT v analyzovanom
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subore podavaju kvalitativny a spol’ahlivy tidaj na urcenie pritomnosti protilatok
Specifickych pre komlex heparin/PF4, avsak nie vzdy stopercentny. V¢asné a presné
vysledky imunologického testu, funkéného testu spolu s klinickym nalezom a sta-
novenim 4Ts skore mozu vyznamne zlepsit prognozu ochorenia. Na zaklade nasich
doterajSich skusenosti aplikaciou funkéného testu stanovenia HIT pomocou prieto-
kovej cytometrie mozeme povedat, ze metoda ma svoje vyhody (funkény, relativne
kratky ¢as analyzy, neradioaktivny) i uskalia (vyzaduje Specializované pracoviska
s odbornou znalost'ou a pristrojovym vybavenim prietokovej cytometrie.

Pod’akovanie: Tato prdaca bola podporend projektami APVV-16-0020, Vega
1/0168/16, Vega 1/0187/17 a Centra excelentnosti pre perinatlogicky vyskum
(CEPV II, ITMS 26220120036) a centra pre vyskum v personalizovanej terapii
(CEVYPET).

-62 -



XXVIII. C-S konference o trombcze a hemostdze/XX. C-S konference laboratorni hematologie

SROVNANIi INDUKOVANE AGREGACE TROMBOCYTU STANOVENE
SYSTEMEM ATELLICA COAG 360 A AGREGOMETREM APACT 4004

Pilnackova M., Dytrychova V., Kieslichova S., Fatorova 1.
FN Hradec Kralové, IV. interni hematologicka klinika — laborator

Systém Atellica COAG 360 vyrobce firmy Siemens je plné automatizovany
koagulacni analyzator, ktery na jedné platformé sjednocuje pét metodik. Do této
kombinace je vedle koagulacni, chromogenni, imunologické a vysoce citlivé imu-
nochemické LOCI metodiky zatazena také agregace krevnich desticek.

Pristroj Atellica umoznuje automatizované vysetfeni funkce trombocytl na
principu optické transmisni agregometrie (LTA) podle Borna v citratové plazmé
bohaté na desticky (PRP) po stimulaci induktorem agregace. Preanalyticka kontrola
vzorkl pfistrojem, tzn. kontrola naplnéni primarni zkumavky a kontrola tzv. HIL
(hemolyza, ikterita, lipémie), minimalizuje procento chyb a opakované testovani.
Vykon piistroje v profilu ,,agregace* je 29 PRP vzorkt za 1 hodinu.

Cilem nasi studie bylo porovnat vysledky vysetfeni indukované agregace krev-
nich desticek (AG) ziskané na pfistroji Atellica COAG 360 s hodnotami naméie-
nymi na poloautomatickém optickém agregometru Apact 4004 vyrobce fy
LABiTec. Studie byla provedena pii testovani systému Atellica na naSem pracovisti.
Vysetieno bylo 36 zdravych, nelécenych dobrovolnych darct, muzl a Zen ve véku
nad 18 let. Méfeni probihalo paralelné na obou porovnavanych piistrojich bez ca-
sovych prodlev. Pouzité induktory agregace byly shodné, a to ADP, kyselina ara-
chidonova (ArA), epinefrin, kolagen a ristocetin (2 koncentrac¢ni hladiny).
Koncentrace jednotlivych induktord se lisila podle daného pfistroje. U systému
Atellica jsou finalni koncentrace vSech induktori niz$i v porovnani s Apactem 4004.
Porovnavanym parametrem byla hodnota max. agregace (%).

Vysledky méteni byly statisticky vyhodnoceny pomoci shody ve vybranych per-
centilech. Stanoven byl 2,5. percentil a 97,5. percentil a také 5. percentil a 95. percentil.
Zjistili jsme, ze stanovené hodnoty percentilti u porovnavanych testt po stimulaci ADP,
ArA a epinefrinu se shoduji a lezi u nasi kohorty zdravych darci ve fyziologickych
mezich. U testi indukovanych kolagenem a ristocetinem jsou hodnoty percentilii u sy-
stému Atellica niZ8i, ale nachazi se taktéZ v oblasti fyziologického rozmezi. Pro ovéfeni
vyznamu zjisténych rozdili zejména pro hodnoty v oblasti spodni hranice fyziolo-
gickych mezi a miru zatizeni piipadné chyby v méfeni by bylo vhodné vysetfit vétsi
soubor vzorkt s hodnotami AG v oblasti normalnich a také patologickych hodnot.

Zaveérem muzeme fici, ze vysledky AG souboru zdravych darci naméfené plné
automatizovanym systémem Atellica jsou po stimulaci ADP, ArA a epinefrinem
srovnatelné s hodnotami ziskanymi na poloautomatickém agregometru Apact 4004.

Podpoieno programem MZ CR — RVO (FNHK, 00179906).
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ANALYZA MULTIMEROV VWF SYSTEMOM HYDRASYS 2 SCAN

Skoriiov 1., Holly P, Simurda T., Sterankovd M., Stasko J.
Narodné centrum hemostazy a trombozy, Klinika hematologie a transfuziologie
JLF UK a UNM, Martin

KPruacové slova: von Willebrandov faktor (VWF), multiméry.

Uvod: Von Willebrandov faktor (VWF) je multimericky protein, ktory plni
dve klI'aicové funkcie v hemostaze. Podiel’a sa na interakcii medzi dostickami a su-
bendotelom v mieste cievneho poskodenia a interakcii medzi dosti¢kami navzajom.
VWF tvori komplex s faktorom VIII v pomere (1:1), ¢im ho chrani pred proteolyzou
aktivovanym proteinom C.

Adhezivna aktivita VWF zavisi od velkosti jeho multimérov, ktoré sa pohy-
bujt od 500 do viac ako 10 000 kDa. Klinicky vyznamné a najucinnejsie pri inte-
rakcii s kolagénom a trombocytarnymi receptormi su multiméry s vysokou
molekulovou hmotnost'ou (HMW), ktoré maja 5000—-10000 kDa.

Ciel: Ciel'om prace bolo poskytniit’ moznost’ vyuzitia analyzy multimérov von
Willebrandovho faktora pomocou systému Hydrasys 2 scan.

Metdda: Poloautomaticky pristroj Hydrasys 2 scan (Sebia, Lisses, Francuzsko)
s pouzitim testu ,,Hydragel 5 von Willebrand Factor Multimer* je uréeny na analyzu
distribacie multimérov VWF v l'udskej plazme pomocou elektroforézy s pouzitim
vopred pripravenych 2% agardzovych gélov, priamej imunofixacie, vizualizacie
s protilatkou znacenou peroxidazou. Farebné gély s multimérmi z pristroja Hydrasys
2 scan sme vizualne skontrolovali a naskenovali pomocou softvéru Phoresis 8.63.
Denzitometricky graf kazdej vzorky sme kvalitativne a aj kvantitativne vyhodnotili
v porovnani s kontrolnou vzorkou ziskanou na rovnakom géle.

Vysledky: Sledovany subor tvorilo 75 vzoriek s poziadavkou vysetrenia mul-
timérov VWEF. Analyzou multimérov VWF ako dopliiujucim vySetrenim sme u 58
pacientov potvrdili VWCH, u 2 pacientov ziskany syndrom VWCH (pri¢om u jed-
ného bol analyzou multimérov VWF potvrdeny Heydeho syndrom), 10 pacientov
tvorilo blizsie neklasifikovanu skupinu s VWCH, u 2 pacientov sme potvrdili trom-
botickll trombocytopenickt purpuru (TTP, s potvrdenim ultra large multimérov)
a u 3 pacientov sa nepotvrdila VWCH.

Na zéklade klinickych prejavov a diagnostickych vysledkov vratane analyzy
multimérov VWF sme pacientov zatriedili postupne do jednotlivych typov VWCH.
V sledovanom subore 58 pacientov s VWCH nam tvorilo 38 pacientov (66 %)
s VWCH typ 1, 3 pacienti (5 %) s VWCH typ 2 (1 pacient VWCH typ 2N a dvaja
pacienti VWCH typ 2A) a 4 pacienti (7 %) s VWCH typ 3; 3 pacienti (5 %) mali
zmieSany typ 1/2A VWCH a 10 pacientov (17 %) tvorilo blizsie neklasifikovanu
skupinu.
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Zaver: Analyza multimérov VWF sa moze uplatnit’ u pacientov na urcenie
typu VWCH, urcenie patomechanizmu, resp. zmeny niektorého procesu v metabo-
lizme VWEF, zhodnotenie pritomnosti multimérov VWF s HMW v koncentratoch
koagula¢ného faktora VIII s VWF a v koncentrate VWF, a tieZ pri monitorovani
liecebnej odpovede.

Tato metéda pomocou systému Hydrasys scan 2 je pre nas prinosom nielen
v diagnostike VWCH, ale aj pri ziskanom von Willebrandovom syndréme i trombo-
tickej trombocytopenickej purpure. Zlatym Standardom laboratornej diagnostiky
u pacientov s Heydeho syndromom je prave uvedena gélova elektroforéza, vd’aka
ktorej sme v den dodania vzorky potvrdili chybajice multiméry s vysokou mole-
kulovou hmotnostou (HMW multiméry). Prinosom a hlavnymi vyhodami analyzy
poloautomatickym analyzatorom Hydrasys 2 scan v porovnani s manualnou analy-
zou je hlavne to, Ze ide o $tandardizovani metodu s reprodukovatelnymi vysled-
kami, roztoky a gély su vopred pripravené a vysledky su interpretovatelné uz v den
analyzy a mozu byt’ poskytnuté a napomocné pre lekara a pre d’alsi manazment li-
ecby pacienta. Obmedzenim metody analyzatorom Hydrasys 2 scan je nemoznost’
laboratorneho rozlisenia podtypov VWCH typu 2A (IIA, IIE, IIC, IID) na tGrovni
tripletnej Struktury jednotlivych multimérov a vyzaduje Specializované pracovisko
s odbornou znalost'ou a pristrojovym vybavenim.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporena projektami APVV — 16-0020, Vega
1/0168/16, Vega 1/0187/17 a Centra excelentnosti pre perinatologicky vyskum
(CEPV II, ITMS 26220120036) a Centra excelentnosti pre vyskum v personalizo-
vanej terapii (CEVYPET).
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VPLYV VYSLEDKOV MONITORINGU ZMIEN HEMOSTAZY NA
SEKUNDARNU ANTIKOAGULACNU TROMBOPROFYLAXIU
V TEHOTNOSTI

Stanciakovd L., Dobrotovi M.", Holly P!, Zolkovd J.!, Vadelovi L."?,
Skoriiovd 1!, Ivankova J.!, Brunclikovid M., Jedindkovd Z.3, Grenddr M.*>,
Kubisz P', Stasko J."

INdrodné centrum hemostdazy a trombozy, Klinika hematologie a transfuzioldgie,
Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekdarska fakulta v Martine,
Univerzitna nemocnica Martin, Martin, SR
’Martinské centrum imunolégie, s.r.o., Martin, SR
3Centrum hemostazy a trombozy — Unilabs Slovensko, s. r. 0., Martin, SR
‘Laboratorium bioinformatiky a biostatistiky, Martinské centrum pre biomedicinu
(Biomed Martin), Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska
fakulta v Martine, Martin, SR
*Oddelenie teoretickych metdd, Ustav merania, Slovenska akadémia vied,
Karlova Ves, SR

Uvod: V priebehu tehotnosti dochadza k rozvoju hyperkoagulability, ktora by
mala v kone¢nom dosledku zabranit’ nadmernému krvacaniu pocas porodu. Heparin
s nizkou molekulovou hmotnostou (LMWH) je odpori¢any v sekundarnej trombo-
profylaxii u tehotnych zien s anamnézou venozneho tromboembolizmu (VTE).
Avsak existuje len niekol’ko stadii zameranych na vyskum vplyvu LMWH na pa-
rametre hemostazy pocas tehotnosti u pacientok s predchadzajiucou epizédou VTE
nastavenych na tromboprofylaxiu.

Ciele: Autori predstavuju vysledky prospektivnej a longitudinalnej stidie
zmien hemostazy u rizikovych tehotnych zien s anamnézou VTE.

Metody: Odbery krvi boli realizované pocas tehotnosti (T1-T4 v obdobi 10.—12.,
16.-18.,26.-28. a 35.-36. gestacného tyzdina) a jedenkrat po Sestonedeli (T5). Vy-
sledky aktivity koagula¢ného faktora VIII (FVIII), funkcie proteinu S (PS), testu
ProC Global a anti-Xa aktivity boli nasledne porovnané s kontrolnou skupinou zdra-
vych netehotnych zien.

Vysledky: Napriek sekundarnej tromboprofylaxii sme v testovanej skupine
pacientok pozorovali signifikantny vzostup aktivity FVIII medzi T1 a TS (p 0,0003),
T3 a TS5 (p 0,0007) a pri porovnani odberov v ¢ase T4 a TS (p < 0,0001). Sucasne
doslo k poklesu funkcie PS (T2-T5 vs. kontrolna skupina, p hodnota < 0,0001),
ktory sa podobne ako hodnota ProC Global testu nenormalizoval po Sestonedeli —
p <0,0001 pri porovnani kontrolnej skupiny a rizikovych tehotnych zien v intervale
odberu krvi T5.
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Zaver: Pravidelné testovanie tc¢innosti LMWH v zmysle rutinného monito-
ringu anti-Xa aktivity s upravou davky LMWH nie je odporucané. Nase vysledky
naznacuju, ze hemostaza nemusi byt Gplne upravena 68 tyzdnov po porode.

Pod’akovanie: Autori dakuju podpore projektov Agentury na podporu vy-
skumu a vyvoja APVV-16-0020 a Vedeckej grantovej agentury Vega 1/0549/19.
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ROTACNA TROMBELASTOMETRIA V SEKUNDARNEJ
TROMBOPROFYLAXII V TEHOTNOSTI

Stanéiakovd L.', Dobrotovi M.', Holly P, Zolkovd J.", Vadelovd L.,
Skoriiova L', Ivankova J.', Brunclikovd M., Grenddr M.>*, Danko J.5,
Kubisz P, Stasko J.!

INdrodné centrum hemostdzy a trombozy, Klinika hematolégie a transfuzioldgie,
Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Univerzitna nemocnica Martin, Martin, SR
*Martinské centrum imunoldgie, s.r.o., Martin, SR
3Laboratdrium bioinformatiky a biostatistiky, Martinské centrum pre biomedicinu
(Biomed Martin), Univerzita Komenského v Bratislave,

Jesseniova lekadrska fakulta v Martine, Martin, SR
“Oddelenie teoretickych metdd, Ustav merania, Slovenska akadémia vied,
Karlova Ves, SR
SGynekologicko-porodnicka klinika, Univerzita Komenského v Bratislave,
Jesseniova lekadrska fakulta v Martine, Univerzitna nemocnica Martin,
Martin, SR

Uvod: U tehotnych Zien s anamnézou venézneho tromboembolizmu (VTE) je
odporucana antikoagulacna tromboprofylaxia s pouzitim heparinu s nizkou mole-
kulovou hmotnostou (LMWH). AvSak mnozstvo $tadii zameranych na pouzitie
metddy rotacnej trombelastometrie (ROTEM®) v tejto skupine pacientok je limi-
tované.

Ciele: Autori prezentujt vysledky prospektivnej longitudinalnej $tidie zmien
hemostazy s vyuzitim metédy (ROTEM®) u rizikovych tehotnych pacientok po
prekonani VTE.

Metédy: Vzorky krvi boli brané v nasledujtcich ¢asovych intervaloch: T1
pocas 10.—12. tyzdna tehotnosti, T2 v obdobi 16.—18. gesta¢ného tyzdna, T3 medzi
26.-28. tyzdnom tehotnosti, T4 v obdobi 35. —36. gestacného tyzdna a TS medzi
6.—8. tyzdiom po porode.

Vysledky ¢asu zrazania (CT), ¢asu tvorby trombu (CFT), uhla alfa (AA) a ma-
ximalnej pevnosti trombu (MCF) boli porovnavané medzi T1-T4 a TS, ked’ mozno
predpokladat’, ze uvedené parametre budi normalizované. Autori tiez porovnali vy-
sledky s idajmi z kontrolnej skupiny.

Vysledky: Autori pozorovali skratenie CFT v EXTEM teste (p 0,0007 od 26.
gestacného tyzdna v porovnani s kontrolnou skupinou a v INTEM teste (p 0,002
od 35. tyzdna tehotnosti), vzostup AA v EXTEM, INTEM a HEPTEM teste a per-
zistentny vzostup MCF vo vsetkych spominanych testoch. Podl'a vysledkov bola
nasledne individualne upravovana davka LMWH.
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Zaver: Dokonca aj po Sestonedeli bola hodnota AA v EXTEM teste strmsia
v porovnani s kontrolnou skupinou pri porovnani s kontrolnou skupinou (p 0,0007).
Toto by mohlo naznacovat’, Ze hemostdza nie je iplne normalizovana ani po 6-8
tyzdnoch po porode.

ROTEM sa zd4 byt uzito¢nou metddou na individualne posudenie ukoncenia
sekundarnej antikoagula¢nej tromboprofylaxie.

Pod’akovanie: Autori dakuju podpore projektov Agentury na podporu vy-
skumu a vyvoja APVV-16-0020 a Vedeckej grantovej agentury Vega 1/0549/19.
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DEFICIT ANTITROMBINU I1l = KAZUISTIKA

Stanciakova L., Holly P, Skorfiova L., Ivankova J., Kubisz P, Stasko J.
Narodné centrum hemostazy a trombozy, Klinika hematologie a transfuziologie,
Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekdarska fakulta v Martine,
Univerzitna nemocnica Martin, Martin, SR

Uvod: Antitrombin III ako predstavitel’ prirodzenych antikoagulancii posobi
ako inhibitor trombinu a aktivovanych foriem koagula¢nych faktorov IX, X, XI,
XII, kalikreinu a plazminu. Deficit antitrombinu vedie k 3—7-nasobne zvySenému
riziku vendzneho tromboembolizmu (VTE) v porovnani s inymi trombofilnymi
stavmi. Tento klinicky nalez moze byt vrodeny alebo ziskany. Vrodeny deficit anti-
trombinu je raritny trombofilny stav vrodeny autozomovo dominantnym sposobom.

Ciele: Autori predstavuju kazuistiku 75-ro¢ného pacienta s manazmentom opa-
kovanych trombotickych komplikacii a deficitom antitrombinu.

Kazuistika: U diskutovaného pacienta sa napriek antikoagulacnej liecbe vra-
tane nefrakcionovaného heparinu (UFH), heparinu s nizkou molekulovou hmot-
nostou (LMWH) a priamych peroralnych antikoagulancii opakovane vyvinuli
tromboembolické komplikacie.

Zaver: Deficit antitrombinu je vysokorizikovy trombofilny stav so zriedkavou
prevalenciou.

Napriek plnej antikoagulacnej liecbe sa moéze vyvinut’ opakovana tromboem-
bolicka epizdda so zavaznymi nasledkami. Preto tito pacienti vyzaduji intenzivny
monitoring ucinnosti antikoagulacnej liecby.

Pod’akovanie: Autori dakuji podpore projektov Agentury na podporu vy-
skumu a vyvoja APVV-16-0020 a Vedeckej grantovej agentury Vega 1/0549/19.
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PRINOS ROTACNEJ TROMBELASTOMETRIE V PERIOPERACNOM
MANAZMENTE PACIENTOV S VRODENOU KOAGULOPATIOU

Sterankovd M., Simurda T.!, Dobrotovd M.", Zolkovd J.!, Skoriiovd L.,
Brunclikova M.", Stasko J.', Cibula Z.?, Necas L.?
INdrodné centrum hemostdazy a trombozy, Klinika hematologie a transfuzioldgie,
Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekdrska fakulta
a Univerzitna nemocnica v Martine
’Klinika ortopédie, Univerzita Komenského v Bratislave,
Jesseniova lekdrska fakulta a Univerzitna nemocnica v Martine

Uvod: Tazka kibovéa degeneracia (atropatia) je ¢astou komplikaciou u pacientov
s vrodenym krvacavym ochorenim, kvoli ktorej musia podstupit’ ortopedicku ope-
raciu. Rotacna tromboelastometria (ROTEM) umoznuje u tychto pacientov efektivne
sledovat’ hemostaticku liecbu s moznostou Specifického liecebného zasahu.

Material a metodika: Referujeme o perioperacnom manazmente u 21 a 22roc-
nych pacientov s von Willebrandovou chorobou typu 3 (vVWCH) a tazkou hemo-
filiou A (HemA) pri artrodéze ¢lenka. V perioperacnom manazmente boli pouzité
Standardné laboratorne testy a terapia riadena ROTEM.

Vysledky: Pacientovi s vVWCH bolo predoperac¢ne podanych 30 [U/kg kon-
centratu FVIII/VWF. Bazalne hodnoty pred substiticiou boli: FVIII: 34 %, aktivita
vWEF: 16 %, antigén vWF: 30 %, aPTT: 32,4 s a Cas zrdzania (CT) INTEM: 178
s. Po operacii sa tieto hladiny normalizovali: FVIIIL: 103,5 %, aktivita vVWF: 84 %,
antigén VWF: 138 % a aPTT: 29,2 s. Pocas prvych 48 hodin po operacii sa pacien-
tovi podavalo 20 [U/kg FVIII/vWF kazdych 8 hodin. Pacient bol prepusteny domov
po 96 hodinach s aPTT 26,8 s a kontrolnym CT INTEM 148 s. Pacientovi s tazkou
HemA bol predoperacne podany rFVIII 50 IU/kg. Po operacii bola hladina FVIII
78 % a CT INTEM bolo 255 s. Pocas prvych 24 hodin po operacii bol pacientovi
podavany rFVIII 30 [U/kg kazdych 8 hodin. Hladina FVIII bola udrziavana na 89
+ 1% aCTINTEM 200 + 5 s. V prvy a druhy pooperacny den sa davka rFVIII na-
vysila na 35 IU/kg kazdych 12 hodin. Uroven FVIII dosiahla 76—66 % a CT INTEM
174-181s. Na zaklade CT INTEM a hladiny FVIII sa davka rFVIII znizila na 20
IU/kg kazdych 12 hodin. Na 7. pooperacny den bol pacient prepusteny domov s hla-
dinou FVIII 52 % a CT INTEM 82s. U oboch tychto pacientov neboli perioperacne
pozorované krvacavé a naopak ani trombembolické komplikacie.

Zaver: Kombinacia Standardného koagulacného vysetrenia a ROTEM pred-
stavuje adekvatnu metoddu pre navrh perioperaéného manazmentu a predikciu kr-
vacania u pacientov s vrodenymi krvacavymi ochoreniami.

Tato praca bola podporena projektami Vega 1/0436/21, Vega 1/0479/21,
Agentura na podporu vyskumu a vyvoja APVV-16-0020.
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DISTRIBUCNA SiRKA MONOCYTOV — VEASNY MARKER SEPSY

Urdzikova L., Skoriiovi L, Stasko J.
Klinika hematologie a transfuziologie, Univerzitna nemocnica Martin

KPicové slova: monocyty, sepsa, indikator.

Uvod: Sepsa predstavuje v medicine zavazny problém s vysokou mortalitou. Je
to zivot ohrozujuce zlyhavanie organov, spdsobené neadekvatnou reakciou organizmu
na infekciu. Diagnostika sepsy je naro¢na, ked’ze symptomy su nezretel'né, variabilné
a malo Specifické. Z tohto dovodu sa liecba méze odd’al'ovat a finan¢ne zvySovat.
S rychlo rozvijajiicim sa odborom in vitro diagnostiky pribuda mnozstvo biomarkerov,
ktoré sluzia k v€asnej diagnostike sepsy. Takymto biomarkerom je aj distribucna sirka
monocytov (MDW — monocyte distribution width), ktora vypoveda o morfologickej
variabilite monocytov. Zmena v MDW je zachytena meranim rozptylu a objemu mo-
nocytov. Tento parameter rychlo reaguje na vstup antigénu do organizmu.

Ciel: Ciel'om nasho pozorovania bolo vyuzitie ukazovatel'a sepsy (MDW) u pa-
cientov na klinike anestézioldgie a intenzivnej mediciny. Namerana hodnota MDW
bola poskytnuta lekarom ako doplnkovy parameter v ramci diagnostiky sepsy.

Metody a vysledky: Ako sti¢ast’ rutinného vySetrenia krvného obrazu s pat-
populacnym diferencialnym rozpoctom leukocytov sme vysetrovali aj distribucnti
Sirku monocytov. Diskrimina¢na hodnota (cut-off) bola uréena na zaklade vysled-
kov merania 50 vzoriek od zdravych darcov vo veku od 18-60 rokov a bola stano-
vena na 20,0. Tato cut-off hodnota je v sulade s hodnotou ziskanou v §tadii* pre
dospelt populéciu, na ktort sa odvolava aj vyrobca v prirucke pre pouzivatela
k MDW**, Vzorky boli odobrané do K2 EDTA a merali sa do 2 hodin po vene-
punkcii. Na meranie sa pouzival hematologicky analyzator DxH 900 (Beckman
Coulter, USA), ktory charakterizuje bunky v takmer nativnom stave pomocou me-
rania objemu, konduktivity a rozptylu laserového svetla. Tymto spésobom je mozné
merat’ aj ve'mi malé zmeny v morfoldgii buniek. Ak analyzator nameral hodnotu
MDW > 20,0, upozornil na to laborantku zadrzanim vysledku. Nasledne laborantka
k vysledku doplnila informéciu, ze vysledok MDW > 20,0 moze stvisiet’ s vy$sim
rizikom sepsy. Hodnota MDW < 20,0 je spojena s niz$im rizikom sepsy.

Zaver: Pri diagnostike sepsy je rychlost’ kI'u¢ovym faktorom, o nam hodnota
MDW poskytuje. Poskytnuty parameter je vyznamne napomocny pri véasnej dia-
gnostike sepsy a nasledne pre jej liecbu. Sepsa sa laboratérne potvrdzuje aj d’alSimi
biochemickymi markermi ako prokalcitonin, laktat, CRP a mikrobiologickym vyse-
trenim. Nasim ciel'om je poskytovat’ tento parameter hlavne oddeleniu urgentného pri-
jmu, kde by mohol vyznamne pomoct’ v diagnostike a manazmente liecby pacienta.

*klinicka $tudia zahfiiajuca celkovo 2158 vzoriek od zdravych darcov vykonana na pohotovostnych oddeleniach
v USA; ** UniCel DxH 900 Series With System Manager Software Coulter Cellular Analysis System, Early
Sepsis Indikator Application Addendum 2020 (Beckman Coulter)

-72-



XXVIII. C-S konference o trombcze a hemostdze/XX. C-S konference laboratorni hematologie

POROVNANI POCTU NEZRALYCH GRANULOCYTU STANOVENYCH
POMOCIi HEMATOLOGICKEHO ANALYZATORU SYSMEX XN,
DALE POMOCI DIGITALNi MORFOLOGIE SYSMEX DI-60
S MIKROSKOPICKYM VYSETRENIM

Witiskova S.', Lackova M.%, Klinerova J.", Bourkova L., Penka M.
T0ddélent klinické hematologie, Fakultni nemocnice Brno
2Lékarska fakulta, Masarykova univerzita Brno

Promyelocyty, myelocyty a metamyelocyty jsou nezralé formy granulocytd
(IG). Pii vybranych patologickych stavech opousti prostfedi kostni dien¢ a vypla-
vuji se do periferni cirkulace. Tato studie se zabyva porovnanim relativniho poctu
nezralych granulocytl (IG%) stanovenych pomoci hematologického analyzatoru
Sysmex XN, dale pomoci digitalni morfologie Sysmex DI-60 s mikroskopickym
vySetfenim.

Analytickd metoda Provedeni
1 Vysetfeni pomoci analyzatoru Sysmex XN-3100 PIn¢ automatizované
2 VysSetieni pomoci digitalni morfologie Sysmex DI-60 Poloautomatizované
3 Vysetieni pomoci svételného mikroskopu Manualni

K analyze byl pouzit soubor 103 pacientskych vzorki (82 vzorkd, u nichz ana-
lyzator Sysmex XN-3100 vydal ptiznak IG Present, tj. IG% > 1,9 % a 21 vzorkda,
u nichz analyzator Sysmex XN-3100 nehlasil ptiznak 1G Present, tj. IG% < 1,9 %).
Pro porovnani 3 riiznych metod vysetfeni IG% byla provedena parova analyza dat
pro kazdou dvojici metod. Shapiro-Wilktv test pro normalni distribuci dat vykazal
velmi vyznamnou odchylku od normality (p-hodnota <0,0001) ve vsech 3 soubo-
rech dat. Proto byly pro naslednou analyzu dat pouzity pouze neparametrické testy:
Passing-Bablokova regrese, Bland-Altmantv graf a Mountain Plot.

Nasledna statisticka analyza dat odhalila, ze pocet 1G% na analyzatoru Sysmex
XN-3100 byl systematicky vys$si nez pocet IG% naméfeny pomoci digitalni morfo-
logie DI-60 nebo manualni mikroskopie. Rozdil byl nejvyraznéjsi v poctu IG > 10
% na analyzatoru Sysmex XN-3100. V ptipadé¢ dysplazie napfic¢ subpopulacemi leu-
kocytti vydaval hematologicky analyzator Sysmex XN-3100 nespolehlivé vysledky
oznacené hvézdickou. Pouziti vyhradn¢ automatizovanych metod je v takovych

prumérny A 1G%/ A (Sysmex XN-3100 | A (Sysmex XN-3100 A (DI-60
vzorky a Sysmex DI-60) a mikroskopie) a mikroskopie)
v§echny vzorky (103) 4,65 pp 4,94 pp 0,30 pp
vzorky s 1IG% Sysmex
XN-3100 > 10 % (37) 773 pp 8,08 pp 0.35 pp
- o
jen vzorky validni 1G% 2,24 pp 2,24 pp 0,004 pp

Sysmex XN-3100 (41)
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pripadech nedostate¢né. Digitalni morfologie DI-60 a manualni mikroskopicky di-
ferencial leukocytli nevykazovaly vyznamné rozdily v poctu 1G%.

Analyzator Sysmex XN-3100 se ukazal jako nejvhodnéjsi a rychla metoda pro
analyzu vzorku s fyziologickou morfologii leukocyti a nezralych granulocytl. Di-
gitalni morfologie DI-60 nevykazovala vyznamné odchylky od mikroskopického
hodnoceni a jeji vyhodou je ¢aste¢néd automatizace procesu, nevyhodou pak ne-
schopnost dosahnout vzdy pozadovaného mnozstvi 100 hodnocenych bunék, a to
i u vzorki s leukocytdzou. Mikroskopicka analyza by méla byt vzdy uptednostiio-
vana u vzorku s dysplastickymi formami leukocytl a nezralych granulocyti.
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