Preanalyticka faze Nova genetickd vysetfeni
laboratornich vysetfeni v onkohematologii

Soucdsti spravného odbeéru je i dodrzeni kvalitni admini- ‘L VﬂSE'&bOf&tOI’E CZ LaboratoF molekularni biologie nabizi vy3etteni, které zjed-

strativni Casti. Zacind dotazem na jméno osoby, které se nodusi a zpfesni diagnostiku pacientli s myeloproliferativ-
materidl odebird ... nim onemocnénim ...
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“ o Vase laboratofe ll

Vazend pani doktorko, pane doktore,

dovolte mi, abych Vds co nejsrdecnéji pozdravil
a zéroven Vdm predstavil dalsi dil nasi nepravi-
delné, ale dlouhodobé tiskoviny, které jsme pied
mnoha lety dali snad pomérné vypovidajici ndzev

»Laboratorni noviny”. KdyZ jsem na podzim roku Jiz rok se cely svét potyka s pandemii vyvolanou jednim z koronavir(l (SARS-CoV-2). S tim, jak se virus celosvé-

2020 psal Gvodnik pro piedeslé cislo nasich Labo-  tové il se objevovaly i nové diagnostické testy. V soucasné dobé se pouzivaji dvé skupiny testdi. Prvni z nich
ratornich novin, tak jsem svij stru¢ny sloupek na- prokazuje, zda ma jedinec v danou chvili virus na sliznicich (PCR nebo antigenni testy). Druhd skupina podava
zval Doba koronavirovad. V té dobé jsem ja, stejné zpétny pehled o tom, zda se clovék s virem setkal (protilétky proti SARS-CoV-2). Aktudlné (k 1.3.2021) Vase
jako naprostd vétsina nasich spoluob¢ant, pevné laboratore s.r.0. nabizeji ndsledujici testy.
véfil, Ze by se Zivot béhem nékolika mélo mésici PCR test
mohl vrétit do poméri, které jsme vichni znali - tento typ testl je vjrazné presnéji neZ antigenni testy
pFEd bfeznem 2020. Bohuzel realita je jlna a tak - provad| sezvyteruzn050h|tanu
i toto vydani Laboratornich novin s sebou pfindsi, - vysledky jsou k dispozici do 48 hodin od dodani vzorku do laboratofe
krom jiného, také dalsi informace, které se tykaji - odbeéry na RT-P(R testy provadime pouze v naSich odbérovyich mistech
testovani Covidu-19 v nasich laboratofich. pro COVID
- navysetfenije nutno se predem objednat
Soucasnd doba je opravdu pInd paradoxiia v mno- (viz https://www.vaselaboratore.cz/covid)
ha aspektech take lidského nestésti a utrpeni. - uindikovanyich pacient (zaslani [ékafem nebo hygienickou stanici)

hradi vy3etieni zdravotni pojistovna
- samoplatci (1310 K¢ provedeni testu + 200 K¢ odbér + 200 K¢ Iékarské
potvrzeni)

K tém paradox{m se zcela urcité fadi také fakt, Ze
laboratorni medicina, kterd je nesmirné rozsah-
Iym medicinskym oborem se zejména v médiich
jakoby smrskla na problematiku covidu. Téméf se ~ Antigennitesty

mi zd, Ze toto vniméni pomalu prejimaji i ofici- - Provadisezvjtéruznosohitanu

4Ini statni struktury a do urcité miry i zdravotni - Vsledkyjsoukdispoicidonekolikahodin
pojistovny. Situaci zpiisobenou koronavirem trpi -~ 0dbéry na antigenni testy provadime pouze v nasich odbérovych mistech pro COVID

celi spolecnost. ale oro nékteré obory lidské - navysetfenije nutno se predem objednat (viz https://www.vaselaboratore.cz/covid)
.. p“ ! p o y o - zdravotni pojistovna hradi (jednou za tfi dny) vySetieni osobam, které spliiuji nasledujici pozadavky:
Cinnosti je tato doba naprosto ubijejici a znicuji-

TR @ ares o= maji zdravotnim pojisténi v CR a neprodéli onemocnéni COVID-19 v predchozich 90 dnech
ci, stejné jako pro tisice nasich spoluobcand, pro - amoplsci (350 K¢)

které covid znamenal tézké onemocnéni, mnohdy

qon o Test na protilatky
s fatalnimi nasledky.
4 - provadise odbér Zilni krve
Pevné véfim, Ze aZ budu pséat dvodnik pro dalsi - vySetfuji se protilatky IgG a IgM
&slo nasich Laboratornich novin, tak uz nebude - vysledky jsou nejpozdéji do dvou pracovnich dnil
covid hlavnim tématem a 7e se postupné budeme - na odbér miizete pfijit bez objednani do jakékoliv odbérové mistnosti spolecnosti Vase laboratofe s.r.o.
vracet k normalnimu zpdsobu Zivota. Pfes vSech- (https://wwwvaselaboratore.cz/kontakty)

- pojistovna proplaci vySetfeni indikovand infektology, hematology nebo imunology

ny obtize soucasnych dnti Vam pieji pozitivni mys|
) Y PP 4 - samoplatci (750 K¢)

a co nejvice hezkych dnd.
RNDr. Jaroslav Loucky, Ph.D. Aktudlni informace o vySettenich na SARS-Col-2 najdete na nasich internetovyich stdnkdch

jednatel spolecnosti skupiny vaselaboratore.cz https://www.vaselaboratore.cz/.

Mgr. Petra Siskova, Ph.D., MUDr. Hana Stroblova



VySetfeni ANA (dfive také ANF) protildtek je dnes rutinni za-
leZitosti kazdé imunologické laboratofe. Zlatym standardem
jejich detekce je nepfimé fluorescence na substrétu bunééné
linie HEp-2 (human epithelial) bunék. K jiz dfive popsanym
JKlasickym” obrazlm homogenni, zmité, centromerové,
a dalSich fluorescenci pfibyl v poslednich 20 letech novy obraz
(viz obrdzek vyse). Oficidiné je popisovdn jako jemné zrnita
fluorescence interfazniho jdra s heterogenni velikosti, distri-
buci a intenzitou zafeni zrn a se silné zaficim zmitym chroma-
tinem. V mikroskopu mé chromatinova desticka casto mirné
rozsirené konce (pfipomind ¢inku) a jeji obraz vyvoldvé asocia-
¢ s popcornem — velkd, jakoby nafoukld zrna. Poprvé byl tento
obraz popsan v r. 1994, ale podrobnéji byl charakterizovan az
v. 2000 Ochsem a kol. Antigen vyvolavajici tvorbu protildtek,
které na Hep-2 bunikdch tvoii zminény typ fluorescence, byl
popsan jako DFS70 (dense fine speckled; velikost asi 70 kD). Byl
popsan jako soucdst komplexu RNA polymerdzy II. Paralelné
izolovala skupina kolem Shinohary z epitelidInich bunék lidské
olni ocky protein, ktery pojmenovali LEDGF/p75 (lens derived
growth factor), aby se posléze ukdzalo, Ze se o riistovy faktor
nejednd a Ze je identicky s DFS70.

Nadale se mlizeme setkdvat s obéma ndzvy tohoto proteinu,
obvykle v zavislosti na tom, zda publikuje autor zabyvajici
se autoimunitnimi chorobami nebo badatel zékladniho
vyzkumu. Béhem dalich studii se zjistilo, Ze protein DFS70/
LEDGF je koaktivatorem stresem indukované transkripce. Je
exprimovan ubikvitné, nicméné s riznou intenzitou v rliz-

nych tkanich. Zajimavym poznatkem je, Ze interaguje s in-
tegrdzou viru HIV-1 a usnadiuje tak integraci virové DNA do
hostitelského chromatinu.

Protilatky proti DFS70 jsou primarné typu IgG a jsou nalé-
zany pomérné Casto jak u nemocnych, tak zdravych lidi.
Byly sledovany fadou autord se znacné rozdilnymi vysledky.
Pficin tohoto stavu je zfejmé vice — bude mezi né patfit ve-
likost testovanych soubord, schopnost spravné identifikovat
fluorescencni obraz, riizné principy detekce protilatek a také
rliznd citlivost a specifita testovacich souprav.

Podle review Ortiz-Hernandezové a kol. zr. 2020 se frekven-
ce vyskytu téchto protildtek vyrazné nelisi mezi zdravymi
jedinci a pacienty s autoimunitnimi chorobami a v dosavad-
nich studiich se pohybuje v rozmezi 0 — 11%. U zdravych je-
dincli se obvykle jednd o izolovany vyskyt, kdezto u pacientd
s autoimunitnimi chorobami jsou soucasné pfitomny dalsi
specifické ANA protildtky. Také u pacientd s jinymi neZ au-
toimunitnimi chorobami jsou anti-DFS70 nalézany obvykle
izolované. Jsou pozorovany Castéji u chronickych zanétlivych
chorob a malignit (napF. Ca prostaty), nicméné nebyla zatim
nalezena jasnd klinickd asociace s diagndzou ¢i progndzou
téchto chorob.

V'r. 2020 byla publikovéna také velkd multicentrickd Cinskd
studie, ktera detekovala 0,8% a-DFS70 pozitivnich jedincil
ve skupiné 4234 zdravych lidi a 1,7% a-DFS70 pozitivnich
ve skupiné 34417 pacientd s rliznymi chorobami. Pozitivi-
ta a-DFS70 nevylucovala zcela diagndzu autoimunitniho
onemocnéni, nicméné podil téchto pacientdi byl ve skupiné
a-DFS70 pozitivnich dospélych nizsi nez ve skupiné pacient
ANA pozitivnich s jingm typem fluorescence. Navic, ve vétsi-
né pfipad (85%) neslo o izolovanou pozitivitu a-DFS70, ale
byly piitomny i dalsi ANA. U déti byl podil autoimunitnich
chorob ve skupiné a-DFS70 pozitivnich vyssi, ovsem testova-
nd skupina zahrnovala jen 40 déti. Ve shodé s obecné vy$sim
podilem autoimunity u Zen byl u nich i vy33i podil a-DFS70
pozitivity; tento rozdil byl vyraznéjsi v dospélém véku (>
18 let). Zajimavym zjiSténim v této studii je, Ze ve skupiné
a-DFS70 pozitivnich pacientdi s autoimunitnim onemocné-

nim nejcastéjsi diagnézou dospélych byly spontanni potraty
(28%) a u déti juvenilni idiopaticka artritida (22,5%). Studie
oviem konstatovala i vyrazné etnické rozdily ve frekvenci
a-DFS70, takze jejich poznatky nelze ziejmé jednoduse pre-
né3et na evropskou populaci.

V nasi laboratofi detekujeme ANA nepiimou fluorescenci
a dale méizeme protilatky specifikovat metodou imunoblo-
tu, vetné a-DFS70. Nékteré protildtky (a-ds DNA, a-nukleo-
somy, a-SS-A, a-SS-B) kvantifikujeme také metodou ELISA.

V obdobi od 10.11. 2017 do 9.2. 2021 jsme provedli celkem
199 imunoblotd (ANA profil) a a-DFS70 jsme na nich po-
zorovali ve 23 piipadech (11,6%). Ve shodé s literaturou
a obecné vyssi frekvenci autoimunitnich chorob u Zen jsme
tento ndlez pozorovali u 18 Zen (9,0%) a u 5 muzl (2,5%).
Vékové rozpéti bylo velmi Siroké (bez ohledu na pohlavi):
8 — 72 let, s medidnem 50 let. Medidn ale spiSe odpovida
stfednimu véku osob, prichdzejicich k Iékafi fesit své zdra-
votni obtize, nez typickému véku tvorby protilatek. U vétsi-
ny nélezli (20/23; 87%) $lo o izolovanou a-DFS70 poxzitivitu,
ve 3 pfipadech (13,0%) byly soucasné detekovany dal3i ANA
protilétky. V pipadé izolované pozitivity Slo vesmés o silné
pozitivni ndlez (16/20; 80,0%), s typickym obrazem v nepii-
mé imunofluorescenci. Silnd pozitivita anti-DFS70 na HEp-2
burikdch mlize nicméné maskovat slabsi pozitivitu jiného
antigenu, proto doporucujeme nélez vzdy konfirmovat me-
todou imunoblotu.

RNDr. lvana Bure3ova, RNDr. Pavol Bologa

Literatura: Ortiz-Hernandez et al. Twenty years of reasearch on the
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Population Cohorts in China: Results Ffrom a Multicenter Training
Program Showing Spontaneous Abortion and Padiatric Systemic Au-
toimmune Rheumatic Diseases Are Common in Anti-DFS70 Positive
Patiens. Frontiers in Immunology 2020:11

0d 1.1.2021 jsme zacali v laboratofi MZ-Biochem v Uherském Hradisti stanovovat
Lipoprotein (a) (Lp (a)).

Lp (a) se podoba ¢asticim LDL-cholesterolu, lisi se od nich specifickou bilkovinou
navdzanou disulfidickym mdstkem — apolipoproteinem (a). Apolipoprotein (a) je
vysoce homologni's plazminogenem a jeho fyziologicky vyznam neni dosud znam.

Lp (a) je lipoprotein bohaty na cholesterol, ktery je syntetizovan v jétrech nezévis-
le na triacylglycerolu, a nemd na néj vliv vék ani strava. Nékolik vzdjemné nesou-
visejicich studii ukdzalo, Ze Lp(a) je nezavislym prospektivnim rizikovym faktorem
pro korondrni onemocnéni srdce. Zvysend hladina lipoproteinu (a) je povazovéna
za velmi citlivy parametr pro vyvoj onemocnéni koronarnich cév, bez zévislosti na
ostatnich plazmatickych lipoproteinech. Lipoprotein (a) by mél byt méfen spolu
s celkovym cholesterolem, HDL-cholesterolem a LDL-cholesterolem, jakoz i tria-
cylglyceroly, aby mohlo byt posouzeno celkové riziko aterosklerdzy. Méfeni Lp(a)
by mélo byt podle spole¢nosti European Atherosclerosis Society doporuceno u vy-
branych pfipadi s vysokym rizikem kardiovaskuldrniho onemocnéni a u pacienti
s vyskytem asnych kardiovaskuldrnich onemocnéni v rodiné.

Stanoveni Lp (a) je obtizné standardizovatelné, hlavnim problémem sprévné de-
tekce je velky polymorfismus apolipoproteinu (a), zpsobeny variabilnim poctem
opakovani kringle IV v genu Lp (a). V molekule apolipoproteinu (a) byva 10 az vice
jak 50 opakovani kringle IV (kazdy kringle IV se skladd ze 114 aminokyselin). To
zplsobuije, Ze velikost apolipoproteinu (a) je v rozmezi 187 — 662 kDa.

Némi pouzivand metoda stanoveni od firmy Roche je nezdvisla na velikosti apo(a)
a standardizovana podle referencniho materidlu IFCC SRM2B. Hodnota koncent-
race Lp(a) v tomto materidlu byla prifazena pouzitim 2 riiznych stanoveni ELISA,
na zdkladé monoklonalnich protilatek specifickych pro 2 rlizné unikatni epitopy
pritomné v apolipoproteinu (a).

Hladina Lp(a) je silné ovlivnéna dédi¢nymi faktory a liSi se mezi etnickymi sku-
pinami. BéZné se pouzivd koncentrace Lp(a) 30 mg/dL jako cut-off, tato hodnota
odpovidd 75. percentilu u referencni bélosské muzské populace. Zvysené hladi-
ny Lp(a) lze nalézt u vétsiny etnickych skupin, s nejnizsimi hodnotami u bélochi
a Asiatii. Median hladin Lp(a) u cernochii a Indi ze severnich oblasti je 2-4krat
vyssinez u bélochd.

Na stanoveni Lp(a) je potieba odebrat krev do zkumavky s akcelerdtorem srézeni
a dorucit ji do 4 hodin od odbéru do laboratofe. Stanoveni provadime denné, vy-
sledky by mély byt k dispozici nejpozdéji nésledujici pracovni den.

Mgr. Jana Janatova



Nedilnou soudasti laboratorniho vy3etfeni je mimo
jinéi spravna preanalyticka faze.

Soucdsti spravného odbéru je i dodrZeni kvalitni administra-
tivni ¢asti. Zacind dotazem na jméno osoby, které se materidl
odebird. Nestaci se zeptat, jste ten a ten? Clovék je dost casto
pred odbérem ve stresu, takZe ani nemusi postiehnout, na co
se ho kdo ptd nebo mze také Spatné sly3et. Kazdy odebirany
materidl se dava do pfedem oznacené zkumavky nebo jiné
nadobky. Oznaceni musi byt jednoznacné a Citelné (pfijmeni,
jméno, RC nebo alespori datum narozeni). Samozrejmosti je
i spravné vyplnéni Zddanky véetné data a casu odbéru, uzivani

V laboratofi se zkontroluji Udaje na vzorcich a Zadance, pfi
nejasnostech se telefonuje ordinujicimu. Materidlu je pfifazen
nezaménitelny carovy kéd, pod kterym se s nim dél pracuje.
Neoznacené neho Spatné odebrané vzorky se odmitnou, nevy-
Setuji, zaeviduji do LIMS a skutecnost se oznami ordinujicimu.

Pro biochemicka vy3etfent se krev zcentrifuguje a po separaci
analyzuje. UZ v této chvili Ize u vzorkd séra pozorovat zmény,
které mohou ovliviiovat méfeni jednotlivych parametri.
Jednd se hlavné o lipémii a hemolyzu. Ikterické vzorky aZ tak
analyzu neovliviiuji, ale upozorni na patologi.

Tyto zmény lze méfit pomoci tzv. sérovyich indexd, o kterych si

Preanalyticka faze

laboratornich vysetteni

Analyticky proces mohou ovlivnit také nékteré |éky, ale to uz
se tézko na pficinu divného vysledku pfijde.

Sprévnd preanalyticka féze se netyké jen odbéru krve. | pii od-
béru jiného materidlu musi byt v pofddku administrativni Cdst.

Odbér ranni moce se provadi po zevni oisté a odebira se stred-

antikoagulacnich |ék, razitka a podpisu ordinujiciho lékafe.
0 itelnosti a spravnosti vypinénych idajii nemluvé.

R
Odbér krve se zpravidla provadi po 12 hodinovém Cozpisobuje lipémii?

lacnéni, ale za dodrzeni pitného rezimu. Pii odbéru je

nutno uplatiovat zasady spravného postupu.

« dezinfekci nechat zaschnout

« dlouho pazi neskrtit, necvicit

« jakmile krev zacne do zkumavky téct, Skrtidlo uvolnit

« krev odebirat podle doporuceného pofadi zkumavek (srazliva
krev, citratovd krev, EDTA krev)

« dodrzuje se pedepsany objem odebrané krve, to je nejdd-
leZitéj3i pii odbéru krve na koagulace, kde opravdu musi byt
dodrzen pomér krve a citratu

« zkumavky se po odbéru nékolikrat otoci a uloZi se do svislé
polohy pfi pokojové teploté

« silné tiepani zkumavkami miize zpiisobit hemolyzu vzorku,
atamd negativni vliv na vysledky

« odebrané vzorky se co nejdfive odna3eji nebo odvazeji
do laboratofe za teploty 15 - 25°C

« porucha metabolismu lipidd
Hemolyza ma vice piicin
« dlouhé Skreeni paze

« cviceni
« odbér pfilis tenkou jehlou

+ silné tfepani zkumavkami

k hemolyze in vivo

o také zaznélo na pracovni schiiz
Ceské spolecnosti alergologie a klinické imunologie
na téma Covid-19 dne 11.2. 2021

Dle sdéleni prof. MUDr. Martiny Va3akové je jednoznacnym rizikovym faktorem obezi-
ta — typickym pacientem je XXL muz stfedniho véku s vyraznou abdomindlni obezitou.
Nemoc se zdvaznymi piiznaky probihd jako imunopatologickd reakce, takze nestaci
eliminovat virus, ale je potfeba modulovat imunitni reakci. Soucasti Iécby je vidy také
antikoagulacni terapie. Astma neni asociovano ani s horsim pribéhem, ani
s vyssi mirou hospitalizace, ani s vyssi mortalitou na covid-19; naopak vysoce
rizikovi z tohoto hlediska jsou pacienti s CHOPN a karcinomem plic.

Dle sdélen prof. MUDT. Anny Sedivé jsou intenzivné zkoumény piciny heterogenniho
pribéhu covid-19. Jednou z pficin zdvazného priibéhu nemoci se zdaji byt deficity v re-
ceptorech pro interferony a také pfitomnost autoprotilatek proti interferonim I. tfidy
- hlavné IFN alfa a lambda. IFN lambda patfi mezi novéji popsané interferony spise
s lokaInim dcinkem, patfici do prvni linie obrany proti virim. Vyskyt autoprotildtek
proti témto imunomediatordm je dle prof. Sedivé dosud neznamym fenoménem.

Pani profesorka se také vénovala jiz dobie popsanému MIS-C (multisystem inflamma-
tory syndrome in children; popisovany také jako Kawasaki-like syndrom). Pfi ném jsou
riizné télni organy (srdce, plice, ledviny, mozek, kiiZe, oci, GIT) postizeny zanétem
asyndrom je provazen horeckou a rliznymi nespecifickymi symptomy jako jsou bolesti
bricha, zvraceni, préijem, bolest v krku, zaCervenalé oci a vyraznd tnava. Zdd se, Ze pro
syndrom je typicka piitomnost rliznych autoprotildtek, véetné protilatek proti endote-
liim, ale i dalSich (anti Ro-60, Ro-52, ad.)

Prof. Ing. Peter Sebo se vénoval predevsim vakcinaci. Vyvijena je po celém svété Fada
vakcin na nékolika rtiznych principech — RNA vakciny, adenovirové vakciny, vakci-
ny s inaktivovanym virem, na bézi proteinii nebo umélych virovych éastic. Bohuzel jen
nékolik malo z nich jiz bylo schvéleno pro klinické pouZiti; vétsina je zatim ve stadiu

klinicky vyuzivény v onkologii.

RNDr. Ivana Buresova

miiZete precist v prispévku Mgr. Jany Janatové.

« nedodrZeni doporuceného latnéni

« atfebaivétsikonzumace piva

+ nezaschla dezinfekce mista vpichu

« vpfipadé odbéru do stfikacky pfilis rychlé prepliovani
do zkumavek nebo dokonce pres jehlu

« uloZeni cerstvé odebrané krve do lednice
« zcelavyjimecné mize u patologickych stavi dochdzet

ni proud. Moc by méla byt do laboratofe dorucena do dvou ho-
din od vymodeni.

Kvantitativni stanoveni nékterych analytti v modi se déla vétsi-
nou ve shirané moci nejlépe za 24 hodin, neni-li to mozné, tak
za 12 hodin. Detailni postup shéru moce md kazdé laboratof
vlaboratorni piirucce na svém webu.

Na nékterd specidlni vy3eteni je potfeba sbiranou mo¢ kon-
zervovat. Informace a konzervacni prostiedek dodé laboratof.

Kvy3etieni FOB — hemoglobinu ve stolicije také nutny spravny
odbér. Ke kazdé zkumavce je pfilozeny navod. Spatné odebra-
ny vzorek nelze vy3etfit.

Vytéry a vzorky na mikrobiologickd vy3etfeni také vyzaduji
spravnou preanalytiku, ale protoZe se v nasilaboratofi nezpra-
covavaji, nenijejich odbér ve sdéleni feSen.

RNDr. Marie Pavlikova

Nova geneticka vysetreni v onkohematologii
diagnostika chronické myeloproliferativni neoplazie (MPN)

Laboratof molekulami biologie nabizi vy3etteni, které ziednodusi a zpfesni diagnostiku pacien-
t s myeloproliferativnim onemocnénim. Soucasnd klasifikacni kritéria WHO*) doporucuji sle-
dovéni dal3ich zmén u JAK2 (V617F) negativnich pacientdi. Do velkych (hlavnich) diagnostickych
kritérii pro esencidlni trombocytémii (ET) a primémi myelofibrozu (PMF) je zahrnuta pfitomnost
JAK2, MPL nebo CALR mutace (viz tabulka). Pomoci metody MLPA Ize najednou detekovat za-
kladni mutaci V617F a ddle 2 nejcastéjsi mutace v exonu 12 genu JAK2, mutaci W515L/K v genu
pro trombopoetinovy receptor (MPL gen) a dvé nejcastéjsi frameshift mutace v exonu 9 genu
pro kalretikulin (CALR gen), a to 52-bp delece - typ1 a 5-hp inzerce - typ2.

Kalretikulin je hlavni chaperonovy protein v endoplazmatickém retikulu, ktery se vyznamné
podili na regulaci signaini transdukce. Mutace genu CALR vedou ke konstitutivni aktivaci sig-
ndini drahy, takze jsou pfimym spoustécem expanze linie megakaryocytdi. Detekce mutaci CALR
genu rovnéz slouzi jako pomocny prognosticky marker, jsou totiz spojeny s pfiznivou zménou
riziko tvorby srazenin nez JAK2 nebo MPL pozitivni. Naproti tomu u pacient s PMF je negativni
nalez mutaci v genu CALR, JAK2 (V617F) a MPL (tzv. triple negative) spojen s kratsi dobou preziti
a horsi prognézou.

Piehled vyskytu mutacijednotlivych genti u myeloproliferativnineoplazie (MPN) (frekvence v %)

JAK2(V617F) | JAK2 (exon12) MPL CALR
PV 95-100 3-5 0 0
ET 50-65 0 35 25
PMF 40-70 0 5-10 35

PV — polycytémia vera, ET — esencidlni trombocytémie, PMF — primarni myelofibréza

Pozn.: mutace v exonu 12 genu JAK2 u V617F negativnich pacientd maji odlisny histopatolo-
gicky obraz (bliZsi idiopatické erytrocytdze nez PV) i rozdilné hodnoty KO

*) BarbuiT. et al.: The 2016 WHO classification and diagnostic criteria for myeloproliferative
ne plasms: document summary and indepth discussion. Blood Cancer Journal 2018, 8:15.
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VyuZiti méreni sérovych indexu v laboratorich klinické biochemie

Az 80% v3ech chyb, které se vyskytnou v priibéhu vysetfovani biologického ma-
terialu, vznika béhem preanalytické faze. Informace k této problematice jsou
rozebirany v samostatném clanku RNDr. Pavlikové. Zde bychom Vam radi co
nejvice piibliZili problematiku sérovych indexii a jejich méfeni ve vzorcich séra
nebo plazmy.
Klinické vzorky séra nebo plazmy mohou obsahovat urcité mnozstvi hemoglobinu v di-
sledku hemolyzy, zvySenou hladinu bilirubinu zptisobenou jaternim nebo hemolytickym
onemocnénim nebo zékal (lipemii) zejména vlivem zvysené hladiny triacylglycerold. Tyto tfi
slozky mohou v nékterych biochemickych testech interferovat. Interference zplsobené he-
molyzou, chylozitou a ikterickym zbarvenim vzorku predstavuji dlouhodoby problém, ktery
ovliviiuje kvalitu vysledk{ vydavanych laboratofemi Klinické biochemie. Z kvantitativniho
i kvalitativniho hlediska se ze jmenovanych interferenci nejvice uplatiiuje hemolyza. Inci-
dence hemolyzy kolisa v Sirokém intervalu 1-20% podle zdravotnického zafizeni odebiraji-
ciho vzorek. Hemolyza je definovana jako uvolnéni hemoglobinu a dalSich intraceluldrnich
latek z erytrocytl do plazmy po poskozeni bunécné membrany. Miize se vyskytovat jak in
vivo, tak in vitro. Vice nez 98% hemolyz je in-vitro plvodu a jejich piiciny Ize hledat v odbé-
ru, zachdzeni se vzorkem nebo transportu vzorku.

Mechanismy piisobeni hemolyzy in vitro jsou 3;

- Uvolnéni hemoglobinu a dalSich intracelulémich latek do séra i plazmy, které vede ke zvy-
Sené koncentraci analytdi (ALT, AST, LD, Mg, P, K) i k tzv. zfedovacimu efektu — snizeni kon-
centrace (glukza, bilirubin, ALP, Na, C1).

- (hemickd interference volného hemoglobinu nebo strukturalnich proteind, enzymd, lipidd
ajinych ltek obsazenyich v erytrocytech pfi analytické reakci (napf. ovlivnéni koncentrace CK
zplisobené reakci intraceluldrni adenylatkindzy).

- Spektrofotometricka interference zplsobuijici zvySeni namérené absorbance nebo zménu
hodnoty blanku, zejména pfi vinovych délkach, kdy hemoglobin silné absorbuje.

Uvedené vlivy se navzéjem mohou kombinovat a zplsobovat tak nepfehlednou, sloZitou
a téZko definovatelnou situaci.

Vizudlni kontrola vzorkii je malo citlivé a nespolehlivd a je nahrazovana objektivnim mére-
nim hodnoty sérovych indexd u vzorki séra a plazmy na biochemickych analyzatorech. Toto
méfeni zahmuje zfedéni vzorku izotonickym fyziologickym roztokem a nésledné méfeni pfi
riznych vinovych délkéch. Naméfené hodnoty absorbance se dosadi do pfedprogramova-
nych vzorcii pro prislusné indexy a vypocte se jejich hodnota v jednotkéch vhodnych pro
danou interferujici latku. Jednotlivé laboratofe mohou vydavat sérové indexy v riiznych jed-
notkdch (konvenéni nebo SI) anebo také jako kvalitativni interpretaci (1+, 2+ ....).

Prepoctové faktory mezi jednotkami a meze pro kvalitativni interpretaci
uvadéji nasledujici tabulky.

Pribalové letaky jednotlivych dodavatelti reagencii pro biochemické metody obsahuji kvan-
titativni ddaje indikujici rozsah této interference. Na jejich zakladé nastavujeme do labora-
torniho informacniho systému (LIS) pravidla, podle nichz se u vzorki se zvySenymi hodno-
tami sérovych index{ hodnoti, zda jsou vysledky validni a Ize je vydat. Vysledky nespliiujici
nastavena kritéria jsou automaticky nahrazeny textem ,nelze stanovit”.

V nasledujici tabulce uvadime u nékolika metod vliv interferentii na vysledek.
Hodnoty jsou specifické pro reagencie od firmy Abbott, které pouzivame ve zlin-
ské biochemické a hematologické laboratofii. Hodnoty se pro jednotlivé dodava-
tele mohou lisit, a proto jsou nastaveni v LIS specificka pro kazdou laborator dle
jejiho dodavatele reagencii.

Hemoglobin Bilirubin Triglyceridy

Hladinair:;lriemnm Lehyhy "hdi"::mmm % chyby Hladir‘lla:“t:’rli;lzremu % ehyhy
Albumin 15 8.6 1026 -15 10 9.5
AST 0.62 57 1026 -8.1 62,5 39
Celkovy bilirubin 20 10 nelze uvést | nelze uvést 10 10
Kreatinin* 10 -11 445 21611 6 -S40 1
66T 25 -84 257 15 2 32
Draslik 1 9.1 1026 0 2 22

* Kreatinin (enzymatické stanoveni)
Interference testu presahujici odchylku + 10% jsou oznaceny tuéné se Sipkou oznacujici smér ruseni.
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INTERFERENT KONVENENi JEDNOTKA KONVERINi FAKTOR S JEDNOTKA
Bilirubin mg/dL 171 pmol/L
Hemoglobin mg/dL 0.01 glL
Triglyceridy mg/dL 0.01129 mmol/L
Intralipid mg/dL 0.01 glL
BILIRUBIN HEMOGLOBIN TRIGLYCERIDY
KVALITATIVNI VY JADRENI KONVENCNE - mg/dL KONVENCNE - mg/dL KONVENCNE - mg/dL
(Sl -pmolL) (Sl -glL) (51 -mmoUlL)
(Blank) <20(<342) <30 (<0.30) <50 (<0.57)
1+ 2.0-39 (34.2-68.3) 30-99 (0.30-0.99) 50-99 (0.57-1.12)
2+ 4.0-9.9 (68.4-170.9) 100-199 (1.00-1.99) 100-149 (1.13-1.69)
3+ 10.0-19.9 (171.0-341.9) 200-499 (2.00-4.99) 150-199 (1.70-2.25)
bt 220 (2342.0) 500 (25.00) 2200 (>2.26)
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