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Abstrakt

Krevni obraz patii mezi zékladni vySetfeni v hematologické laboratofi. Slouzi ke zjiSténi
zéakladnich parametrti leukocytd, erytrocytl, hemoglobinu, hematokritu a trombocytt.

Cilem prace bylo zjistit, které hodnoty krevniho obrazu se zménily pii 1é€bé pacientit
s myelodysplastickym syndromem pfi imunomodulaéni terapii Lenalidomidem.

Stanoveni krevnich obrazii bylo provedeno na pfistroji Sysmex XE-5000. U pacientli jsme
posuzovali parametry krevniho obrazu v urCitém casovém useku pied podanim 1écby a nasledné
v pravidelnych intervalech po podani 1écby. Z namétenych hodnot jsme zjistili, Ze po podani 1éku
vyznamn¢ stoupaji hodnoty hemoglobinu a klesaji hodnoty trombocytll, ostatni parametry krevniho
obrazu se vyrazné¢ nemeéni. Tyto zmény v krevnim obrazu by se mohly u pacienti vyuzivat

k posouzeni u¢innosti podavané 1écby a mohly by vést k ukonceni terapie transfuzi.

Abstract

Blood counts belongs among basic examination methods in hematology laboratory. It is used
to determine the basic parameters of leukocytes, erythrocytes, hemoglobin, hematocrit and platelets.

The goal of study was to determine which blood counts have changed during the treatment
of patients with myelodysplastic syndrome using immunomodulatory drug lenalidomide.

Analysis of blood samples were performed on the Sysmex XE-5000. The selected blood
counts parameters were evaluated in two periods — before the beginning of the treatment and during
the treatment. The final blood counts showed increasing concentrations of hemoglobin and
decreasing platelet values; other blood count parameters have not changed significantly. The
evaluated blood counts changes could be used to determine the efficiency of the treatment and the

transfusion therapy could be stopped based on these results.



ZKratky

Zkratka Vyznam

AML Akutni myeloidni leukémie

CMML Chronick4 myelomonocytarni leukémie

CRBN Cereblon — Protein

EPO Erytropoetin

FAB French-American-British

G-CSF Granulocyte Colony Stimulating Factor

HCT Hematokrit

HGB Hemoglobin

IPSS International prognostic scoring systém

K,EDTA  Draselna sul EDTA

K;EDTA  Draselna sul EDTA

KD Kostni dfen

MCV Mean Cell Volume — Stiedni objem erytrocytu
MDS Myelodysplasticky syndrom

MDS-U  Myelodysplasticky syndrom — neklasifikovany
MCH Stiedni mnozstvi Hb v erytrocytu

MCHC Stfedni koncentrace Hb v erytrocytech

MLL gen Mixed Lineage Leukemia gen

PK Periferni krev

PLT Platelets - Trombocyty

RA Refrakterni anemie

RAEB Refrakterni anemie s excesem blastil

RAEB-T  Refrakterni anemie s excesem blastl v transformaci
RARS Refrakterni anemie s prstencitymi sideroblasty (ring sideroblast)
RBC Red Blood Cells — Cervené krvinky

RCMD Refrakterni cytopenie s dysplazii ve vice fadach
RCMD-RS Refrakterni cytopenie s dysplazii ve vice fadach s prstencitymi sideroblasty
ULBLD  Ustav lékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky
VFN Praha VSeobecna fakultni nemocnice v Praze

WBC White Blood Cells — Bilé krvinky

WHO The World Health Organization - Svétova zdravotnické organizace
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1. Uvod

Krevni obraz patfi mezi zékladni vySetfeni v hematologické laboratofi a diky modernim
analyzatorim je mozné ziskat vysledek ve velmi kratké dobé od odbéru. Pacienti, kteti dochazeji
do hematologickych ambulanci, mivaji fadu problémi a doprovodnych neZadoucich ucinki
po agresivni 1é¢bé a snahou laboratoie je rychle a kvalitné vydat vysledky, které nasledné slouzi
1ékati k posouzeni stavu pacienta. Jednotlivé parametry krevniho obrazu mohou byt rtzné

ovlivnény a je potfeba se na tyto zmeény zamgéfit.



2. Zadani bakalarské prace - Cil prace

Cilem prace bylo porovnat hodnoty krevniho obrazu u pacientdl s myelodysplastickym
syndromem pied podanim 1é¢by a v pribéhu imunomodulacni 1é¢by Lenalidomidem. Na zaklade
naméfenych hodnot s Casovym odstupem zjistit zménu urcitého parametru krevniho obrazu

po terapii u skupiny pacientd.



3. Teoreticka cast

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je velmi zavazné hematologické klonalni onemocnéni.
Jde o poruchu krvetvorby, kterd vznika na zaklad¢ poruchy genomu pluripotentni hematopoetické
bunky. Mezi zékladni znaky onemocnéni patii dysplastickd inefektivni krvetvorba a periferni
cytopenie. MDS je preleukemickym onemocnénim, které v mnoha ptipadech ptechazi do akutni

leukémie (AML). (Hochova a spol. 2006, Pecka 2006, Cermak a spol. 2004)

3.1 Rozdéleni MDS podle FAB

Rozdéleni podle FAB (French-American-British) klasifikace. V roce 1982 navrhla FAB
skupina hematologt klasifikaci MDS do 5 zékladnich subtypt podle nalezu v kostni dfeni. (Bennett
a spol. 1982)

3.1.1 Refrakterni anemie (RA)

U tohoto typu MDS je dfeni normocelularni az hypercelularni s hyperplazii erytroidni fady
a dyserytropoezou. Myeloblastl je v kostni dieni (KD) méné nez 5 %, v periferni krvi (PK) méné
nez 1 %. Véneckovité sideroblasty jsou v kostni dfeni zastoupeny méné nez 15 %. (Hochova a spol.
2006)
3.1.2 Refrakterni anemie se sideroblasty (RAS)

Tato anemie je dnes oznacovana jako RARS (refraktory anemia with ring sideroblasts). Dfen
je hypoceluldrni s hyperplazii ¢ervené fady. Pocet myeloblasti v KD je mensi nez 5 % v PK je
mensi nez 1 %. Véneckovité sideroblasty vice nebo rovny 15 %. (Hochova a spol. 2006)

3.1.3 Refrakterni anemie s excesem blastii (RAEB)

Drien je hypercelularni s dysplazii ve vSech hematopoetickych tadach. Pocet myeloblastt
v kostni dfeni je 5 - 20 % a v PK mén¢ nebo roven 5 %. Véneckovité sideroblasty mohou byt

ptitomny. (Hochova a spol. 2006)

3.1.4 Refrakterni anemie s excesem blasti v transformaci (RAEB-T)

Nalez je stejny jako u RAEB, ale pocet myeloblasti v KD je 21 - 30 % a v periferni krvi je
vice nez 5 %. (Hochova a spol. 2006)

3.1.5 Chronicka myelomonocytarni leukémie (CMML)

Ve dfeni je dysgranulopoeza a zmnoZeni myelomonocytarni populace. Pocet blasti v KD je
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do 20 %, v PK nepfesahuji blasty 5 %. V PK je absolutni monocytdza vyssi nez 1 x 10°/1. (Hochova
a spol. 20006)

3.2 Rozdéleni podle WHO klasifikace

V roce 2002 publikoval WHO klasifikaci MDS J.W. Vardiman. WHO klasifikace doporucila
zménu poctu podskupin MDS. Poprvé byl definovan subtyp podle cytogenetického nalezu
a pfechodné ¢i smiSené formy MDS. (Vardiman a spol. 2002, JonaSova 2003)

3.2.1 Refrakterni anemie (RA)

V KD je pouze dysplazie v Cervené fadé. Pocet myeloblastii v KD je mensi nez 5 %. Pocet
prstencitych sideroblasti je menSi nez 15 %. V periferni krvi je pfitomna anemie a pocet

myeloblastl je mensi nez 1 %. (Hochova a spol. 2006)

3.2.2 Refrakterni anemie s prstencitymi sideroblasty (RARS)

V KD pouze dysplazie v Cervené fadé. Pocet myeloblasti v KD je méné nez 5 %. Pocet
prstencitych sideroblasti v KD je vétsi nebo roven 15 %. V PK je anemie a pocet myeloblasti je

mensi nez 1 %. (Hochova a spol. 2006)

3.2.3 Refrakterni cytopenie s dysplazii ve vice fadach (RCMD)

V KD je dysplazie ve 2 ¢i vice vyvojovych fadach minimaln¢ v 10 % bunék z kazdé
vyvojoveé fady. PoCet myeloblastli v KD je méné nez 5 % a nélez prstencitych sideroblastli je mensi
nez 15 % z celkového poctu erytroblasti. V PK je pfitomna cytopenie a to bud’ bicytopenie nebo
pancytopenie. PoCet myeloblastii v PK je mensi nez 1 % a absolutni poc¢et monocytli se pohybuje

pod hodnotou 1 x 10%/1. (Hochova a spol. 2006)

3.2.4 Refrakterni cytopenie s dysplazii ve vice radach s prstencitymi sideroblasty
(RCMD-RS)

V KD je dysplazie ve 2 ¢i vice vyvojovych faddch minimalné v 10 % bunck z kazdé
vyvojové fady. Pocet myeloblastli v KD méné je nez 5 %. Pocet prstencitych sideroblastii v KD je
15 % a vice. V PK je pfitomna cytopenie, pocet myeloblastl je niz§i nez 1 % a absolutni pocet

monocytl je méné nez 1 x 10%/1. (Hochova a spol. 2006)

3.2.5 Refrakterni anemie s excesem blasti-1 (RAEB-1)

V KD je dysplazie v jedné nebo vice fadach minimaln€¢ v 10 % bunék z kazdé vyvojové
fady. Pocet myeloblastli v je KD 5 - 9 %. V PK je pfitomna cytopenie a méné nez 5 % myeloblasti.
(Hochova a spol. 2006)
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3.2.6 Refrakterni anemie excesem blastli-2 (RAEB-2)

V KD je dysplazie v jedné nebo vice fadach minimaln€¢ v 10 % bunék z kazdé vyvojové
fady. Pocet myeloblasti v KD je 10 - 19 %. V PK je cytopenie a 5 - 19 % myeloblastii. U tohoto
typu MDS mohou byt pfitomny v blastech Auerovy tyce. (Hochova a spol. 2006)

3.2.7 MDS neklasifikovatelny (MDS-U)

V KD je pritomna dysplazie v jedné fadé, a to v granulocytarni nebo megakaryocytarni.
V KD je méné nez 5 % myeloblast. V PK je pfitomna cytopenie a mén¢ nez 1 % blasti. (Hochova

a spol. 2006)

3.2.8 MDS s izolovanou deleci 5q- (5g- syndrom)

V KD byva normalni ¢i zvySeny pocet megakaryocytli s hypolobularnimi jadry. Pocet
myeloblastli v KD je mensi nez 5 %. V PK je pfitomna anemie, pocet myeloblastii je mensi nez 5 %

a pocet trombocytl byva normalni nebo zvyseny. (Hochova a spol. 2006)

3.3 Rozdéleni MDS podle etiologie

3.3.1 Primarni MDS

U primarni MDS je patogeneze onemocnéni komplikovanéjsi. Asi u 80 % nemocnych

nebyla dosud etiologie objasnéna, piestoze je intenzivné zapojena do vyzkumu. (Pecka 2006)

3.3.2 Sekundarni MDS

Sekundarni MDS vznik4 vétSinou po predchozi 1é€b€ jiné primarni malignity chemoterapii
nebo radioterapii nebo po styku s toxickymi latkami z pracovniho prostiedi jako jsou naptiklad
organickd rozpoustédla (benzen). Sekundarni MDS, které se vyvinuly po 1ébé inhibitory
topoizomerazy Il nebo antracykliny, maji vétSinou rychly nastup a zahrnuji aberace v misté 11q23
s mutaci MLL genu (mixed lineage leukemia gene). Sekundarni MDS vzniklé po podavani
alkylacnich latkek a po pfedchozi radioterapii maji spiSe pomalou progresi (5 - 10 let) a typicka je
aberace chromozomut 5 a 7. VétSinou jde tedy o nasledek poskozeni DNA po chemoterapii nebo
radioterapii, dochazi potom k vysokému nartstu prognosticky nepitiznivych genetickych aberaci.

(Pecka 2006)
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3.4 Diagnostika MDS

3.4.1 Klinicka diagnostika

Klinické ptiznaky maji souvislost se snizenou a neefektivni produkci myeloidni vyvojové
krevni fady. U pacientt se v diisledku sniZeni ¢ervené krevni fady muze projevit anemicky syndrom
(Gnava, bledost a dusnost). Pti t€Zké anemii mize dochazet az ke zndmkam srde¢niho selhavani.
V disledku leukopenie mivaji pacienti s MDS zvySeny sklon k infekénim onemocnénim.
U pacientli s trombocytopenii dochazi ke krvacivym projevim koznim ¢i slizni¢nim (epistaxi,

menorrhagii a metrorrhagii u zen). (Cerméak 2002)

3.4.2 Laboratorni diagnostika

Laboratorni diagnostika je pfedevSim zaloZena na morfologickém vySetfeni pocetnich a

dysplastickych zmén v periferni krvi a kostni deni.

Pti Cerstvém zachytu nemoci byva v periferni krvi izolovana cytopenie (anemie,
trombocytopenie nebo neutropenie), bicytopenie nebo pancytopenie, ¢asto se znamkami dysplazie,
ktera je zplsobena krvetvorbou bez efektu. Mezi morfologické zmény v erytrocytarni fadé patii
nalez makroovalocytl, polychromazie, bazofilni teCkovani, pfitomnost erytroblasti. V leukocytarni
fad¢ byva nejcastéji posun doleva, pritomnost hyposegmentace a/nebo hypogranulace segmentt.
(Pecka 2006)

Kostni dfeii byva vétSinou normoceluldrni, k morfologickym zméndm patii hyperplazie
cervené¢ fady, pfitomnost velkych erytroblasti snehomogenni cytoplazmou a s tvarovymi
odchylkami ¢i vicejaderné erytroblasty, Howell-Jollyho t¢liska, prstencité sideroblasty.
V granulacytarni fadé¢ byva vétSinou pritomna hypogranulace, hyposegmentace a vakuolizace.
V megakaryocytarni fad¢ jsou pfitomny mikromegakaryocyty (pfi deleci 5g-), ¢i megakaryocyty
s hyper- nebo hypolobulizovanymi jadry. (Pecka 2006)

Pro zatazeni MDS je dilezity pocet myeloblastli v PK a KD, pocet sideroblastti a vyjadieni
dysplatsickych zmén v jednotlivych fadach v KD. (Pecka 2006)

K upfesnéni diagnozy MDS a k odhadu prognézy patfi i imunofenotypizacni, cytogenetické
a molekuldrné genetické vySetfeni kostni diené. (Hochova a spol. 2006) I ptesto, ze dochazi

vvvvvv

(Pecka 2006)
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3.4.3 Uréeni prognézy podle International prognostic scoring systém (IPSS)

Skorovaci systém se pouziva k urceni prognoézy a k volbé terapie. Rizika onemocnéni podle
skorovaciho systému délime na nizké riziko (low risk), stfedni a vysokeé riziko (high risk). Nové se
pouzivd R-IPSS (revised IPSS) ktery vyuziva analyzu cytogenetickych aberaci a jejich
prognostického vyznamu. (Greenberg a spol. 2012)

3.5 Terapie MDS

Rychlé a spravné urceni diagndzy a stanoveni prognozy je zakladnim piedpokladem k urceni
spravného 1écebného postupu. Mezi obecna pravidla pro zahajeni terapie patii urceni typu MDS
(zatazeni onemocnéni do pfislusného rizika), vék nemocného, zavaznost dalSich chorob

u polymorbidnich pacientt, stabilita nemoci a také pfani pacienta. (Siskova a spol. 2002)

3.5.1 Terapie nemocnych s nizkym a stfrednim rizikem

Pacienti s nizkym rizikem a se stabilnim KO se pouze pravideln¢ sleduji.

Déle se vyuzivd podptrna lécba, podavaji se, Casto dlouhodobé, krevni pievody spolu
s chelatacni 1é€bou (desferal) nebo prevody krevnich desticek. Tam, kde je to mozné, je vhodné
podavat i riistové faktory — cytokiny. Jedna se nejcastéji o 1écbu erytropoetinem (EPO) neboli
rustovym faktorem pro ¢ervenou fadu nebo o 1é€bu granulocytarni kolonie stimulujicim faktorem
(G-CSF - granulocyte colony stimulating factor) vétSinou v kombinaci s EPO. (Hellstrom a spol.
1997, Neuwirtovd 1998, Jonasova a spol. 2012)

Imunosupresivni terapie se poddva u pacientdl s cytopenii, ktefi nejsou vhodni
k transplantaci KD nebo k podévani ristovych faktord. Vhodni pacienti byvaji indikovani

k alogenni transplantaci krvetvornych bunék. (Neuwirtova a spol. 2004)

3.5.2 Terapie nemocnych s vysokym rizikem MDS/AML

Pacienti s vysokym rizikem v dobrém klinickém stavu jsou sméfovani k alogenni
transplantaci krvetvornych bunék. U pacientd, ktefi nejsou vhodni k alogenni transplantaci, se
podavaji nové¢j$i hypometylaéni preparaty (napf. azacytidin), jako paliativni 1écba slouzi

nizkodavkovand chemoterapie (citosinarabinosid). (Silverman a spol. 2002)

3.5.3 Imunomodulacni terapie

Mnohé studie prokazuji, ze dysregulace riznych apoptotickych, zanétlivych a angiogennich
cytokinli hraje dulezitou roli v etiopatogenezi MDS. Imunomodulacni terapie ovliviiuje hladiny
téchto cytokinli a piisobi na pribéh a patogenezi onemocnéni. Prvnim imunomodula¢nim Iékem

pouzitym u pacientli s MDS byl thalidomid. (Raza a spol. 2001; Broyl a spol. 2013) Asi u poloviny
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nemocnych byla 1é€ba preruSena pro nezadouci Uc¢inky. U ostatnich nemocnych vSak doslo ke
zlepseni stavu a nebylo potfeba podani transfuzi. Lepsi vysledky méla studie s niz§Simi davkami
thalidomidu nebo v kombinaci s erytropoetinem. (Musto a spol. 2006)
Mezi nej€astéjsi cytogenetickou abnormalitu u MDS patii delece dlouhého raménka

5. chromozomu (5g-). Do této skupiny patii asi 20 % pacientli s MDS. (Germing a spol. 2012) Nové
se pouziva u 5q- syndromu imunomodula¢ni terapie lenalidomidem. Jednd se o novy analog
thalidomidu, ktery ma vyrazné lepSi efekt. Cilem terapie je odstranéni transfuzni zavislosti a
dosazeni normalizace krevniho obrazu. (List a spol. 2005)

Lenalidomid mé antiangiogenni, antiapoptotické ucinky, inhibuje TNF-alfa, stimuluje T a
NK bunky. Skute¢ny mechanizmus ucinku a divod vysokeé citlivosti pacientl s 5q- syndromem na
1éEbu neni zatim objasnén. Lenalidomid je jiz nékolik let povolen v USA k 1é¢bé pacientl s 5q-
syndromem a u tézkych anemii. U nas je lenalidomid pouzivan od roku 2008 a povolen je od roku
2015. (Jonasova a spol. 2014, Jonasova a spol. 2015) U pacientl s 5q- syndromem je dosahovano u
60 - 70 % pacientd stimulace erytrocytarni vyvojové fady a neni potfeba transfizni terapie. Z této
skupiny asi 40 % pacientl dosahne 1 kompletni cytogenetické remise, to znamena, ze dojde k
vymizeni 5q- aberace. (List a spol. 2005, Hellstrom a spol. 2012) Dokazuji to velké studie MDS
003 a MDS 004. (Fenaux a spol. 2011)

Lenalidomid je vétSinou dobie snasen. Mezi nejcastéjsi vedlejsi ucinky patii neutropenie a
trombocytopenie. U MDS nezvysSuje v malych davkach vyrazné riziko tromboz, proto neni zatim
antitrombotickd terapie doporucena. Lenalidomid je poddvan perordlné v jedné denni davce.

Optimalni doba terapie nebyla dosud stanovena. (JonaSova a spol. 2015)
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4. Prakticka cast

4.1 Definice souboru

Soubor zahrnuje pacienty hematologické ambulance 1. interni kliniky VFN Praha. Jedna se

Cvwr

V souboru je 20 Zen a 3 muzi. Soubor je omezen izolovanou pozitivitou 5q- aberace, ktera se

u pacienti s MDS vyskytuje jen asi v 20 %.

Inicialy  Pohlavi Vék  Datum dg. Typ MDS Datum 1.davky Davka léku
IA M 74 15.06.2010 RAEB 1 5¢g- 11.05.2015 10 mg
HA 7 78 15.07.2009 5g- RA 25.05.2010 5mg
VB 7 78 07.12.2001 5q-RA 07.11.2012 5mg
JB 7 72 15.06.2012 5q- 18.07.2013 5mg
JH 7 63 07.01.2014 5g- 21.09.2015 5mg
Al 7 60 15.04.2010 5q- 08.04.2014 10 mg
JK M 85 15.10.2014 5g- 21.01.2015 10 mg
MK Z 61 16.03.2010 5g- 17.05.2015 5mg
RK 7 53 08.09.2011 5q- RAEB 16.03.2015 10 mg
EM 7 74 15.10.2010 5g- 24.10.2012 10 mg
M 7 69 18.12.2008 5g- 15.03.2010 5mg
LM Z 73 01.08.2012 RAEB 1 5¢g- 02.07.2014 5mg
AP V4 74 15.06.2011 RAEB 1 5¢- 17.04.2014 10 mg
JP 7 72 19.05.2010 5g- 18.04.2013 5mg
MP 7 74 15.11.2014 5q- 26.05.2015 5mg
JS 7 72 15.02.2013 5q- 27.08.2014 10 mg
LS 7 73 26.05.2015 RAEB 1 5g- 01.08.2015 5mg
MS Z 82 29.06.2005 5q- 01.08.2011 10 mg
RS V4 85 30.06.2015 5q- 01.10.2015 5mg
MV 7 84 30.10.2014 RAEB 1 5g- 31.08.2015 10 mg
EV 7 79 17.06.2010 5g- 01.09.2010 5mg
\AY 7 76 15.05.2011 RAEB 1 5¢g- 14.05.2014 5mg
VZ M 79 15.02.2009 5g- 03.02.2010 10 mg
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4.2 Odbér a zpracovani vzorku

Odbéry byly provedeny v odbérovém centru ULBLD, VFN Praha. Odbér krevniho obrazu byl
proveden do odbérové zkumavky s K;EDTA nebo K,EDTA.Vzorek bylo nutné zméfit az za 15 - 20
minut po odbéru, aby doSlo k vyrovnani koncentra¢nich gradienti mezi krvinkami a
antikoagulacnim piipravkem. Stabilita krve na vySetieni krevniho obrazu je 5 hodin od odbéru pii
teploté 15 —25 °C.

V priibéhu 1é¢by bylo u kazdého pacienta v urcitém ¢asovém obdobi provedeno 11 — 86
kontrolnich odbért s kontrolou parametrt KO a kontrolou i dalSich laboratornich parametri, které
by mohl preparat lenalidomid ovlivnit. V nasi praci jsme podrobné sledovali pouze koncentraci

hemoglobinu a pocty trombocyti.

4.3 Metodika

4.3.1 Stanoveni krevniho obrazu

Krevni obraz byl vysetfovan na analyzatoru Sysmex XE-5000. Krevni obraz patii mezi
zakladni vySetfovaci metody v hematologické laboratofi. VyuZziva se k ur€eni ¢i upfesnéni celé
Skaly diagnoz a Casto i ke sledovani uc¢innosti 1é¢by. Jde o stanoveni poctu krevnich buné€k a jejich
parametri. Mezi zakladni hodnoty krevniho obrazu patfi pocet leukocytli (WBC), erytrocytli (RBC)
a trombocytt (PLT), stanoveni koncentrace hemoglobinu (HGB), hematokrit (HCT), stfedni objem
erytrocytti (MCV), stfedni mnozstvi Hb v erytrocytu (MCH), stfedni koncentrace Hb v erytrocytech
(MCHC). (Pecka a spol. 2010)

Ptistroj Sysmex XE-5000 zméti az 150 vzorkd KO za hodinu. Aspirace cca 150 pl vzorku
probihd bud’ v otevieném, nebo uzavieném aspira¢nim rezimu. Krev se po aspiraci rozdéli a putuje
do dvou oddélenych méficich ¢asti. V jedné se stanovuji pocty erytrocytii a trombocytl, ve druhé
pocty leukocytt a koncentrace hemoglobinu. Pfed vlastnim méfenim dochazi k 1yze bunék, které by
mohly v dané méfici Casti interferovat a k nafedéni vzorku diluentem.

Pocty krevnich desticek lze stanovit impedancni nebo alternativni optickou metodou.
Impedan¢ni metoda vyuziva hydrodynamické fokusace, kdy jsou buiiky unéseny vodivou kapalinou
pod tlakem do méfici Stérbiny mezi dvé elektrody, na kterych je stejnosmérny proud. Pti prichodu
buiiky mezi elektrodami vznika napétovy (impedancni) impuls, ktery je pfistrojem zaznamenan.
Ptistroj vydava kvantitativni (mnoZstvi impulz) a kvalitativni informace (velikost inpulzi)
o buiikach. Optickd metoda vyuZzivé princip pratokové fluorescenéni cytometrie. Trombocyty jsou
obarveny fluorescen¢ni barvou a v nosném roztoku pomoci hydrodynamické fokusace prochazeji

jednotlivé za sebou paprskem laserového svétla. Sniméa se rozptyl pfimého laserového paprsku
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a mira fluorescence. (Pecka 2010, Sysmex XE 5000)

Po lyze erytrocytli se uvolni hemoglobin a stanovuje se koncentrace hemoglobinu. Stanoveni
je provadéno metodou absorbcni spektrofotometrie. Hemoglobin je pfeveden na stalobarevny
methemoglobinovy komplex. Jako oxida¢ni ¢inidla se v dneSni dobé pouzivaji bezkyanidové

slouceniny. Namétené hodnoty absorbance jsou piimo umérné koncentraci hemoglobinu. (Pecka

2010, Sysmex XE 5000)

4.3.2 Normalni hodnoty krevniho obrazu

Tab. ¢. 1: Fyziologické hodnoty KO u muzii a u Zen

Hodnota KO Zkratka Zeny Muzi
Bilé krvinky WBC 3,9-9,4x10°1
Cervené krvinky RBC 3,8-49x10%1  4,3-57x10%1
Krevni desticky PLT  137-413.10x 10°1 130-380x 10%/1
Hemoglobin HGB 120 - 160 g/1 135-175 g/l
Hematokrit HCT 0,35-0,47 0,40 - 050
Stfedni objem erytrocytu MCV 82-9811
Stfedni mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu MCH 28 - 34 pg
Stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech  MCHC 320 -360 g/1

Zdroj: www.hematology.cz
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4.4 Zpracovani dat

Naméiend data byla graficky zpracovéana systémem Microsoft Office Excel 2010 a statisticky
vyhodnocena v programu Statistica 12 pomoci neparametrického Wilcoxonova testu, protoZze data

v jednotlivych souborech neméla normalni rozloZeni.

4.4.1 Statistické porovnani lécebné odezvy lenalidomidem u sledovanych parametru

Tab. €. 2: Porovnani 1é¢ebné odezvy u parametru HGB po podani 1. davky 1éciva a
0 dlouhodobéjSim uzivani

Hodnoty HGB [g/1]
Inicialy Odbér pred Odbér po 1. Odbér po dlouhodobém
podanim 1éku podani 1éku podavani 1éku

1A 75 95 154
HA 81 79 128
VB 73 86 107
JB 79 76 143
JH 89 71 101
Al 76 90 141
JK 90 97 115
MK 64 82 128
RK 96 90 148
EM 87 85 97
IM 66 50 101
LM 74 76 103
AP 88 103 112

JP 73 61 121
MP 73 102 128
JS 75 65 101
LS 110 98 104
MS 102 103 103
RS 87 84 116
MV 80 78 99
EV 79 95 119
\AY% 136 134 128
VZ 94 92 139

Primérna
hodnota 84,6 86,6 119
Neparametricky Wilcoxontv test p =0,459618 p <0,0001

Zdroj: autor

Na zakladé¢ vyhodnoceni neparametrického Wilcoxonova testu lze odvodit, Ze ihned
po podani 1éku byla zména HGB nevyznamna. Na konci vyhodnocovaného obdobi doslo

k prokazatelnému zvyseni hodnot HGB.
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Tab. €. 3: Porovnani 1é¢ebné odezvy u parametru PLT po podani 1. davky léciva a
0 dlouhodobéjs§im uzivani

Hodnoty PLT [10°/1]
Inicialy Odbér pied Odbér po 1. Odbér po dlouhodobém
podanim léku podani léku podavani 1€ku
1A 86 95 89
HA 218 79 107
VB 899 86 188
JB 294 318 173
JH 120 71 20
Al 330 90 206
JK 240 97 137
MK 635 82 154
RK 445 90 197
EM 271 85 216
M 177 50 35
LM 293 76 95
AP 260 103 95
JP 232 61 153
MP 574 102 115
JS 126 65 48
LS 637 98 321
MS 61 103 347
RS 170 84 131
MV 285 78 142
EV 497 95 171
VvV 163 134 247
VZ 510 92 168
Primérna
hodnota 327 97 119
Neparametricky Wilcoxoniv test p <0,0001 p <0,0001

Zdroj: autor

Na zékladé vyhodnoceni neparametrického Wilcoxonova testu lze odvodit, ze ihned
po podani léku a zarovenl na konci vyhodnocovaného obdobi doslo k prokazatelnému snizeni

hodnot PLT.

4.4.2 Grafické znazornéni hodnot PLT a HGB u pacienttl uzivajicich lenalidomid

Sledovani adekvatni odpovédi na podanou 1é¢ebnou davku ve vymezeném casovém obdobi

u jednotlivych pacientd.
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Graf 1: Pacient IA 74 let pied lécbou HGB 75g/l PLT 86*10°/l a po poddni vzestup HGB na 154g/I
a PLT pokles na 89*10°/l. Po podani léku dochazi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 2: Pacientka HA 78 let pred lécbou HGB 81g/l PLT 218*10°/ po podani vzestup HGB na
128g/l a PLT pokles na 107*10°/. Po podani léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 3: Pacientka VB 78 let, pred lécbou HGB 73g/l PLT 899*10°/l. Po léché HGB 120g/[ PLT
536*10°/1. Po podani léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 4: Pacientka JB 72 let, pred lécbou HGB 79g/l, PLT 294*10°/l. Po léché HGB 143g/l, PLT
173*10°/1 po podant léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 5: Pacientka JH, 63let, pred lécbou HGB 89g/l, PLT 120%10°/l. Po lécbé HGB 101g/l PLT
20*10°/1. Po podani léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 6: Pacientka AJ 60 let, pied lécbou HGB 76g/l, PLT 330*10°/1. Po léché HGB 141g/l PLT
206*10°/1. Po podani léku dochazi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 7: Pacient JK 85 let, data pred léecbou nejsou k dispozici. Po podani dochazi ke stabilizaci

HGB a PLT a na konec k poklesu PLT a vzestupu HGB.
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Graf 8: Pacientka MK 61 let, pred lécbou HGB 64g/l PLT 635*10°/l. Po lécbé HGB 128g/l PLT

154*10°/I. Po podani léku dochadzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 9: Pacientka JM 69 let, pred lécbou HGB 66g/l, PLT 177*10°/l. Po lécbé HGB 101g/l, PLT
30*10°/1. Po podani léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 10: Pacient LM 73 let, pied lécbou HGB 74g/l, PLT 293*10°/l. Po lécbé HGB 103g/l, PLT
35*10°/1. Po podani léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 11: Pacientka AP 74 let, pred lécbou HGB 88g/l PLT 260*10°/l. Po lécbé HGB 112g/l PLT
95*10°/1. Po podani léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 12: Pacientka JP, 72 let pred lécbou HGB 73g/l PLT 232*10°/l, po lécbé HGB 121g/l PLT
153*10°/. Po podani léku dochazi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 13: Pacientka MP, 74 let, pred lécbou HGB 73g/l, PLT 574*10°/l. Po lécbé HGB 128g/l, PLT
115*10°/1. Po podant léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 14: Pacientka JS 72 let, pied lécbou HGB 75g/l PLT 126*10°/. Po lé¢bé HGB 101g/l PLT
48*10°/l. Po podani léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 15: Pacientka LS 73 let, pied lécbou HGB 110g/l PLT 637*10°/1. Po léché HGB 104g/l PLT
321*10°/1. Po podani léku dochdzi k vzestupu a poklesu HGB a poklesu PLT.
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Graf 16: Pacientka MS 82 let, pied lécbou HGB 110g/l PLT 294*10°%/1. Po lé¢bé HGB 85g/l PLT
347*10°/l. Pacientka nereagovala na lécbu a lék byl vysazen.
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Graf 17: Pacientka RS, 85 let, HGB 87g/l PLT 170*10°/1. Po léc¢bé HGB 116g/l PLT 131*10°/1. Po
podani léku dochazi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 18: Pacientka MV 84 let, pred lécbou HGB 80g/l PLT 285*10°/l. Po léché HGB 99g/l PLT
142*10°/. Po podani léku dochazi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 19: Pacientka RK 53 let, pred lé¢bou HGB 96g/l PLT 445*10°/l. Po léché HGB 148g/l PLT
197*10°/I. Po podani léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.

EM-10 mg
450
400 I \
350
250 A \ /\ e HGB [g/1]
o0 NSV \/ N — PLTIL0/]
j 1. p. |éku
0 M><M
50 v
0 T T \ \
N <2 o, Ve o
~0 ~0 ~0 0 ~0
%o > 75 Yo s

Graf 20: Pacientka EM, 74 let pred lécbou HGB 87g/l, PLT 271*10°/l. Po lécbé HGB 97g/l, PLT

216*10°/1. Po podani léku dochazi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 21: Pacientka EV 79 let, pred lécbou HGB 79g/l PLT 497*10°/l. Po lé¢bé HGB 119g/l PLT
171*10°/l. Po podani léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 22: Pacientka VV 76 let, pied lécbou HGB 84g/l PLT 528*10°/l. Po léché HGB 128g/l PLT
247*10°/1. Po podani léku dochazi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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Graf 23: Pacient VZ 79 let, pred lécbou HGB 94g/l, PLT 510*10°/1. Po léché HGB 139g/l, PLT
168*10°/l. Po podani léku dochdzi k vzestupu HGB a poklesu PLT.
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5. Diskuse

V nasi praci jsme se zabyvali vyhodnocenim ucinku 1écby lenalidomidem na souboru
23 pacienti s MDS 5g- syndromem. K posouzeni 1écebné odezvy jsme vyuzili sledovani zmén
parametrl krevniho obrazu. Nejprve jsme hodnotili vSechny parametry KO, ale statisticky
vyznamné se jevily pouze hodnoty hemoglobinu a trombocyti, které vykazovaly vyrazné zmény jiz
po prvnim podani 1€ku a poté 1 v prubéhu dalsi 1écby.

V Casovém obdobi leden 2010 — kvéten 2016 byl témto pacientim podavan lenalidomid
ve dvou rozdilnych davkach, bud’ 5 mg nebo 10 mg. Preparat byl v prabéhu lé¢eni poddvan, mimo
ojedinélych ptipadi, v davkéach stabilnich. U vSech 23 pacientti doSlo po podéani lenalidomidu
ke zlepSeni sledovanych parametrii, tzn. ke zvySeni koncentrace hemoglobinu a k poklesu poctu
trombocyt. Vliv 1éku jsme statisticky vyhodnotili po prvni podané dévce lenalidomidu a pak
po delSim casovém obdobi, kdy byl preparat pacientim podavéan. Na zaklad¢ vyhodnoceni pomoci
neparametrického Wilcoxonova testu lze odvodit, Zze ihned po podani léku byla zména HGB
u sledovaného souboru pacientii nevyznamna (p=0,459618). Hodnoty hemoglobinu zacaly
vyznamné statisticky stoupat aZ po dlouhodob&jsim uZivani lenalidomidu (p < 0,0001). Udaje jsou
uvedeny v tab. ¢. 2. Naproti tomu hodnoty PLT zacaly klesat jiz po prvni podané davce 1éCiva
a tento pokles PLT byl dlouhodoby (p < 0,0001 v obou ptipadech, viz tab. ¢. 3).

Vliv lenalidomidu na hodnoty HGB a PLT u jednotlivych nemocnych je podrobnéji znazornén
v grafech 1 — 23. Z diivodu vedlejSich ucinkii byla u nékolika pacientii davka snizena, nicméné
1 naddle tito pacienti vykazovali zlepSeni monitorovanych parametrii. Pouze u jedné pacientky (graf
¢. 16) byla davka naopak zvySena z diivodu nizké 1écebné odezvy monitorovanych parametrii. Tato
pacientka byla sledovana v delSim ¢asovém horizontu. I pfes pocatecni zlepSeni dosSlo postupné
ke zhorSeni sledovanych parametri, proto byla 1é¢ba po 4 letech vysazena jako neucinna.

Vzhledem k dobrému dlouhodobému Iécebnému efektu lenalidomidu bude u zbylych

22 pacientl 1éCba pokracovat a k jejimu sledovani budou i nadale vyuzivany tyto parametry KO.
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6. Zaver

U sledované skupiny 23 pacienti s MDS 5q- syndromem jsme zjistili vyrazny piinos
lenalidomidu pii 1écbé anemie a pii redukci poctu trombocyti. Ve vSech ptipadech doslo
k ocekavané Uprave sledovanych parametrt KO, ve 22 ptipadech dokonce k dlouhodobé upraveé
téchto hodnot.

Nové moZnosti 1é€by znamenaji pfinos pro pacienty, zlepSeni kvality jejich Zivota nebo 1 jejich
vyléceni. Terapie lenalidomidem navic nevede ke zvySeni rizika transformace do AML. (Kuendgen
a spol. 2012) Domnivame se, Ze je potieba vénovat véEtSi pozornost pacientim s dal$imi
cytogenetickymi aberacemi (napf. s mutaci p53) a se zvySenym poctem myeloblastii. Tito pacienti
maji vySsi riziko progrese choroby a je nutné u nich zvazit agresivngjsi terapii. (Mallo a spol. 2011)

V Ceské republice je v ramci hematologické spoleénosti skupina odbornikii na 1é¢bu MDS.
Kazdy pacient ma tedy moznost konzultace a 1écby ve fakultnich nemocnicich v hematologickych
centrech, kterd mohou k 1écbé MDS vyuzit nejnovéjsi terapeutické trendy. Pacienti pak nejsou
zavisli na transfizich, nepodstupuji riziko potransfuzni reakce a nejsou zatéZovani hromadénim
toxického zeleza v organismu. Taktéz nedochdzi k obéhové zatézi. Tak jako farmaceutické firmy
vyvijely a vyviji nové léky, zdokonaluji se 1 pfistroje pro hematologickd stanoveni. I pfesto ndm
zakladni parametry krevniho obrazu stiale podavaji nejdilezitéjsi informace a hematologicka
laboratoi zlstane v této oblasti pro I¢kate spolehlivym pomocnikem a partnerem. VySetfeni
krevniho obrazu v moderné vybavené laboratofi umoziiuje rychlou a dostupnou informaci
o ucinnosti sledované lécby pacientd s MDS, proto je spoluprace laboratofe s lékafem velmi

dilezita.
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