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Esencialni trombocytemie v détském véku
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Souhrn

Esencidlni trombocytemie (ET) je Ph; negativni myeloproliferativni onemocnéni charakterizované zvysenou proliferaci
megakaryocytii se zvySenou produkei trombocytii, trvalou trombocytézou a zvySenym rizikem trombotickych a krvaci-
vych epizod. Je povazovana za onemocnéni stiedniho véku, u déti se vyskytuje velmi vzacné s incidenci kolem 1/10 mili-
onil déti za rok. U vétSiny pacienti byla prokazana sniZena exprese receptoru pro trombopoetin na trombocytech. V ro-
ce 2005 byla u 23-57 % dospélych s ET popsdna mutace genu JAK2 Val617Phe. Role této mutace v patogenezi ET dosud
nebyla piesné objasnéna. V letech 1987-2007 bylo v Ceské republice diagnostikovano 15 déti s ET (9 divek a 6 chlapci
ve véku 6-17 let). Incidence ET v détské populaci ma narustajici tendenci, v letech v letech 1987-1996 byla 0,1/1 milion
déti/rok, v letech 1997-2006 0,6/1 milion déti/rok. Onemocnéni bylo u 8 déti zjiSténo nahodné, u Zadného z pacienti se
neobjevily zavazné trombotické a krvacivé komplikace. U 5 déti byly pritomny klinické znamky mikrovaskularni obstruk-
ce, u dvou déti prechodna nezavazna krvaceni. Monoklonalni hematopoéza byla pritomna jen u jedné nemocné. Vétsina
(11/13) déti vykazovala hypersenzitivitu hematopoetickych progenitorovych bunék na erytropoetin v in vitro kulturach.
Tzv. endogenni erytroidni kolonie, tj. kolonie rostouci i v médiu bez pridani exogenniho erytropoetinu, byly detekovany
u 11 déti. Mutace genu JAK2 Val617Phe na tirovni leukocytii z periferni krve detekovana jen u jednoho pacienta. P¥i
analyze hematopoetickych kolonii na pritomnost mutace genu JAK2 Val617Phe byly nalezeny ojedinélé homozygotni a he-
terozygotni kolonie nesouci mutaci u 3/5 vySetienych déti, prestoze u nich mutace nebyla detekovana na trovni perifer-
ni krve. NaSe vysledky ukazuji, Ze i u détskych esencidlnich trombocytemii se mohou velmi vzicné vyskytovat subklony
nesouci tuto mutaci. Nalez subklonii nebyl asociovan se zavaznéjsim klinickym fenotypem. Sest pacientii bylo léc¢eno
anagrelidem, pét pacienti kyselinou acetylosalicylovou, ¢tyri pacienti byli pouze sledovani. Dosud nebyl stanoven jedno-
tny diagnosticky a léceny pristup u déti s ET. Détské pacienty je nutno peclivé sledovat vzhledem k mozné progresi one-
mocnéni s vyvojem klonalni hematopoézy, ziskani mutace genu JAK2 Val617Phe, popripadé rozvoji klinického obrazu
polycytemia vera. Zda se v pripadé ET u déti a dospélych jedna o biologicky odliSné onemocnéni nebo zda jde o riuzné
vyvojové faze téhoz onemocnéni, mohou ukazat pouze velké mezinarodni studie a predevsim dlouhodobé sledovani dét-
skych pacientii.
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Summary . .
PospisSilova D., Veselovska J., Horvathova M., Solna R., Kucerova J., Cmejlova J., Cmejla R.,
Bélickova M., Pekova S., Petrtylova K., Mihal V., Votava T., Hak J., Zapletal O., Stary J.,
Divoky V.: Essential thrombocythaemia in children

Essential thrombocythaemia (ET), a Philadelphia chromosome negative chronic myeloproliferative disorder, is usually
a disease of middle age and it is extremely rare in paediatric population. In this report we have analysed 15 children
(9 girls and 6 boys) diagnosed with ET in the Czech paediatric population from 1987 to 2007. There is a growing inciden-
ce of ET in children: 0.1/1 million children/year in years 1987-1996 but 0.6/1 million children/year in years 1997-2006.
Platelet count at the time of diagnosis was 681-2428x10%/1 (median 1720x10%/1), Hb and leukocyte counts were within
normal range. Splenomegaly was found in 8 children. The median follow-up was 19 months. The clinical picture in our
paediatric patients was milder than in adults. The diagnosis was made only during routine blood analysis in more than
half of the cases. No thrombosis or major bleeding was observed at the time of diagnosis, although symptoms of micro-
vascular obstruction were present in some patients. Erythropoietin (Epo) hypersensitivity of haematopoietic progenitors
in vitro was found in the majority of the patients (11/13), with EEC formation in 9/11 patients. These results are indicati-
ve of the diagnosis of myeloproliferative disease. We detected JAK2 V617F mutation in peripheral blood leukocytes or in
separated platelets only in one female patient with borderline level of haemoglobin. Monoclonal haematopoiesis was no-
ted only in one another female patient. During the EEC analysis we found some colonies bearing heterozygous or homo-
zygous V617F mutation in 3/5 examined patients. Our data suggests that childhood ET patients could bear minor JAK2
V617F-positive subclones. These patients did not show any phenotypic differences from the cohort. Treatment strategies
for paediatric ET have not yet been fully defined. The treatment approach to our paediatric patients was variable. As the
majority of paediatric haematologists prefer anagrelide to hydroxyurea, 6 patients were treated with anagrelide, 5 pati-
ents with acetylosalicylic acid and in 4 patients the ,,wait and see‘ strategy was used. United approach towards the dia-
gnosis and treatment of childhood ET is still to be established. The paediatric patients have to be closely monitored in ca-
se of possible disease progression to clonal haematopoiesis, of appearance of JAK2 V617F mutation, or of evolvement in-
to clinical picture of polycythaemia vera. Finally, the question if adult and paediatric ET are different stages of the same
disease or whether they represent separate disorders is still to be answered possibly by international cooperation in lar-
ge multicentral studies and by long-term monitoring of paediatric patients.

Key words: essential thrombocythaemia, children, clonality, erythroid colonies, hypersensitivity to erythropoietin,
JAK?2 V617F mutation
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Uvod

Esencidlni trombocytemie (ET) patii spolu s pravou po-
lycytemif a idiopatickou myelofibr6zou mezi Ph, negativ-
ni chronickd myeloproliferativni onemocnéni (MPD). ET je
charakterizovand zvySenou proliferaci megakaryocytt s ne-
kontrolovanou produkei trombocytd, trvalou trombocyto-
zou, zvySenym rizikem trombotickych a krvacivych epizod.
Mize progredovat do myelodysplastického syndromu ne-
bo leukemie. Je povaZovéna za onemocnéni stiedniho vé-
ku, diagndza je nejcastéji stanovena mezi 50.—60. rokem.
Asi 20 % pripadd je diagnostikovano ve véku pod 40 let.
Incidence v dospélém véku je 1-5/100 000 osob/rok (1, 2).

Etiologie ET dosud nebyla plné objasnéna. U vétSiny pa-
cientll byla prokdzana snizZend exprese receptoru pro trom-
bopoetin (MPL) na povrchu progenitorovych bunék pro me-
gakaryocyty a na povrchu trombocytti. U asti pacientt s fa-
milidrnim vyskytem trombocytemie byly nalezeny mutace
genu pro trombopoetin (THPO) a genu pro jeho receptor
(MPL) (3,4).

V roce 2005 byla identifikovdana mutace v JAK?2 tyrozi-
nové kindze vedouci k aminokyselinové zdiméné valinu za
fenylalanin v pozici 617 kindzové domény (JAK2 V617F)
jako Castd genetickd abnormalita u riznych typt MPD vcet-
né ET. Mutace JAK2 V617F je popisovana u > 90 % dospé-
Iych nemocnych s pravou polycytemii, u 23-57 % dospé-
Iych s ET a u > 50 % nemocnych s idiopatickou myelofib-
rézou (5-8). Jedna se o aktivacni mutaci signdlni dréhy re-
ceptor( pro rustové faktory. Presny etiologicky vyznam té-
to mutace u ET dosud nebyl objasnén. Dle poslednich pra-
ci zvysuje pritomnost této mutace riziko trombdz, prede-
v§im arteridlnich (9, 10), nema vSak vliv na celkové prezi-
ti pacientil ani na transformaci do leukemie (11). Posledni
studie potvrzuji, Ze pfinejmensim u ¢asti dospélych paci-
entd s ET neni JAK2 V617F mutace kauzalni a objevuje se
pozdéji v pribéhu onemocnéni. Pouze st populace klo-
nalnich bunék nese totiz tuto mutaci (12).

V détském véku se ET vyskytuje vzacné, je uvadéna in-
cidence 1 na 10 miliont déti/rok (13). K dne$nimu dni by-
lo v odborném pisemnictvi popsano asi 100 piipadd dét-
skych pacient s ET (14). Maly pocet pacientt a variabili-
ta vySetfenych a srovnavanych parametr( nedava zatim pro-
stor k Zadnym definitivnim zavérim v této oblasti. Panel
vysetieni pozadovanych pro piesnou diagnostiku détské ET
dosud nebyl presné definovan, byly publikovany pouze oje-
din€lé zkusenosti s 1écbou détskych pacientt. Indikace 16¢-
by proto nejsou jednotné a jsou obvykle odvozovany z vy-
sledkd ziskanych ze studii provedenych u dospélych paci-
entd. Dvé dosud publikované studie détskych pacientt uka-
zaly, Ze vétSina déti s ET m4 polyklondlni onemocnéni a Ze
mutace JAK2 V617F se u déti s ET na rozdil od dospélych
pacientli nachazi pouze ojedinéle (15, 16).

Soubor pacient

Cilem této multicentrické studie je zhodnoceni klinic-
kych a laboratornich ndlezti u détskych pacientd s ET, je-

jichZ diagnéza byla stanovena v jednotlivych centrech
détské hematologie-onkologie v Ceské republice v letech
1987-2007. V uvedeném ¢asovém intervalu bylo v Ces-
ké republice diagnostikovano 15 déti s ET. Jednalo se 0 9
divek a 6 chlapcii. VEk pfi stanoveni dg. byl 6-17 let (me-
dian 10,5 let). VSichni pacienti splnovali diagnosticka kri-
téria PVSG (17). U v8ech pacientl bylo provedeno re-
trospektivni zhodnoceni anamnestickych a klinickych
udaja a vysledkd vysetfeni provedenych pii diagnéze.

U vSech pacientti byla ddle provedena nasledujic{

vySetfeni:

1. hladiny erytropoetinu (Epo) a trombopoetinu (Tpo);

2. analyza gent pro trombopoetin (THPO) a jeho recep-
tor (MPL);

3. stanoveni in vitro senzitivity erytroidnich progenito-
rovych bunék k Epo a pfitomnost spontdnniho ristu
erytroidnich kolonif (,,endogenous erythroid coloni-
es“ — EEC);

4. klonalni krvetvorba u divek;

5. analyza JAK2 V617F mutace v leukocytech, v trom-
bocytech a v koloniich EEC.

Etickd komise Univerzity Palackého a Fakultni nemoc-
nice Olomouc tuto studii schvdlila. VSichni pacienti ne-
bo zakonni zdstupci podepsali informovany souhlas.

Metody

Méreni sérovych hladin Epo a Tpo

Koncentrace Epo byla méfena RIA metodou a vyjadie-
na v [U/l. K méfeni hladin sérového Tpo byl pouZit ko-
mercéni kit (Quantikine, Elisa, RD system Europe), hla-
diny byly vyjadfeny v pg/ml a vztaZzeny k normam pro
prislusny vék ditéte (18).

Analyza geni THPO a MPL

Pro identifikaci mutaci byla pouZita metoda polyme-
razové tetézové reakce (PCR) a nasledné sekvenovani
PCR fragmentt. Primery pro amplifikaci z genomické
DNA byly navrZeny tak, aby bylo moZzné u obou gent
zanalyzovat vSechny exony s prilehlymi oblastmi. PCR
produkty byly elektroforeticky separovény a purifikova-
ny z gelu pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
a pouZity jako templdt pro sekvenacni reakci. Sekvence
byly analyzovany na pfistroji ABI3130 Genetic Analy-
zer (Applied Biosystems). Sekvence primert a presné
podminky amplifikace byly publikovany (19).

Analyza klonalni krvetvorby

Z periferni krve 9 pacientek byla ziskdna mononuk-
ledrni frakce (MNC) a granulocyty separaci na gradi-
entu Ficol-Histopaque. Z mononukledrni frakce byly
izolovany CD3+ a CD 14+ buiky pomoci magnetické se-
parace (MiniMACS, Miltenyi Biotec). 0,5 g genomic-
ké DNA bylo $tépeno po dobu nejméné 16 hodin pfi
37 °C za uziti reak¢ni smési obsahujici 25 jednotek me-
tylsenzitivni endonukledzy Hpall. Pro kontrolu Stépeni
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bylo provddéno soubézné Stépeni muzské genomic-
ké DNA se stejnym mnoZstvim restrikéniho enzymu.
NaStépend DNA byla amplifikovdna za podminek
drive publikovanych (20). PCR produkt byl analy-
zovan v kapildrni elektroforéze ABI PRISM 310
(Applied Biosystems) s pouzitim GeneScan softwa-
ru (Applied Biosystems). Procentudlni zastoupeni
alel bylo vypocitdno jako podil alely s vétsi délkou
ku alele s mensi délkou ndsobeny 100 %. Za mono-
klondlni vzorky byly povaZovéany vysledky v inter-
valu 90-100 % nebo 0-10 %, za polyklondlni v roz-
sahu 20-80 %. Ostatni vysledky byly oznadeny za
oligoklondlni.

Hypersenzitivita na Epo
— klonalni test hematopoetickych progenitortu
Tato metoda vyuziva proliferacni a diferenciacni
kapacitu hematopoetickych progenitori in vitro tvo-
fit kolonie krevnich bunék za definovanych podmi-
nek (21). MPD na rozdil od sekundarnich stavi se vy-
znacujf hypersenzitivitou hematopoetickych progeni-
torti na rizné ristové faktory napf. na Epo.
Mononukledrni frakce bunék obsahujici progenito-
ry byla izolovédna z heparinizované periferni krve centri-
fugaci na hustotnim gradientu (Histopaque 1077 Hybri-
Max, Sigma-Aldrich). 2,5 ml polotekutého média obsa-
hujiciho metylcelulézu (MethoCult H4531, StemCell
Technologies) bylo pfipraveno do 35mm Petriho misek
(1,1 ml na jednu Petriho misku) se 100 pul suspenze mo-
nonukledrnich bunék (2,5x105 bunék na misku) a s pri-
davkem Epo (Epogen Epoetin Alfa, Amgen). Standardni
koncentrace Epo v tomto systému je 1 U/ml média, pro
test hypersenzitivity bylo vyuzito koncentraci 0,03; 0,06;
0,12;0,24; 0,5 U/ml média. Kultury byly inkubovény v at-
mosféie s 5 % CO,, 21 % O,, 70 % vlhkosti, pri 37 °C.
14. den kultury byl hodnocen pocet a morfologie kolonif
(erytroidni kolonie BFU-E). BFU-E rostouci v kulturach
bez pridani Epo byly hodnoceny jako tzv. endogenni eryt-
roidni kolonie (EEC) — (obr. 1).

Detekce mutace JAK2 V617F

Mutace JAK2 V617F byla detekovdna na drovni ge-
nomické DNA izolované z leukocytl z periferni krve po-
moci alelové-specifické (AS) PCR a pomoci restrikéni
analyzy BsaXI (6), a ddle na trovni RNA izolované
z trombocytl z periferni krve pomoci reverzni transkrip-
ce s ndslednou alelové-specifickou PCR (AS-RT-PCR)
podle protokolu dle Campbella et al. (22).

Detekce JAK2 V617F na trovni jednotlivych myelo-
idnich hematopoetickych kolonii

Detekce mutace JAK2 V617F byla zaloZena na meto-
dé real-time alelické diskriminace na pfistroji RotorGe-
ne 300 (Corbett Research) nebo na pfistroji LightCycler
480 (Roche Applied Science). Jednotlivé kolonie byly
preneseny pod mikroskopem do 500 ul Trizol Reagent
(Invitrogen). DNA se vyprecipitovala pres noc pridanim
300 pl 96% etanolu. Vysrazena DNA byla stoena pri

Kontrola

Pacient ¢. 13
EEC ¢.1

Pacient ¢. 13

0,06 EPO U/ml

Pacient ¢.13

1 EPO U/ml EEC & 3

Obr. 1. Hematopoetické kolonie, hypersenzitivita na erytropoetin (Epo).

Fotografie erytroidnich kolonii (BFU-E) ziskané 14. den kultury. EEC: endo-
genni erytroidni kolonie, tj. kolonie rostouct i bez pfidani exogenniho Epo. Je
patrny vyrazny rozdil mezi ristem kolonii (poétem i velikosti) kolonii u paci-

enta ¢. 13 a kontroly.

14 000 g 30 min., a dvakrdt promyta v 10% etanolu v 1x
PBS, ususena a rozpusténa v 10 pl deionizované, autokld-
vované vody. Vlastni metoda vyuziva jeden pdr primert
k amplifikaci odpovidajictho fragmentu JAK2 genu po-
moci PCR reakce a dvou fluorescen¢né znaenych LNA-
modifikovanych sond (Exiqon, Dansko), které dokdzi roz-
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Obr. 2. Grafické vyjadieni senzitivity erytroidnich hematopoetickych
progenitorti na Epo in vitro.

Pocet erytroidnich kolonii (BFU-E) rostoucich pfi rtiznych koncentra-
cich Epo byl vyjadfen v procentech maxima. Maximalni rtist (100%) re-
prezentuje pocet kolonii v kultufe se standardnim pfidavkem 1U Epo
na ml média. Rist erytroidnich progenitorovych bunék pacientky ¢. 3
(modra kiivka) je typickym piikladem hypersenzitivity na Epo. Vysky-
tuji se u ni nejen zvysené pocty kolonii v nizkych koncentracich Epo
ve srovndni s kontrolou, ale také kolonie v médiu bez pfidani Epo, tzv.
EEC. Na rozdil od této pacientky nejsou hematopoetické progenitory
pacienta ¢. 6 hypersenzitivni, kiivka ristu kolonii kopiruje rist kolonii
u zdravého ddrce.
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liSit mezi obéma JAK?2 genotypy (mezi V617F mutaci
a nemutovanym — “wild-type”) (15).

Vysledky

Zakladni charakteristika souboru pacientt s vysledky
retrospektivnich analyz jsou shrnuty v tabulce 1.

Pfi analyze anamnestickych ddaju byly zjistény klinic-
ké priznaky, které by mohly byt davany do souvislosti
s trombocytemii, pouze u 7 déti. Ve tfech pripadech Slo
o bolesti hlavy, které mohly byt zndmkou mikrovasku-
larni obstrukce, v jednom ptipadé o opakované synkopy,
pravdépodobné v disledku pfechodné ischemie mozko-
vych cév. Pacientka s pozitivnim ndlezem mutace JAK?2
V617F byla vySetfena pro intermitentni bolesti na hrud-
niku. U dvou pacientid byly pfi diagnéze pfitomny krva-
civé projevy: v jednom piipadé prechodné krvaceni z rek-
ta bez zjevné zevni priCiny a ve druhém krvaceni do ko-
lenniho kloubu provokované drazem. U osmi déti byla
diagndza zjist€na nahodné pri vysetieni krevniho obrazu
indikovaném z jinych pfi€in, vétSinou v ramci predope-
racniho vySetieni. U Zadného z déti nebyla v dobé diag-
nézy ani v prubéhu sledovani zaznamendana trombdza, ani
zavazné krvdceni. Pocet trombocytl v dobé diagnézy byl
681-2428x10%1 (median 1720x10%/1). Hladiny hemoglo-
binu a pocet leukocytl v dobé diagnézy byly v mezich
normy pro dany vék. Doba sledovani pacientti v dobé vy-
Setfeni se pohybovala od 5 do 192 mésicti s medidnem
19 mésict. Tfi pacienti dosdhli v dobé ndmi provadénych
analyz jiZ dospélého véku.

U péti pacientil byla pfi prvnim klinickém vySetieni pii-
tomna splenomegalie, u dal§ich dvou byla splenomega-
lie zjisténa pfi ultrazvukovém vySetieni bricha.

Hladiny Epo byly normdln{ u 13 pacientti, u dvou pa-

Tab. 1. Zakladni charakteristiky pacienti v dobé stanoveni diagnézy.

cientli byly hladiny lehce sniZené. Hladiny Tpo byly u 13
pacientd normalni, u dvou lehce zvysené. Morfologie me-
gakaryocytt v kostni dfeni ukédzala dominantni prolife-
raci megakaryocytd se zvySenim poctu zralych polyplo-
idnich megakaryocytt. Nebyly popsédny patologické zmé-
ny erytropoézy ani granulopoézy. Cytogenetickd analyza
aspirdtu kostni diené provedend u vSech pacientti vylou-
¢ila patologické ndlezy.

Ctyfi pacienti nebyli 1é¢eni, pouze sledovani. P&ti paci-
entdm byla poddvéna kyselina acetylosalicylova, v jednom
ptipadé po prechodnou dobu s interferonem-o. (IFN-ar). Jed-
na pacientka byla v minulosti pfechodné 1é¢ena hydro-
xyureou a posléze IFN-o.. Sest pacientii bylo 1é¢eno ana-
grelidem (Thromboreductin). Pacienti 1éCeni anagrelidem
dé slo o prechodné bolesti bficha, ve druhém o intermi-
tentni mirné bolesti v epigastriu.

Prehled vysledkii sou¢asnych analyz je uveden
v tabulce 2

U zadného z pacientl nebyly nalezeny mutace genu
THPO ani MPL. Hypersenzitivita hematopoetickych pro-
genitort na Epo in vitro byla prokdzana u 11/13 vySette-
nych pacient( (tab. 1, obr. 1). U dvou pacienti jsme kon-
statovali nulovy nebo slaby rist kolonif, ktery znemoz-
nil zdvére¢né hodnoceni. U dvou déti s ET odpovidal vy-
sledek kfivce ristu kolonif u zdravych kontrol (obr. 2).
U 9 pacientd s prokdzanou hypersenzitivitou byl také po-
psan rust kolonii EEC (tab. 2, obr. 1).

U 14 pacientl nebyla prokazdna JAK2 V617F mutace
na DNA drovni v leukocytech periferni krve ani na RNA
drovni v purifikovanych trombocytech a granulocytech.
Pouze u pacientky ¢. 13 byl ndlez JAK2 V617F mutace
na trovni DNA i RNA pozitivni. Klondlni krvetvorba by-
la zjiSténa pouze u pacientky €. 2. U pacientky s pozitiv-

Veék pri Trombocyty Hb Klinické

Pacient diagnéze pri diagnéze (g/) priznaky pfi Splenomegalie|  Sledovani Piehled 1écby

¢islo Pohlavi (roky) (x109/1) as diagndze (mésice)

1 7 6 1456 128 ne ne 6 Anagrelid

2a 7 10 1481 135 bolest hlavy ne 192 ASA, IFNb

3 Z 11,5 1720 140 synkopa ano+ 12 Anagrelid

4 M 6.5 2428 136 krvaceni z rekta ano 24 ASA

5 M 15,5 1307 156 ne ne 18 ne

64 7 15 2320 126 bolest hlavy ano 92 Anagrelid

7 M 8.5 1230 127 bolest hlavy ano 48 Anagrelid

8 M 8 1616 151 ne ano+ 96 Anagrelid

9a 7 10,5 2285 141 ne ano 144 HU¢, IFN¢

10 7 15 1374 125 ne ne 19 Anagrelid,
ASA

11 M 15 1690 145 ne ne 36 ASA

12 7 6 1720 129 ne ne 72 ASA

13 7 17 906 165 bolest na hrudi ano+ 6 ne

14 M 14 1022 136 krvdceni do kloubt ano+ 5 ne

15 Z 14 681 151 ne ne 12 ne

Zkratky: ASA; kyselina acetylosalicylovd; IFN: interferon-o; HU: hydroxyurea, 9pacienti jiz dospéli, bjen béhem téhotenstvi, ¢jen piechodné

v minulosti
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Tab. 2. Vysledky provedenych analyz.

Pacient Cislo | Hypersenzitivita JAK2 V617F
na Epo EEC DNA RNA EEC CFU-GM BFU-E s Epo Klonalita

1 nulovy rust - neg. neg. - - - ne
2% ano ano neg. neg. ano
3 ano ano neg. neg. 1/1/5 1/0/9 0/0/13 ne

ano ano neg. neg. 1/0/39 0/0/10 0/0/12 NI
5 ano ano neg. NA - - - NI
6** ne ne neg. neg. - - - ne
7 ano ne neg. neg. - - - NI
8 ano ano neg. neg. - - - NI
9 slaby rtst - neg. NA - - - ne
10* ne ne neg. neg. - - - ne
11 ano ano neg. neg. 0/0/8 0/0/11 0/0/4 NI
12 ano ne neg. neg. - - - ne
13% ano ano poz. poz. 2/13/2 - - NA
14 ano ano neg. neg. - - - ne
15 ano ano NA NA - - - ne

Pocet JAK2 V617F pozitivnich kolonii (EEC, CFU-GM, BFU-E s Epo) jsou uvedeny v pofadi homozygotni/heterozygotni/negativni
Zkratky: EEC: endogenni erytroidni kolonie; JAK2: Janus kindza 2; NA: neanalyzovdno; NI: neinformativni; *Lehce sniZené hladiny Epo; **zvySené

hladiny Tpo

nim ndlezem JAK2 V617F mutace i u pacientky s klo-
ndlnim onemocnénim byla prokdzdna hypersenzitivita
progenitorovych bunék k Epo i rast EEC.

Dalsi analyza ukdzala ptfitomnost JAK2 V617F muta-
ce u ojedinélych heterozygotnich a dokonce i homozygot-
nich kolonii u 3 z 5 vysetfenych déti (tab. 2).

Diskuse

Trombocytemie se v détském veku vyskytuje relativné
Casto (aZ u 15 % hospitalizovanych déti). V naprosté vét-
Siné piipadu se jedna o sekundérni zvyseni trombocytd, kte-
ré provazi celou fadu onemocnéni, jako jsou akutni a chro-
nické infekce, sideropenickd anémie, onemocnéni pojiva,
nadorova onemocnéni, hemolytické anémie, stavy po sple-
nektomii a jiné. VétSinou nepfindsi Zadné komplikace a ne-
vyZzaduje lé¢bu (23). Primarni — esencidlni trombocytemie
je naproti tomu u déti velmi vzacnd. Incidence ET v dét-
ské populaci md narGstajici tendenci, v letech v letech
1987-1996 byla 0,1/1 milion déti/rok, v letech 1997-2006
0,6/1 milion déti/rok. U vétsiny pacienti souboru (11/15)
byla diagnéza stanovena po roce 2000. Nedomnivame se,
Ze je to v disledku zvysujici se incidence choroby, ale v di-
sledku skutecnosti, Ze je diagnéza v dnesni dobé obvykle
stanovena dffve neZ v minulosti a ¢asto ndhodné. U vétsi-
ny déti souboru (8/15) bylo onemocnéni v dobé diagnézy
asymptomatické a diagnéza byla u déti stanovena ndhod-
né pii vySetfeni krevniho obrazu indikovaného z jinych da-
vodu. Pfi pouzivani automatickych analyzdtort a s Castéj-
$im vysSetfeni krevniho obrazu u déti Ize ocekdvat Casnéj-
$i zachyt onemocnéni v asymptomatické fazi.

Klinicky obraz ET u pediatrickych pacienti je tedy mir-
néjsi nez u dospélych nemocnych, u kterych je popisovan
vyskyt trombotickych komplikaci az ve 29 % piipadi
(10). V dobé diagndzy ani v pribéhu sledovani jsme ne-
zaznamenali u Zadného pacienta z naseho souboru trom-

bézu nebo zavazné€jsi krvaceni. Nejcastéji se zde vysky-
tovaly projevy mikrovaskuldrni obstrukce (bolesti hlavy,
synkopy, bolest na hrudniku). Pouze u dvou pacientt by-
ly pozorovany mirné krvacivé projevy, a to prechodné kr-
vécen{ z rekta a krvdceni do kolenniho kloubu. Pacient-
ka s pozitivnim ndlezem JAK2 mutace uddvala v dobé di-
agndzy pouze bolesti na hrudniku.

Mutace genu THPO jsou popisovany vzacné u déti s fa-
milidrnim vyskytem ET. Mutace genu MPL (receptoru pro
Tpo) je v souborech dospélych pacientd nalézana s frek-
venci 1 % (24). V nasem souboru nebyly mutace zadné-
ho z obou genil nalezeny, dokonce ani u pacienta s fami-
lidrnim vyskytem trombocytézy. U vétSiny déti s ET te-
dy tyto mutace pravdépodobné nehraji etiologickou roli.

U vétSiny vySetfenych déti byla prokdzana hypersen-
zitivita hematopoetickych progenitor na Epo v in vitro
kulturach. Erytroidni kolonie rostouci i v médiu bez pfi-
déni exogenniho Epo (EEC) byly detekovany u 9 déti.
Pozitivni nalezy hypersenzitivity na Epo a prikaz EEC
jsou charakteristickym rysem myeloproliferativnich one-
mocnéni a povazujeme je za vyznamny diagnosticky
znak MPD. Nepfitomnost té€chto znakt vSak nevylucuje
diagnézu ET. Pouze u jedné pacientky s prokdzanou hy-
persenzitivitou na Epo a s ristem EEC byla prokdzana
mutace JAK2 V617F. Tento nédlez potvrzuje vysledky stu-
dif dospélych pacienti, které popisuji ndlez EEC jak
u JAK2 V617F pozitivnich, tak i negativnich pacientt
s ET (25).

Pouze u jediné pacientky byla prokdzana klondln{ kr-
vetvorba. Diagnéza u této pacientky byla stanovena jiz ve
véku 9 let, a to ndhodné pri predoperacnim vysetfeni.
V dobé nami provadénych analyz byla tato pacientka jiz
dospéla. Pozitivni ndlez klondlni krvetvorby nekoreloval
s ndlezem mutace genu pro JAK?2 kindzu, pouze s pozi-
tivnim ndlezem hypersenzitivity na Epo a s prikazem
EEC. Vétsina détskych pacienti klasifikovanych jako ET
tedy nema klondlni onemocnéni. Otdzkou zustava, zda
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a jak rychle se z monoklonalntho onemocnéni mtize ¢a-
sem vyvinout onemocnéni klondlni.

Mutace JAK2 V617F byla prokdzana v periferni krvi
pouze u jediné pacientky naSeho souboru (6,5 %). Kro-
mé ndmi publikované studie (15) byla dosud publikova-
na jedind price o vyskytu JAK2 V617F mutace u dét-
skych pacienti (16), kterd rovnéz poukazuje na skutec-
nost, Ze u vétsiny détskych pacienti s ET tuto mutaci
v periferni krvi nelze detekovat. Autofi prokdzali mu-
taci u 2 z 20 pacientd (10 %). Polozili jsme si otdzku,
zda mutace miZe byt pfitomna v minoritni subpopula-
ci hematopoetickych progenitord, coZ by bylo pod hra-
nici citlivosti detekce mutace na tirovni DNA nebo RNA
z periferni krve. V in vitro kulturdch jsou hematopoetic-
ké progenitory stimulovany k diferenciaci a vytvareji
kolonii. Na ptfitomnost JAK2 V617F mutace byly tedy
analyzovdny jednotlivé myeloidni kolonie (BFU-E
a CFU-GM). Presto, Ze jsme nedetekovali JAK2 V617F
v mononukledrnich burikach periferni krve u 14/15 pa-
cientd, ani v granulocytdrni nebo v desti¢ckové RNA pri
pouziti standardnich PCR protokolt, u tif z péti vyset-
fenych déti byly nalezeny ojedinélé JAK2 V617F pozi-
tivni erytroidni a granulocytdrni kolonie homozygotni
a heterozygotni pro tuto mutaci (tab. 2). Pozitivni né-
lezy nebyly asociovany se zdvazné&j$im klinickym feno-
typem ani se specifickymi laboratornimi znaky. NaSe
vysledky ukazuji, Ze i u détskych ET se mohou velmi
vzdcné vyskytovat JAK2 V617F pozitivni subklony. Je
evidentni, Ze typ vySetfovanych bunék a senzitivita pou-
zitych technik jsou pro detekci JAK2 V617F mutace vel-
mi dalezité. V kontrastu s publikovanymi pracemi jsme
prokazali, Ze homozygotni klony u ET existuji (26). Ra-
ritni vyskyt JAK2 V617F homozygotnich progenitoro-
vych bunék vSak provokuje k tvaze, Ze mutantni subk-
lony mohou byt u ET bud'to potlaceny, jak predpoklada
Lippert et al (8), nebo mohou reprezentovat ¢asnéjsi
udélost ve vyvoji choroby, neZ se dfive predpokladalo
(12). NasSe vysledky zatim nedovoluji vyvozovat, zda
JAK2 V617F pozitivni subklony maji u détskych paci-
entll s ET prognosticky vyznam. Nenalezli jsme asoci-
aci klinickych ani laboratornich ndlezt (vyss$i vyskyt
trombotickych nebo krvéacivych prihod nebo hladina he-
moglobinu, pocet leukocytl a trombocytl) s pozitivitou
mutace v koloniich. Z tohoto pohledu zajimavym ndle-
zem byly ndpadné vysS§i hladiny hemoglobinu u jediné
pacientky s pozitivitou ndlezu JAK2 V617F mutace
v periferni krvi. Hodnota vsak jesté neprekrocila horni
hranici normy pro vék pacientky. V dobé diagnézy mé-
la pacientka také niz$i hodnoty poctu trombocytd ve
srovndni s ostatnimi pacienty — (tab. 1). Tyto ndlezy jsou
v souladu s ndzory nékterych autord (27), podle kterych
je u pacientt s ET s pozitivnim nédlezem JAK2 V617F
mutace vyS$i riziko pfechodu do pravé polycytemie.
Proto bude velmi dilezité sledovat détské pacienty s ET
vzhledem k moZné progresi onemocnéni zahrnujici roz-
voj klondlni hematopoézy a JAK2 V617F mutace, po-
pripadé vyvoj onemocnéni do klinického obrazu poly-
cytemia vera.

Vzhledem k nizkému vyskytu zdvaznych komplikaci
u déti s ET by bylo mozno klasifikovat toto onemocnéni
u détf jako méné rizikové nez je tomu u dospélych pacien-
ti. Individudlni klinicky pribéh je v§ak variabilni a i u né-
kterych détskych pacientil se mohou objevit Zivot ohrozu-
jici komplikace (23, 28, 29). Vzhledem k predpokladu
dlouhého preziti pacientl, u kterych byla diagnéza ET sta-
novena jiz v détstvi, je jasnym imperativem poskytnout dét-
skym pacientim dobfe tolerovanou, minimalné toxickou
a pritom uc¢innou 1é¢bu. Podobné jako u dospélych je 1é¢-
ba povaZovana za kompromis mezi riziky potencidlni 1é-
kové toxicity na strané jedné a nezbytnosti prevence trom-
botickych a hemoragickych komplikaci na strané druhé.
V dnedni dobé dosud neni k dispozici dostatek klinickych
studii hodnoticich 1é¢bu détskych pacientt s ET. Byla pub-
likovana pouze kazuistickd sdélenf nebo soubory s velmi
malym poctem pacientd. Proto zatim neexistuji obecné
platnd a jasna doporuceni 1é¢ebnych postupt.

Pro asymptomatické pacienty, u kterych neni pritom-
no zadné pridatné riziko trombdzy nebo krvéaceni, dopo-
rucuje vétSina autort taktiku pe¢livého monitorovéani vy-
voje nemoci bez 1écby (,,watch and wait*). U déti s pro-
jevy mikrovaskularni obstrukce, jejichz priznakem mo-
hou byt bolesti hlavy aZ charakteru migrény, erytromelal-
gie a prechodné projevy mozkové nebo kardialni ische-
mie, je doporucovano poddni malé davky kyseliny ace-
tylosalicylové. Jednozna¢né indikace a taktika cytoreduk-
tivni 1€¢by dosud nebyly stanoveny. Je bezpochyby opod-
statnénd u pacientl, ktef{ jiz prodélali trombotickou kom-
plikaci, pfipadné u pacientl s pozitivnim nalezem JAK?2
V617F mutace, u které se predpoklada vyssi riziko vzni-
ku trombéz. Pfi indikaci cytoreduktivn{ terapie je mozno
zvolit jeden ze zdkladnich ti{ 1ékt: hydroxyureu, IFN-o
nebo anagrelid. Hydroxyurea je u dosp€lych pacienti vét-
Sinou dobfe tolerovdna. Rozsdhlé diskuse o jejim moz-
ném vlivu na indukci vzniku leukemie, které zatim ne-
byly ukonéeny, vedou fadu détskych hematologti k na-
zoru, Ze by 1ékem prvni volby pro détské pacienty s ET
mél byt anagrelid, pripadné IFN-a. Hydroxyurea je tedy
vét§inou détskych hematologli doporucovdna jako 1€k
druhé volby (23, 27, 29).

IFN-a. je pouzivan u déti s ET jen vzacné pro neprija-
telné vedlejsi dcinky (23). Anagrelid, imidazochinazoli-
novy derivat, zpasobuje selektivni supresi megakaryocy-
th bez ovlivnéni erytropoézy nebo granulopoézy. Redu-
kuje masu megakaryocytd a jejich ploidii a sniZuje obrat
produkce a tim pocet trombocytt. Vice nez 90% dospé-
lych odpovidd na anagrelid dobfe bez ohledu na pfedcho-
zi 1é¢bu, a je 1épe sndsen neZ IFN-¢ (28). Jeho podéani ma-
7e vSak doprovazet celd fada vedlejsich Gcinkd jako jsou
bolesti hlavy, retence tekutin, tachykardie, arytmie, ané-
mie, které vedly k preruseni 1écby u 16-20 % mladych
dospélych pacientti (30). Zkusenosti s jeho podanim u dé-
tf jsou malé, byly publikovdny ve formé kazuistik nebo
hodnoceni malého souboru pacientti (31-34). Anagrelid
byl dspésné pouzit i u 6 déti z naseho souboru. PotiZe pa-
cienti 1é¢enych anagrelidem byly zcela minimdln{ a 1ék
byl velmi dobfe snasen.
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Zavér

Hodnoceni na$eho souboru pacientd a rozbor jiz pub-
likovanych dat o ET v détském véku otevira celou fadu
otazek, na které je potfeba v budoucnu odpovédét. ET je
v détském véku vzdcné onemocnéni s heterogennimi la-
boratornimi i klinickymi pfiznaky. Jeho patogeneze mu-
7e byt v nékterych aspektech odliSnéd od patogeneze ET
u dospélych. Zda se jednd o biologicky odlisné onemoc-
néni nebo zda se jednd o rtizné vyvojové faze téhoz one-
mocnéni mohou ukézat pouze velké studie na velkém po-
¢tu pacientt a predevsim dlouhodobé sledovani détskych
pacientt. TotéZ plati o stanoveni raciondlniho diagnos-
tického pristupu. Diferencidlni diagnéza trombocytemie
u déti je velmi slozitd a odliSeni ET od sekundarni trom-
bocytemie je zdkladni podminkou volby spravného 1é¢eb-
ného piistupu. Velmi dileZité je hodnoceni morfologie
megakaryocyt v kostni dfeni zkuSenym cytopatologem,
které vSak u déti s trombocytemii mize pfinést rozpaky.
Jak jsme ukdzali v naSem souboru v souhlase s dalSimi
autory, pri diagnostice ET u déti se nelze spoléhat na vy-
Setfen{ klonality ani na analyzu JAK2 V617F mutace.
Otéazkou zlstdva vyznam vySetfeni mutace v erytroidnich
nebo granulocytarnich koloniich. V naSich rukéch se ja-
ko nejspolehlivéjsi test jevi vySetfeni hypersenzitivity na
Epo a detekce rlstu kolonii EEC (15). Jako nejptesné;jsi
a nejvice specifické se ukazuje vySetieni rustu endogen-
nich megakaryocytérnich kolonif in vitro (8). Ke sjedno-
ceni diagnostického a 1é€ebného pristupu jsou vsak zce-
la nezbytné studie na vét§im poctu pacientt, které vzhle-
dem ke vzicnosti ET budou bezesporu vyZadovat mezi-
ndrodni spolupréci.

Prdce byla podporovdna grantem IGA MZ: NR 9471-3.

Literatura

1. Jensen MK, de Nully Brown P, Nielsen OJ, Hasselbach HC. Inci-
dence, clinical features and outcome of essential thrombocythemia
in a well defined geographical area. Eur J Haematol 2000;
65:132-139.

2. MesaRA, Silverstein MN, Jacobsen SJ, Wollan PC, Tefferi A. Po-
pulation-based incidence and survival figures in essential throm-
bocythemia and agnogenic myeloid metaplasia: an Olmsted Coun-
ty Study, 1975-1995. Am J Hematol 1999; 61: 10-15.

3. Ghilardi N, Skoda RC. A single base deletion in the thrombopoi-
etin (TPO) gene causes familial essential thrombocythemia through
a mechanism of more efficient translation of TPO mRNA. Blood
1999; 94: 1480-1482.

4. Ding J, Komatsu H, Wakita A, et al. Familial essential thrombo-
cythemia associated with a dominant-positive activating mutation
of the c-Mpl gene, which encodes for the receptor for thrombo-
poietin. Blood 2004; 103: 4198-4200.

5. Kralovics R, Passamonti F, Buser AS, et al. A gain-of-function mu-
tation of JAK2 in myeloproliferative disorders. N Engl J Med
2005; 352: 1779-1790.

6. Baxter EJ, Scott LM, Campbell PJ, et al. Acquired mutation of
the tyrosine kinase JAK2 in human myeloproliferative disorders.
Lancet 2005; 365: 1054—-1061.

7. Levine RL, Wadleigh M, Cools J, et al. Activating mutation in the

10.

11.

12.

13.

14.

16.

17.

18.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

tyrosine kinase JAK2 in polycythemia vera, essential thrombo-
cythemia, and myeloid metaplasia with myelofibrosis. Cancer Cell
2005; 7: 387-397.

Lippert E, Boissinot M, Kralovics R, et al. The JAK2-V617F mu-
tation is frequently present at diagnosis in patients with essential
thrombocythemia and polycythemia vera. Blood 2006; 108:
1865-1867.

. Finazzi G, Rambaldi A, Guerini V, Carobbo A, Barbui T. Risk of

thrombosis in patients with essential thrombocythemia and poly-
cythemia vera according to JAK2 V617F mutation status. Hae-
matologica 2007; 92: 135-136.

Tefferri A, Elliott M. Thrombosis in myeloproliferative disorders:
prevalence, prognostic factors, and the role of leukocytes and
JAK2V617F. Semin Tromb Hemost 2007; 33: 313: 320.

Gangat N, Wolanskyj AP, McClure RF, Li CY, Schwager S, Wu W,
Tefferi A. Risk stratification for survival and leukemic transforma-
tion in essential thrombocythemia: a single institutional study of
605 patients. Leukemia 2007; 21: 270-276.

Kralovics R, Teo SS, Li S, et al. Acquisition of the V617F muta-
tion of JAK?2 is a late genetic event in a subset of patients with my-
eloproliferative disorders. Blood 2006; 108: 1377-1380.

Hasle H. Incidence of essential thrombocythaemia in children. Br
J Haematol 2000; 110: 751.

Dame Ch, Sutor AH. Primary and secondary thrombocytosis in
childhood. Br J Haematol 2005; 129: 165-177.

. Veselovska J, Pospisilova D, Pekova S, et al. Most pediatric pati-

ents with essential thrombocythemia show hypersensitivity to
erythropoietin in vitro, with rare JAK2 V617F-positive erythroid
colonies. Leuk Res 2008; 32: 369-377.

Randi ML, Putti MC, Scapin M, et al. Pediatric patients with es-
sential thrombocythemia are mostly polyclonal and V617FJAK2
negative. Blood 2006; 108: 3600-3602.

Murphy S, Peterson P, Iland H, Laszlo J. Experience of the Poly-
cythemia vera Study Group with essential thrombocythemia: a fi-
nal report of diagnostic criteria, survival and leukemic transition
by treatment. Semin Hematol 1997; 34: 29-39.

Ishiguro A, Nakahata T, Matsubara K, Hayashi Y, Kato T, Suzuki
Y. Age-related changes in thrombopoietin in children: reference in-
terval for serum thrombopoietin levels. Br J Haematol 1999; 106:
884-888.

. Pospisilova D, Cmejlova J, Slavik L, Cmejla R. Elevated throm-

bopoietin levels and alterations in the sequence of its receptor c-
Mpl in patients with Diamond-Blackfan anaemia. Haematologica
2004; 89: 1382-1383.

Cermak J, Belickova M, Krejcova H, et al. The presence of clo-
nal cell subpopulations in peripheral blood and bone marrow of
patients with refractory cytopenia with multilineage dysplasia but
not in patients with refractory anemia may reflect a multistep pat-
hogenesis of myelodysplasia. Leukemia Research 2005; 29:
371-379.

Prchal JT, Sokol L. “Benign erythrocytosis’ and other familial and
congenital polycythaemias. Eur J Haematol 1996; 57: 263-268.
Campbell PJ, Scott LM, Buck G, et al. United Kingdom Myelo-
proliferative Disorders Study Group; Medical Research Council
Adult Leukaemia Working Party; Australasian Leukaemia and
Lymphoma Group. Definition of subtypes of essential thrombo-
cythaemia and relation to polycythaemia vera based on JAK2
V617F mutation status: a prospective study. Lancet 2005; 366:
1945-1953.

Randi ML, Putti MC. Essential thrombocythaemia in children: is
treatment needed? Expert Opin Pharmacother 2004; 5: 1009-1014.
Pardanani AD, Levine RL, Lasho T, et al. MPL515 mutations in
myeloproliferative and other myeloid disorders: a study of 1182
patients. Blood 2006; 108: 3472—-6.

Pardanani A, Lasho TL, Finke C, Mesa RA, Hogan WJ, Ketterling
RP, Gilliland DG, Tefferi A. Extending Jak2V617F and MplW515
mutation analysis to single hematopoietic colonies and B and T
lymphocytes. Stem Cells 2007; 25: 2358-2362.

Scott LM, Scott MA, Campbell PJ, Green AR. Progenitors homo-
zygous for the V617F mutation occur in most patients with poly-

Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008

—

69



Transfuze 2 zlom 13.6.2008 13:39 Str. 70 B \AP .

POSPISILOVA D. ET AL.

cythemia vera, but not essential thrombocythemia. Blood 2006; 32. Hermann J, Fuchs D, Sauerbrey A, Hemple L, Zintl F. Successful
108: 2435-2437. treatment of essential thrombocythemia with anagrelide in a child.
27. Rumi E, Passamonti F, Pietra D, Della Porta MG, Arcaini L, Bog- Med Pediatr Oncol 1998; 30: 367-371.
gi S, et al. JAK2 (V617F) as an acquired somatic mutation and 33. El-Moneim AA, Kratz CP, Boll S, Rister M, Pahl HL,
a secondary genetic event associated with disease progression in Niemeyer CM. Essential versus reactive thrombocythemia in child-
familial myeloproliferative disorders. Cancer 2006; 107: ren: retrospective analyses of 12 cases. Pediatr Blood Cancer 2007,
2206-2211. 49(1): 52-55.
28. Michiels JJ, van Genderen PJ. Essential Thrombocythemia in 34. Lackner H, Urban C, Benesch M, Moser A, Sovinz P, Schwinger
Childhood. Seminars Thromb Hemost 1997; 23: 295-301. W, Dornbusch HJ. Long-term use of anagrelide in the treatment
29. Alvarez-Larran A, Cervantes F, Bellosillo B, Giralt M, Julid A, of children with essential thrombocythemia. Eur ] Haematol 2006;
Hernandez-Boluda JC, Bosch A, Hernandez-Nieto L, Clapés V, T77(4): 358-359.
Burgaleta C, Salvador C, Arellano-Rodrigo E, Colomer D, Bes-
ses C. Essential thrombocythemia in young individuals: frequen- Doc. MUDr. Dagmar Pospisilovd, Ph.D.
cy and risk factors for vascular events and evolution to myelofib- Brezinova 5
rosis in 126 patients. Leukemia 2007; 21(6): 1218-1223. 772 00 Olomouc

30. Scherer S, Ferrari R, Rister M, Treatment of essential thrombo-
cythemia in childhood. Pediatr Hematol Oncol 2003; 20: 361-365.

31. Storren E, Tefferi A. Long term use of anagrelide in young pati- Doslo do redakce: 7. 3. 2008
ents with essential thrombocythemia. Blood 2001; 97: 863-866. Prijato: 18.4. 2008

PROPEDEUTIKA VNITRNIHO LEKARSTVI
— NOVE, ZCELA PREPRACOVANE VYDANI

Ladislav Chrobdk a kolektiv

propepeutics | POPLNENE TESTY
VNITRNIHO LEKARSTVI
e Ladislav Chrobdk a kolektiv

Tato zcela nova, prepracovana a doplnéna publikace navazuje na
mimoradné uspésnou ucebnici z roku 1997, ktera spolu s dfivéj-
8imi deviti vydanimi ve formé skript a dvou dotiskd knizniho vy-
dani je vydavana celkem po tfinacté a byla pouzivana na vSech
lékafskych fakultach.

Publikace byla a je studenty hodnocena za didakticky nejlepsi ze
soucCasné dostupnych uc¢ebnic pro vstup do zakladniho klinické-
ho oboru. Studenti se tak systematicky seznamuji naprosto srozumitelnym a ndzornym zptasobem
s fyzikalnim vySetfenim a interpretaci ziskanych nalez(. Publikace provazi medika po dobu stu-
dia, ale pIné ji vyuzije i ve své budouci lIékafské praxi. Knihu oceni i mnozi pedagogové. Po opa-
kovanych reedicich pfistoupili autofi k aktualizaci a doplnéni prakticky vSech kapitol o posledni po-
znatky. Zcela nova a ojedinélé je u ucebnice tohoto druhu i ¢ast se zkuSebnimi otazkami — testy
mnohocCetného vybéru, které umozni studentovi ovéfit si jeho znalosti.

Wdalo nakladatelstvi Grada v roce 2007, formdt B5, broZovand vazba, 244 stran, cena 299 K¢, 476 Sk,
ISBN 978-80-247-1309-0, kat. ¢islo 3019.

Objednavky muzete posilat na adresu: Nakladatelské a tiskové stredisko CLS JEP,
Sokolska 31, 120 26 Praha 2, fax: 224 266 226, e-mail: nts@cls.cz. Na objednavce laskavé
uvedte i jméno éasopisu, v némz jste se o knize dozvédali.

70 Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008



