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Neulasta® chrani vase pacienty
pred febrilni neutropenii'

Zkracena informace o pfipravku Neulasta®

Nazev pfipravku: Neulasta 6 mg injekcni roztok. Léciva latka a léko-
va forma: 6 mg pedfilgrastimum v 0,6 ml (10 mg/ml) injekéniho roztoku.
Pegfilgrastim se vyrabi r-DNA technologif pomoci E. coli (K12). Terapeutic-
ké indikace: Zkraceni doby trvani neutropenie a snizeni incidence febrilni
neutropenie u pacientd lécenych cytotoxickou chemoterapii pro maligni
nadorové onemocnéni (s vyjimkou chronické myeloidni leukemie a myelo-
dysplastického syndromu). Davkovéni a zplsob podani: Na jeden cyklus
chemoterapie se doporucuje jedna davka 6 mg Neulasty podana subkutanni
injekci priblizné 24 hodin po aplikaci cytostatik. Zkusenosti u déti jsou omezené.
Uprava davky u pacientd s poskozenim ledvin, véetné pacientti s kone¢nym
stadiem onemocnéni ledvin, se nedoporucuje. Kontraindikace: Hypersenzitivita
na pegfilgrastim, na proteiny pochazejici z E. coli nebo na kteroukoliv pomocnou
l4tku. Zvlastni upozornéni a zvlastni opatieni pro poutziti: Dosud nejsou
k dispozici dostatecné tdaje o dlouhodobych cincich Neulasty u pacientd
s akutni myeloidni leukemii. U téchto pacientli by méla byt Neulasta podavéna
se zvlastni opatrnosti. Bezpecnost a Ucinnost Neulasty dosud nebyly zkoumany
u pacientti s myelodysplastickym syndromem, chronickou myeloidni leukemii
a u pacientl se sekundarni AML, proto by u téchto pacientd neméla byt po-
uzivana. Zvlastni pozornost by méla byt vénovéna rozliseni blastického zvratu
u chronické myeloidni leukemie od akutni myeloidni leukemie. Bezpe¢nost
a (cinnost podavani Neulasty nebyla provéfena u pacientll s nové zjisténou
AML, u pacientdi mladsich 55 let s cytogenetickym nalezem t(15;17) a u pa-
cientd lécenych vysokymi davkami chemoterapeutik, dale pak pfi mobilizaci
krevnich progenitorovych bunék krve u pacientd nebo zdravych darct. V pfi-
padé piiznakd syndromu dechové tisné u dospélych (ARDS) musi byt lécba
Neulastou ukoncena podle rozhodnuti lékate a musi byt zahdjena odpovidajici
terapie. Po podani G-CSFs se ¢asto vyskytuje obvykle bezpfiznakova splenome-
galie. Velmi vzacné byly hlaseny pipady ruptury sleziny. Velikost sleziny by méla
byt proto peclivé sledovana. Doporucuje se pravidelné sledovani poctu krevnich
desticek a hematokritu. Opatrnosti je zapotfebf u pacientti se srpkovitou ané-
mif. Farmakokinetické vlastnosti pegfilgrastimu byly hodnoceny u 37 pediatric-
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kych pacient se sarkomem, ktefi dostali 100 pg/kg pegfilgrastimu po ukonceni
chemoterapie VAdriaC/IE. S vyjimkou nejmladsi vékové skupiny (0-5 let) byla
u pediatrickych pacientt farmakokinetika pegfilgrastimu podobna jako u dospé-
lych lé¢enych pegfilgrastimem v davce 100 ug/kg po ukonceni terapie kombinaci
doxorubicin/docetaxel). Nejmladsi vékova skupina (0-5 let) méla vy3si median
expozice pegfilgrastimu nez starsi déti. Interakce s jinymi lécivymi piprav-
ky a jiné formy interakce: Neulasta by méla byt podana pfiblizné 24 hodin
po aplikaci cytostatik. Soucasné podani Neulasty a 5-fluorouracilu nebo jinych
antimetabolitd béhem testll na zvifecim modelu mélo za nasledek potenciaci
myelosuprese. Téhotenstvi a kojeni: Neulasta by se neméla podévat v tého-
tenstvi (pokud to neni nezbytné nutné) a kojicim Zenam. NeZadouci ucinky:
Nejcastéji hlasenym nezadoucim Ucinkem byla bolest kosti, obecné mimd az
stfedné tézka a prechodna a u vétsiny pacientll zviadnutelnd standardnimi
analgetiky. Také byly hlaseny alergické reakce vcetné anafylaxe, vyrézky, kop-
fivky, reakce v misté vpichu, zarudnuti, angioedému, dyspnoe a hypotenze.
Dalsi hlasené nezadouci Ucinky jsou bolest v misté aplikace; bolest na hrudi
(nonkardialniho piivodu); bolest hlavy; artralgie; myalgie; bolest zad, koncetin,
muskuloskeletéln bolest a bolest krku. Déti: U mladsich déti ve véku 0-5 let
(92 %) byl pozorovan ve srovnani se starsimi détmi ve véku 6-11 let (80 %)
a 12-21 let (67 %) a dospélymi vy3si vyskyt zavaznych nezadoucich ucinkd.
Nejcastéjsim nezadoucim tcinkem byla bolest kosti. Inkompatibility: Neulasta je
inkompatibilni s roztoky chloridu sodného. Zvlastni opatieni pro uchovavani:
Uchovavejte pfi 2-8 °C (v chladnicce). Neulasta miZe byt vystavena pokojové tep-
loté (do 30 °C) na maximalné jedno obdobi ne delsf neZ 72 hodin. Chrarite pred
mrazem a svétlem. Druh obalu: Predplnénd injekéni stiikacka k jednorazove-
mu pouZitf ze skla typu | s jehlou z nerezavéjici oceli. Jedna krabicka obsahuj
1 predplnénou injekénf stifkacku. DRZITEL ROZHODNUTI O REGISTRACI:
Amgen Europe B.V., Minervum 7061, 4817 ZK Breda, Nizozemsko. REGIS-
TRACNI CiSLO: EU/1/02/227/002. DATUM REVIZE TEXTU: 23. fijna 2009.
Pred predepsanim pfipravku se prosim seznamte s Uplnym znénim Souhrnu
tidajti o pfipravku. Pripravek je vézan na lékafsky predpis. Pfipravek je hrazen
z prostfedkd zdravotniho pojistént.
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1 SPC pripravku Exjade

deferasiroxum

2

sné snizeni hladiny feritinu se prohlubuje s dohou Iéchy

zatatek sledovani

3
(n=335) (n=259) (n=225)
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2 Norbert Gattermann, et al.; Deferasirox in iron-overloaded patients with transfusion-dependent myelodysplastic syndromes:
Results from the large 1-year EPIC study, Leukemia Research 34(2010) 1143 — 1150

3 Chronickeé pretiZeni organismu Zelezem zpiisobené transfuzemi kive, kde je Iécha deferoxaminem kontraindikovana nebo
nevhodna u pacientii se ziskanou anemii s myelodysplastickym syndromem s nizkym ¢i stfednim — 1 rizikem dle IPSS’

EXJADE® 125 mg tablety pro pripravu peroralni suspenze
EXJADE® 250 mg tablety pro pripravu peroralni suspenze
EXJADE® 500 mg tablety pro pripravu peroralni suspenze

SloZeni: LéCiva latka: Deferasiroxum 125 mg, 250 mg nebo 500 mg. _
Indikace: Chronické pretizeni organismu Zelezem zplisobené transfuzemi krve u pacientii s
beta-talasemii major. Chronické pretizeni organismu zelezem zplisobené transfuzemi krve, kde
je Iécba deferoxaminem kontraindikovana nebo nevhodna u pacientt s jinymi typy anemil.
avkovani: Doporucend Uvodni denni dévka je 20 mg/kg télesné hmotnosti. Lze zvéZit davku
30 mg/kg u pacientti dostavajicich 14 ml/kg/mésic erytrocytdrni masy }>4 jednotky/mésic)
a s potfebou sniZit hladinu Zeleza v organismu. Lze zvaZit davku 10 mg/kg u pacientd, ktefi
dostavaji <7 mi/kg/mésic erytrocytarni masy (<2 jednotky/mésic) a kiefi nepotfebuiji snizit
zvy$enou hladinu Zeleza v organismu. U pacientd jiz GspeSné lécenych deferoxaminem Ize
stanovit (vodni davku jako numerickou polovinu davky deferoxaminu. Doporucuje se m
monitorovat hladinu feritinu v séru a udrzovaci davku postupné upravovat kazdy 3. az 6. m
podle vysledku o 5 az 10 mg/kg. U pacient(i nedostatecng Iééenych dévkami 30 mg/kg (napf.
hladiny sérového feritinu pretrvavaji nad hodnotou 2 500 pg/l a nevykazuji Klesajici trend
béhem 16Cby) mohou byt zvazovany davky do 40 mg/kg. Udrzovaci davky vy$si nez 40 mg/kg
se nedoporucuiji. Pri poklesu hladiny sérového feritinu pod 500 g/l se leCba prerusi. Tablety
se uzivaji jednou denné nalacno, 30 minut pfed jidlem, rozmichané ve vodé nebo dZusu,
U starSich pacientdl neni nutnd dprava davek, nicméné béhem I6Cby by mély byt pozorné
sledovany nezadouci cinky, které mohou vyzadovat zménu davkovani. *U déti ve véku od 2
do 17 let neni nutn (prava davkovani. Bezpecnost a icinnost u déti od narozeni do 23 mésict
nebyla dosud stanovena.” U pacienti se zhorSenou funkci jater neni tieba upravovat dvodni
davku. Jaterni funkce museji byt monitorovany pred 1éCbou, kazdé 2 tydny béhem prvniho
mésice |6Cby a potom kazdy mésic. . o
Kontraindikace: Hypersenzitivita na IéCivou latku nebo kteroukoli pomocnou latku pfipravku.
Kombinace s jinymi chelatory Zeleza. Pacienti s clearance kreatininu 60 ml/min. o
Zvlastni upozornéni: Sérovy kreatinin, clearance kreatininu je nutno stanovit pred zahajenim
l6Cby a monitorovat kazdy tyden prvni mésic 1éCby nebo po zméné davky, poté jednou
mésicng. Davku Ize sniZit 0 10 mg/kg, pokud sérovy kreatinin stoupne >33 % nad priimér pfed
zahajenim |écby a/nebo clearance kreatininu klesne pod spodni limit normalu. V nékterych
pfipadech po_uvedeni pfipravku na trh vedlo zhorSeni funkce ledvin k jejich selhani, kieré
vyzadovalo pfechodnou nebo trvalou potfebu dialyzy. Pokud je po snizeni davky pozoro-
vano zvySovani sérového kreatininu a pokles clearance kreatininu, je nutno 16cbu prerusit.
Renalni tubulopatie bxl: na predevSim u déti a dospivajicich s beta-talasemii Iécenych
pripravkem EXJAD je treba monitorovat protei érové transamindzy, bilirubin
a alkalickou fosf: ‘ed zahajenim 16Cby a monitorovat kaz y
prvni mésic a poté jednou mé Cba by méla byt prerusena, jestlize zvySena hladina
transamindz v séru pfetrvava nebo se dale zvySuje. Po uvedeni pipravku Exjade na trh byly
hlaSeny piipady selhni jater (nékteré fatalni). U pacient(i s poSkozenim jater a ledvin mize byt
Exjade podavan s opatrnosti. Mohou se vyskytnout zndmky gastrointestinalniho podrazdéni.
U pacientll s kratkou ocekavanou délkou Zivota (napfiklad s vysoce rizikovymi myelodys-
plastickymi_syndromy), zejména pokud soub&Zna onemocnéni zve\/éuji riziko nezddoucich
ucinkti, maze byt prospéch z Iécby omezen a miZe byt nizsi nez riziko. Z téchto divodd neni
I6cba doporucend. e " _— "
Byl hlasen vyskyt viedi a krvaceni ze zazivaciho traktu u dospélych, dospivajicich a déti. Byla
zaznamenana hlaseni fatalni gastrointestinaini hemorhagie, pfedevsim u starSich pacientli s

hematologickymi malignitami a/nebo nizkymi pocty krevnich destiCek. Je teba vénovat pozor-
nost pacientim uzivajicim léky s ulcerogennim potencidlem nebo antikoagulancia. *Soutasné
podévéni deferasiroxu a repaglinidu (Substrdt CYP2C8) nebo substratl CYP1A2 s (zkym
terapeutickym indexem jako je teofylin, klozapin nebo tizanidin neni doporugeno.* Pi vyskytu
zavazné kozni vyrazky se podavani pripravku Exjade pferusi a po vymizeni se Iécba obnovi
nizsi davkou. Lécbu je tieba ukonCit pii vyskytu zavaznych reakci hypersenzitivity. Provadi se
pravidelné rocni vySetieni sluchu a zraku. Tablety obsahuiji laktozu.

Po uvedeni na trh byly hlaSeny pfipady leukopenie, trombocytopenie nebo pancytopenie.
VétSina pacientd méla poruchy krvetvorby jiZ pred Iébou pfipravkem Exjade, prispivajici viiv
I6Cby nicméné nelze vyloucit. Pfi neobjasnéné cytopenii by mélo byt zvazeno preruseni Iécby.
Interakce: Nedoporucuje se podavat spolecne s antacidy obsahujicimi hlinik. Biologicka
dostupnost byla zvySena, pokud byl uZivan spolu s potravou. UZivat nalatno, nejméné
30 minut pfed lldlem,lve.stejnou denni dobu.

J vySena opatrnost pfi soucasném uzivani s
latkami metabolizovanymi s CYP3A4 (cyklosporin, simvastatin, hormonalni kontraceptiva),

substré'&/ CYP2C8 (repaglinid, paklitaxel), latkami se zndmym ulcerogennim potencialem

(napf. NSA, kortikosteroidy, perorélni bisfosfonéty) nebo s gntikoa%ulancii. Nelze vylougit
snizeni plazmatickych hladin pfi sou¢asném podavani se silnymi UGT induktory (rifampicin,
karbamazepin, fenobarbital, fenytoin, ritonavir).
Téhotenstvi a kojeni: Pripravek nepodavat v priibéhu téhotenstvi, pokud to neni nezbytné
nutné. V pribéhu podavani pripravku se nedoporucuje kojeni.

Nezadouci acinky: Velmi Casté: zvySeni kreatininu v
zacpa, zvraceni, nauzea, bolest
vyrazka, svédeni, proteinurie.
0 pfipravku.

Podminky uchovavani: Uchovavejte v pivor
chranén pred vihkosti.

Dostupne Iékové formy/velikosti baleni: 28
Poznamka: Drive neZ lék predepisete, pri
uplnou informaci o pripravku.

Reg.Cislo: Exjade 125 mg - EUA/
Exjade 250 mg — EU/1/06/356/003; Exjade !
EU/1/06/356/005. Datum registrace: 28.0
Datum posledni revize textu SPC: 12/2010. |
rozhodnuti o registraci: Novartis Europharm L
ted, Horsham RH12 5AB, Velka Britanie.

reatin rvi. Casté: bolesti hlavy, prijem,
ha, nadymam,,dygpeﬁsm, zvySena hladina transaminaz,
Dal§i nezadouci ‘Ucinky - viz dplnd informace

Vydej pripravku je vazan na lékarsky predpi:
Exjade 500 mg je hrazen z prostiedkii vere)
ného zdravotniho pojisténi. Uhrada priprav
ku Exjade 125 mg a Exjade 250 mg z pro
stiedkii verejného zdravotniho pojisténi do-
sud nebyla stanovena.

*VSimnéte si prosim zmény (zmén) v infor
macich o 1éCivém pfipravku.
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ZKRACENA INFORMACE 0 PRIPRAVKU pro onkology a hematoonkology Nazev pFipravku: EPREX 40 000 IU/ml, injekény roztok. Antianemikum. Uginna ltka: epoetinum alfa, 40 000 IU (336 mikrogramii v 1 ml)
Lékova forma: injekéni roztok k intravendzni a subkutanni aplikaci v predplnénych injekénich stiikackach a v injekénich lahvickach. Indikace v onkologii a hematoonkologii: Lécba anémie a snizeni potieby transfuze dospélych
pacientii podstupunach chemoterapii solidnich tumord, mallgnlho lymfomu nebo mnohocetného myelomu, a v piipadé rizika transfuze vyplyvajiciho z celkového stavu pacienta. Zvyseni vytézku autologni krve u dospélych pacientli
vp predoperacniho autologniho odbéru a ke snizeni rizika alogennich krevnich transfuzi. Davkovani: EPREX se u pacientii s anémii podava subkutanné (koncentrace hemoglobinu < 10 g/dl (6,2 mmol/l)). Vzhledem k variabilité
mezuednotllvym\ pacienty mohou koncentrace hemoglobinu u jednotlivjch pacientd byt nizsi nebo vy33i, nez je pozadovany limit. Rozdily v koncentraci hemoglobinu je nutné korigovat pomoci ipravy ddvky tak, aby cilové koncentrace
hemoglobinu byla v rozmezi 10 g/dl (6,2 mmol/l) aZ 12 g/dI (7,5 mmol/l). Je zapotiebi zabranit tomu, aby koncentrace hemoglobinu byla trvale vy3si nez 12 g/dI (7,5 mmol/1). Uvodni davka 150 1U/kg 3 x tydné subkuténné. Alternativné
450 1U/kg 1x tydné subkutdnné. Po 4 tydnech kontrola lécebné odezvy (vzestup Hb = 1 g/dl nebo retikulocyti > 40 000 bunék/pl). Pokud odezva nent, zvyseni davky na 300 1U/kg 3 x tydné subkutanné. Pokud ani po dalSich 4 tydnech
|écebnd odezva neni, je ticelné Iécbu ukoncit. Pi vzestupu Hb o > 2 g/dl za mésic redukovat davku o 25-50%. Presahne-li hladina Hb 13 g/dI, prerusit lécbu do poklesu pod 12 g/dl a poté zahajit dévkou o 25% niz3i. Lécba by méla
pokracovat jeden mésic po ukonceni chemoterapie. Kontraindikace: Pacienti, u nichz doslo v disledku lécby kterymkoli erytropoetinem k rozvoji cisté aplazie cervené fady. Nezvladnutelnd hypertenze, precitlivélost ke slozkam
pripravku. Zvlastni upozornéni: Je nutné pravidelné k lovat hladinu h lobi krevni tlak, pfipadné zahdjit nebo upravit antihypertenzni terapii. Doporucuje se monitorovat pocet trombocyti. Pred zahajenim
|écby epoetinem alfa by mély byt diagnostikovany a léceny jiné priciny anémie (deficit Zeleza, hemolyza, ztrata krve, deficit vitaminu B12 a kyseliny listové). Opatrnost je nutnd u pacientd s epilepsii a chronickym jaternim selhanim.
Vzhledem ke zvySenému vyskytu trombovaskularnich pfihod u pacientii s nadorovym onemocnénim lécenych latkami stimulujicimi erytropoézu, zejména u pacientdi se zvySenym rizikem by mélo byt peclivé zhodnoceno riziko proti
ocekavanému prinosu. Kromé toho byly hlaseny i pfipady trombocytémie nad normélni hodnoty. Existuje moznost, jako u v3ech riistovych faktord, Ze latky stimulujici erytropoézu mohou stimulovat riist nékterych malignit. Velmi vzacné
byla po mésicich az letech 1écby subkutannim epoetinem hlasena Cistd aplazie cervené krevni fady zplisobend tvorbou protilatek. Epoetin alfa by mél byt podavén s opatrnosti pacientim s porfyrii. Pro zlepseni dohledatelnosti latek
stimulujicich erytropoézu (ESA) je nutno provést viechna nutna a mozna opatieni (napr. fadné zdokumentovani presnych informaci o pouzitém piipravku). Kromé toho maji byt pacienti prevedeni z Iécby jednou ESA na jinou pouze pod
nalezitym dohledem. U pacientii [écenych epoetinem alfa byl velmi vzacné pozorovan vyvoj nebo exacerbace porfyrie. Paradoxni pokles hemoglobinu a rozvoj zévazné anemie souvisejici s nizkym poctem retikulocyti musi byt vyzvou
k ukonceni Iéchy epoetinem a k provedeni testu na anti-erythropoetinové protilatky. Pfipady byly hldSeny u pacienti s hepatitidou C lécenych interferonem a ribavirinen, kdyz byly soucasné uzivény epoetiny. Epoetiny nebyly schvéleny
pro lécbu anemie zéroveii s hepatitidou C. V nékterych klinickych situacich by méla byt u anemickych pacienti s nédorovym onemocnénim upiednostiiovéna krevni transfuze. Rozhodnuti podat rekombinantni erytropoetin by mélo byt
zalozeno na posouzeni rizika ku prospéchu lécby s piiihlédnutim na jednotlivého pacienta a mélo by zahrnovat specificky klinicky kontext. Hodnotici faktory, které je tieba vzit v dvahu, jsou typ a stadium nddoru, stupei anemie, doba
prefiti, prostfedi, ve kterém je pacient [é¢en a pacientova volba. Interakce: Udaje svédcici pro alteraci metabolizmu jinych Iékil pfi podavani epoetinu alfa nebyly zjistény Neni vsak vyloucena potencidlniinterakce s cyklosporinem vzhle-
dem k jeho vazbé na erytrocyty. Podava-li se epoetin alfa soucasné s cyklosporinem, je zapotfebi moni koncentrace cyklosporinu v krvi a v pfipadé nutnosti upravit dévkovani cyklosporinu imérné vzestupu hematokritu. Nepoda-
vat intravendzni infuizi nebo spolu s roztoky jinych |éki. Téhotenstvi a kojeni: Adekvétni kontrolované studie u gravidnich Zen nejsou k dispozici. Studie se zvitaty prokézaly reprodukni toxicitu. Neni zndmo, zda exogenni epoetin alfa
prostupuje do matefského mléka. Epoetin alfa by mél byt uzivan s opatrnosti u kojicich Zen. Nezadouci ticinky: Nejcastéjsim nezadoucim ticinkem béhem lécby epoetinem alfa na davce zévislé zvyseni krevniho tlaku nebo zhorseni jiz
existujici hypertenze, hluboka Zilni trombéza, plicni embolie, zachvaty, prijem, nauzea, bolest hlavy, onemocnéni podobné chripce, pyrexie, vyrazka a zvraceni. Onemocnéni podobné chfipce véetné bolesti hlavy, artralgie, myalgie a py-
rexie se miZe objevit zejména na zacatku |échy. Byly hlaseny hypersensitivni reakce, vcetné pripadi vyrazky, kopfivky, anafylaktické reakce a angioneurotického edému. Baleni: Druh obalu: piedpinéna jednorazova sklenéna stfikacka
s plastovym pistem opatfenym teflonovjm uzavérem, s ocelovou jehlou chranénou pevnym krytem a bezpecnostnim nastavcem pipojenym ke stfikacce. Zapertlovana lahvicka z bezbarvého skla s Al krytom s polypropylénovym
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PODPURNA PECE A INFEKCNI

KOMPLIKACE

2076.

Normalizovana EBV naloZ u pacientii po alogenni
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék —
benigni reaktivace, lokalizovana a generalizovana
EBYV asociovana lymfoproliferativni nemoc

Hubacek Petr, Mejstiikova E., Markova M., Kouba M.,
Kabickova E., Hrdlickovd A, Zajac M., Capkové L., Hor-
nofovd L., Keslova P., Cetkovsky Petr, Sedlacek Petr
(Klinika detské hematologie a onkologie, 2. LF UK a FN
Motol, Praha; Ustay hematologie a krevni transfiize, Pra-
ha; Ustav 1ékai'ské mikrobiologie, FN Motol, Praha;
Ustav patologie a molekuldrni mediciny, 2. LF UK a FN
Motol, Praha)

EBYV zlstdva dilezitym patogenem u pacientt po alo-
genni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
(HSCT). Vedle benigni reaktivace miZe byt EBV pficinou
lokalizované ¢i generalizované formy EBV asociované
lymfoproliferativni nemoci (EBV-LPD) s klinickymi symp-
tomy jako jsou horecka, hepatopatie, symptomy podobé
lymfomm a B lymfocytdrni proliferaci v periferni krvi.
Od ledna 2002 do ledna 2011 jsme prospektivné otestova-
li vzorky plné krve od 277 détskych (8273 vzorkl) a od
507 dospélych pacienti (7669 vzorki) po alogenni HSCT.
Zaroven jsme testovali malé mnozstvi vzorkd tkané a tél-
nich tekutin. Retrospektivné jsme otestovali 50 vzorkt od
4 déti, které zemieli na EBV-LPD v roce 2000. Kvantita
EBV a albuminového genu byla stanovena pomoci RQ-
PCR; kvantita EBV byla normalizovdna na 100000 lid-
skych genomickych ekvivalentii. V piipadé prospektivni-
ho testovani jsme EBV detekovali v plné krvi 205 déti
(74,0%;2617 vzorkl; median 89 normalizovanych viro-
vych kopii (NVCs) a 311 dopélych (61,3%;1973 vzorki;
medidn 80 NVCs). Vic jak 1000 NVCs bylo detekovano
u 66 déti a 62 dospélych, vice jak 10000 NVCs u 14 déti
a 14 dospélych. Klinické, nebo laboratorni zndmky EB V-
LPD byly pozorovany u 10 déti a 10 dospélych. Generali-
zovand EBV-LPD byla detekovédna u 7 pacientu, lokalizo-
vand pak u 13. Uspé&snd 1é¢ba EBV-LPD pomocf rituxi-
mabu byla pouzita u 9 déti a 9 dospélych; 10000 NVCs by-
lo prekroCeno u vSech léCenych. U Ctyf pacientl se vyvi-
nul EBV+ DLBCL s detekei 3700-3679000 NVCs v peri-
ferni krvi a 847000-2407000 NVCs ve vzorcich tkang. Zad-
ny z prospektivné testovanych pacientl nezemfel na EBV-
LPD. Mezi retrospektivné testovanymi pacienty se nejvys-
§f detekovand ndloz pohybovala mezi 1165000-11060500
NVCs s intervalem prvni detekce EBV a timrti 24-91 dni.
EBV je detekovédna u velké ¢asti pacientd po HSCT, vice
u détskych pacientd. Hranice 10000 NVC se zda byt dob-
rou hranicf pro terapii a je 100x niZsi neZ nejvyssi kvanti-
ta detekovand u pacientii zemfelych na EBV-LPD. Norma-
lizace se ukdzala byt uZite¢nym pfistupem pro srovnavani
EBV ndloZe v periferni krvi a tkénich. Podpofeno MSMT
0021620813 a MZOFNM2005

207s.

Cytomegalovirus disease and resistance

to virostatics in children and adult

haematopoietic stem cell transplant recipients
Hubacek Petr, Boutolleau D., Deback C., Keslova P., Hrd-
lickova A., Conan F., Lelabousse B., Zajac M., Marko-
va M., Skapa P., Pohlreich D., Agut H., Sedlacek Petr,
Cetkovsky Petr

(Dept. of Paediatric Haematology and Oncology, 2nd Me-
dical Faculty of Charles University and Motol Univesity
Hospital, Prague — CZ; Dept. of Virology, University of Pi-
erre and Marie Curie and Hospitalier Pitié-SalpztriZre, Pa-
ris — FR; Dept. of Medical Microbiology, Motol Universi-
ty Hospital, Prague — CZ; Institute of Haematology and Blo-
od Transfusion, Prague — CZ; Dept. of Pathology and Mo-
lecular Medicine, 2nd Medical Faculty of Charles Univer-
sity and Motol Univesity Hospital, Prague — CZ)

Despite the improvement of infection monitoring and
virostatic treatments, CMV infections remain an impor-
tant cause of morbidity and mortality in allogeneic hema-
topoietic stem cell transplant recipients (alloHSCT). Our
aim was to investigate CMV resistance in paediatric and
adult alloHSCT recipients and to clarify the CMV load
in whole peripheral blood and target tissue in situation
of CMV disease. Between 1/2002 and X11/2009, we tes-
ted 17,463 whole blood samples from 431 adults (medi-
an 22 per patient) and 214 children (median 32 per pati-
ent) after alloHSCT. Samples were tested for CMV and
albumine quantity by RQ-PCR and results were norma-
lized to 100,000 human genome equivalents. First-line an-
tiviral treatment, usually ganciclovir, was initiated when
CMV load exceeded 1,000 normalized viral copies
(NVCs), and switched to foscarnet or cidofovir in case
of none response. Clinical resistance was suspected after
2 weeks of unsuccessful well-conducted treatment. Resi-
stance was studied using UL97 and UL54 gene sequen-
cing. In the patients deceased in consequence of CMV in-
fection, DNA quantity in the tissue was tested too. Viros-
tatic treatment was started in 142 adults (33%) and 64
(30%) children. In 72 patients (50 adults and 22 child-
ren) clinical resistance was observed. Genotypic resistan-
ce of CMV was proved in 13 patients (mutation A591V,
A594V, L5958, L595F, G598S and del597-599 in UL97
and del981-982, N408K, V715M, P522S, T700A in
ULS54). Natural polymorphisms and novel mutations of
unknown phenotype were proved in both genes too. Des-
pite the virostatic treatment, symptomatic CMV disease
was observed in 29 patients. 11 patients deceased in con-
sequence of CMV infection, mainly combined with GvHD.
Typical pathological signs of CMV infection and antigen
detection in the tissue were observed in 1 patient only. Des-
pite this median of CMV quantity in mainly affected lung
tissue was 9,534 NVCs (range 1,029-384,456) while me-
dian in the whole blood was only 1,065 NVCs (range 183-
89,072). Quantifying of CMV DNA is very useful in the
treatment of CMV infection. Unfortunately our observati-
on suggests the limits in case of CMV disease. Genotypic
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evidence of CMV resistance proved to be very useful in
improvement of therapeutic management of the patients.
Further studies are required to ascertain the true nature of
the novel mutations described within UL97 and UL54 sa-
me as compartmentation of CMV infection. Supported by
VZOFNM2005, MSTM0021620813

2008.

Vyskyt toxoplazmézy CNS v letech 2005-2010

u pacientit HOK FN Olomouc

Urbanova Renata, Raida Ludék, Turcsanyi Peter, Vond-
rakova Jana, Rusindkova Zuzana, Papajik Tomas, Indrdk
Karel (Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Uvod: U pacientii s hematologickym onemocnénim
a imunodeficitem se zvySené vyskytuji oportunni infek-
ce, vcetné infekce Toxoplasma gondii. U intenzivné 1é-
Cenych pacientl a dlouhodobych lymfopenii mize reak-
tivace infekce T. gondii vyvolat téZky, nékdy fatdln{ pri-
béh. Soubor pacientil: Referujeme 8 pacientt s toxoplas-
mézou CNS. Medidn véku byl 44 let (rozmezi 36-52). Za-
stoupeni diagndz bylo: 2x B chronickd lymfatickd a 1x T
prolymfocytarni leukemie, 2x Hodgkiniv lymfom, 1x
akutni myeloidni leukemie, 1x difuzni velkobunécny lym-
fom a 1x imunn{ trombocytopenie. Pét pacienti podstou-
pilo alogenni nepiibuzenskou transplantaci kmenovych
bunék s nemyeloablativnim pfipravnym reZzimem. Paci-
ent s difuznim velkobunéénym lymfomem byl dlouho-
dobé lymfocytopenicky po vysoceddvkované imunoche-
moterapii a autologni transplantaci, pacient s imunni
trombocytopenii na kortikoterapii mél lymfopenii a téz-
ky deficit CD4+ T lymfocytd, pacientka s Hodgkinovym
lymfomem byla pét let po ukonceni chemo a radiotera-
pie dlouhodobé lymfopenickd, vSichni byli v remisi he-
matologického onemocnéni. Toxoplasméza CNS se ma-
nifestovala neurologickymi a neuropsychiatrickymi pfi-
znaky, subfebriliemi a priznaky infektu dychacich cest.
U dvou pacientl byla hyponatrémie a hypoosmolarita .
Diagnoza byla stanovena na zakladé klinického obrazu,
ndlezu na magnetické rezonanci (MR) mozku, PCR tes-
tovani krve a likvoru na T.gondii, serologické pozitivity
ana zakladé odpovédi na poddvanou terapii. Pouze v jed-
nom pripadé jsme pristoupili k biopsii loZiska. U vSech
pacienttl byl pozitivni, ndlez na MR mozku, z toho ve 3
ptipadech byl popsan typicky obraz loZisek s prstencitym
lemem. PCR pozitivita na T. gondii byla prokdzdna u 3
pacienttl z krve a u 2 pacientt z likvoru, pozitivni sero-
logicky prikaz protilatek a/nebo pozitivita komplement
fixacn{ reakce byl u 4 pacientl. 7 pacienti podstoupilo
kombinovanou antibiotickou terapii obsahujici pyrimeta-
min, klindamycin a kotrimoxazol. U vSech doslo po te-
rapii k dpravé klinického stavu, jeden pacient zemiel pfed
zahdjenim terapie. U 2 pacientll jsme zaznamenali reci-
divu onemocnéni s dobrou odpovédi na znovu podanou
terapii, jeden pacient je vzhledem k trvajicimu imunode-
ficitu na antibiotické sekunddrni profylaxi. Zavér: Na
mozkovou toxoplasmézu by mélo byt pomysleno u kaz-

dého pacienta s hlubokym imunodeficitem pri fokalnim
neurologickém ndlezu. Diagnostika je obtiznd, dspésna
empirickd antibiotickd terapie se povazuje za potvrzeni
diagnézy.

2005.

Empiricka a preemptivna antimykoticka terapia
mikafunginom u hematoonkologickych pacientov
Toskova Martina, Racil Zden€k, Winterova Jana, Wein-
bergerova Barbora, Rolencova Monika, Mayer Jii{
(Interni hematoonkologickd klinika, FN a LF MU, Brno)

Uvod: Mikafungin je antimykotikum zo skupiny echi-
nokandinov, ktoré sa pouZiva na liecbu a profylaxiu kan-
didovych infekcii. V literatire sa dokazy o ucinnosti
a bezpecnosti mikafunginu v lie¢be hematologickych
pac. objavuju Coraz CastejSie. Metddy: Retrospektivna
analyza pac. liecenych mikafunginom s cielom zhodno-
tit’ i¢innost’ a bezpecnost” mikafunginu. Pac. boli zarade-
ni do analyzy, ak sa jednalo o empiricku alebo preemp-
tivnu lie¢bu a ak dizka liecby bola = 5 dni. Empiricka
liecba bola definovand ako liecba u pac. s febrilnou ne-
utropéniu nereagujticou na 48-72hod. Podavané Siroko-
spektralne antibiotikd a pac. okrem teplot nemal klinic-
ky alebo mikrobiologicky definovany fokus infekcie.
O preemptivnu liecbu sa jednalo vtedy, ak bola infekcia
dokumentovana klinicky alebo zobrazovacou metédou
(napr. infiltrdcia plic na HRCT alebo kolitida podl'a
USG), ale neboli zZiadne mikrobiologické zachyty (vra-
tane nekultivacnych metdéd). Vysledky: V obdobi od
1/1/2010 do 31/12/2010 sme mikafunginom liecili 54
pac. s hematologickou malignitou s medidnom veku 51
r. 90% pac. malo v dobe liecby mikafunginom aktivnu
chorobu, 15% pac. bolo po alogénnej transplantacii. 31%
bolo liecenych empiricky, 69% preemptivne. 81%
(44/54) pac. bolo v dobe liecby neutropenickych (Neu <
1,0 x 109/1). 78% (42/54) zareagovalo na podanie mika-
funginu dstupom teplot, poklesom CRP a zlepSenim kli-
nického stavu, 20% (11/54) pac. na mikafungin nezare-
agovalo, 2% (1/54) neboli hodnotitel'né. Vsetci pac. do-
stavali mikafungin v ddvke 100mg 1x denne, bez nutnos-
ti redukcie, u Ziadneho pac. nebolo nutné prerusenie li-
e¢by pre NU. U 2 pac. (4%) doslo behom lie¢by k vzo-
stupu kreatininu z normy na stupen 1 (podla CTCAE
4.0), avSak pri podavani konkomitantnej nefrotoxicke;]
medikdcie, u ostatnych pac. sa kreatinin behom liecby
mikafunginom nezmenil. U 3 pac. doSlo behom liecby
k vzostupu bilirubinu (o 1-2 st.), ale etiologicky sa jed-
nalo 1x o hepatopatiu po asparagindze, 1x o progresiu
choroby a 1x o multiorgdnové zlyhanie. U 4 pac. (8%)
bol pozorovany vzostup pecenovych testov (ALT, AST,
GGT alebo ALP) o 2 st., etiologicky suvisiaci s mikafun-
ginom, u 1 pac. elevdcia pretrvavala i po ukonceni liec-
by. V stibore bolo 1 umrtie v suvislosti s infekciou. Za-
ver: NaSe vysledky ukazujd, Ze pouzitie empirického
a preemptivneho mikafunginu u hematoonkologickych
pacientov je ucinné a bezpecné.
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1895.

Chromozomalné integrovany HHV-6 u zdravych
dércii a pacientii s hematologickou malignitou
Hubacek Petr, Hrdlickova Alena, Muzikova Katefina, Za-
jac Miroslav, §paéek Martin, Kouba Michal, Sedlacek Pe-
tr, Kozdk Tomas, Cetkovsky Petr, Stary Jan

(Klinika détské hematologie a onkologie a Ustav lékai-
ské mikrobiologie 2. LFUK a FN Motol, Praha; Ustav 1é-
karské mikrobiologie FN Motol, Praha; Oddélent klinic-
ké hematologie 3. LFUK a FN Krdlovské Vinohrady, Pra-
ha; Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha)

Chromozomadlni integrace Sestého lidského herpesviru
(CHI-HHV-6) je varianta vyskytu HHV-6 pfi které se
HHV-6 DNA integruje do telomerickych oblasti chromo-
zO6mu a $if{ se dél vertikdlnim pfenosem z rodi¢e na po-
tomka. Virovd DNA je tedy pfitomna ve vSech burikdch
organismu a pomer lidské a virové DNA je 1:1. Aktivni
infekce s tvorbou novych virovych partikuli zatim neby-
la u CHI-HH V-6 prokdzana. Cilem nasi studie bylo otes-
tovat vyskyt CHI-HHV-6 na vzorcich DNA od celkem
1019 pacientl 1é¢enych pro hematologické malignity
(ALL,AML HL) v centrech CR v letech 1995-2010. K ur-
Ceni frekvence v bézné populaci jsme otestovali vzorky
DNA od 420 zdravych ddrct. Zaroven jsme chtéli porov-
nat hladiny IgG a IgM protilatek u 148 nosi¢i CI-HHV6
a pacientl pii diagnéze maligntho onemocnéni. Vzorky
DNA pacienttl uréenych ptiivodné ke stanovovani MRD,
¢i k pritomnosti virové DNA jsme otestovali na pfitom-
nost HHV-6 pomoci RQ-PCR a virovou ndloz normalizo-
vali na 10 000 lidskych genomickych ekvivalentt. CI-
HHV-6 u vysoce pozitivnich pacientd jsme pak konfirmo-
vali detekci HHV-6 z nehtti. Nehty byly pouzity také pro
screening darct z bézné populace, CI-HHV-6 byla kon-
firmovana testem vzorku krve. DNA byla izolovdna po-
moci Qiagen DNA Blood Mini Kiti a Qiagen DNA Mic-
ro Kitt. Kvantita protilatek byla testovdna pomoci ELISA
kit firmy PanBio. CI-HHV-6 byla detekovana u 13 pa-
cientl (1,3%) a u 5 zdravych darcu (1,2%). U CI-HHV-
6 jsme provedli rodinné studie, kde jsme potvrdili verti-
kélni pfenos virové DNA. U pacientt i zdravych dérct
jsme detekovali obé variantu viru A (943) i B (442). U né-
kolika pacientti s CI-HHV-6-A nésledné 1é¢enych cyto-
statiky jsme prokdzali také reaktivaci bézné HHV-6-B in-
fekce. U zadného z pacientti 1é¢enych pro maligni one-
mocnéni nebyly pozorovany komplikace, které by mohl
zpusobovat HHV-6. Tti pacienti prodélali také alogenni
HSCT a jeden pacient byl ve sledovaném obdobi trans-
plantovan ddrcem s CI-HHV-6. U Zadného z Iécenych ne-
byly pozorovany HHV-6 komplikace. V hladindch proti-
latek proti HHV-6 jsme nedetekovali zasadni rozdil me-
zi lidmi s CI-HHV-6 a bez néj. Shodné frekvence vysky-
tu nenaznacujf jakdkoli rizika CI-HHV-6 pro vznik hema-
tologickych malignit; stejné protildtkovy profil a detek-
ce bézné HHV-6-B reaktivace také CI-HHV-6 nosice ne-
odliSuji od bézné populace. Z klinického hlediska je tak
tento stav s vysokou pozitivitou HHV-6 DNA pro pacien-
ta nebezpecny pouze potencidlné zbytecnou 1écbou viros-

tatiky s jejich nezddoucimi ucinky. Podpofeno IGA MZ
CR NS 9907-4.

1864.

FIND - ,,Fungal infection database‘ - retrospective
analysis of invasive aspergillosis in hematooncological
departments in Czech and Slovak Republic between
2001-2009

Weinbergerova Barbora, Rac¢il Zdenék, Drgona Lubos, Koc-
manova Iva, Haber Jan, Malldtova Nada, Kouba Michal,
Vydra Jan, Mudry Petr, Guman Tomas, Sejnovéd Daniela,
Bojtarova Eva, Ziakova Barbora, Forsterova Kristina, Ma-
sarova Lucia, Smrékova Alena, Foralova Renata, Téthova
Elena, Sevéikova Eva, Mayer Jifi, Cetkovsky Petr
(Interni hematoonkologickd klinika, MU a FN, Brno; II.
onkologickd klinika LF UK a Oddelenie klinickej hema-
tologie, Ndrodny onkologicky istav, Bratislava — SK; Od-
deleni klinické mikrobiologie, FN, Brno; 1. interni klini-
ka — klinika hematoonkologie, VSeobecnd fakultni nemoc-
nice, Praha; Laboratoi parazitologie a mykologie, Ne-
mocnice, Ceské Budeéjovice, Ustav hematologie a krevni
transfiize, Praha; Oddéleni klinické hematologie, Fakult-
ni nemocnice Krdlovské Vinohrady, Praha; Klinika dét-
ské onkologie, Fakultni nemocnice a Lékarskd fakulta
Masarykovy univerzity, Brno; Klinika hematologie a on-
kohematologie, Univerzitnd nemocnica L. Pasteura, Ko-
Sice — SK; Klinika detskej hematologie a onkologie, Det-
skd fakultnd nemocnica s poliklinikou, Bratislava — SK;
Klinika hematologie a transfiiziolégie, Nemocnica sv. Cy-
rila a Metoda, Univerzitnd nemocnica, Bratislava — SK;
Deétské oddélent, Nemocnice, Ceské Budeéjovice)

Background: ,,Fungal infection database” (FIND) re-
presents international database of invasive fungal infec-
tions in Czech and Slovak hematooncological depart-
ments. FIND - aspergillus covers all case of invasive as-
pergillosis (IA) in participating centers since 2001. Met-
hods: The goal of our retrospective analysis was to eva-
luate incidence, early diagnostic procedures and effect of
antifungal therapy in proven and probable IA that occur-
red in 9 institutions participating in FIND database bet-
ween 2001-2009. We followed EORTC/MSG 2002 cri-
teria in evaluation of IA diagnosis and therapy response.
Results: 162 probable and 36 proven IA (91% isolated
pulmonary IA, IPA) have been documented. Prolonged
and profound neutropenia (63%) and long-term use of
corticosteroids (31%) were identified as the major risk
factors of IA. 161 cases (89%) had abnormality on pul-
monary CT, however with non-specific infiltrates as the
most frequent finding (49%). 74% pts. had consecutive
positivity of serum-galactomannan (S-GM) (OD index >
0.5). Primary mold active antifungal prophylaxis was used
in 23% pts. - 13% itraconazole, 4% voriconazole (VORI),
3% posaconazole and 3% others. Empiric antifungal the-
rapy was used in 43% pts. with median of 5 days of ad-
ministration before A diagnosis (range: 2-44 days) - amp-
hotericine B deoxycholate (C-AMB) was used in 31% of

Transfuze Hematol. dnes, 17, 2011



Supplementum 2/2011 — XXV. olomoucké hematologické dny

patients with empirical antifungal therapy, lipid-based
AMB (LBA) in 24%, VORI in 18% and echinocandins
(ECHINO) in 15%, respectively. The primary antifungal
therapy of IA represents: in 38% of cases VORI, in 6%
ECHINO, in 26% VORI+ECHINO, in 11% C-AMB and
in 8% LBA. Overall RR to primary therapy of IA was
62% - VORI 62%, VORI+ECHINO 60%, C-AMB 32%,
LBA 53%, ECHINO 20%. There was a statistically sig-
nificant difference in overall RR to targeted therapy in pts.
with neutophil count < 0,1 and > 1,0 x10%1 at the end of
therapy (21% vs. 71%). The overall mortality rate was
57%, with 42% attributable to IA. Conclusions: On the
basis of our analysis we confirm typical risk factors for
IA and critical role of S-GM and CT for early diagnosis
and prompt start of antifungal therapy of IA. A reasona-
ble treatment response was achieved using VORI,
VORI+ECHINO or LBA in primary therapy of IA. We
have confirmed neutropenia at the end of antifungal the-
rapy as the major predictive factor for therapeutic respon-
se. On behalf of CELL - The Czech leukemia study group
for life. NS10441-3/2009 NS10442-3/2009

HODGKINUV LYMFOM

2019.

SniZeni davkové denzity cytostatik v chemoterapeutic-
kych protokolech primarni 1écby neovliviiuje progno-
zu nemocnych s Hodgkinovym lymfomem

Raida Lud¢k, Papajik Tomas, Rusinakova Zuzana, Pro-
chazka Vit, Kubova Zuzana, Szotkowski Tomas, Urbano-
va Renata, Vondrakova Jana, Hlusi Antonin, Prochazko-
va Jana, Faber Edgar, Rohoi Peter, Sicova Katefina, Ind-
rak Karel, Langovd Katefina

(HOK FN, Olomouc; Katedra biofyziky LF UP, Olomouc)

Uvod: Davkova denzita cytostatik aplikovanych v che-
moterapeutickych protokolech primérni 1écby Hodgkino-
va lymfomu (HL) je povaZovéna za jeden z faktort ovliv-
nujicich dosazeni kompletni remise (KR) choroby a rizi-
ko jejtho relapsu. SniZeni ddvkové denzity je vétSinou
zpusobeno prodlouZenim intervalu mezi pldnovanymi
aplikacemi chemoterapie oproti pivodnimu protokolarni-
mu harmonogramu. Cil studie: U nemocnych s HL porov-
nat dosazeni KR, vyskyt relapsti a amrti, pravdépodob-
nost preziti bez nezadouci udélosti (EFS) a celkového pre-
ziti (OS) v zdvislosti na dodrzeni ddvkové denzity cyto-
statik (harmonogramu chemoterapie) v primdrni 1écbé.
Soubor nemocnych: Byla analyzovana data 194 nemoc-
nych s medidnem sledovani 8 (1-17) let. Chemoterapeu-
ticky protokol byl dodrZzen dle ¢asového harmonogramu
u 107 (55%) nemocnych. K prodlouzeni doslo u 87 (45%)
pacienttl, v medidnu o 12 (4-134) % oproti ptivodné pla-
nované aplikaci. Obé skupiny se neliSily v zastoupeni po-
hlavi, véku, histologickém typu a klinickém stadiu HL,
manifestaci B symptomu, uzlinovém ,,bulk®, sedimenta-
ci erytrocyti, hlading albuminu, po¢tu leukocytil, chemo-
terapeutickych protokolech a aplikaci radioterapie v pri-

marn{ 1é¢bé. U pacientd s ndslednym prodlouZenim har-
monogramu chemoterapie byla vstupné zaznamendana sig-
nifikantn€ niz8i hladina hemoglobinu (P=0,018) a nizs{
absolutn{ pocet lymfocytd (P=0,04). Vysledky: Mezi obé-
ma skupinami nemocnych nebyl prokdzan signifikantn{
rozdil v poctu KR (92% vs. 90%; P=0,8), relapst HL
(20% vs. 24%; P=0,59) a umrti (9% vs. 15%; P=0,27).
Pravdépodobné priméry EFS se v obou skupindch sta-
ticky nelisily (12 /95% CI 11-13/ vs. 11 /95% CI 10-13/
let; P=0,35). Rozdil nebyl prokazan ani v primérném OS
(15 /95% CI 14-16/ vs. 14 /95% CI 13-15/ let; P=0.52).
Zaver: Tato analyza nepotvrdila prognosticky vliv snize-
ni davkové denzity cytostatik (pfi zachovani jejich celko-
vé davky) aplikovanych v chemoterapeutickych proto-
kolech primarni 1é¢by HL. Podpofeno Vyzkumnym za-
mérem MSMT MSM-6198959205, grantem LF-2011-006
UP v Olomouci a projektem CZ.1.05/2.1.00/01.0030.

1983.

Kombinace ¢ty cyklu eskalovany BEACOPP a ¢tyr
cykli bazalni BEACOPP v 1é¢bé pokrocilého stadia
Hodgkinova lymfomu - retrospektivni analyza jedno-
ho centra

Stépankova Pavla, Belada David, Sykorové Alice, Maly
Jaroslav

(Il. interni klinika — oddélent klinické hematologie, Lé-
karskd fakulta a Fakultni nemocnice, Hradec Krdlové)

Uvod: Ve studii HD-12 srovndvd German Hodgkin Stu-
dy Group deeskalovanou 1écbu pokrocilého stadia Hodg-
kinova lymfomu (HL) 4 cykly eskalovany a 4 cykly ba-
zalni BEACOPP se standardné pouzivanymi 8 cykly es-
kalovany BEACOPP. V nésledujici analyze hodnotime
efekt a toxicitu tohoto nového schématu pouzivaného na
nasem pracovisti od r. 2001. Pacienti a metody: V letech
2001-2010 byl deeskalovany 1écebny postup zvolen u 78
pacientt (p.) mladsich 50 let s nové diagnostikovanym
HL v pokrocilém stadiu. Stadium II/III/IV bylo zastoupe-
no u 12/32/18 pacientii. Do zavére¢ného hodnoceni jsme
zaradili 62 nemocnych (medidn véku 31 let) s minimaln{
dobou sledovani 12 mésict od ukonceni 1é¢by. Sledova-
li jsme lécebny efekt, dobu trvani remise a ¢asnou toxi-
citu 1é¢by. Lé¢ebnd odpovéd byla hodnocena dle Cheso-
novych kriterii (2007) Vysledky: Celkem 59 (95%) pa-
cientl dosdhlo kompletni remise. Jeden pacient zemfrel
v prubéhu 1é¢by, u 1 jsme zaznamenali progresi pii 16¢-
bé, u 1 stabilni onemocnéni. Radioterapii bylo 1éceno 10
pacienti s rezidudlni PET pozitivitou. U 3 pacientt do-
§lo k relapsu onemocnéni 13/22/22 mésict od zahdjeni te-
rapie. Relaps ¢i progrese se tedy objevily celkem u 5 (8%)
pacientil. Pfi medianu sledovani 59.5 mésice po ukonce-
ni 1écby je FFTF 92%, celkové preziti 93%. Planovanych
8 cykll 1é¢by dokoncéilo 54 pacientii (87%). U 5 pacien-
ti byla lé¢ba pred¢asné ukonéena pro zavazné kompli-
kace, u dvou pro nespolupraci. Dominujicim nezddoucim
ucinkem byla hematotoxicita. Anemii st. 3-4 jsme zazna-
menali u 26 p. (42%), neutropenii st. 3-4 u 55 p. (89%),
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trombocytopenii st. 3-4 u 23 p. (37%). Podptirna 1écba G-
CSF i pfi bazdlnim BEACOPP byla nutna u 41 (66%) p.,
9 pacienttl bylo hospitalizovano pro febrilni neutropenii.
Nejcastéjsi nehematologické nezddouci u€inky tvorily: pe-
riferni neuropatie, hlubokd Zilni trombdza, pneumonitida,
pneumonie infekéni etiologie, osteoporéza s patologickou
frakturou, herpes zoster. Po skonceni 1écby byla u jedno-
ho pacienta diagnostikovdna sekundarni malignita, u jed-
noho myelodysplasticky syndrom. Akutni leukemie se ve
sledovaném souboru nemocnych nevyskytla. Zavér: Kom-
binovany lécebny rezim eskalovaného a bazalniho
BEACOPP se zd4 byt velmi tcinny s akceptovatelnou akut-
ni toxicitou a velmi slibnou efektivitou. K hodnoceni po-
zdni toxicity a dlouhodobého efektu bude nutné delsi sle-
dovani. Podpofeno grantem: MZ CR MZO 00179906

1889.

Intenzifikovana terapie eskalovany BEACOPP +
ABYVD s naslednou radioterapii oproti reZimu ABVD
s naslednou radioterapii u pacientt s intermediarnim
stadiem Hodgkinova lymfomu (HL):

zkuSenosti centra

Sykorové Alice, Stépankové Pavla, Belada David, Maly
Jaroslav

(Oddélent klinické hematologie, I1. interni klinika FN HK
a LF UK, Hradec Krdlové)

Vychodiska: Intenzifikovand lécba 2x eskalovany
BEACOPP (eBEACOPP)+2xABVD+radioterapie (RT)
20Gy involved field (IF) je podle vysledkt studie HD14
némecké skupiny German Hodgkin Study Group (GHSG)
novym standardem pro mladsi nemocné (<60 let) s inter-
medidrnim stadiem HL. ReZimem 2xeBEACOPP+2x
ABVD+RTIF lé¢ime nemocné standardné od r. 2007. Prv-
ni zkuSenost s rezimem md nase centrum z r. 2004. Do
r. 2006 byli nemocni léceni reZimem ABVD+RTIF, pou-
ze nektefi pacienti s masivnim mediastindlnim tumorem
a extranoddlnim postizenim byli 1éceni e BEACOPP+
ABVD+RTIF. Cil: Zhodnoceni efektu, toxicity terapie
eBEACOPP+ABVD+RTIF oproti ABVD+RTIF. Kalku-
lace davkové intenzity e BEACOPP+ABVD. Pacienti
ametody: V letech 2001-2010 jsme lécili 51 mladsich pa-
cientll (p) s intermedidrnim stadiem HL definovanym dle
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GHSG. 30p bylo léceno ABVD, u 29p nasledovala RTIF
30Gy ¢i 36Gy; 21p bylo léCeno rezimem 2xe-
BEACOPP+2xABVD+RTIF 30Gy ¢i 20Gy. Lécebnd od-
povéd byla hodnocena dle kritérii p. Chesona (2007). Prii-
béh pravdépodobnosti preziti (DFS) byl hodnocen dle me-
tody Kaplan-Meiera. Celkova relativni intenzita davky
(TRDI, %) u rezimu eBEACOPP+ABVD byla hodnoce-
na pomoci protokoll intenzity davky projektu DIOS®
(Dose Intensity As Oncology Standard). Podpora G-CSF
byla u eBEACOPP pouzita obligatorné od 9. dne,
u ABVD fakultativné. Vysledky: Medidn véku pacientti
byl 31 let (19-59). Klinické stadium II/ITE/IIS dle Ann Ar-
bor klasifikace bylo u e BEACOPP+ABVD 17/2/2, sta-
dium II/IIE u ABVD 4/25/1. Lécbou bylo dosazeno 50
kompletnich remisi a 1 parcidlni remise. Medidn poctu
cykli ABVD byl 5 (4-6). Medidn sledovani celého sou-
boru je 65 mésici(m) /ABVD 80m (31-123),
eBEACOPP+ABVD 20m (6-76)/. Po rezimu ABVD je 5-
leté preziti bez relapsu 85%, 1p zemiel. Po ABVD+RTIF
jsme zaznamenali 1 sekundarni malignitu, 12p je 1éCeno
pro hypothyreézu. Po terapii e BEACOPP+ABVD zatim
k relapsu nedoslo, nikdo nezemfel, 3p maji hypothyred-
zu. TRDI byla 97.3% (88-104) pro 2xeBEACOPP a 93%
(78-103) pro 2xABVD. U rezimu eBEACOPP+ABVD
byla nejcastéjSim nezddoucim tcinkem myelotoxicita,
18p (85%) potiebovalo G—CSF podporu i béhem ABVD.
Zaver: Nase data podporuji vysokou tc¢innost kombino-
vané terapie e BEACOPP+ABVD+RTIF, delsi sledovani
umozni porovnat preziti (PFS, OS, DFS) oproti ABVD.
Lécba je spojena s vysokou, ale zvladatelnou myelotoxi-
citou, proto podpora G—CSF se jevi raciondlni jako pre-
vence infekce a predevs§im pro udrZeni davkové intenzi-
ty rezimu. Pozdn{ u¢inky bude mozné hodnotit az s od-
stupem casu.

1887.

Response Assessment after 4 Cycles of BEACOPP
using FDG-PET in Patients with Advanced-Stage
Hodgkin Lymphoma

Markova Jana, Kobe Carsten, Skopalova M., Dédeckova
K., Mdécikova Heidi, Klaskova K., Kahraman D., Diet-
lein M., Kozdk Tomas

(Department of Clinical Hematology, University Hospi-
tal Kralovske Vinohrady, Third Faculty of Medicine,
Charles University, Prague — CZ; Department of Nucle-
ar Medicine, University of Cologne, 50924 Cologne —
Germany; (Department of Nuclear Medicine, PET Cen-
ter, Na Homolce Hospital, Prague — CZ; Institute of Ra-
diation Oncology, University Hospital Na Bulovce, First
Faculty of Medicine, Charles University, Prague — CZ)

Background: Positron emission tomography (PET) has
been proven to be a powerful prognostic marker during
the treatment of Hodgkin lymphoma with ABVD. Here,
we analysed the prognostic value of PET after 4 cycles
of BEACOPP in patients with advanced-stage Hodgkin
lymphoma. Patients and methods: Between January 2004
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and February 2008, 69 patients with newly diagnosed HL.
in clinical stages [IB with large mediastinal mass or extra-
nodal disease, III and IV were treated in or according to the
HD15 protocol of the German Hodgkin Study Group. In ad-
dition to the protocol of the HD15 trial all patients recei-
ved a PET scan after 4 cycles of BEACOPP (PET-4) in the
treatment consistent of 6-8 cycles of BEACOPP. Results:
Of the overall group (n=69), 18 patients had a positive PET-
4 while 51 had a negative PET-4. At a median observation
time of 55 months, 4 of the 18 patients with a positive PET-
4 had progressed or relapsed, while there was one relapse
in the group of PET-4 negative patients. The negative pre-
dictive value of PET-4 was 98%; the positive predictive va-
lue of PET-4 was 22%. There was a significant arm diffe-
rence between PET-4 negative and positive patients concer-
ning the time to progression or relapse starting from the po-
int of diagnosis (p=0.004). Conclusion: The results of the
present analysis underline the clinical impact of PET-4 scan
in advanced-stage Hodgkin lymphoma. A negative PET-4
scan has a high negative predictive value and predicts a sig-
nificant longer non-progression than PET-4 positive pati-
ents.

1865.

Autologni transplantace perifernich kmenovych
bunék u pacientii s relapsem nodularni lymfocytarni
predominance Hodgkinova lymfomu

Moécikova Heidi, Michalka Jozef, gtépénkové Pavla, Ra-
ida Ludék, Wild Alexander, Vozobulova Véra, Kral Zde-
nék, Belada David, Markova Jana, Mayer Jii{, Indrak Ka-
rel, Koza Vladimir, Kozdk Tomas

(Oddélent klinické hematologie, FN Krdlovské Vinohra-
dy, Praha; Interni hematoonkologickd klinika FN, Brno;
Klinika hematoonkologie FN, Hradec Krdlové; Hemato-
onkologickd klinika FN, Olomouc; Hematologické odde-
lenie, Rooseveltova nemocnica, Banskd Bystrica — SK;
Olomouc, Hematoonkologické oddéleni FN, Plzert)

Vychodiska: Role autologni transplantace kmenovych
bunék (ASCT) u pacienti s relapsem nodularni lymfocytar-
ni predominance Hodgkinova lymfomu (NLPHL) po za-
vedeni 1écby rituximabem v kombinaci s chemoterapii ne-
ni jasnd. Cilem studie bylo porovnat celkové preziti paci-

entl s relapsem NLPHL lé¢enych s nebo bez ASCT. Paci-
enti a metody: 17 pacientl (12 s relapsem NLPHL a 5
s transformaci NLPHL do difusniho velkobuné¢ného B-bu-
nécného lymfomu [DLBCL]) bylo 1é¢eno konvenéni che-
mo-radoterapii a/nebo rituximabem a 7 z nich dostalo che-
moterapii BEAM (karmustin, etoposid, cytarabin, melfalan)
s ASCT. Skupiny s a bez ASCT byly srovnatelné z hledis-
ka pohlavi, véku, klinického stadia, poctu pacientti transfor-
movanych do DLBCL, poétu relapsti a poctu linif 1é¢by. Vic
cykll rituximabu bylo poddno ve skupiné bez ASCT
(p=0,035). Vysledky: Medidn sledovani 17 pacient od di-
agnozy byl 8 let. Ze 17 pacienttl 15 Zije v kompletn{ remi-
si a 2 transplantovani pacienti s transformaci NLPHL do
DLBCL zemfeli: 1 po trazu bficha a 1 v disledku potrans-
plantacnich komplikaci. Sleté preZiti bez progrese po ASCT
bylo 60%. 10leté celkové preziti celé skupiny od diagnézy
bylo 85,7%. Rozdil mezi 10letym celkovym prezitim od di-
agnozy ve skupiné s a bez ASCT nebylo signifikantni
(p=0,302). Rozdil v 5letém celkovém preziti od posledni
konvencni terapie ve srovnani s ASCT nebylo signifikant-
ni (p=0,527). Zavéry: Nezjistili jsme vyznamny rozdil v cel-
kovém preziti ve skupiné 1écené ASCT ve srovndni s kon-
venéni chemoterapii vetné rituximabu u opakovanych re-
lapsit NLPHL. ASCT je mozné pouZit u téchto pacientd,
i kdyz relapsy se objevuji i po ASCT.

1952.

Stromalni buiiky chrani maligni B-lymfocyty pred
rituximabem indukovanou apopt6zou a inhibice inte-
grinu alfa-4-beta-1 (VLA-4) umoZiiuje prekonat

tuto rezistenci

Mréz Marek, Zent S. Clive, Church K. Amy, Jelinek F. Di-
ane, Mayer Jiti, PospiSilova Sarka, Ansell M. Steven, No-
vak J. Anne, Witzig E. Thomas, Nowakowski S. Grzegorz
(Div. of Hematology, Mayo Clinic, Rochester, Minnesota
— USA; Interni hematoonkologickd klinika FN, Brno;
CEITEC a Lékarskd fakulta MU, Brno; Immunology,
Mayo Clinic, Rochester, Minnesota — USA)

V neddvné dobé byla popséna dilezitd tloha podptirnych
bunék v kostni dfeni a lymfatickych uzlindch pro preziva-
ni malignich B-lymfocyt a rezistenci k chemoterapii (Bur-
ger et al., 2009). Zatim nebyla studovéna tloha stromdlnich
bunék v rezistenci k monoklondlnim protilatkdm. Pfitom-
nost rezidudlnich nadorovych bunék po chemo-immunote-
rapii je pri¢inou relapsu onemocnéni a té¢zko dosaziteIné vy-
lé¢itelnosti B-bunécnych lymfoma. Cilem préce byla cha-
rakterizace vztahu interakce malignich B-bunék lymfomi
se stromatem a jejich vliv na chemo-immunoterapii v in vit-
ro modelu. Specificky byla studovidna povaha rezistence
k monoklondlni protilatce rituximab (anti-CD20). Zaroven
jsme predpokladali, Ze inhibici adhezivnich molekul B-lym-
focyt bude mozné prekonat rezistenci zptisobenou stromal-
nimi bunkami. Zavedli jsme ko-kultivacni model stromal-
nich bunék kostn{ dfené (HS-5) a malignich B lymfocytt
(10 Ilymfomovych buné¢nych linif a primarni vzorky), kte-
ry umoznil studium jejich interakce. Maligni lymfocyty by-
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ly v ko-kultivaci s HS-5 vystaveny plsobeni rituximabu
(10ug/ml) a riznym koncentracich fludarabinu (F-ara-A; 1-
32uM) a doxorubicinu (10-300ng/ml). Viabilita bunék by-
la méfena pomoci barveni Annexin V/PI na populaci
CD19+ lymfocytti. Na tomto modelu jsme poprvé objasni-
li dlohu stromdlnich bunék v rezistenci k rituximabu a byl
popsan fenomén oznaceny jako CAM-AR (cell adhesion-
mediated antibody resistence). Jako potencidlni cil pro pre-
konan{ rezistence zptisobené stromatem byl vytipovan inte-
grin alfa-4-beta-1, ktery zprostfedkovana adhezi B lymfo-
cytt v lymfatickych uzlindch a kostni dieni. Prokdzali jsme,
Ze tato molekula je silné exprimovéna na vétsiné bun¢k B-
bunéénych lymfomu a také u agresivnich pripadi CLL. Te-
stovand monoklondlni protildtka natalizumab cilena proti
této molekule se ukdzala byt velmi tcinnou v in vitro ex-
perimentech. Aplikace natalizumabu vedla k inhibici adhe-
ze B-lymfocytd z 75-95% a bunky také ztratili morfologii
spojenou s adhezi. Natalizumab byl schopen prerusit stro-
matem zprostiedkovanou protekci pred rituximabem nebo
cytostatiky z 30-70%. Potencidlni vyhodou natalizumabu je
jeho relativné snadna dostupnost pro klinické studie, nebot’
je jiz vyuZivan v terapii nemalignich onemocnéni (Croh-
nova choroba, roztrousend skler6za). Na zékladé ziskanych
vysledki byla popséna tloha stromdlnich bunék v rezisten-
ci na rituximab a dileZitost inhibice integrinu alfa-4-beta-1
pro jeji prekonani. Podpofeno IGA MZ CR NT11218-
6/2010 a MSMT MSM0011611430.

15100 (014 V- VAN

2089.

Clotting made easy - The contribution of thrombin
generation to the understanding and diagnosis

of thrombotic and haemorrhagic disease

Hemker H. Coenraad

(Maastricht University, Maastricht — NL)

Since we introduced an easy way to measure thrombin
generation (TG) in large series of samples (Hemker, Gie-
sen, Al Dieri, Regnault, de Smedt, Wagenvoord, Lecomp-
te, Beguin. Calibrated automated thrombin generation me-
asurement in clotting plasma. Pathophysiol Haemost Th-
romb 2003; 33: 4-15) a large number of papers has appe-
ared that allow one simple conclusion: Haemostasis and th-
rombosis are directly dependent upon the amount of throm-
bin formed in clotting blood(plasma) rather than on the ti-
me that it takes before thrombin appears - i.e. the clotting
time. This can be summarised in the first law of haemo-
stasis and thrombosis: The more thrombin the less bleeding
but the more thrombosis; the less thrombin the less throm-
bosis but the more bleeding. Unlike clotting times, TG is
capable to detect a thrombotic tendency. Unlike clotting
times TG is sensitive to all forms of antithrombotic treat-
ment alike and also quantifies mixed treatment. TG shows
that there is a wide variation of response to a standard do-
se of any type of anticoagulant, so that it appears unlikely
that it is safe to administer anticoagulants in standard do-

ses. TG can be used to tailor prophylaxis and treatment in
haemophiliacs, by substitution therapy as well as by fac-
tor VIII bypassing therapy. Doing TG experiments under
different conditions, such as adding thrombomodulin, al-
low refined diagnosis of congenital (e.g. factor VLeiden)
or acquired (e.g. oral contraceptives) thrombotic conditi-
ons. The concept of thrombin generation makes it possib-
le for the non-specialist to estimate the function of the co-
agulation system in a simple manner and thus facilitates the
understanding of this knotty chapter of medicine.

2006.

Nase zkuSenosti s tromboembolickou chorobou

u adolescentnich divek

PospiSilovd Dagmar, Ludikovd Barbora, Novdk Zbynék,
Sulovska Lucie, Stejskalova Ivana, Michdlkova Kamila
(Détskd klinika Lékarské fakulty Univerzity Palackého
a Fakultni nemocnice, Olomouc; Radiologickd klinika Lé-
karské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemoc-
nice, Olomouc)

Uvod: Incidence tromboembolické nemoci (TEN) u d&-
ti v poslednich letech vyrazné nartistd a je pficinou vyznam-
né morbidity a mortality, hlavné pii pozdnim stanoveni di-
agnozy. Cilem prace je analyzovat rizikové faktory TEN
ve skupiné adolescentnich divek lé¢enych na pediatrickém
klinickém pracovisti v letech 2005-2009. Pacienti a meto-
dy: Ve sledovaném obdobi bylo pro TEN lé¢eno 10 divek
ve véku 15 -18 let (medidn 16,5 let). Byly podrobné analy-
zovany tdaje ziskané z rodinné a osobni anamnézy. U vsech
pacientek byla provedena nasledujici vysetieni: hladina pro-
teinu C, S, AT III, vySetfeni Leidenské mutace (G1691A),
mutace genu kdédujiciho protrombin (G20210A) a mutace
genu kédujicicho methylenetetrahydrofolat-reduktazu
(C677T) s vySetfenim hladiny homocysteinu. Vysledky
Vsechny pacientky souboru uzivaly hormonalni antikon-
cepci (HAK). Devét pacientek mélo pozitivni rodinnou ana-
mnézu TEN, pouze jedna z nich vSak byla na tyto ddaje
dotazovéana pred nasazenim HAK. U této pacientky bylo
provedeno vysetfeni trombofilniho rizika v rdmci rodinné
studie s ndlezem deficitu proteinu S, divka vSak byla nedo-
statecné informovana osetiujicim gynekologem. U 6 divek
bylo az v ramci hospitalizace pro TEN zjiSténo vrozené
trombofilni riziko (5xLeidenskd mutace, Ix deficit protei-
nu S). U péti pacientek byl zjistén dalsi ziskany rizikovy
faktor (koufeni, nadvéha, infekce, imobilizace, podavan{
kortikoidt). Ve vSech piipadech byla TEN lé¢ena nizkomo-
lekuldarnim heparinem s naslednym nasazenim Warfarinu.
U jedné pacientky byla pouZita trombolyza. U 5 pacientek
doslo ke kompletni rekanalizaci trombdzy. Zavér: Vsech-
ny pacientky s TEN ve vySetfeném souboru uzivaly HAK,
u vSech bylo navic zjisténo nejméné jedno vrozené nebo zis-
kané trombofilni riziko. V pediatrii je v poslednich letech
patrny trend naduzivani HAK z riznych divodi (bolesti pii
menstruacnim krvéaceni, problémy s pleti a j.). Rodice ne-
jsou vzdy o podavani HAK u svych adolescentnich dcer
informovani. Analyza vySe uvedeného souboru jasné
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ukazuje, Ze pred nasazenim HAK neni vZdy odebréna ci-
lend anamnéza se zaméfenim na vyskyt TEN v rodiné.
Proto je nezbytné nutnd lepsi komunikace a spoluprace
mezi gynekology, praktickymi pediatry a détskymi he-
matology. Pred nasazenim HAK by méla byt analyzo-
vana vrozend i ziskand rizika vzniku TEN a adolescent-
ni divky by mély byt podrobné pouceny o redlném rizi-
ku vzniku TEN. V¢asna diagnostika a 1é¢ba TEN mize
zabranit trvalym nasledkim. Podporovano Vyzkumnym
zamérem MSM 6198959205.

1998.

Frekvence trombofilnich genetickych variant

v Ceské populaci

Koudova Monika, VI¢kovda Romana, Bittdovd Martina,
Majer Michal, Slepickova Ilona, Lavickd Eva, Hlavaco-
va Monika, [zrael Gergely, Indrdkova Vanda, Karas Jan,
Kohlikova Eva

(GHC GENETICS, s.r.o.- NZZ, Praha; FTVS UK, Praha)

Uvod: Genetické dispozice pro trombézu zahrnuji mu-
tace a genetické varianty v genech, které narusuji rovnova-
hu v tvorbé a rozpoustén{ trombuti nebo zvysuji hladinu ho-
mocysteinu v krvi. Metodika: Celkem bylo vySetfeno 800
Zen a 800 muzi Ceské populace, primérny veék testovanych
osob byl 39,9 let. Materidl pro izolaci DNA byl ziskén sté-
rem sliznice dutiny ustni nebo odbérem periferni nesrazli-
vé Zilni krve. DNA byla izolovédna pouZitim separacnich ko-
lonek Qiagen pomoci kitu QIAmp DNA Minikit a analy-
zovana pouzitim ndsledujicich metod pro molekuldrné ge-
netickou analyzu: PCR- ARMS s néslednou gelovou elek-
troforézou na 3% agaréze a vizualizaci zafizenim UV/ka-
mera, Real-Time PCR, fragmenta¢ni analyza na genetickém
analyzatoru ABI 3130, High Resolution Melting Analysis
na pifstroji LightScanner a metodou DNA Microarray (Gol-
denGate Genotyping Assay) na piistroji BeadStation 500G.
Byly testovany tyto mutace/genetické varianty: Leiden
(G1691A) genu F5, G20210A genu F2, C677T a A1298C
genu MTHFR, 4G/5G genu PAI-1, c.196C>T genu ITGB3
(HPA1), C10034T genu FGG, g.1253198C>A
a g.1249535C>T genu F7. Statisticky byly vyhodnoceny
frekvence jednotlivych alel a genotypi, které byly srovna-
ny s udaji evropské populace. Soucasné byly vysledky ko-
relovany s anamnestickymi tdaji z osobni a rodinné ana-
mnézy. Vysledky: Frekvence vyskytu jednotlivych alel v ge-
nech regulujicich hemostazu korelovala s daty evropské po-
pulace. Zavazné trombofilni mutace (mutace Leiden genu
F5 a mutace G20210A F2 ) byly celkem prokazany
v 10,12% u zen a v 11,3% u muzd. Z téchto geneticky rizi-
kovych jedincti by na zdkladé anamnestickych dat az 80%
nespliovalo doporucend klinicka kritéria pro genetické tes-
tovani, pficemz u !/2 z nich byly soucasné zjistény zevni
rizikové faktory pro vznik trombdzy a jsou tedy vyznamné
rizikovi pro rozvoj TEN. V genu MTHFR byla trojkombi-
nace rizikovych alel 677T a 1298C (genotypy TT/AC
a CT/CC) prokazana kazda v 0,13%, rizikovy genotyp
TT/CC nalezen nebyl. Zavér: Témér 50% jedincl s vyznam-

né zvySenym rizikem pro vznik trombdzy by nebylo indi-
kovano k molekuldarné genetickému vySetfeni, kdyby ne-
podstoupilo prediktivni genetické vySetfeni. Naslednou he-
matologickou dispenzarizaci a dodrzovanim doporucenych
preventivnich opatfeni predpokldddme vyznamné sniZeni
rizika vzniku trombdzy a jejich komplikaci v budoucnosti.
Vyskyt kombinaci rizikovych alel MTHFR odpovida dri-
v&j$im tdajum, Ze zvysujici se mnozstvi mutovanych alel
677T a 1298C MTHEFR snizuje Zivotaschopnost plodu.

TRANSPLANTACE

2051.

Usp&nost HSCT z pohledu HLA shody

Dobrovolna Marie, Vrana Milena, Valkova Veronika,
Markova Markéta

(NRL pro DNA diagnostiku, UHKT, Praha )

V obdobi let 1995- 2010 bylo v naSem transplantacnim
centru provedeno 614 alogennich transplantaci hematopo-
etickych kmenovych bunék u dospélych pacientl. Pacienti
byli v 252 pripadech (41%)indikovéni pro akutni leukemie,
119 (19%) pacienti bylo indikovano pro CML,103(16,7%)
pro MDS ,95(15,6%) pro lymfoproliferace,36(5,9%) pro
MEF, zbytek pro dals$i hematologickd onemocnéni u dospé-
Iych pacientti méné Castd (1,8%). Skupina je tvofena 269
zenami a 345 muzi ve vékovém rozmezi 18- 64 let, s me-
dianem veku 41 let. HLA genotypizace potencidlnich pri-
buznych a nepfibuznych darcti byla provadéna komerénimi
kity Olerup SSP nebo metodou pfimého sekvenovani po-
moci kitl AlleleSEQR v péti transplantacné vyznamnych
lokusech HLA-A -B,-C (HLA IL.tfidy) , -DRB1, -DQB-1 (
HLA IL.tfidy) na trovni jednotlivych alel. HLA akceptova-
telny pifbuzny darce byl nalezen pro 223 pacientt. 90 pa-
cientil (40%) z této skupiny vyvinulo akutni GVHD, 69 pa-
cientl (31%) chronickou GVHD. Relaps priméarniho one-
mocnéni byl zaznamendn u 62 pacientl (28%). 107 trans-
plantovanych pacientil (48%) Zije. Pro 391 pacientti byl vy-
hleddvan vhodny dérce v registrech nepiibuznych darct do-
ma i v zahrani¢i. Pro kazdého pacienta byl testovan rizny
pocet darci (od 1 do 8, medidn 2). Pro 200 pacientt byl
nalezen 10/10 shodny darce. V této skupiné 105 pacientt
(52,5%) vyvinulo aGVHD, 56 (28%) chronickou GVHD.
Relaps onemocnéni byl zaznamenan u 49 pacientti (24,5%).
113 transplantovanych (56,5%) Zije. Pro 112 byl vybran ne-
ptibuzny darce s jednou neshodou ( 9/10). Z toho ve 23%
byla neshoda v HLA-A nebo -B, 58% v HLA-C, v 19% se
jednalo o neshodu v HLA IL.tfidy. Z této skupiny 57 paci-
entd (51%) vyvinulo aGVHD, 30 pacientt (26,5%)
cGVHD. Relaps byl diagnostikovan u 28 pacienttl (25%).
Z této skupiny Zije 54 pacientli (48%). U zbyvajicich 79 pa-
cientd byla provedena HSCT od nepiibuznych darcti s vi-
ce neZ jednou neshodou. 46 pacientd (58%) vyvinulo
aGVHD, 16 pacientl (20%) cGVHD. Relaps byl diagnos-
tikovan u 18 pacientl (22%). Z této skupiny Zije 33 paci-
entll (41%). Na zakladé vyse uvedenych dat lze konstato-
vat, Ze pacienti, ktef{ nemaji shodného piibuzného dérce,
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mohou byt tispésné transplantovani od nepiibuzného darce
z registru, a to i v piipadé, Ze neni nalezen 10/10 shodny
dérce, ale i darce s akceptovatelnou neshodou. V tomto pri-
pade se sice zvySuje pravdépodobnost aGVHD, ale snizu-
je se incidence relapsi, takZe vysledné preziti pacientt se
zasadné nelisi. Podporeno Vyzkumnym zamérem MZCR
00023736

2015.

Nepribuzenska transplantace krvetvornych bunék je
u selektované skupiny nemocnych starsich 60 let plno-
hodnotnou lé¢ebnou moznosti — zkusSenosti centra
Jindra Pavel, Koza Vladimir, Karas Michal, Steinerova
Kateftina, Lysdk Daniel, Svoboda Tomas, Vokurka Samu-
el, Hrabétova Marcela, Navratilova Jana, Vozobulova
Véra, Schutzova Miroslava, Jungova Alexandra
(Hematologicko-onkologické oddéleni FN, Plzeri)

Neptibuzenské transplantace krvetvornych bunék (TKB)
jsou jedinou kurativn{ 1é¢bou u nékterych pacientt s ,,high-
risk™ hematologickymi malignitami bez ptibuzného darce.
S ohledem na vyssi transplantacni mortalitu oproti pfibu-
zenskym TKB vsak panovala urcitd zdrzenlivost v indika-
ci u star$ich nemocnych. Vzhledem k pokroktim v HLA ty-
pizaci a podpirné péci jsou vsak jiz nyni nepiibuzni, dob-
fe HLA shodni, dérci povazovani za plnohodnotnou alter-
nativu piibuzenskych dérct, miniméalné u mladsich nemoc-
nych. Pro skupinu starSich nemocnych (=60 let) jsou klinic-
ké data relativné omezend. Metodika: Unicentricka retro-
spektivni analyza 31 konsekutivnich pacientti =60 let véku
(medidn 63, rozmezi 61-68) s vysoce rizikovymi hematolo-
gickymi malignitami, ktef{ byli transplantovani s neprfibuz-
nymi, HLA molekularné zcela shodnymi (10/10, n=17) ne-
bo s ¢astecné shodnymi (shoda 9/10, n=14) dérci. 12 paci-
entl (39%) mélo lymfoidni malignitu, zatimco 19 (61%)
myeloidni. Mimo 1. remisi bylo transplantovano 19 (61%)
pacientl (,,pokrocili). S jedinou vyjimkou byli vSichni
transplantovani protokoly s nemyeloablativni pfipravou.
Mezi skupinami nebyly signifikantni rozdily v relevantnich
klinickych faktorech (dg. a jeji stadium, doba sledovani, typ
transplantace, pohlavi CMV stav atp.). Vysledky: Pfi me-
didnu sledovani zijicich 20 mésict (rozmezi 7-74) pro
nemoci (DFS) 51%, resp. 42%, zatimco celkova non-re-
lapsova mortalita (NRM) 29% (9/31) a incidence relapsi 19
% (6/31). Celkova incidence aGvHD byla 48 %, aGvHD gr.
=[II 10 %. cGVHD se vyskytovala v 63%. Nebyl zjistény
statisticky signifikantn{ rozdil v 3-r OS mezi nemocnymi
s transplantovanymi s ¢asnou ¢i pokrocilou nemoci (44%
vs. 53%, p=0,9823), mezi nemocnymi se shodou 10/10
a shodou 9/10 (38% vs. 57%, p=0.,8061), stejn¢ jako mezi
pacienty s myeloidni vs. lymfoidni malignitou (53% vs.
49%, p=0,9766). Vsechny tyto uvedené skupiny mély
i srovnatelnou incidenci GVHD, relapsu a NRM Zavér: Vy-
sledky nepfibuzenské transplantace krvetvornych bunck
v nasi skupiné rizikovych hematologickych pacientl =60 let
jsou srovnatelné s mlad$imi nemocnymi. U peclivé selek-

tovanych nemocnych =60 let je nepiibuzenska transplanta-
ce s 9-10/10 molekuldrné shodnym darcem nepochybné pl-
nohodnotnou Ié¢ebnou modalitou s akceptovanou mortali-
tou i morbiditou

1940.

Systém Fizeni kvality v ramci transplantacniho
programu: 3-leta zkuSenost v JACIE akreditovaném
centru

Steinerova Katefina, Koza Vladimir, Jindra Pavel, Karas
Michal, Lysak Daniel, Vokurka Samuel, Svoboda Tomas
(Hematologocko-onkologické oddéleni FN, Plzer)

Systém fizeni kvality (SRK) predstavuje mechanismus
zajist'ujici, Ze vSechny procedury, procesy a postupy v or-
ganizaci probihaji v souladu se standardami. V transplan-
ta¢nim programu to znamena, Ze klinickd ¢4st, laboratorn{
¢ast a odbérové centrum spolupracuje tak, aby dosdhlo nej-
lepsi komunikace a zvySeni bezpecnosti pacienta i darce kr-
vetvornych bunék. Transplantacni program Hematologic-
ko-onkologického oddéleni(HOO) FN Plzer se sklada z kli-
nické casti (CU), odbérového centra (AU), laboratore bu-
nééné terapie (CPL) a kontrahované HLA laboratore
CNRDD. Na za&tku roku 2007 byla zahdjena piiprava
k ziskani JACIE akreditace, kdy hlavnim tkolem bylo za-
vedeni SRK. Sestavend skupina fizeni kvality (QMG) slo-
Zend z vedouciho lékare, jeho zdstupce, vrchni sestry, ma-
nazera kontroly kvality, vedoucich 1ékait CU, AU a CPL
postupn& nové implementovala SRK. Hlavnimi body SRK
definovanymi dle JACIE standard byly: standardni operac-
ni postupy, systém internich auditl, detekce nezddoucich
uddlosti, edukace a trénink persondlu atd. ,,On-site* inspek-
ce JACIE se uskutecnila v ¢ervnu 2008 a od fijna 2008 by-
la nasemu oddéleni dspésné udélena JACIE akreditace.
V soucasné dobg, 3 roky po akreditaci, probiha revize funkc-
nosti celého SRK s cilem dalstho zlepseni kvality transplan-
taéniho programu. Nyni shrneme 2 diileZité soucasti SRK
— interni audity a detekci nezddoucich prihod. Béhem po-
slednich 3 let bylo uskute¢néno celkem 13 schtizi Rady kva-
lity, kde byly pravidelné diskutovany vSechny klicové bo-
dy SRK. B&hem internich auditd bylo nalezeno 15 drobnych
odchylek (6 v roce 2008, 4 v roce 2009 a 5 v roce 2010),
detekované odchylky nebyly systematické, byly definova-
ny a provedeny korektivni akce. V roce 2008 bylo reporto-
vano celkem 51 nezddoucich piihod, 20(39%) hlaseno
z CPL, 6(12%) z AU a 25(49%) z CU. V roce 2009 bylo
detekovano 26 nezadoucich piithod, 12(46%) hlaseno
z CPL,3(12%) z AU a 11(42%) z CU. 38 nezadoucich pti-
hod bylo zaznamendno v roce 2010, 12(32%) z CPL,
8(22%) z AU a 19(50%) z CU. Z celkového poctu bylo 5
klasifikovano jako SAE (severe adverse events). Zavér:
SRK zajist'uje v rdmci organizace rychlou detekci neZ4dou-
cich prihod, jejich analyzu a provedni ndslednych korek-
tivnich akci k minimlizaci opakovani. Pfi srovnani prvniho
roku fungovani SRK na nasem oddélen s dalimi léty jsme
zaznamenali mensi vyskyt nezadoucich piithod neZ v na-
sledujicich létech. SRK je nyni dobie zaveden a zajistuje
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neustdlé zlepSovani riznych ¢dsti transplantacniho progra-
mu HOO FN Plzen.

1918.

Alogenni transplantace krvetvornych bunék provedena
mimo kompletni remisi choroby je u nemocnych

s akutni myeloidni leukemii lé¢ebnym pristupem

s realnym Kkurativnim potencialem

Szotkowski Tomds, Raida Ludék, Faber Edgar, Hubacek
Jaromir, Indrak Karel

(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc)

Vyznamnd ¢ast nemocnych s akutni myeloidni leukemif
(AML) se stiedni ¢i nepfiznivou cytogenetickou prognézou
po chemoterapii nedosdhne kompletni remise (KR) nebo po
jejim dosaZeni relabuje a na dalsi lécbu je rezistentni.
V téchto pripadech zistava jedinou Sanci na vyléceni nemo-
ci alogenn{ transplantace krvetvornych buné¢k (ATKB). Na
Hemato-onkologickeé klinice FN Olomouc podstoupilo v le-
tech 1999-2010 ATKB 70 nemocnych s AML. Dvacet Cty-
fi nemocnych (34,3%) bylo transplantovdano mimo KR cho-
roby. Jednalo se o 13 muzii a 11 Zen ve véku 20-59 (medi-
an 44) let. U 6 nemocnych (25%) byl stav nemoci v dobé
ATKB hodnocen jako parcidlni remise po predchozi Ié¢be,
1 nemocna byla transplantovana v protrahované drenové
aplézii po zachranné chemoterapii poddvané pro relaps ne-
moci a 17 nemocnych (70,8%) mélo v dobé ATKB florid-
ni AML. Dércem pro 17 nemocnych byl HLA identicky
sourozenec. Sedm nemocnych bylo transplantovano od ne-
ptibuzného dobrovolného dérce, v 5 pripadech byl darce
HLA identicky s nemocnym, u 2 byla shoda v 8 z 10 HLA
znakii. Sestnact nemocnych (66,7%) dosahlo po ATKB KR
choroby, pficemzZ u 1 nemocného bylo dosazeno KR az po
2. transplantaci. U 5 z nich choroba relabovala, dalSich 5
zemfelo na komplikace 1écby (infekce, reakce Stépu proti
hostiteli). Sest nemocnych (25%) Zije v dob& analyzy v tr-
vajici KR, 4 z nich déle nez 5 let od transplantace. Vice nez
7 let po transplantaci Zije v KR nemocny, ktery remise do-
sahl az po druhé ATKB. Dva nemocni ze zminénych 6 Zi-
jicich byli v dobé provedeni ATKB v parcidlni remisi one-
mocnéni, zbyvajici 4 méli floridni a na chemoterapii rezi-
stentni AML. Nase vysledky podporuji moZnost indikace
ATKB jako potencidlné kurativniho 1é¢ebného pristupu
iunemocnych mimo KR choroby. Podporeno vyzkumnym
zdmérem VZ MSMT CR 6198959205 a grantem Univer-
zity Palackého v Olomouci LF-2011-006.

1888.

Kombinace fludarabinu s cytarabinem a nasledna
alogenni transplantace po rezimu s redukovanou
intenzitou u 24 pacienti s pokrocilymi lymfoidnimi
malignitami

Krej¢i Marta, Brychtova Yvona, Doubek Michael, San-
deckd Véra, Kofistek Zdenék, Navratil Milan, TomiSka
Miroslav, Horky Ondfej, Dvordkova Dana, Mayer Jifi
(Interni hematoonkologickd klinika, FN, Brno)

Uvod: Podéni kombinované chemoterapie a nasledné
provedeni alogenni transplantace (SCT) po rezimu s redu-
kovanou intenzitou (RIC) vedlo k dobrym Ié¢ebnym vysled-
kim piedevsim u pacienti (pac.) s AML. Cilem naseho sdé-
leni bylo ovéfit, zda obdobny rezim je efektivni také u ne-
mocnych s jinymi typy hematologickych malignit. Metody:
Retrospektivné bylo analyzovano 24 pac., ktefi absolvova-
li chemoterapii a RIC s naslednou SCT v nasem centru v ob-
dobi 2006-2010. Diagnézy byly nésledujici: ALL 5x, CLL
8x, NHL 11x. Kombinace fludarabinu (30 mg/m?) s cyta-
rabinem (2 g/m?2) po 4 dny (FC) byla pouzita k cytoreduk-
ci. Po tfidenni pause byl aplikovan RIC: 4 Gy TBI, dale
ATG (Fresenius) 10-20 mg/kg/den po 3 dny a cyklofosfa-
mid 40-60 mg/kg/den po 2 dny. Stav onemocnéni pred SCT:
Ix CR1, 7x CR2, 1x CR3, 7x PR2, 1x PR3, 7x
refrakterni/progredujici onemocnéni. Medidn véku byl 49
let (rozpéti 25-62). Typy dérch: 9x HLA identicky souro-
zenec, 15x nepiibuzensky darce. Podané stépy: 22x PBSC,
2x kostni dieti. Vysledky: Median prihojeni neutrofilti (nad
0,5 x 10%1) byl 17 dni, prihojeni §tépu bylo dosaZeno
u vSech 24 pac. Nejcastéjsi toxicity dle CTC kritérii byly in-
fekce stupné III/IV (16 z 24 pac.) a ddle gastrointestindln{
toxicita (stupen IIT u 7 z 24 pac.). Kompletniho chimeris-
mu bylo dosazeno u 83 % pac. v medidnu 60 dni (rozpéti
23-240). Umrti bez souvislosti s relapsem (NRM) v 1 roce
a ve 2 letech od SCT byla 17 % a 21 %. Priciny NRM: 2x
GVHD, 3x septicky Sok s multiorgdnovym selhdanim. Inci-
dence akutni GVHD byla 61 % (14/23); 11x stupeni I+I1, 3x
stupen III. Incidence chronické GVHD byla 45 % (9/20),
5x forma limitovan4, 4x extenzivni. Lé¢ebnd odpovéd by-
la hodnocena u 22 pac.: 21x remise (95 %), 1x progrese
(5 %). Median sledovani od SCT je 24 mésict (rozpéti
9-54). U 24 % pac. (5/21) doslo k relapsu. Zije 15 pac. (63
%) v remisi onemocnéni; 9 pac. (37 %) zemielo (z toho
NRM 5x, progrese 4x). V celé skupiné 24 pac. je 2-leté pre-
Ziti bez relapsu nemoci (PFS) 52% a 2-leté celkové preziti
(OS) po SCT 65 %. Zavér: FC-RIC protokol se jevi jako
efektivni terapie u pacienti s pokro¢ilymi lymfoidnimi ma-
lignitami s pfiméfenou toxicitou. Lécebnd odpovéd je 91 %,
NRM ve 2 letech je 21 %, 2-leté PFS a OS jsou 52% a 65%.

1886.

Transplantacia krvotvornych kmenovych buniek v SR
Mistrik Martin, Horakova Juilia, Hudecek Jan, Lakota Jan,
Wild Alexander, Palasthy Stanislav, Téthova Elena,
(KHaT LF UK, SZU a UN, Bratislava — SK; II. DK
DFNsP, Bratislava — SK; KHaT UN a JLF UK, Martin —
SK: NOU, Bratislava — SK; HO NsP F.D.R., Banskd By-
strica — SK; HTO NsP, Presov — SK; KH a OH LFLP
a UN, Kosice — SK)

Uvod: Evidovanie ro¢ného poétu transplantovanych
chorych na Slovensku podla typu transplanticie krvotvor-
nych buniek sa zacalo v roku 1994. Od roku 1998 sa ma-
povanie transplantacnej aktivity rozsirilo s cielom ziskat’
validne informdcie o vyvoji a trendoch v oblasti klinic-
kej transplantdcie krvotvornych buniek (TKB). Vsetky
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transplantacné centrd v SR sa zapojili a novo zriadené
centrd sa pripojili ku kazdoro¢nému referovaniu poctu
transplantovanych chorych podla indikacie, zdroja krvo-
tvornych buniek a typu darcu. Met6dy: V rokoch 1994 -
1997 sa evidoval rocny pocet transplantovanych pacien-
tov podl'a typu transplantacie. Od roku 1998 sa pouzivaji
na zbieranie zdkladnych informdcif o transplantacnej ak-
tivite na jednotlivych pracoviskach v SR udaje z aktudl-
nej verzie Standardného formuldru Eurépskej skupiny pre
transplantdciu krvotvornych buniek (EBMT). Vysledky:
Doteraz (1989 — 2010) bolo v SR transplantovanych spo-
Iu 2 237 pacientov (autolégne 1710, alogénne 527). Od
roku 1988 sa podrobilo transplantacii krvotvornych buni-
ek 1 925 chorych: krvotvorné bunky periférnej krvi do-
stalo 1 812 pacientov (autoldgna 1475; alogénna 337),
drenovi krv 103 (14; 89), 5 pacientov dostalo krvotvor-
né bunky z periférnej krvi a z kostnej drene (autolégna)
a 5 alogénnu pupocnikovi krv. Spomedzi 1 925 chorych
lymfém malo 678 (638; 40), mnohopocetny myelém 498
(454; 4), akitnu leukémiu 401 (156; 245), solidny nador
193 (178; 15), chronickd myelocytovi leukémiu 89 (23;
66), aplastickd anémiu 42 (0; 42) a vzacne indikdcie pre
TKB 24 pacientov (5; 19). V roku 2010 ro¢ny pocet alo-
génnych TKB od nepribuzného darcu (26) prekrocil po-
¢et TKB od stirodenca (20), a urobilo sa viac autotrans-
planticii pre mnohopocetny myelém (59) ako pre lym-
foproliferativne choroby (46). Zaver: 13 ro¢né sledova-
nie poskytuje informdcie o vyvoji a stave transplantac-
ného programu krvotvornych buniek v SR. Odraza roz-
hodovanie lekdrov, transplantacnych timov a pristup ria-
diacich pracovnikov zdravotnickych zariadeni a zdravot-
nych poistovni. Hlavné zmeny st v type darcov a indi-
kéaciach TKB. Zber neposkytuje informacie o dosahova-
nych vysledkoch TKB na Slovensku.

NE-HODGKINSKE LYMFOMY 1

1936.

Véasné a pre-lymfomatozne 1ézie niektorych
B-lymfoidnych neoplazii

Balharek Tomas, Szépe Peter, Marcinek Juraj, Plank Lukas
(Ustav patologickej anatémie a Konzultacné centrum bi-
optickej diagnostiky ochoreni krvotvorby JLF UK a UNM,
Martin — SK)

Snahou onkologickej diagnostiky je identifikovat’ na-
dorovu 1éziu ¢o najskor. Pri epitelovych malignitach su
zname koncepty dysplazii, intraepitelovych neoplazii
a dnes intraepitelovych 1ézii. Snaha definovat’ a identifi-
kovat’ v€asné lézie je evidentnd aj u mezenchymalnych
nadorov ako sd maligne lymfémy (ML) B-pdvodu. Ide
o 1ézie, ktoré si povazované za biologicky a klinicky
vcéasné, prejavujtice sa ako subklinické, tlejice a indolent-
né. Najdlhsie znamou a klinicky akceptovanou je monok-
londlna gamapatia nejasného vyznamu (MGUS), ktord je
prototypom pre-lymfomatéznej 1ézie. Za vcasnid 1éziu
chronickej lymfocytovej leukemie (CLL) sa povaZuje mo-

noklondlna B-lymfocyt6za (MBL). Po definovani jej kri-
térif v periférnej krvi (PK) sa dnes intenzivne diskutuje
o tkanivovej manifestacii CLL-typu MBL ako tkanivové-
ho ekvivalentu pre-lymfomat6znej Iézie CLL. Zaroven sa
otvdraju otdzky jej odliSenia od v€asnych §tadif tzv. inter-
folikulovej CLL a v¢asného malolymfocytového lymfo-
mu (SLL) s ,,MBL-like* leukemickym postihnutim PK.
Je otazne, ¢i su fokdlne infiltracie lymfatickych uzlin ale-
bo kostnej drene ,,CLL/SLL-like* proliferaciami klinic-
ky signifikantné a ¢i md ich rozpoznanie pred rozvojom
symptéomov CLL/SLL vplyv na prezivanie pacientov.
DalSou intenzivne diskutovanou pre-lymfomatéznou 1é-
ziou je folikulovy lymfém in-situ (FLIS). Ten byva inci-
dentdlne identifikovany v <5% pripadov atypickej reak-
tivnej folikulovej hyperpldzie na zdklade silnej expresie
bcl-2 v CD10+ B-bunkach zdrodo¢nych centier, ktoré su
IGH/BCL2+. FLIS nie je skutoénym ML v klinickom
zmysle slova, lebo FL sa vyvinie len v malej Casti tych-
to pripadov. Pripady FLIS treba odliSit’ od parcidlnej in-
filtrdcie FL koexistujticim na inom mieste. Dal$ou zna-
mou pre-lymfomatéznou léziou je lymféom z plastovych
buniek in-situ (MCLIS). Prejavuje sa ako incidentalny na-
lez cyklin-D1+ a IGH/CCND 1+ B-buniek v plastovej z6-
ne reaktivnych lymfatickych folikulov. MCLIS by mohol
byt v€asnou léziou klasického a aj tzv. indolentného (le-
ukemického, splenického) MCL. Uvedené 1ézie st zri-
edkavé, zvycajne tazko identifikovatel'né a viaceré pred-
stavuju len incidentdlny ndlez. Ich klinicky vyznam nie je
uplne jasny, nakol'ko zatial’ chybaju relevantné follow-up
tidaje. Ked7e majd rovnaké genetické abnormality ako ich
lymfémové formy, mozu prispiet’ k objasneniu patogené-
zy niektorych ML. Diskutuje sa aj o prognostickych fak-
toroch zodpovednych za ich progresiu do skuto¢nych
MLa je len otdzkou Casu, kedy sa objavia koncepty vcas-
nych 1ézif aj inych ML.

2028.

Vyznam detekcie cyklinu D1 a CDS v diagnostike
NHL: lymfém z plast’ovych buniek versus iné NHL
Plank Lukds

(Ustav patologickej anatémie a Konzultacné centrum biop-
tickej diagnostiky ochoreni krvotvorby JLF UK a UN, Mar-
tin — SK; Martinské bioptické centrum, s.r.o., Martin - SK)

Stucasna pozitivita expresie CD5 a cyklinu D1, pripad-
ne podporend dokazom t(11;14)(q13;q32) metédou FISH
sa v bioptickej diagnostickej praxi dspesne pouZziva ako
marker lymfému z plastovych buniek (MCL). Tento pri-
stup mad umoznit’ klinicky vyznamnu identifikdciu tzv.
konvenc¢ného MCL ako malobunkového nevylieciteIného
NHL, agresivnych variantov MCL (pleomorfného a blas-
toidného) a pripadov MCL in situ. Uvedeny postup je
vsak stucasne zat'azeny nasledovnymi rizikami: a) existuju
pripady MCL bez t(11;14) a expresie cyklinu D1, v nich
byva pritomnd dysreguldcia cyklinu D2, pripadne D3
a pre ich diagnostiku sa ukazuje byt ndpomocnd expresia
transkripéného faktora SOX11, b) dalej pripady MCL
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s indolentnym biologickym priebehom, tzv. iMCL - tie st
histologicky a fenotypove neodliSitelné od konvencného
MCL, ako aj ¢) iné B-NHL s expresiou CD5 a/alebo cyk-
linu D1 bez ohl'adu na to, ¢i deregulédcia cyklinu je dosled-
kom zmien na transkripcnej alebo postranskripcnej irov-
ni. Medzi tieto lymfémy patria najma pripady cyklin D1+
trichocelularnej leukemie (HCL), plazmocytového mye-
I6mu (PcM) a difizneho velkobunkového B-lymféomu
(DLBCL). Dysregulécia cyklinu D1 je pritom désledkom
t(11;14) len v pripade PcM, v ostatnych ide zrejme o ex-
presiu posttranskripcného typu. V procese bioptickej di-
agnostiky prvych dvoch pripadov obycajne nevznikaju di-
ferencidlno-diagnostické problémy (s vynimkou niekto-
rych pripadov tzv. malobunkového CD20+ plazmocytd-
mu, resp. G3 PcM). Identifikdcia expresie cyklinu D1
prispieva k pochopeniu ich biolégie, pripadne je prognos-
ticky relevantnd. Expresia cyklinu D1 v Casti pripadov
DLBCL poukazuje tieZ na moznu dlohu cyklinov v pa-
togenéze tohoto nddoru a mdze, najmi v kombindcii so
sicasnou CDS5 pozitivitou, spdsobovat’ rozpaky pri dia-
gnostike agresivnej varianty pleomorfného MCL. Pripa-
dy DLBCL s pozitivitou CD5+ a cyklin D1+ byvaju oby-
¢ajne morfologicky nadmerne pleomorfnymi NHL s ex-
trémne vysokou proliferacnou (Ki-67) frakciou a Castou
imunohistochemickou pozitivitou bcl6+/MUMI1(IRF-4)+,
pri neraz pozitivnej translokacii BCL6 génu. Preto moz-
no konstatovat’, Ze diferencidlna diagnostika cyklin D1+
a CD5+ B-NHL musi{ byt komplexnd a podporend doklad-
nou histomorfologickou, fenotypovou a genotypovou ana-
lyzou, a to prinajmenej génov CCND1 a BCL6. Podpo-
rené Centrom excelentnosti CEPV I (ITMS kod
26220120016), CEPVII (ITMS kod 26220120036)
a RKM (ITMS kéd 26220220113).

1870.

Lécba folikularniho lymfomu v roce 2011:

kde jsme a kam smérujeme?

David Belada

(11. interni klinika, oddéleni klinické hematologie, FN
a LF UK, Hradec Krdlové)

Standardni pristup k nemocnym s folikuldrnim lymfo-
mem v roce 2011 predstavuje sledovani nemocnych do do-
by splnéni neékterého z GELF kritérii velké nadorové ma-
sy, poté indukéni 1é¢ba rezimem R-CHOP nebo R-COP.
U nemocnych, kde touto 1é¢bou bylo dosazeno parcidlni
(PR) nebo kompletni remise (CR) pak udrzovaci 1é¢ba ri-
tuximabem po 2 mésicich po dobu 2 let dle vysledki stu-
die PRIMA. Kam tedy sméfuje 1écba FL v roce 2011? Prv-
ni zménou miZe byt vypusténi strategie ,,watch and wait*
u nemocnych s FL s malou nddorovou masou v tvodu. Dle
vysledkl mezindrodn{ studie porovnavajici tento pristup
s Iécbou rituximabem a ve tfetim rameni se stejnou lécbou
s navazujici udrzovaci 1é¢bou po 2M po dobu 2 let se pro-
kézalo, Ze ¢asné podan{ rituximabu vyrazné oddaluje nut-
nost poddni chemoterapie. Vzhledem k minimalni toxici-
te této biologické lécby se jevi tento pristup jako velmi na-

Vv s

déjny. V indukeni 1écbé se ukazuje jako vyhodnéjsi alter-
nativou oproti klasickému R-CHOP nebo R-COP kombi-
nace rituximabu s bendamustinem (BR). Tento rezim opro-
ti R-CHOP podstatné prodluzuje dobu do progrese (55 vs.
35 mésicu, p=0.0002). Velkou vyhodou je i nizZ$i myelo-
toxicita, absence alopecie i nizsi celkovy vyskyt infekci.
Samostatnym problémem je otdzka konsolidacni 1é¢by Ze-
valinem u nemocnych v PR nebo CR. Dle vysledki FIT
studie byl prokdzan vyznam této lécby oproti observaci,
bohuzel data po podanf rituximabu a chemoterapie (R-
CHEMO) v 1. linii jsou velmi omezen4, tudiz z klinické-
ho hlediska asi md tento pfistup vyznam jen pro nemocné
v parcidlni remisi FL. po R-CHEMO. V udrzovaci lécbé se
zkousi rezimy s delSim poddvanim rituximabu (az 5 let
v SAKK studii), vysledky zatim nejsou k dispozici. Z no-
vych 1ékt se jevi jako nad€jny lenalidomide, v relapsu one-
mocnéni pak kombinace bortezomibu s rituximabem. Na-
déjné vysledky jsou u novych monoklondlnich protilatek
2. generace (zejména GA 101). Z praktického hlediska
probihaji klinické studie se subkutannim podavanim ritu-
ximabu, coz by velmi ulehcilo a zrychlilo provoz na am-
bulancich. Folikuldrni lymfom pfedstavuje velmi dyna-
mickou klinickou jednotku s obrovskym posunem v po-
slednich letech. V nejblizsich letech jsou velmi pravde-
podobné zcela zdsadni zmény k pristupu v 1écbé tohoto
onemocnéni. Prace byla podporfena vyzkumnym zdmérem
MZO 00179906.

2030.

Riziku uzpusobena terapie zlepSuje preziti
nemocnych s folikularnim lymfomem

Prochazka Vit, Papajik Tomas, Kubova Zuzana, Faber Ed-
gar, Raida Ludé€k, Indrak Karel

(Hemato-onkologickd klinika FN a UP, Olomouc)

Uvod: Optimaln{ strategie Gvodni 1é¢by pacientii s FL
neni dosud stanovena. Data z prospektivnich studif
(PRIMA) ukazuji, Ze konvencni chemoimunoterapie je
vysoce efektivni ve skupindch nizkého — stredniho rizika
dle FLIPI. Preziti vysoce rizikovych pacienti je vSak ne-
uspokojivé. Cil: Retrospektivné analyzovat piinos riziku
uzptisobené terapie v populaci dosud nelé¢enych nemoc-
nych s FL Metoda: Analyzovali jsme data 209 nemoc-
nych. Medidn véku pii diagndze: 54 let, KS III/IV dle Ann
Arbor u 76 %, bulky choroba (>7 cm) u 60 %, postiZzeni
>4 uzlinové lokality u 49 % nemocnych, hladina LDH
zvySena u 27 %, B2M u 32 % a s-TK u 32 % nemoc-
nych. FLIPI skére bylo nizké 30,5 %, stfedni 29,5 % a vy-
soké u 40 % nemocnych. Celkem bylo 1éCeno nepaliativ-
ni chemoterapii 184 pacientil — 77 bylo lé¢eno riziku ne-
uzptisobenou terapii a 107 (58.5 %) terapii adekvdtn{ ri-
ziku. Tito byli stratifikovani do 3 ramen: 1. pacienti
s FLIPI 0-1 bez kumulace nepfiznivych prognostickych
faktord byli 1é¢eni konvenéni chemoterapii (n=113), 2.
pacienti s FLIPI 2 s kumulaci nepfiznivych RF a <=65 let
byli 1éCeni intenzifikované (ProMACE-CytaBOM, se-
kvenéni protokol) n=28, 3. nemocni s FLIPI 3-5, <65 let
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v 1. CR/PR byli navic konsolidovdni ASCT (BEAM 200);
n=42. Rituximab byl v indukci aplikovan v 98 (48 %) pfi-
padech. 68 nemocnych bylo 1é¢eno udrzovaci terapii in-
terferonem (n=24), rituximabem (n=40) nebo ibritumo-
mab tiuxetanem (n=4). Populace nelécend dle rizika by-
la star$i (49 vs 59 let, p<0,001), Castéji se vyskytovalo KS
II/IV (75 % vs 79 %, p=0,003), Cast&ji bylo detekovdna
vyssi LDH (32 % vs 57 %, p=0,003) i B2M (32 % vs
57 %, p<0,001). Nebyl rozdil v Cetnosti podan{ rituxima-
bu ¢i udrZovaci terapie. VétSina rozdili mezi skupinami
byla zplsobena faktem, Ze nizce rizikovi pacienti odpo-
vidali skupiné 1écené dle rizika. Vysledky: Lécebnd od-
povéd byla hodnocena u 175 nemocnych: CR/CRu dosah-
lo 146 (83 %), PR 24 (14 %) a 5 nemocnych na lébu ne-
reagovalo (SD+PD). Procento CR bylo vys$s§i u nemoc-
nych 1é¢enych adekvatné riziku (69 % vs 93 %, p<0,001).
Pfi medidnu sledovani 73,3 mésicu dosdhlo OS celého
souboru v 5 letech 83,6 % (95%CI 0,78-0,89), PFS v 5
letech 56,9 % (95% CI 0,49-0,64). OS i PES v 5-letech
bylo signifikantné vys$si u nemocnych lécenych dle rizi-
ka.OS: 714 % vs 94,7 % (p<0,001, HR 0,18), PFS: 38,5
90 vs 72,8 % (p<0,001,HR 0,29). Zavér: Terapie adekvat-
ni riziku vede ke kvalitnéjsi 1écebné odpovédi a lepSimu
preziti nemocnych s FL. Podpofeno: LF-2011-006, MSM
6198959205.

1981.

Mplus - Bezpecnost a icinnost udrzovaci lécby
indolentnich lymfomi rituximabem v podminkach
bézné klinické praxe - data z registru KLS

- prubézna zprava

Belada David, Jankovskd Milada, Papajik Tom4s, Pirnos
Jan, Pytlik Robert, Stépankova Pavla, Smolej Luka4s, Sta-
rostka David, §piéka Ivan, Motyckovd Monika, Kubova Zu-
zana, Zikavskd Lubica, Holikovd Marta, Trnény Marek
(1. interni klinika, OKH, FN a LF UK, Hradec Krdlové;
Oddélent klinické hematologie, Fakultni nemocnice Krd-
lovské Vinohrady, Praha; Hemato-onkologickd klinika,
FN, Olomouc; Onkologické oddéleni nemocnice, Ceské
Budeéjovice; I. interni klinika VSeobecné fakultni nemoc-

nice, Praha; Nemocnice, Havitov; Onkologické oddéle-
ni nemocnice, Liberec)

Charakteristika souboru: Od roku 2007 bylo do progra-
mu Mplus nahldseno 384 pacientl s indolentnimi NHL
(INHL) 1é¢enych udrzovaci 1écbou rituximabem (RM).
K 25.3.2011 jsou alespori ¢astecné vyhodnotitelné idaje
od 248 pacientti. U 119 pacientt s potvrzenou diagnézou
(u 129 pacienti zatim ovéfena nebyla) bylo 63 lé¢eno pro
FL v 1. linii, 24 1é¢eno pro FL v relapsu, 22 1é¢eno pro
MCL a 10 lé¢eno pro dalsi méné Casté iNHL (MALT,
MZL, SLL, apod.). 92,5 % (n=209) pacientt bylo v in-
dukeci lé¢eno imunochemoterapii (R-CHEMO), 15 paci-
entl podstoupilo ASCT. 63 % pacientti bylo 1é¢eno udr-
Zovaci lé¢bou rituximabem po 3 mésicich, 30 % po 2 mé-
sicich a pouze u 10 pacientd byl zvolena jind frekvence
podavani. Bezpecnost: Lécba byla predcasné ukoncena
u 27 pacientl, a to zejména z divodu progrese (n=16),
umrti (n=3), déle pak z divodu vyskytu sekunddrniho
MDS, aktivace poliomaviru, hepatopatie, loZiskového
plicniho procesu a pancytopenie (vSe n=1), u 2 nemoc-
nych diivod ukonceni neuveden. Z diivodl nezadoucich
ti¢inkd (NU) pred¢asné ukonéilo 6 pacientt (4 % paci-
entli u kterych je zndm alespon pribéh 1. roku 1é¢by).
U 12 pacientii dolo k odloZeni infuze z divodi NU 16¢-
by (hematologicka toxicita, infekce HCD, pneumonie, he-
patopatie, prijmy, ITP, sialoadenitis). Hematologicka ani
infekéni toxicita 1é¢by, kterd jeji pribéh neovlivnila (od-
klad infize ¢i predcasné ukonceni 1écby) nebyla sledo-
véana. Uéinnost: Ze 79 pacientd, u kterych jsou znamy
udaje o dokonceni l1écby po 2 letech, jich je pfi ukonceni
1écby 81 % (n=64) bez znamek progrese. U pacientt 1é-
¢enych v 1. linii FL, kde 75 % z nich bez znamek pro-
grese, je uspésnost 1éCby srovnatelnd s vysledky studie
PRIMA (2lety PFS 82 %) V souladu s o¢ekdvanim se pro-
grese vyskytuje nejcastéji u pacienti s relabujicim MCL
(3 z 5 pacientti lé¢enych v progresi MCL). Doposud by-
la hldSena dmrti pouze u 3 pacientl. Zavér: Studie Mp-
lus potvrzuje, Ze udrzovaci l1écba rituximabem je i v pod-
minkdch bézné praxe dobfe sndSena a provdzena mini-
mem klinicky relevantnich komplikaci. Dosavadni vy-
sledky 1écby potvrzuji pfinos RM, ktery byl prokdzan
v randomizovanych studiich.

MINIMALNI RESIDUALNI NEMOC

U LYMFOIDNICH MALIGNIT

1909.

Kvantitativni detekce minimalni residualni nemoci

u pacientii s ALL: od vyzkumu ke klinickym aplikacim
Trka Jan, MuZikova Katefina, Frorikova Eva, Sedlacek
Petr, Srémkova Lucie, Stary Jan

(CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie, UK 2. LF,
Praha)

Kvantitativni detekce klondlné specifickych prestaveb
imunoreceptorovych genti (Ig a TCR) se na prelomu sto-
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leti stala standardni metodou sledovani minimdlni{ residu-
alnf nemoci (MRN) u pacienti s ALL. Béhem posledni-
ho desetileti zaCala byt stratifikace pomoci urceni hladin
MRN vyuzivdna v fad¢ 1écebnych protokoll pro Cerstvé
diagnostikované i recidivujici ALL détského i dospélého
véku. V roce 2002 byla skupina CLIP zaklddajicim cle-
nem mezindrodni pracovni skupiny European Study
Group on MRD Detection in ALL (ESG-MRD-ALL; dnes
s akronymem EuroMRD). Tato skupina dnes sdruzuje té-
méf 50 laboratorfi z celého svéta a dvakrat ro¢né porada
mezindrodni kontrolu kvality. Jednim z prvnich vyznam-
nych pocini skupiny ESG-MRD-ALL byla mezinarodn{
studie, kterd prokdzala vyznam hladin MRN pied zacat-
kem predtransplantani pfipravy u détskych pacientt
s ALL indikovanou k allogennf transplantaci hemopoetic-
kych progenitorl (Krej¢i et al, Bone Marrow Transplant
2003). Dramaticky rozdil v prognose prokazala i nase dal-
§1 publikace na stejné téma (Srdmkovi et al, Pediatr Blo-
od Cancer 2007). Souc¢asnym standardem — vedoucim ke
zlepSeni preziti pacientd po transplantaci — je snaha
o omezeni mnoZzstvi leukemickych bunék v téle piijem-
ce chemoterapii pfed zahdjenim vlastni transplantace.
Podpotfeno MSM0021620813.

1990.

Technické aspekty kvantifikace prestaveb gend pro
imunoglobuliny a T-bunécné receptory (Ig/TCR)
Fronkova Eva, Trka Jan

(CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie, UK 2. LF
a FN Motol, Praha)

Minimélni rezidudlni nemoc (MRN) je u ALL stano-
vovdna relativné k diagnostickému nebo relapsovému
vzorku kostni dfené (KD). DNA z tohoto vzorku je pou-
Zivéna pro inicidlni vyhledani prestaveb Ig/TCR, ve kte-
rych je vzorek klondlni, a pro tvorbu fedici fady. Pokud
vzorek KD z diagnézy nebo relapsu neni k dispozici, ne-
ni mozno MRN touto metodou ur¢ovat. V laboratofich
CLIP provadime u kazdého diagnostického vzorku scre-
ening na kompletni a nekompletni prestavby tézkych fe-
tézcl imunoglobulintl (IGH), delece lehkého fetézce kap-
pa (IGK), prestavby T-buné¢ného receptoru gama
(TCRG), delta (TCRD) a beta (TCRB). Pouzivame cel-
kem 24 sad primert u B-prekursorové ALL a 16 sad pri-
merd u T-ALL. U monoklonalnich pfestaveb navrhuje-
me na zakladé prechodové V-(D)-J sekvence 2-3 speci-
fické primery a optimalizujeme pacient-specifické qPCR.
Cilem je zavést minimdlné jeden, idedlné dva nezdvislé
cile se senzitivitou 10-4. Pro zavedeni{ do klinické praxe
zavedla skupina ESG-MRD-ALL vedle pojmu senzitivi-
ta pojem rozmezi kvantifikace (quantitative range, QR),
ktery urcuje posledni fedéni, ke kterému Ize spolehlive ¢i-
selné vyjadrit hladinu MRN. Hlavnim tskalim metody
je pritomnost polyklondlnich prestaveb ve zdravych lym-
focytech nebo jejich prekursorech, kterd zptisobuje nespe-
cifickou amplifikaci s rizikem fale$né pozitivity u cca
50% pacient-specifickych systémd. Je proto nutné pou-

Zivat jako negativni kontrolu DNA z periferni krve zdra-
vych darci v dostateném mnozstvi replikatd (minimal-
né 6). Pomérné slozitd pravidla skupiny ESG-MRD-ALL
pro interpretaci vysledkl (Van der Velden et al, Leukemia
2007) pak stanovuji senzitivitu a QR v zavislosti na cyk-
Iu qPCR, ve kterém dochézi k amplifikaci negativni kon-
troly. Velkd pozornost je vénovana hrani¢nim, slabé po-
zitivnim vzorkiim. Zde se pravidla li§i v zavislosti na tom,
zda je MRN vySetfovana za icelem deeskalace 1écby (na-
pr. pfi stratifikaci do skupiny nizkého rizika na zakladé
negativity MRN), nebo za tcelem intenzifikace 1écby (na-
pt. infuze darcovskych T-lymfocyti na zdkladé pozitivi-
ty MRN po transplantaci). Pravidla pro intenzifikaci 1é¢-
by jsou piisnéjsi, vSechny replikaty vzorku musi byt am-
plifikovany o vice nez 3 cykly diive nez negativni kon-
trola, zatfmco na stanoveni pozitivity u protokoli s poten-
cidlni deeskalaci 1écby staci odstup jednoho cyklu.

1993.

Minimalni residualni nemoc MRN v protokolech pro
1é¢bu ALL (BFM, GMALL, REZ)

Fronkova Eva, Muzikova Katefina

(CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie, UK 2. LF
a FN Motol, Praha)

Jako prvni zacal MRN pomoci kvantifikace klondlné
specifickych prestaveb Ig/TCR pouzivat protokol AIEOP-
BFM 2000. Pro zafazeni pacientl do skupiny standard-
niho rizika (SR) vyZzadoval tento protokol negativni MRN
pomoci dvou nezavislych Ig/TCR cilti ve dvou ¢asovych
bodech: na konci prvni faze indukéni 1écby (den 33)
a v tydnu 12. MRN vyssi nez 10-3 v tydnu 12 znamena-
la zatazeni do vysokého rizika. Analyza prezivani paci-
entl na tomto protokolu ukédzala, Ze MRN méfend pouze
jednim cilem ma velmi podobnou vypovédni hodnotu ja-
ko MRN stanovend dvéma nezavislymi cili. V Ceské re-
publice byly déti s ALL léCeny paralelnim protokolem
ALL IC-BFM 2002, ktery pro stratifikaci do rizikovych
skupin nepouZzival MRN, ale klinické znaky jako vek, le-
ukocytéza a odpovéd na prednisonovou piedfdzi spolu
s morfologickym hodnocenim kostni dfené 15. den 1écby.
Hodnoceni MRN bylo provadéno v rdmci vyzkumné stu-
die, ktera ukdzala, Ze stratifikace protokolu ALL IC je
schopna odhalit vétSinu pacientli vysokého rizika, ale ne-
ni schopna spolehlivé identifikovat pacienty s rychlou od-
povédi na 1é¢bu (Fronkova, Leukemia 2008). Od roku
2007 je pro viechny détské pacienty s ALL v CR poui-
véan protokol vyuzivajici MRN. Novou skupinou defino-
vanou na zdkladé retrospektivnich studii jsou pacienti
s tzv. ,,slow early response”“(MRN v den 33=10-3 a pozi-
tivni v tydnu 12), ktefi jsou fazeni ke skupiné vysokého
rizika. Soucasny protokol AIEOP-BFM 2009 vyzaduje
monitoraci MRN pomoci alespon jednoho Ig/TCR cile
v den 33 a v tydnu 12 a pfedpokladd dspésnou stratifika-
ci podle MRN u 90% pacienti. Zbylych 10% pacientl je
stratifikovano pomoci pritokové cytometrie v den 15.
Protokol ALL-REZ-BFM 2002 pro lécbu relapsu détské
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ALL vyuzivda MRN po druhém bloku indukéni chemote-
rapie pro stratifikaci pacientd stfedniho rizika bud k trans-
plantaci kostni dfené nebo k chemoterapii. Némecky pro-
tokol GMALL 07-2003 pro 1écbu ALL dospélych pouzi-
v stratifikaci na zakladé MRN na konci prvniho roku 1éc-
by (tyden 52). U pacienti s negativni MRN tydnu 52, kte-
f{ méli v den 71 MRN niz§i nez 10-4 a setrvale nizkou
hladinu mezi tydny 16 a 52, je lécba ukoncena. Pacienti
s pretrvavajici pozitivitou MRN od dne 71 (vice nez 10-
4 ve dvou odbérech) jsou sméfovani k alogenni transplan-
taci. Podporeno MSM0021620813.

1908.

Monitorovani minimalni residualni nemoci (MRN)
na protokolech EsPhALL a Interfant

Zuna Jan, Frofikovd Eva, Kubri¢anovd Zaliova Markéta,
Grecovd Veronika, Rezni¢kovd Leona, Muzikova Kate-
fina, Stary Jan, Trka Jan

(CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie, UK 2. LF,
Praha)

Kojenecké akutni lymfoblastické leukemie (ALL)
a ALL s fusnim genem BCR/ABL patii mezi prognostic-
ky nejméné priznivé subtypy tohoto onemocnéni. Jedna
se o relativné vzdcné typy ALL a proto je jejich 1écba
u déti soustfedéna do mezindrodnich protokolt -
EsPhALL pro pacienty s fusnim genem BCR/ABL a In-
terfant pro kojence s diagnosou ALL. Pfi stratifikaci pa-
cientti do nejvhodnéjsich 1é¢ebnych ramen je u obou téch-
to protokold vyuZzivano i sledovéani hladin MRN v pri-
béhu terapie. Strategie sledovani MRN se vsak u téchto
protokoli v urcitych ohledech lisi od monitorovéni ostat-
nich pacientti s ALL - vétSina pacientl s kojeneckou ALL
nese v leukemickych buikéach prestavbu genu MLL a ti-
to pacienti jsou pak sledovdni kombinaci metod zaloZe-
nych na amplifikaci genomické DNA. Jako cile jsou stan-
dardné pouzity jednak pfestavby gend pro imunorecep-
torové geny a jednak genomické misto zlomu v genu
MLL. Na protokolu EsPhALL se kromé¢ imunoreceptoro-
vych prestaveb monitoruje i exprese fusniho genu
BCR/ABL na RNA (cDNA) turovni. Pfedbézna data
z obou mezindrodnich protokoll naznacuji, Ze zatimco
u leukemif s pfestavbou genu MLL je korelace obou cilt
velmi dobrd, u BCR/ABL-positivnich ALL je situace
komplikovanéjsi a kazdd z metod pfindsi jiny typ klinic-
ky relevantni informace. Studie byla podpofena granty
MSM0021620813 a IGA MZ NS/1000-4.

1986.

Minimalni rezidudlni nemoc pritokovou cytometrii
u akutni lymfoblastické leukemie

Mejstiikova Ester, Hrdlickova Alena, Pelkova Vendula,
Thiirner Daniel, FiSer Karel, Kalina Tomas, Prochazko-
va Daniela, Cernd Zdena, BlaZek Bohumir, Stérba Jaro-
slav, Hak Jifi, Mihdl Vladimir, Stary Jan, Hru§dk Ondrej
(Klinika détské hematologie a onkologie LF2 UK a FN

Motol, Praha; Masarykova nemocnice, Usti nad Labem;
Deétskd klinika, FN, Plzen, Détskd klinika, FN, Ostrava;
Klinika détské onkologie, FN, Brno; Détskd klinika, FN,
Hradec Krdlové,; Détskd klinika, FN, Olomouc)

Detekce minimdlni rezidudlni nemoci (MRN) pomoci
prutokové cytometrie (FC) je dlouho zndmou pouZivanou
aplikaci této metody. V Evropé zlatym standardem MRN
detekce jsou metody molekuldrni genetiky, které jsou ale
zpravidla finan¢né a Casové ndrocné. V ramci FC MRN
nehodnotime jednotlivé exprese antigenil, ale hodnotime
expresni vzorec, podle kterého ur¢ujeme odlisnost od ne-
malignich populaci bunék. Rada studif, kterd pouZivala ¢i
pouziva FC MRN ke stratifikaci pacientd, je zpravidla
provadeéna v jedné laboratofi. V roce 2010 byla zahdjena
multicentrickd mezindrodni studie AIEOP BFM 2009, kde
kromé hodnoceni MRN pomoci Ig-TCR v den 33 a ty-
den 12 je pouzivdna u vSech pacientti i stratifikace pomo-
ci FC MRN v den 15. Doposud se jednd o jedinou studii,
ktera se opird o vysledky z jednotlivych referencnich na-
rodnich laboratofi. Zapojeni FC do lé¢ebného protokolu
umoznila dlouholetd snaha o standardizaci metody.
V ramci détskych ALL se déle planuje zapojeni FC u pa-
cientll s relapsem ALL bez dostupnych molekuldrné ge-
netickych cilii. V podstaté identické kombinace monok-
londlnich protilatek 1ze pouZzit pro identifikaci lé¢ebné od-
povédi a minimdln{ disseminované nemoci lymfoblastic-
kého lymfomu. Dostupnost nejriznéjsich bioinformatic-
kych nastroji pro analyzu dat umoziuje se na cytometric-
k4 data divat komplexnimi metodami jako je napf. hiear-
chické shlukovéni, ¢i analyza principidlnich komponent.
Ocekdavame v budoucnosti mensi zavislost na expertnim
hodnoceni cytometristy a zapojeni automatizovanych al-
goritmi. Podpofeno granty: P301/10/1877,NS10480-3,
PV2B06064 ,MSM0021620813,MZOFNM2005

2064.

Technické aspekty stanoveni minimalni zbytkové
nemoci u lymfomi

Tichy Boris, Mareckova Andrea, Skuhrova Francova Ha-
na, Bur¢kova Katefina, PospiSilova Sérka, Mayer Jiti
(CMBGT IHOK FN a LF MU, Brno)

K monitorovani minimdlni zbytkové nemoci metodou
kvantitativni PCR u ne Hodgkinskych lymfomi 1ze pou-
Zit rzné piistupy. Narozdil od akutnich leukemii je u lym-
fomu pouze zfidka mozné vyuzit ke sledovani zbytkové
nemoci transkripty fiiznich genii. Cast&ji jsou pouZivany
klonaln{ prestavby imunoglobulinovych genti (nebo genti
pro T-bunécny receptor) a sekvence DNA ve zlomovych
oblastech rekurentnich chromozomalnich translokaci (na-
pr. t(14;18) nebo t(11;14)). Nékteré z téchto pristupt jsou
pouze tumor-specifické, coz zjednodusuje postup vySet-
fenf a vyrazné jej sleviiuje, jiné jsou tumor- i pacient-spe-
cifické. VSechny metody jsou vSak vysoce citlivé a umoz-
nuji spolehlivou detekci zmén poctu rezidudlnich tumo-
rovych bunék v krvi/kostn{ dieni.
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2002.

Sledovani minimalni zbytkové nemoci u nemocnych
s chronickou lymfocytarni leukemii po alogenni
transplantaci kostni diené

Doubek Michael, Tichy Boris, Stehlikova Olga, Skuhro-
va Francova Hana, Chovancova Jana, Klabusay Martin,
Malinové Karla, Krej¢i Marta, Brychtova Yvona, Pospi-
Silovd Sérka, Mayer Jif{

(Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno;
Stredoevropsky technologicky institut MU, Brno,)

Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL) je hematolo-
gickd malignita, kterd je i pfes znacny terapeuticky po-
krok a pres stle zevrubnéjsi poznani biologie onemocné-
ni vylécitelnd pouze alogenni transplantaci kostni dien¢.
U fady nemocny ale i po alogenni transplantaci onemoc-
néni relabuje. Z tohoto divodu se ukazuje jako nutnost
sledovat po alogenni transplantaci u nemocnych s CLL
minimdlni zbytkovou nemoc (MRD) a v pfipad¢ incipi-
entniho relapsu nemoci terapeuticky zasahnout. Cilem na-
Seho projektu je sledovat MRD u nemocnych s CLL po
alogenni transplantaci krvetvornych bunék pomoci 2 me-
tod (1/ metoda Ctyfbarevné pritokové cytometrie zalo-
Zena na ,,Rawstronové protokolu* a 2/ metoda kvantita-
tivni polymerazové fetézové reakce v redlném case (RQ-
PCR)) a srovnani téchto dvou metod z hlediska citlivos-
ti zachytu molekuldrniho relapsu nemoci. Od roku 2006
bylo obéma metodami sledovdno 14 nemocnych s chro-
nickou lymfocytarni leukemii transplantovanych po re-
zimu s redukovanou intenzitou (modifikovany rezim
FLAMSA-RIC, n = 12) nebo po myeloablativnim reZimu
(rezim TBI+cyklofosfamid, n = 2). Sledovani probihalo
a probihd zprvu v mésicnich intervalech z periferni krve
téchto nemocnych. U 12 nemocnych byla po transplan-
taci MRD opakované detekovana. U 9 z téchto nemoc-
nych byl pozorovan molekuldrni relaps po predchozi ne-
gativit¢ MRD, u zbylych nemocnych byla zjisténa pretr-
vavajici MRD pozitivita po transplantaci. Vysledky vy-
Setreni MRD obéma metodami koreluji, nicméné mole-
kuldrni relaps detekovany metodou RQ-PCR vZzdy pred-
chézel relapsu detekovanému metodou imunofenotypi-
zacni, coZ prokazuje priblizné o jeden fad vyssi citlivost
této metody ve srovnani s vySetfenim imunofenotypizac-
nim. Na zdklad¢ vCasné detekce MRD byla u vSech ne-
mocnych indikovana lécba relapsu onemocnéni.

2091.

Vyuziti monitorace minimalni rezidualni nemoci

u mantle cell lymfomu v klinické praxi

Sdlek David, Tichy Boris, Mareckova Andrea, Janikova
Andrea, Klabusay Martin, Michalka Jozef, Mayer Jii{
(Interni hematoonkologickd klinika FN Brno a LF MU,
Brno)

Uvod: Minimaln{ zbytkovou nemoc (MRN) u mantle
cell lymfomu (MCL) Ize s vyuzitim polymerdzové feté-
zové reakce (PCR) monitorovat pomoci detekce specific-

ké chromozomalni translokace BCL1/IGH nebo pres klo-
ndlni prestavbu imunoglobulinového genu. Prakticky vy-
znam vsak nenf dosud presné zmapovan. Metody: Projekt
monitorace MRN u MCL byl rozdélen na fazi observac-
ni a intervencni. V observacni fazi jsme pomoci PCR sle-
dovali u pacientl v klinické remisi kinetiku MRN v pe-
riferni krvi a kostni dfeni az do klinického relapsu. Mo-
lekuldrni marker rezidudlni nemoci je vstupné stanoven
ze vzorku periferni krve, kostni dfené ¢i tkdné pomoci ne-
sted PCR. Pri vlastni kvantitativni monitoraci se vyuziva
real-time PCR (RQ-PCR). Vysledek je vyjadfen jako po-
et kopii sledované prestavby na 1 milion bunék. Odbé-
ry periferni krve jsou provadény kazdé 3 mésice, pii za-
chytu PCR pozitivity ndsleduje kontrola s odstupem 4-6
tydnt a presetieni kostni dfené. Molekularni relaps
(MRel) byl definovén jako opakovana ¢i nartstajici PCR
pozitivita ve dvou konsekutivnich vzorcich pfi sou¢asném
vylouceni relapsu klinického. Aktudlné probihajici faze
intervencni zahrnuje preemptivni imunoterapii MRel ri-
tuximabem 4x 375 mg/m?2 v tydennim intervalu, monito-
raci kinetiky MRN po této intervenci a klinické sledova-
ni do progrese. Vysledky: Celkem je MRN sledovana u 56
pacientti s MCL, z toho pies translokaci BCL1/IGH se
zlomem v oblasti major translocation cluster (MTC) u 28
pac., v oblasti non-MTC u 19 pac. au 9 pac. pres klonal-
ni IgH. Ve fazi observacni byl molekuldrni relaps dete-
kovan u 8 pacientti. VSech 8 pacienttl zrelabovalo i kli-
nicky, medidn doby od MRel do klinického relapsu byl
5,5 mésice (1,5-22). Imunoterapie rituximabem byla
v ramci intervencni faze projektu poddna u 5 dalSich pa-
cientll s MRel, u vSech bylo dosaZeno opétovné PCR ne-
gativity. Molekularni remise trva bez preruseni u 1 paci-
enta (22 mésici), u zbylych 4 trvala 17, 16, 7 a 6 mési-
cl. Z nich 1 pac. zdroven s relapsem molekularnim zpro-
gredoval i klinicky, u 2 probéhl retreatment rituximabem,
pticemz 1 pac. zistavd hrani¢né PCR+, jeden i pies do-
sazeni PCR negativity rovnéZ klinicky zprogredoval.
V klinické remisi tak zdstavaji 3 z 5 pacientti (22,22 a 19
mésici od 1é¢by 1.MRel). Zavér: Monitoraci MRN
u MCL pomoci PCR lze v béZné praxi velmi dobfe vyu-
zit k predikci klinického relapsu. Pfi molekuldrnim relap-
su lze preemptivné terapeuticky zasahnout, a velmi prav-
dépodobné tak pacientim prodlouZit obdobi bez nemoci.

1972.

Klinicky vyznam Bcl2/IgH ve sledovani minimalni
zbytkové nemoci u folikularniho lymfomu

Janikova Andrea, MareCkova Andrea, Dvorakova Dana,
Bortlicek Zbynék, Tichy Boris, Pospisilova Sarka, May-
er Jir{

(Interni hematoonkologickd klinika FN Brno a LF MU, Br-
no; Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, In-
terni hematoonkologickd klinika, FN a LF MU, Brno; In-
stitut biostatistiky a analyz, Masarykova universita, Brno)

Uvod: Prestavba Bcl2/IgH je povaZovana za molekular-
ni znak folikuldrniho lymfomu (FL). I kdyz se jevi
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Bcl2/IGH jako atraktivni cil pro sledovani minimaln{ zbyt-
kové nemoci, jeho vyznam v prognéze a monitorovani cho-
vani FL zGstava pfedmétem diskuzi. Metody: Hodnoceno
bylo celkem 71 pacientt s identifikovanou Bcl2/IgH dle
PCR s medidnem sledovani 44 mésict (9-102), pti¢emz 56
pacientli s podtypem prestavby MBR bylo sledovano
i kvantitativné (real-time PCR; RQ PCR). V hodnoceni jsme
se zaméfili na tfi oblasti: 1.Vstupni kvantity méfené v krvi
a kostn{ dfeni byly porovnany s klinickymi parametry vcet-
né lécebné odpovédi a doby do relapsu, 2. Stanoveni vyzna-
mu dosazeni molekuldrni remise po 1écbé, 3. Monitorova-
ni minimaln{ zbytkové nemoci v periferni krvi. Vysledky:
Mnozstvi kopii Bel2/IgH v periferni krvi a kostni dfeni
(n=56) se pred 1écbou pohybovala v rozmezi 0 aZ miliony
kopif se signifikantné vyssimi poCty v kostni dfeni (p<0,05).
Pokrocilé klinické stadium (IIT a IV) a mikroskopicka in-
filtrace kostni dfené byly sdruzeny vyznamné s vy$simi po-
¢ty kopii Bel2/IgH v obou kompartmentech. Pretrvavani
PCR pozitivity v krvi po ukonceni 1é¢by bylo sdruzeno s vy-
znamné krat$i dobou do progrese (PFS; p 0,0062). PES byl
signifikantné krat${ u pacientl s vy$$imi inicidlnimi pocty
kopii Bcl2/IgH. Kritické hodnoty byly pro periferni krev na-
lezeny v rozpéti 5000-50 000 kopii/10 na 6 CE (p 0,003)
a pro kostni dferi kolem 100 000 kopii. Monitorovani
Bcl2/IgH v periferni krvi ukdzalo (n=71), Ze u 84% paci-
entl je dobra korelace molekularni aktivity a klinického
chovani FL. V piipadé molekuldrniho relapsu byla klinic-
ké progrese nasledné identifikovdna s medidnem pouze 3
mésice (0-7). U 16% pacientti v§ak molekularni aktivita ne-
odpovidala klinickému vyvoji choroby. Ve vétsiné piipadt
v klinickém relapsu nebyla identifikovana molekularn{ ak-
tivita v krvi, nebo naopak trvald molekuldrni aktivita pro-
vézela dlouhodobou klinickou remisi.

Zavér:Molekularni aktivita Bel2/IgH v krvi a kostni die-
ni pred lécbou koreluje s agresivitou FL. Stanoveni mo-
lekularni aktivity po ukonceni 1é¢by v krvi mize byt vy-
uzito jako prognosticky parametr. Sledovani molekuldrn{
aktivity Bcl2/Igh ve smyslu monitorovani minimalni zbyt-
kové nemoci neni spolehlivym ndstrojem v rozpoznani re-
lapsu FL.

MYELODYSPLASTICKY

SYNDROM / ANEMIE

2039.

Biochemicka charakterizace enzymopatii
zpusobujicich vrozenou hemolytickou anémii
Mojzikova Renata, PospiSilova Pavla, Dolezel Petr, Pos-
pisilovd Dagmar, Indrdk Karel, Divoky Vladimir (Ustav
biologie LF UP, Olomouc; Détskd klinika FN a LF UP,
Olomouc; Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olo-
mouc)

Uvod: Defekt glukéza-6-fosfatdehydrogendzy (G6PD)
a pyruvatkinazy (PK) patfi k astym pri¢indm vrozené he-
molytické anémie u obyvatel CR. Vylou&enim jinych pii-
¢in hemolytické anémie diferencidlni diagnostikou 1ze oba

enzymové deficity na rozdil od ostatnich enzymopatif
snadnéji definovat na zdkladé vyskytu Heinzovych téli-
sek, kterymi je provazen deficit G6PD, nebo vyskytu ex-
trémnf retikulocyt6zy v pripadé deficitu PK s pocty reti-
kulocytd bézné presahujicich 50 %. U ostatnich enzymo-
patif neexistuje Zddnd jind morfologickd charakterizace,
kterd by napomohla k rozliSeni mezi jednotlivymi enzy-
movymi defekty, vyjma vyrazného bazofilniho teckova-
ni typického pro deficit pyrimidin-5"-nukleotidazy
(p5'N). U vétsiny z nich navic neni tplné zfejmy mecha-
nismus hemolyzy. Metody: V nasi laboratofi jsme zaved-
li: A) jednoduché screeningové testy zaloZzené na monito-
rovani pomeéru oxidované/redukované formy glutathionu
a adenozintri-/adenozindifosfatu, které mohou primarné
prispét k odliseni mezi skupinami enzymopatii spojenych
s metabolismem glutathionu nebo glykolyzy; B) metodi-
ky umoznujici prikaz sniZené kinetické aktivity enzymt
nezbytny k urcenf spravné diagnézy. Patii mezi né kro-
mé deficitu jiz zminovanych enzymi G6PD a PK také de-
ficit glukézafosfatizomerazy, hexokinazy, fosfofruktoki-
ndzy, triézafosfatizomerazy a fosfoglyceratkinazy. Jedna
se o enzymopatie, které jsou nejcastéji spojovany s vro-
zenou hemolytickou anémii s rozdilnym stupném klinic-
kého projevu i Cetnosti vyskytu. Vysledky: V ramci cha-
rakterizace enzymopatii jsme popsali ojedinély ptipad,
kde sekunddrni deficit glutathionreduktdzy je modifikac-
nim faktorem fenotypového projevu nestabilni hemoglo-
binopatie Hb Hand (Mojzikova et al., 2010). Ve vybrané
skupiné 8 nemocnych s diagnézou nespecifické hemoly-
tické anémie s podezfenim na enzymopatii jsme v jednom
pripadé naméfili sniZenou enzymovou aktivitu hexoki-
ndzy, ve 2. piipadé G6PD a ve 3. pripadé PK. Zda se jed-
nd o skute¢ny enzymovy defekt, potvrdi az charakteriza-
ce na molekuldrné-genetické trovni. Zavér: Urceni pres-
né diagnézy enzymopatickych hemolytickych anémif vy-
raznou mérou prispéje nejen k rozhodovani o 1é¢bé (nut-
nost splenektomie), ale i k pochopeni fenotypové-genetic-
kych souvislosti u nékterych anémif a umozni aktualizo-
vat Cetnost a frekvenci enzymopatii vyskytujicich se v Ces-
ké populaci. Podpofeno granty: NT11208 (MZ CR),
MSM6198959205 (MSMT CR), LF_2011_011 (LF UP).
Mojzikova R. et al. Blood Cells Mol Dis. 2010. 219-22.

2007.

Vyskyt infekce Helicobacterem pylori u déti

se sideropenickou anémii

PospiSilovd Dagmar, Sulovskd Lucie, Novdk Zbynék,
Ludikova Barbora, Karaskova Eva

(Détskd klinika Lékarské fakulty Univerzity Palackého
a Fakultni nemocnice, Olomouc)

Uvod: Infekce Helicobacterem pylori je celosvétové
nejrozsifenéjsi infekci, infikovdna je asi polovina svéto-
vé populace. Vyssi prevalence je popisovana v rozvojo-
vych zemich. U déti ve vyspélych zemich je incidence
uddvana méné nez 10%. HP kolonizuje zaludek, jeho nej-

Vv s

Castéjs$i manifestaci u déti je antraln{ gastritida. Je disku-
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tovana rovnéz etiologicka souvislost infekce HP se side-
ropenickou anémii. V etiologii anémie mohou hrat roli
ztraty krve, pokles pH Zalude¢ni §t'dvy a spotfeba Fe pro
metabolismus bakterii. Jednoznac¢na souvislost infekce
HP se sideropenickou anémif u déti vSak dosud nebyla
prokazdana. Soubor pacientli a metody. V letech 1999-
2010 bylo ve specializované hematologické ambulanci
vySetfeno 61 déti se sideropenickou anémii. Jednalo se
0 19 chlapcti a 42 divek ve véku 3-18 let. Diagnéza side-
ropenické anémie byla stanovena na podkladé detailni
analyzy krevniho obrazu a biochemickych markerd me-
tabolizmu Zeleza. Po vylouceni gynekologické priciny
u divek bylo provedeno vySetieni GIT vcetné okutniho
krvéceni a stanoveni antigenu HP ve stolici. Vysledky In-
fekce HP byla prokdzana u 33 (54%) pacienti (11 chlap-
cu a 22 divek) ve véku 5-18 let (medidn 14 let). Primér-
nd hodnota Hb byla 83 g/l (rozptyl 49-114 g/1). Hladina
feritinu se pohybovala v rozmezi 0,9-18 ug/l. U vSech pa-
cientll byl pozitivni ndlez antigenu HP ve stolici, infekce
byla potom verifikovdna pfi gastroskopickém vysetfeni.
12 pacientd (14%) mélo klinické pfiznaky infekce v po-
dobé bolesti bficha nebo pocitu plnosti v epigastriu. Pou-
ze u 6 pacienttl (8,2%) byl pozitivni ndlez okultniho kr-
véaceni. U 31 pacientl doslo po 1é¢bé infekce HP k nor-
malizaci uvedenych ukazatelti nejdéle za 3 mésice od za-
hdjeni 1écby, u dvou pacientek s refrakterni anemif jsme
prokazali recidivu infekce HP s nutnosti opakované 1é¢-
by. Zavér Rozdil mezi vyskytem infekce HP uddvanym
v détské populaci (do 10%) a vyskytem prokdzané infek-
ce v souboru pacientil se sideropenickou anémii (54%)
je vysoce statisticky vyznamny (p<0,00001), naSe nale-
zy tedy prokazuji infekci Helicobacterem pylori jako pfi-
¢inu sideropenické anemie. Infekce Helicobacterem py-
lori by méla patfit do diferencidln{ diagnostiky siderope-
nické anémie predevsim u dospivajicich divek. Vcasnym
provedenim gastroskopie miZeme tak predejit zdlouha-
vému netspésnému léceni preparaty Fe u téchto pacien-
ti, u kterych by pozdéji tato diagnéza byla stanovena
a onemocnéni fddné 1é¢eno. Podporovano vyzkumnym
zamérem MSM 6198959205 a grantem LF-2011-006.

1920.

Molekularni charakterizace beta-talasemii a hemog-
lobinovych variant v ¢eské a slovenské populaci
Divoka Martina, Partschovd Martina, Mojzikovd Rena-
ta, Piterkova Lucie, Horvathova Monika, Kolackova Mo-
nika, Kalandrova Eliska, Cermak Jaroslav, PospiSilova
Dagmar, Fabryova Viera, Indrdk Karel, Divoky Vladimir
(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc,
Ustav biologie LF UP, Olomouc; UHKT, Praha; Hema-
tologia, Nemocnica sv. Michala, Bratislava — SK)

Uvod: Nejcastéjsi pii¢inou vrozené mikrocytarni ane-
mie v Ceské republice a na Slovensku jsou B-talasemic-
ké alely a to i presto, Ze jejich vyskyt je ve stfedni Evro-
pé relativné vzacny. Podobné jako v jinych nemalarickych

s s

oblastech zastoupeni 3-talasemie odrazi historickou i sou-

Casnou migraci a demografické zmény, které ovliviuji ge-
netickou variabilitu nynéjsi populace Zijici v této oblasti.
Cil: Stanovit frekvenci a spektrum mutaci v -globino-
vém genu u pacientii z CR a ze Slovenska s klinickymi
symptomy [3- nebo df-talasemie. Prvni &ast této studie by-
la publikovdna jiz témér pred dvaceti lety (Indrdk et al.,
Hum Genet 1992; 88: 399-404) a nasim cilem bylo roz-
§ifit a doplnit tuto ptivodni praci. Pacienti a metody: By-
lo analyzovéano téméft 380 vzorki z hematologickych cen-
ter z Ceské republiky a ze Slovenska. U viech vzorkii byl
vySetfen krevni obraz, elektroforéza hemoglobinu (Hb)
a byla provedena DNA analyza. Vysledky: Bylo identifi-
kovéano 22 B-talasemickych mutaci u vice jak 260 hete-
rozygotl ze 152 nepiibuznych rodin ¢eského nebo slo-
venského ptivodu. Vétsina mutaci (70 % pacienttt) byla
pivodem ze Stiedozemi. Nové objevend inzerce L1 re-
trotranspozonu do intronu B-globinového genu piedsta-
vuje novou etiologii vzniku B-talasemie. Vlivem inzerce
doslo k umlcenf exprese B-globinového genu represivnim
chromatinem asociovanym s inzerci L1 (Piterkova et al,
Heamatologica 2010; 95(s2): 417-8 (EHA abstrakt)). Na
seznamu abnormalnich hemoglobint je v soucasnosti 14
3-globinovych variant zahrnujicich i vzacnou variantu
s vysokou afinitou ke kysliku (Hb Olomouc) asociovanou
s familidrni polycytemii a dvé unikatni varianty vedouci
k hemolytické anemii s Heinzovymi télisky (nestabilni Hb
Hradec Kralové a Hb Hand). Zavér: V Ceské a slovenské
populaci je B-talasemie vzacnd, ale je nutné na ni pomys-
let v pripadech vrozené hypochromni mikrocytdrni ane-
mie. VSichni pacienti s vyjimkou ¢tyf byli heterozygoti
s klinickymi pfiznaky talasemie minor, jen ojedinéle se
jednalo o dominantné dédi¢nou formu [-talasemie s fe-
notypovymi projevy zdvazné talasemie minor nebo tala-
semie intermedia. TTi ze ¢tyf homozygott nebo dvojitych
heterozygoti 3-talasemie byli imigranti z malarickych ob-
lasti. Geneticky posun a migrace v minulosti i v soucas-
nosti jsou zodpovédné za zanesenf alel ze sttedomoiskych
oblasti do nasi populace s vyjimkou nékterych mutaci
vzniklych mistné u jednotlivych rodin. Podpofeno gran-
ty: IGA NT11208 a IGA NS10281-3/2009; MSM
6198959205; LF_2011_006 a LF_2011_O11.

1932.

Uloha transkripc¢nich faktoru Flil, EKLF, PU.1,

p53 a enzymu HDM2 u refrakterni anemie

a megakaryopoezy u 5q- syndromu

Neuwirtova Radana, Fuchs Ota, JonaSova Anna, Holicka
Monika, Vostry Martin, Kostecka Arnost, Hijkova Ha-
na, Cermdk Jaroslav, Vondrdkové Jana, Hochovd Ivana,
Siskova Magdalena, Libiger Jif{, Sponerovad Dana, Kadl¢-
kové Eva, Novdkova Ludmila, Cernd Olga, Cmejla Ra-
dek, PospiSilovd Dagmar, Seifertova Nada, Bfezinov4 Ja-
na, Michalova Kyra

(1. interni klinika VFN 1. LF UK, Praha; UHKT, Praha;
HOK FN, Olomouc; OKH FN Motol, Praha; OKH Masa-
rykova nemocnice, Usti nad Labem; HTO Bat'ova nemoc-
nice, Zlin; Hem klin. FN Krdlovské Vinohrady, Praha; Dét-
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skd klin. FN, Olomouc,; OKH nemocnice, Ceské Budejovi-
ce; Centrum onkocytogenetiky VFN 1. LF UK, Praha)

Uvod. PiestoZe erytroidni buiiky a megakaryocyty sdi-
If spole¢ny progenitor (MEP), 5g- syndrom se vyznacu-
je refrakterni anemii v kontrastu s funkéni megakaryo-
poezou. V diferenciaci MEP hraji dlohu transkrip¢ni fak-
tory Flil a EKLF vedle celé fady dalsich faktord. Oba
uvedené faktory se navzdjem expresné potlacuji. Zvyse-
né hladiné Flil, ktery fidi diferenciaci na megakaryocy-
ty, odpovida sniZend hladina EKLF, ktery ucinkuje v eryt-
roidni diferenciaci. ZvySeni exprese Flil u 5g-syndromu
se vysvétluje dvojim zplsobem. Flil je piimym cilem pro
mikroRNA 145 (miR 145), ktera leZi v deletované oblasti
chromosomu 5. Haploinsuficience genti pro miR145
amiR146a zvySuje expresi TRAF6 (“tumor necrosis fac-
tor receptor-associated factor-6), ktery stimuluje produk-
ci interleukinu 6 (IL6). IL6 zvySuje hladinu FlilmRNA.
Refrakterni anemie u 5q-syndromu souvisi s haploinsu-
ficienci genu RPS14 pro ribozomdlni protein. Nasledny
ribozomalni stres inaktivuje E3 ubikvitin ligdzu HDM2,
ktera za fysiologickych podminek odbourdva p53. Di-
sledkem je zvySeni p53 a apoptoza erytroidnich bunék.
Megakaryocytarni buriky by mohly byt ochrdnény pred
apoptozou zvySenou hladinou Flil, ktery naopak stimu-
luje expresi HDM2 a podporuje degradaci p53. Metody.
Hladina mRNA pro Flil, EKLF, PU.1, p53 a HDM2 by-
la stanovena kvantitativn{ PCR v redlném Case v celkové
RNA izolované z mononukledrnich bunék ziskanych
z kostni dfené a krve pacientl s 5q-syndromem, pacien-
ti s MDS s nizkym rizikem a normalnim chromosomem
5 au zdravych kontrol. Relativni hladina specifické RNA
byla vztazena na hladinu glyceraldehyd-3-fosfodehydro-
gendzy. Vysledky. Nalezli jsme zvySenou hladinu Flil
mRNA a sniZenou hladinu EKLF mRNA u 5g- syndro-
mu. Ve skupiné MDS s normalnim chromosomem 5 je
hladina Flil mRNA zvySena jen ve dfeni a u EKLF
mRNA nebyly nalezeny zmény. Analyzou metylace pro-
motoru EKLF genu jsme zjistili, Ze neni hypermetylovan
u 5¢g-syndromu a metylace tohoto genu nenf pficinou sniZe-
né hladiny EKLF mRNA. Zvysené hladiny HDM2 mRNA,
p53 mRNA a PU.1 mRNA byly také zjistény u 5q-syndro-
mu a to predevsim v kostni dfeni a v mensi mife v krvi.
Nase predbézné vysledky u 7 pacientti s Diamond Blackfan
anemif ukdzaly snizenou hladinu EKLF mRNA, ale ne zvy-
Senou hladinu Flil mRNA oproti kontroldm. Zavér. Potvr-
dili jsme vyznam faktord Flil a EKLF v diferenciaci MEP
u 5¢-syndromu. Analyza ostatnich faktord by mohla objas-
nit rozdilné chovani erytropoezy a megakaryopoezy. Pod-
pora MSM0002160808,VZ00023736 a LC06044

2024.

Efekt rychlé redukce poctu blastii pired transplantaci
na délku preziti u nemocnych s pokroc¢ilym MDS
Cermak Jaroslav, Vitek Antonin, Markova-Stastnd Mar-
kéta, Lukasova Marcela, Cetkovsky Petr

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Vyznam redukce poctu blastil pred transplantaci krve-
tvornych bun¢k (SCT) u nemocnych s pokrocilou formou
MDS (>10% blastl) na vysledek SCT neni stéle jedno-
znacné potvrzen. Ve 2 retrospektivnich analyzach prove-
denych ve skupiné 69 transplantovanych nemocnych
s primarnim MDS s >10% blastl jsme sledovali efekt
predléceni kombinovanou chemoterapii na délku preziti
a incidenci komplikaci po nésledné alogenni SCT a pro-
gnosticky vyznam riznych laboratornich a klinickych pa-
rametrd na délku preziti nemocnych. Analyza provedend
v roce 2004 u 26 transplantovanych nemocnych proka-
zala statisticky vyznamny rozdil v celkové délce preziti
mezi nemocnymi transplantovanymi s <10% blastl a ne-
mocnymi s >10% blastt v dobé SCT (33,5 v.s. 11,8 mé-
sice, p=0.003), stejné vyznamny byl i rozdil v pravdépo-
dobnosti preziti 3 roky bez zndmek choroby (55% v.s.
23% ,p=0.002). Nebyl pfitomny statisticky vyznamny roz-
dil mezi poctem relapsti po SCT (25% v.s.33%), ale by-
la vyznamnd diference v incidenci peritransplantacni mor-
tality (19% v.s. 40% ,p=0.005). Druhd analyza byla pro-
vedena v roce 2010 ve skupiné 43 nemocnych a opét pro-
kéazala signifikantni rozdil v celkové délce preziti (57.5
v.s. 18,0 mésice, p=0.001) a v pravdépodobnosti preziti
3 roky bez znamek choroby (71,4% v.s. 36,4%, p=0.001)
mezi nemocnymi transplantovanymi s <10% a >10%
blastli. Opét nebyl piitomen statisticky vyznamny rozdil
v poctu relapst (14,3% v.s. 22,7%), ale preziti vysoce
ovliviiovala peritransplantacni mortalita (0% v.s.
27% ,p<0.0001). Linedrni regresni analyza o jedné neza-
vislé proménné ukdzala jako nezdvislé proménné ovliv-
nujici délku preziti dosazeni kompletni remise (CR) ¢i
alespon pokles poctu blastl v kostni dfeni pod 10% pred
SCT a ¢asné provedeni SCT do 4 mésici po stanoveni dg.,
regresni analyza o vice nezdvislych proménnych proka-
zala jako nezavislé parametry ovliviiujici délku preziti do-
sazeni CR, provedeni SCT do 4 mésict po dg. a vék <
50 let. NaSe ndlezy ukazuji, Ze chemoterapie vedouci k ry-
chlému poklesu poctu blastll v kostni dfeni ndsledovana
casnou SCT predstavuje nejefektivnéjsi pristup k 16¢bé
pokroc¢ilého MDS u mladsich nemocnych. Vysledky
svéd¢i o tom, Ze vyznam redukce poctu blastd nespociva
pouze v ovlivnéni incidence rizika ndslednych relapst, ale
zfejmé i v ovlivnéni mikroprostredi kostni diené, jeZ ma
vyznam pro prihojen{ $té€pu a dalSich faktord ovliviiuji-
cich vysledek reakce mezi St€épem a tkdnémi piijemce.

NE-HODGKINSKE LYMFOMY 2

2052.

Soucasné poznatky o patogenezi difizniho velkobu-
nécného B lymfomu (DLBCL) a jejich prinos pro ru-
tinni prognostickou stratifikaci a cilenou 1é¢bu
JaroSova Marie, Papajik Tomas, Chytilikova Radka, Urbén-
kova Helena, Kubova Zuzana, Flodr Patrik, Holzerova Mi-
lena, Indrak Karel

(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc,
Ustav patologie FN a LF UP, Olomouc)
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V posledni dekadé byl u¢inén vyznamny pokrok k po-
rozuméni patogenezi difizniho velkobunécného B lym-
fomu (DLBCL). Na zdkladé expresniho profilovani byly
stanoveny prognostické podskupiny DLBCL, kter¢ se li-
§i nejen expresi gend, ale i genetickymi zménami v na-
dorové tkani. Porovnani vysledku genetickych zmén
a zmén v expresi gentl vedlo k identifikaci cilovych ge-
nt v oblastech, ve kterych doslo ke zméndam v poctu ko-
pif genl. Byly studovany i balancované zmény, predevsim
translokace zahrnujici BCL2, nejcastéji se vyskytujici
u GCB DLBCL nebo BCL6 translokace, které jsou Cas-
téji pfitomné u ABC podtypu DLBCL. Vsechny tyto vy-
sledky se staly zakladem studia signalnich drah a na je-
jich zdkladé€ bylo zjisténo, Ze u riznych subtyptt DLBCL
dochdzi k aktivaci rozdilnych signdlnich drah a tim bylo
naznaceno, Ze individualizovand Iécba nemocnych by mo-
hla vychazet z téchto rozdild. Diferencovany piistup k 16¢-
bé byl ukdzén i na prikladu nemocnych s DLBCL, u kte-
rych byla potvrzena prestavba zahrnujici onkogen MYC.
Vzhledem k nepfiznivé prognéze by méla byt zvazena
moznost intenzivniho 1é¢ebného rezZimu shodného s 1é-
¢ebnym rezimem pro Burkittiv lymfom. Komplex no-
vych poznatkl zahrnuje i informace o vyznamu studia
mikroprostfedi nadoru, které mize byt také cilem speci-
fické 1écby DLBCL. Byly studovany epigenetické zmé-
ny, pfedevsim role microRNA v lymfomagenezi a muta-
ce klicovych gent, které vedou k aktivaci signdlni drahy
NF- B a B bunécného receptoru (BCR). Byly navrzeny
algoritmy pro imunohistochemickou subklasifikaci
DLBCL. Prognosticky vyznam této subklasifikace defi-
nujici CG a non-CG fenotyp byl fadou studii potvrzen
pred zavedenim biologické 1écby. V ére biologické 1écby
jsou vysledky tohoto prognézovani ponékud kontroverz-
ni. V prehledném sdéleni se soustfedime na soucasné po-
znatky o vyznamu a roli chromosomovych zmén
u DLBCL a na prikladech vlastnich vysledkt budeme pre-
sentovat souhrn soucasnych cytogenetickych a moleku-
larné cytogenetickych nalezi od primarnich translokaci,
které jiz maji jasn¢ stanoveny biologicky a klinicky vy-
znam, az po sekunddrni chromosomové zmény, které jsou
nejcastéji spojovany s progresi onemocnéni. Cilem sdé-
leni je ukdzat soucasné poznatky o molekularni patoge-
nezi B-NHL a o mozZnostech vyuzit{ téchto poznatkd v ru-
tinn{ klinické praxi. Prace je podporovana granty: IGA
NT 11103, MSMT 6198959205, LF UP 1000-004.

2020.

Moderni 1écba rizikovych nemocnych s difuznim
B-velkobunéénym lymfomem — prostor ke zlepSeni
jejich preziti

Papajik Tomas, Kubova Zuzana, Prochdzka Vit, JaroSo-
va Marie, Flodr Patrik, Indrak Karel
(Hemato-onkologickd klinika LF UP, Olomouc; Ustav pa-
tologie LF UP, Olomouci)

Difuzni B-velkobunéény lymfom (DLBCL) tvofi az
40% ze vsech ne-hodgkinskych lymfomut v Evropé. Me-

didn véku nemocnych pfi stanoveni diagnézy se pohy-
buje kolem 65 let, az dvé tfetiny nemocnych maji pokro-
¢ilé staddium choroby a podle mezindrodniho prognostic-
kého indexu (IPI) m4 zhruba stejny pocet nemocnych pfi-
tomno 2 a vice rizikovych faktord. Ve skupiné mladsich
nemocnych je do skupiny s vy$§im rizikem fazeno témer
50% pacientd. Imunochemoterapie s pouZzitim rituxima-
bu (R) zlepsila 1écebné vysledky u vSech skupin nemoc-
nych, chemoterapie R-CHOP se stala standardem lécby
vétsiny z nich. Tato terapie vSak u rizikové skupiny ne-
mocnych dosahuje suboptimalnich vysledkt a dlouhodo-
bé preziti se pohybuje jen kolem 50%. Rada prognostic-
kych indikatord (imunohistochemicky obraz, identifika-
ce genetickych zmén, beta-2-mikroglobulin, sérova tymi-
dinkindza) mtiZe vhodné doplnit konvenéni prognostic-
ké ukazatele (IP]) a identifikovat nemocné s vysokym ri-
zikem léc¢ebného selhani. Také funkéni vysetfeni pomoci
18F-FDG PET/CT indikované Casné po zahdjeni terapie
muiZe napomoci vytipovat nemocné, kteff na podanou te-
rapii nereaguji optimdlné. Intenzifikace 1écby u téchto ne-
mocnych muize piekonat rezistenci nddorovych bunék
a vhodné zvolend terapeutickd taktika mize vést k dosa-
Zeni kompletni remise choroby a dlouhodobému preziti.
I v éfe imunochemoterapie s pouzitim R ma své misto
v 1écbé 1. linie u mladSich nemocnych s DLBCL vyso-
ce-davkované terapie s podporou autolognich kmenovych
bunék. Jak naznacuji data francouzskych a italskych stu-
dif, ale i data z ¢eskych center je tento postup stdle vy-
znamnou nadéji mladsich rizikovych pacientl na vylé-
¢eni jejich choroby. Prace byla podporovéna grantem IGA
NT 11103, grantem MSMT 6198959205 a internim gran-
tem UP ¢. LF-2011-006.

2032.

Vyznam a prinos metody arrayCGH pro prognostic-
kou stratifikaci difiizniho velkobunéc¢ného lymfomu
(DLBCL)

Chytilikova Radka, Urbankovd Helena, Papajik Tomas,
Kubova Zuzana, Holzerovda Milena, Pikalova Zuzana,
Flodr Patrik, Indrak Karel, JaroSova Marie
(Hemato-onkologickd klinika, LF UP a FN, Olomouc,
Ustav patologie FN a LF UP, Olomouc)

Diftizni velkobunécny B-lymfom (DLBCL) je nejcas-
t&jSim typem nehodgkinskych lymfomu a tvoii vice nez
30% vsech lymfoidnich malignit. Vznika de novo nebo je
vysledkem transformace z jiného lymfoproliferativniho
onemocnéni. Akceptovand prognosticka stratifikace zalo-
Zena na vysledcich genové exprese odliSuje tfi prognos-
tické podskupiny. Podskupinu GCB-DLBCL s expresi ge-
nt bunék germinalniho centra, ABC-DLBCL s expresi ge-
nu aktivovanych B lymfocytd a PMBL, primarni media-
stindln{ B-lymfom. Stratifikace ma prognosticky vyznam,
protoze Sti-leté prezivani dosahuje 64% PMBL a 59%
GCB DLBCL, ale jen 30% ABC DLBCL. Cilem studie
bylo zjistit vyskyt a frekvenci nebalancovanych chromo-
somovych aberaci pomoci metody arrayCGH a doplné-
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nim vysledky klasické cytogenetiky, FISH a imunohisto-
chemie se pokusit se o prognostickou stratifikaci nemoc-
nych. Vysetieny soubor 41 pacientti (22 muzid a 19 Zen,
medidl véku 48) tvorilo 35 pacienti s histologickou dia-
gnosou DLBCL a 6 pacientti s diagnosou PMBL. Ve sku-
piné¢ DLBCL byli vySetieni 4 pacienti s DLBCL, u kte-
rych byla prokdzana Richterova transformace z jiného ty-
pu lymfoproliferativniho onemocnéni. DNA pro array-
CGH byla izolovdna u 29 pacientti z nadorovych bunék
uzliny, u 2 pacientl z bun¢k nadorové tkdné, u 2 pacien-
tt z bunék periferni krve a u 8 pacientil z bunék kostn{
dfené s prokdzanou infiltraci nddorem. Detailni analyza
arrayCGH ukdzala nejcastéjsi delece na chromosomech
13 a 17p, nejcastéjsi zmnoZeni genetického materidlu
chromosomt 7, 8, 9p a 12q. Metodou FISH byly vedle
nebalancovanych aberaci nalezeny také reciproké chro-
mosomové translokace, nejcastéji translokace t(14;18).
U vsech pacientti s diagnosou PMBL bylo provedeno vy-
Setfeni FISH pro urceni poctu kopii genu JAK2. Vysled-
ky byly doplnény ndlezy imunohistochemie (CDI10,
BCL6,Ki67, MUM1/IRF4, BCL2, CD30, CD23). Navrh-
li jsme prognostické podskupiny nemocnych a vyhodno-
tili klinicky priibéh onemocnéni. Nase predbézné vysled-
ky ukazuji nejen vyznamnou roli metody arrayCGH
u prognézovani DLBCL nemocnych, ale potvrdily ne-
zbytnost doplnéni vysledky klasické cytogenetiky a FISH,
stejné jako imunohistochemického vySetreni nddorové
tkdn&. Price je podporovdna grantem MZCR IGA NT
11103, MSMT 6198959205 a studentskym grantem Uni-
verzity Palackého LF_2010_004.

2042.

Absolutni pocet lymfocyti periferni krve jako jedno-
duchy prediktivni ukazatel u nové diagnostikovanych
nemocnych s difuznim B-velkobunéénym lymfomem
Kubova Zuzana, Papajik Tomas, Obr Ales, Prochazka Vit,
Kapitanova Zuzana, Urbanova Renata, Turcsanyi Peter,
Raida Ludék, Jarkovsky Jifi, Karel Indrak
(Hemato-onkologickd klinika LF UP, Olomouc; Lékarskd
fakulta UP, Olomouc; IBA MUNI, Brno)

Difuzni B-velkobunéény lymfom (DLBCL) je nejcas-
t&jSim typem ze vSech ne-hodgkinskych lymfomu v Ev-
ropé. VétSina nemocnych byva diagnostikovana v pokro-
¢ilém stadiu choroby a s pritomnosti fady rizikovych fak-
tord. Ty jsou indikdtorem mozného nedosazeni komplet-
ni remise (CR) standardné davkovanou chemoterapii
(CHT) nebo kratkosti trvani remise. V prib¢hu poslednich
20 let byla testovana fada prognostickych faktord, jen né-
které z nich si vSak zachovaly vypovédni silu i v éfe imu-
nochemoterapie s pouZitim rituximabu (R). Cilem nasi
prace bylo zhodnoceni prognostického vyznamu absolut-
niho pocétu lymfocytd (ALC) periferni krve u nové dia-
gnostikovanych nemocnych s DLBCL sledovanych na na-
Sem pracovisti v letech 1995 — 2009. Soubor tvorilo 429
pacientt (212 Zen a 217 muzi) s medidnem véku 61 let
(19 — 86 let). 237 nemocnych (55%) bylo diagnostikova-

no ve stadiu IIT a IV (Ann Arbor), hodnotu mezinarodni-
ho prognostického indexu (IPI) 2 a 3 mélo 181 pacientt
(42%),1P1 4 a 5 pak 82 pacientl (19%). Median ALC byl
1,38x10%1 (0,03 — 14,1). 124 nemocnych (29%) mélo hod-
notu ALC niz8i nez 1,0x10%1. Ve skupiné nemocnych
s ALC pod 1,0x10%1 dosahlo CR 32% pacienti 1éCenych
CHT a 68% lécenych R-CHT. Ve skupiné nemocnych
s ALC = 1,0x1091 dosdhlo CR 69% pacientt 1é¢enych
CHT a 82% pacientii 1é¢enych R-CHT (p < 0,001). Podob-
né rozdily byly pozorovény i ve skupindch rozdélenych
podle véku (60 let). 5-leté preziti bez udélosti (EFS) bylo
ve skupiné s ALC pod 1,0x109/1 a lé¢enych CHT 25%,
u lé¢enych R-CHT 75%. Ve skupiné s ALC = 1,0x10%1
to bylo 57% pro 1é¢ené CHT a 83% pro lécené R-CHT (p
<0,001). Podobné rozdily byly zjistény i pro celkové pre-
ziti (OS). Ve skupiné lécenych R-CHT byly kombinova-
ny hodnoty IPI s poctem ALC. Nemocni s ALC = 1,0x10%/1
méli v kategorii IPI 2 jednoznacné lepsi 5-leté EFS 94%
vs 65% (p < 0,001), stejné jako OS 94% vs 64% (p <
0,001). V ostatnich kategoriich IPI a aalPI statistické roz-
dily ve skupiné lécenych R-CHT zjistény nebyly. V jed-
norozmérné analyze byl ALC, stejné jako vek, stddium
III a IV, hodnota Hb, LDH, beta-2-mikroglobulinu, s-ty-
midinkinazy, IPI, aalPI, 1écba rituximabem a dosazeni CR
statisticky vyznamnym faktorem pro EFS i OS. Viceroz-
mérnd analyza pro skupinu lé¢enych CHT a R-CHT je pri-
pravovana. ALC je i v éfe R-CHT uzite¢nym prognostic-
kym faktorem. Jeho nezavislou vypovédni hodnotu mus{
provéfit vicerozmérnd statistickd analyza. Prace byla pod-
porovana grantem IGA NT 11103, grantem MSMT 619
895 9205 a internim grantem UP ¢. LF-2011-004.

1939.

Vysledky lécby B-NHL/ALL u déti a dospivajicich
protokolem B-NHL BFM 2004

Kabic¢kova Edita, Sumerauer David, Mejstiikova Ester,
Vodic¢kova Elena, Pulejkovi¢ Dejan, Kynél Martin, Ko-
det Roman, Stary Jan

(Klinika détské hematologie a onkologie UK 2. LF a FN
Motol, Praha; Oddéleni klinické hematologie, FN Mo-
tol, Praha; Klinika zobrazovacich metod UK 2. LF a FN
Motol, Praha; Ustav patologie a molekuldrni mediciny 2.
LF UK a FN Motol, Praha)

Uvod: B-bun&ené nehodgkinské lymfomy (NHL) tvo-
i 60% vSech NHL a jsou nejcastéjsim typem NHL v dét-
ském veku. Intenzivni chemoterapie, vyuzivana v 1é¢bé
détskych NHL poslednich 20 let, vyrazné zlepsila progné-
zu téchto nemocnych. Celkové preziti pacienti s NHL bez
ohledu na histologicky typ a stadium onemocnéni kolisa
mezi 70-90%. Cile: Analyza klinicko — patologickych dat,
zhodnoceni 1é¢ebné odpovédi a preziti pacientd s B-NHL.
Pacienti a metody: V obdobi 2004-2010 jsme na Klinice
détské hematologie a onkologie v Praze 1écili celkem 54
déti s B-NHL. Burkittdv lymfom mélo 37 déti (69 %),
DLBCL mélo 11 déti (20 %), 6 pacientti (11 %) mélo di-
agnostikovany primarni mediastindlni B-NHL (PMBCL).
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Ve skuping je 41 chlapct a 13 divek s medidnem véku
v dobé diagnézy 12 let (2-18). Onemocnéni stadia
I (StJudegs Staging) mély 4 déti, stadium II mélo 10 dé-
ti, stadium IIT 33 déti, stadium IV mélo 7 pacientt. Pro-
tokol B-NHL BFM 2004 stratifikuje do pacienty 4 1é¢eb-
nych skupin v zdvislosti na rozsahu onemocnéni a hladi-
né laktdtdehydrogendzy. Pacienti nizsiho stupné rizika
(skupina R1, R2) absolvuji 2 nebo 4 cykly chemoterapie,
pacienti s onemocnénim vysokého rizika (skupina R3,
R4) absolvuji 5-6 cykld intenzivnéjsi chemoterapie. Pa-
cienti s PMBCL absolvuji 6-7 cykld chemoterapie. Vy-
sledky: Indukéni chemoterapif dosdhlo kompletni remi-
se 52 pacientti (96 %). S medidnem sledovani 3 roky (0,5-
7) zije bez znamek onemocnéni 46 pacienti (EFS 83 %,
OS 85 %). Priznivou prognézu méli nemocni s lokalizo-
vanym onemocnénim (EFS 91 %), EFS pacientt s pokro-
¢ilym NHL je 80 % (p =0,25). Na zavazné infekcni kom-
plikace v prib&éhu chemoterapie zemieli 3 pacienti (5 %),
1 pacient zemfel kratce po zahdjeni 1écby na rychlou pro-
gresi lymfomu. Po ukoncené 1é¢bé relabovali 4 pacienti
(5-23 mésict od stanoveni diagndzy, medidn doby do re-
lapsu 6 mésich). Tti pacienti zemieli i pfes zdchrannou
1é¢bu zemieli na progresi lymfomu, 1 pacient zistava 5
let od stanoveni diagndzy bez zndmek onemocnéni. U 1
pacientky jsme 2 roky po lécbé PMBCL diagnostikovali
sekundarni Hodgkintiv lymfom (HL). Zavér: Intenzivni-
mi BFM protokoly Ize vylécit vice nez 80% pacienti s B-
NHL Lécbu provazi zavazné, Zivot ohrozujici infekéni
komplikace. Nepfiznivou prognézu na tomto protokolu
maji nemocni s primarnim mediastindlnim B-lymfomem.
Podporeno granty IGA MZ CR NS/9997-4, NS/10480-3
a vyzkumnymi zaméry MZOFNM2005.

2038.

Hodnoceni terapeutické odpovédi pomoci 18F-FDG
PET/CT u nemocnych s B-bunéénymi ne-hodgkinsky-
mi lymfomy lé€enymi imunochemoterapii s pouZitim
rituximabu

Kapitdnovd Zuzana, Myslivecek Miroslav, Papajik To-
mas, Buriankova Eva, Prochazka Vit, Koranda Pavel, Ru-
sinakova Zuzana, Henzlova Lenka, Palova Miroslava,
Indrak Karel

(Hemato-onkologickd klinika LF UP, Olomouc, Klinika
nukledrni mediciny LF UP, Olomouc)

18F-FDG pozitronova emisni tomografie kombinovana
s vypocetni tomografii (PET/CT) je v soucasné dobé nej-
spolehlivejsi zobrazovaci metoda v hodnoceni Iécebné od-
povédi u nemocnych s ne-hodgkinskymi lymfomy (NHL).
Pokud je PET/CT indikovano v pribéhu terapie, miZe byt
cennym ukazatelem citlivosti nddoru na podavanou lécbu.
Role a prediktivni sila casného PET/CT vysetieni u paci-
entd s CD20+ NHL lé¢enymi imunochemoterapii nenf jes-
té zcela presné ovéfena. Cilem nasi prace bylo zhodnoce-
ni vysledku ¢asného (ePET) a konecného PET/CT (fPET)
vysetfeni u nemocnych s CD20+ NHL lé¢enymi pomoci
chemoterapie a rituximabu (R). V letech 2006 — 2009 by-

lo pomoci PET/CT vysetieno 146 nové diagnostikovanych
pacientd s NHL. 98 pacientti mélo diagnézu difuzniho B-
velkobunééného lymfomu (DLBCL), 30 pacienti diagné-
zu folikuldrniho lymfomu (FL) a 18 mélo lymfom z plas-
tovych bunék (MCL). Median véku byl 59 let (28 — 80 let).
105 pacientti bylo diagnostikovano ve stadiu III nebo IV
(Ann Arbor). 141 pacientl bylo lé¢eno imunochemotera-
pif s pouzitim antracyklinu, 4 nemocnf terapii FCR a 1 ne-
mocny pomoci R-COP. 86 nemocnych bylo vySetieno po
2. nebo 3. cyklu terapie pomoci PET/CT. 47 nemocnych
bylo ePET-negativni (55%), 39 (45%) ePET-pozitivni. Ja-
ko ePET-pozitivni bylo hodnoceno 10 z 14 (71%) pacien-
ti s MCL, 7 z 18 (39%) nemocnych s FL. a 22 z 54 (41%)
jedincG s DLBCL. 1 pacient s MCL a 1 s FL a ePET-ne-
gativnim nalezem byli na konci terapie fPET-pozitivni, ji-
nak vSichni ePET-negativni{ zGstali i na konci 1é¢by fPET-
negativni. Ze skupiny ePET-pozitivnich pacientii bylo po
lécbeé hodnoceno20 jako fPET-negativnich a 17 jako fPET-
pozitivnich, 2 nemocni nebyli hodnoceni (p < 0,0001). Ze
skupiny ePET-negativnich zrelabovalo 5 nemocnych
(11%), ze skupiny ePET-pozitivnich zrelabovalo ¢i progre-
dovalo 11 pacientti (28%) (p=0,04). 15 ze 107 (14%) fPET-
negativnich zrelabovalo, 14 z 39 (36%) fPET-pozitivnich
déle progredovalo (p=0,06). 3 fPET-pozitivni nemocni se
stali PET-negativnimi po zachranné terapii, 11 fPET-pozi-
tivnich zlstalo PET-pozitivnimi i po této dals{ linii tera-
pie, 9 z nich mélo ePET-pozitivni. Nase vysledky nazna-
Cuji, Ze nemocni s ePET-pozitivnim ndlezem jsou rizikovi
z hlediska nedosazeni kompletni remise, relapsu ¢i pro-
grese jejich onemocnéni. Otazkou prospektivnich studif zu-
stava, zda tito nemocni mohou profitovat z cilené indiko-
vané intenzifikace 1écby. Prace byla podporovéana grantem
IGA NT 11103, grantem MSMT 6198959205 a internim
grantem UP ¢. LF-2011-006.

XV. KONFERENCE OSETROVATELSTVi

A ZDRAVOTNICH LABORANTU
(SESTERSKA SEKCE)

1885.
Mnohoéetny myelom — od Sumavy k Tatram
Minafik Jifi (I1l. interni klinika FN, Olomouc)

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné onemocnéni
krvetvorné tkdné. Je charakterizovdno tvorbou monok-
londlnifho imunoglobulinu (M-proteinu, paraproteinu)
nebo jeho strukturdlnich komponent (tj. lehkych fetéz-
cl kappa nebo lambda) v séru a/nebo moci a souborem
pfiznakid, mezi néZ patii predev§im anémie, myelomo-
vé kostni nemoc a postizeni funkce ledvin. V Ceské re-
publice je v soucasnosti vyskyt 300-400 novych pfipa-
di ro¢né, pfi¢emz se jednd o druhou nejcastéjsi hema-
tologickou malignitu, s medidnem véku kolem 63 let.
Klinicky obraz miZe byt velmi pestry. Nejcastéjsim
steskem u jedincl s nové zachycenym onemocnénim
je dlouhotrvajici bolest zejména osového skeletu, zpi-
sobend postizenim kostni struktury nadorovym proce-
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sem, nezfidka s pfitomnosti patologickych zlomenin.
Soucasné byvaji pfitomny projevy anemického syndro-
mu s duSnosti, slabosti a inavou, pfipadné t€Z infekéni
komplikace v disledku porusené imunitni odpovédi. Di-
agnostika se opird o soucasné zachyceni patologickych
myelomovych bunék v odbéru kostni dfené spolu s pii-
tomnosti M-proteinu v séru a/nebo moci, a o zhodnoce-
ni pfidruzenych priznakti — zejména kostniho postizeni
(pomoci zobrazovacich metodik jako je RTG, CT, MRI,
eventuelné PET/CT), anémie, postiZeni ledvin a pfipad-
né hyperkalcémie. Lécba mnohocetného myelomu za-
znamenala v posledni dobé nebyvaly vyvoj, zejména di-
ky zarazeni autologni transplantace kmenovych bunék
u mladsich jedinct, a v neposledni fadé téz diky novym
Iéktim s tzv. ,,biologickym mechanismem uc¢inku®, ja-
ko je naptiklad thalidomid, bortezomib ¢i lenalidomid.
Vyraznou mérou prispiva téz 1é¢ba podpirna a tdlevo-
v4, spocivajici v tlumeni bolestivého syndromu, preven-
ci infekénich komplikaci a dpravé funkce postizenych
tkdn{ a organd. Pfesto zistdva myelom nevylécitelnym
onemocnénim s nutnosti dlouhodobé dispenzarni péce
jak lékarské, tak i oSetfovatelské. Cilem prezentované
prace je seznamit s charakteristikou onemocnéni, jeho
projevy, moznostmi i uskalimi diagnostiky a léCby,
a rovnéz nastinit nékteré moderni poznatky pfispivaji-
cf k individualizované cilené 1é¢bé této klinické jedno-
tky. Za podpory VVZ MSM 6198959205.

1944.

Zmény prozivani po sdéleni onkologické diagnézy
Hromkova Magdalena, Onderkovd Alice

(Interni hematoonkologickd klinika FN, Brno; Ceskd mye-
lomovd skupina)

Uvod: Onkologické onemocnéni nemd vliv jen na jed-
nu osobu, tedy na pacienta, ale postihuje celé pdry, rodi-
ny a préatele. Negativni pocity ze zmény Zivotniho stylu,
které u nemocného nésleduje po sdéleni diagnézy, mohou
byt téméf stejné zdrcujici i pro rodinné prislusniky a pra-
tele. Onkologicka diagnéza je pro pacienta jeho rodinu
a blizké vzdy extrémni zatézi. Metoda: Soubor respon-
dentti tvofilo 100 pacientl a 90 blizkych, ktefi navstévu-
ji Hematoonkologickou ambulanci. Informace byly zis-
kany pomoci anonymnich dotaznikd. Oslovenim respon-
dentt, jak z fad nemocnych, tak ze skupiny jejich bliz-
kych mélo za cil zjistit rozdily v psychickém prozivani
pacientt a jejich blizkych po sdéleni onkologické diagné-
zy a identifikovat odliSnosti v adapta¢nich mechanizmech
vyuzivanych pfi vyrovnavani se s onkologickou diagné-
zou. Dotazniky byly vyhodnoceny pomoci tfidénf 1. stup-
né. Vysledky: Vysledky Setfeni ukdzaly, Ze prozivani ne-
gativnich emoci po sdéleni onkologické diagndzy je ve
skupiné nemocnych a blizkych srovnatelné, tedy 81 %
a 90 %. Strach, jako nejsilnéjsi pocit oznacilo 81 % pa-
cientli a 90 % blizkych. Tento pocit pretrvava u obou sku-
pin respondentl vice jak putl roku. Také se ukdzalo, Ze
12 % pacientii a 34 % blizkych vnima navstévu Hemato-

onkologické ambulance jako nadmérnou psychickou za-
t€Z. Pro 84% pacientl je tato zatéZ minimalizovana pii-
tomnosti nékoho z rodinnych piislusnikd. Dale vysledky
Setfeni ukdzaly, Ze onkologickou diagnézu nejcastéji sde-
luje 1ékai na ambulanci. Pomoc psychologa byla nabid-
nuta pouze 10 % pacientti a 7 % blizkych, ale nikdo této
mozZnosti nevyuzil. Zavér: Setfeni nam potvrdilo, Ze ob-
dobi po sdéleni onkologické diagndzy je pro nemocné
i blizké velmi naro¢né. Cilem péce na hematoonkologic-
ké ambulanci by mélo byt vytvoreni co nejlepsiho zaze-
mi, s dostatkem informaci a kvalitni komunikaci, a to jak
pro nemocné tak i jejich blizké.

2013.

Pohled pacientii na kvalitu Zivota 1 rok

po transplantaci krvetvornych bunék

Kajaba Véaclav, Koudelkové Lucie, Raida Ludek, Trnkova
Marie, Vitkova Jitka, Uvizlovad Eva, Labudikova Monika
(HOK FN, Olomouc; FZV UP, Olomouc, 1. interni klini-
ka VFN, Praha)

Kvalita Zivota vztazend ke zdrav{ patif dnes mezi re-
spektované ukazatele stavu zdravi a spokojenosti paci-
entll a ma svdj vyznam pii zhodnoceni benefitu, v tom-
to pripadé velmi nakladné, transplantacni 1écby. Cilem
sdéleni je zhodnoceni kvality Zivota pacientli na olo-
mouckém pracovisti s odstupem 12 mésict po auto/alo-
genni transplantaci krvetvornych buné¢k. Metodika: Cel-
kem jsme korespondenéné oslovili 50 pacientl se Zado-
sti o spolupraci na tomto hodnoceni. Nastrojem hod-
noceni byl standardizovany dotaznik FACT-G doplné-
ny minidotaznikem s dopliujicimi otdzkami. Vraceno
bylo zpét 41 vyplnénych dotaznikid (81%). Dotaznik
zjistoval otdzkami somatickou rovinu (maldtnost, ne-
volnost, bolest, tinavu), dusevni a socidlni rovinu (vzta-
hy s rodinou, citovd podpora, nervozita, volnoasové
aktivity, zaméstnani), duchovni rovinu (smifenf se s ne-
moci, vyrovnani se, obavy ze smrti). Charakteristika
souboru: Mezi respondenty prevladali muzi (2/3), z di-
agnéz byly zastoupeny nejvice nemocni s dg. mnoho-
¢etného myelomu a non-hodgkinského lymfomu. Té-
méf 2/3 pacientl bylo star§ich 50 let a stejnd ¢ast ne-
mocnych podstoupila autologni transplantaci krvetvor-
nych bunék. Ostatni absolvovali alogenni transplantaci
krvetvornych bunék, event. se jednalo o tandemovou/re-
transplantaci. Zavér a diskuze: Ve shodé se zahrani¢ni-
mi prameny se ukazuje dlouhodoby dopad zdvazného
onemocnéni spojené¢ho s intenzivnim Ié¢ebnym postu-
pem v oblasti socidlni — polovina nemocnych je rok po
transplantaci krvetvornych bunék omezena ve svych
kazdodennich aktivitdch a stejnd ¢4st nemocnych ztra-
tila své zaméstnani. Naopak v subjektivnim vnimani fy-
zického stavu dochdzi k ,restitutio ad integrum®. Po-
drobnéjsi zavery jsou ndplni prezentace a pobidkou
k dal$imu sledovani této problematiky v del$im Caso-
vém odstupu po auto/alo transplantaci na pracovistich
v CR. Podpofeno grantem NT 11299-6 a LF-2011-006.
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2025.

Vyskyt plicnich a bronchialnich infekei u pacienti
po transplantaci krvetvornych bunék provedenych

v pokojich s nebo bez HEPA filtrace vzduchu

— zkuSenosti po prvinim roce sledovani

Hartl Pavel, Brandejsova Renata, Bystfickd Eva, Vokur-
ka Samuel

(Hematologicko-onkologické oddélent, Plzen, East forum
EBMT - NG)

Uvod: HEPA filtrace vzduchu je doporuovéna v poko-
jich pacienti béhem transplantaci krvetvornych bunék, ob-
zvlasté alogennich. V nekterych centrech v§ak neni HEPA
filtrace dostupna a transplantace mohou byt bezpecné pro-
vadény nejspise i v pokojich bez HEPA filtrace vzduchu.
Sesterskd skupina East Forum EBMT spolupracuje od
1/2010 na observacni studii, kterd si klade za cil ovérit vy-
skyt plicnich a bronchidlnich infekei u pacientti s ohledem
na dostupnost HEPA filtrace v transplantacnich pokojich.
Metodika a pacienti: Sledovaci, prospektivni, multicentric-
kd studie. Kazdy transplantovany pacient spolupracujici-
ho centra je chronologicky zarazen do sledovéni. K zaz-
namlm dat jsou pripraveny monitorovaci karty. Sledova-
ni probihd od dne pfijeti pacienta k transplantaci do dne
+100 po transplantaci. Definice: Plicni nebo bronchidlni in-
fekce = klinickd ( napt. kasel, dusnost) nebo radiologicka
(RTG, CT) znamka plicni nebo bronchidlni infekce spolec-
né se zvysenou télesnou teplotou a/nebo zvySenym CRP.
Vysledky prvniho roku: Zatim spolupracuji 4 centra (PI-
zen, Ljubljana, Katowice, Bukurest’) a do 12/2010 bylo re-
gistrovano 135 pacientl (muzi 55%, vék 57 (22-69) let).
Po transplantaci autologni je 52% a po alogenni 48% pa-
cientd. HEPA filtrace vzduchu byl u 17% autolognich
a 83% alogennich transplantaci. Pneumonie byla u 6/135
(4%) pacientt, bronchitida u 1/135 (0,7%) a HEPA filtra-
ce byla u 3/7 pacientil s komplikaci (3 pacienti po auto-
logni a 4 po alogenni transplantaci). Diskuze: Dosavadni
pribéh studie doklada dobrou spolupréci center. Vyskyt
plicnich a bronchidlnich infekef je zatim obecné maly a ob-
jevuje se jak u pacientti bez HEPA tak i s HEPA filtraci.
Pokracovani ve studii je nutné pro ziskani spolehlivéjSich
vysledkd. Spolupréce je oteviena dal$im centrim.

2009.

Zdravotni sestra - nezastupitelny ¢lanek v péci

o téhotné s myeloproliferativnim onemocnénim
Krupova Katefina, Dolezalovd Magda

(1. interni klinika- Oddélent klinické hematologie, FN,
Hradec Krdlové)

Myeloproliferativni onemocnéni (MPD) mohou také po-
stihovat Zeny v reprodukénim véku a to i takové, které jes-
t€ nerodily. Prvni skupinu tvofi Zeny, které prodélaly za-
vaznou episodu VTE (vendzni tromboembolizmus) jako 1.
manifestaci MPD. Trombézy se Casto vyskytuji v abdo-
mindln{ oblasti (trombdza v.portae, Budd — Chiari syndrom

Vv

aj.). Druhou skupinu tvofi Zeny jiz v terapii MPD (nejCas-

téji vzhledem k véku Thromboreductinem), které planuji
graviditu. V Cem je sestra dilezitym ¢lankem? 1. Edukaci
nemocné o pldnovaném rodicovstvi. V obou skupindch Ze-
ny uzivaji Thromboreductin, ktery je v gravidité kontrain-
dikovan. Navic Zeny po VTE jsou na dlouhodobé antiko-
agula¢ni terapii Warfarinem. Gravidita musi byt planova-
na, protozZe je nutné vysadit Thromboreductin a Zenu pre-
vést na Intron. Zena je poucena o &asné detekci gravidity,
tak aby Warfarin byl vysazen do 6. tydne a zahdjen LMWH
v ddvce, kterou urci 1ékar. 2. Predvedeni vysvétleni aplika-
ce Intronu a LMWH Oba léky jsou poddvany podkozné
a vétsina Zen si aplikuje 1éCiva sama. Spravna aplikace 1é-
ki je dilezitd jak z pohledu ti¢innosti, tak bezpe¢nosti. Sest-
ra nauci tehotnou zachdzet s intronovym perem a nataho-
vat presné davku urcenou I€kafem. Tato terapie je spojena
zejména na zacatku s fadou vedlejsich icinkt chfipkové-
ho charakteru, proto doporucujeme aplikaci vecer. To stej-
né plati o LMWH. 1. aplikaci predvadi a provadi sestra na
ambulanci. Téhotnd je sezndmena s principem podavani,
které se sklada z nasledujicich krokt: Ocisténi mista po-
déni, vytvoreni fasy, vlastni aplikace. Nékteré Zeny davaji
v gravidité pfednost podani LMWH do laterdlni ¢4sti steh-
na pred oblasti bficha. DileZité je pouceni o nutnosti po-
dani LMWH v 24 h intervalech. 3. planovani kontrol a la-
boratorni vySetfeni Sestra objedndvéd do poradny v termi-
nu, ktery uréi 1ékaf. Zena je zvana do poradny pravidelng,
z pocétku Castéji (kontroly KO pfi Intronu), pak maximél-
né 1x za 4 tydny. Pfi kazdé kontrole se provadi vySetieni
KO, D dimeru, event. stanoveni antiXa.

1959.

Analyza spokojnosti pacientov s poskytovanou
oSetrovatelskou starostlivost’ou

Jarolikova Viera

(Klinika hematologie a transfiiziologie, Bratislava — SK)

Pacienti s onkohematologickymi ochoreniami krvo-
tvorby preZivaji strach, izkost’, pocit osamelosti a straty
kontroly nad svojim Zivotom. Optimdlne lieCebné prost-
redie, mily a trpezlivy pristup zdravotnickych pracovni-
kov predstavuje filozofiu, ktord sa snazi u pacientov pod-
porit’ pocit pokoja a nddeje spojend s tizbou po uzdrave-
ni. Nasim cielom bolo zistit” dotaznikovou metédou spo-
kojnost’ pacientov s manazmentom poskytovanej oSetro-
vatel'skej starostlivosti na jednotke intenzivnej hemato-
logickej starostlivosti a transplantacnom centre Kliniky
hematoldgie a transfiziol6gie LFUK v Bratislave a zis-
kat’ tak odpoved’ na otazku: ,.Je manazment oSetrovatel’s-
kej starostlivosti onkohematologickych pacientov sprav-
ny?* Stucast'ou dotaznika bolo aj hodnotenie spokojnosti
pacienta s poskytovanou nielen lekarskou a oSetrovatel’s-
kou starostlivostou, ale aj d'alsimi aspektmi hospitaliz4-
cie ako droven stravovania, ubytovania alebo upratova-
cich prac. Dotaznik bol ureny pre pacientov, ktory ab-
solvovali hospitalizdciu na naSej klinike za rok
2009/2010. Bol anonymny a obsahoval 20 poloziek. Pri-
eskumu sa zucastnilo 40 respondentov. Boli to pacienti
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s akttnymi a chronickymi onkologickymi ochoreniami
krvotvorby v pomere 58% muZov a 42% zien. Vekova ka-
tegdria respondentov bola od 18 a viac rokov a boli zo
vsetkych regionov Slovenska. Odpovede na otazky tykaj-
Uce sa Casového intervalu prijatia na 16zko, prvého kon-
taktu sestra-pacient pri prijme, organizacie denného re-
Zimu, ale aj stravy pacienta boli Statisticky vyhodnotené
a vysledky boli pouZité pre skvalitnenie oSetrovatel'skej
starostlivosti. Pri kone¢nej analyze a po vyhodnoteni do-
taznika sme navrhli a zrealizovali odporicania pre prax,
ktoré viedli k zvySeniu spokojnosti pacienta. Dojem
a subjektivne pocity, ktoré v pacientovi zanechal kontakt
s oSetrovatel'skou starostlivost'ou su tiezZ jednym z prv-
kov hodnotenia kvality poskytovanej starostlivosti. Spo-
kojny pacient vytvara v trhovom prostredi konkurencnui
vyhodu a zlepSuje i kredibilitu celého zdravotnickeho za-
riadenia.

4th SYMPOSIUM ON ADVANCES

IN MOLECULAR HEMATOLOGY
I. - LEUKEMIA & LYMPHOMA

Prediction of success or failure of treatment with
imatinib and the second-generation tyrosine
kinase inhibitors in patients with CML
Milojkovic Dragana (London — UK)

Abstrakt nedodan

2078.

Development of aggressive acute myeloid leukemia
represents multistep process of genetic alteration

of tumor suppressors and epigenetic upregulation

of key oncogenes

Basova Petra, Vargova Karin, Burda Pavel, Savvulidi Fi-
lipp, Necas Emanuel, Stopka Tom4s

(Pathological Physiology and Center of Experimental He-
matology, First Faculty of Medicine, Center of Experi-
mental Hematology, Charles University, Prague)

In the hematopoietic system, formation of the earliest
myeloid and lymphoid transcriptional networks essenti-
ally depends on the transcription factor PU.1. Recently,
PU.1 downregulation has been found to associate with on-
cogenesis (Rosenbauer 2004). We herein used the PU.1
knockdown mice with decreased expression (~20%) that
caused a differentiation blockade and development of acu-
te myeloid leukemia (AML) (Rosenbauer 2004). More ag-
gressive behavior and earlier onset of AML was observed
in the PU.1 knockdown mice containing p53-defficient
background. This was associated with activation of ge-
netic program of key hematopoietic oncogenes whose in
vitro inhibition (using siRNA approach) restoratored PU.1
mRNA levels. This indicated critical importance of ma-
nipulating PU.1 level for the transcriptome reprogram-
ming of leukemia cells and consequently for the pathoge-

nic cell phenotype in AML. Grant support: IGA 10310-
3, MSMT 2B06077, SVV-2010-254260507.

2079.

Expression of microRNA miR-155

in lymphoproliferative disorders

Huskova Hana, BaSova Petra, Vargova Karin, Seiberto-
va Katarina, Karban Josef, Trnény Marek, Stopka Tomas
(Pathological Physiology and Center of Experimental He-
matology, First Faculty of Medicine, Center of Experi-
mental Hematology, Charles University, Prague; First
Medical Department - Hematology, General Faculty Hos-
pital, Prague)

Lymphoproliferative disorders is heterogenous class of
diseases characterized by proliferation of a malignant lymp-
hoid clone. MicroRNA miR-155 was found to be a key mo-
lecule that can drive lymphoproliferation in mouse (Costi-
nean 2006) and its levels were found to be elevated in cer-
tain leukemia and lymphoma types in humans (Kluiver
2005, Eis 2005, Zhao 2010). MiR-155 downregulates ex-
pression of its target genes, among them PU.1, a hemato-
poietic transcription factor important for hematopoietic dif-
ferentiation (Vigorito 2007). Expression of the gene enco-
ding miR-155, known as MIR155HG, is controled by seve-
ral transcription factors, among them MYB, a member of
an oncogenic E-box protein family (Vargova 2011). In our
study we measure levels of miR-155, PU.1 and other ge-
nes in lymph nodes of patients with chronic lymphocytic le-
ukemia (B-CLL, N=12), marginal zone lymphoma (MZL,
N=11), mantle cell lymphoma (MCL, N=7), folicular lymp-
homa (FL, N=23), diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL,
N=24), DLBCL transformation (N=7) and hodgkin lymp-
homa (HL, N=22). This study provides first comprehensi-
ve study to determine levels of miR-155 among major clas-
ses of lymphoproliferative disorders that may provide im-
portant implications for their pathogenesis and molecular
diagnosis. Grant support: IGA 10310-3, MSMT 2B06077,
SVV-2010-254260507.

2077.

Regulation of miR-155 host gene in chronic
lymphocytic leukemia

Vargova Karin, Cutik Nikola, Burda Pavel, Bafova Petra,
Kulvait Vojtéch, Pospisil Vit, Zikmund Tomas, Klapalova
Martina, Obrtlikova Petra, Mraz Marek, PospiSilova Sar-
ka, Mayer Jifi, Trnény Marek, Stopka Tom4s

(First Faculty of Medicine and Center of Experimental He-
matology, Charles University, Prague; Department of In-
ternal Medicine - Hematooncology, University Hospital, Br-
no and Medical Faculty, Masaryk University, Brno; First
Medical Department - Hematology, General Faculty Hos-
pital, Prague)

Elevated levels of microRNA miR-155 represent a can-
didate pathogenic factor in chronic B-lymphocytic leuke-
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mia (B-CLL). In this study, we present continutation of
the project that identified MYB (v-myb myeloblastosis
viral oncogene homolog) overexpression in a subset of B-
CLL patients (Vargova et al 2011). MYB physically as-
sociated with the promoter of MIR155 host gene
(MIR155HG, also known as BIC, B-cell integration clus-
ter) and stimulated its transcription. This coincided with
the hypermethylated histone H3K4 residue and spread hy-
peracetylation of H3K9 at MIR155HG promoter. Our da-
ta, on further extended set of B-CLL patients (NPTS =
169), provide supportive evidence of oncogenic activiti-
es of MYB in B-CLL that include its stimulatory role in
MIR155HG transcription. Grant support: IGA 10310-3,
MSMT 2B06077, SVV-2010-254260507.

2048.

The role of NFkappaB signaling pathway

— potential prognostic and predictive factor

in difuse large B-cell lymphoma

Flodr Patrik, Kubova Zuzana, Papajik Tomas, Tichy Mi-
chal, Sedldkova E., Svachovd M.

(Department of Pathology, Faculty of Medicine and Den-
tistry, Palacky University and Faculty Hospital, Olomouc;
Department of Hemato-oncology, Faculty Hospital, Olo-
mouc)

DLBCL constitutes app. 30-40% of non-Hodgkinlymp-
homas Armitage et al. (1998). Few studies used an immu-
nohistochemical detection for a stratification of DLBCL
Colomo et al. (2003). Two major patterns of gene expres-
sion by gene array technology have been proposed, Aliza-
deh et al. (2000) dividing into prognostically significant
subgroups in a Germinal centre B-cell-like (GCB) and an
Activated B-cell-like (ABC) DLBCL. Expected 5-year
over-all survival in GCB and ABC DLBCL is app.70%,
39% resp. (WHO 2001). First publication discribing
NFkappaB pathway is mentioned in 1986 (Sen et al.) and
comprises family of transcription factors with an important
role in a cell proliferation, antiapoptotic function and dif-
ferentiation. NFkappaB signaling pathway is referred to
as a central mediator of an immune response and controls
the expression of many proteins. NFkappaB signaling path-
way regulates survival of normal and malignant B-cells by
controlling the expression of cell death regulatory genes
(Karin et al. 2002). Constitutive activation of NFkappaB
signaling pathway may contribute to the lymfomagenesis
of DLBCL. The sorting in GC and post-GC DLBCL group
from FFPE tissue blocks with an application of indirect im-
munohistochemistry was carried out according the immu-
noprofile as decteted in GC and non-GC B-cells. So-cal-
led “Hans classifier encoprises CDI10, Bcl6 and
MUMI1/IRF4. The GC group was signed if detected posi-
tive expression of CD10 and BCL6 and negative expres-
sion of MUM1/IRF4 and non-GC group sorting in a vice
versa manner. During the activation of NFkappaB pathway
free NFkappaB monomers translocate to the nucleus and
nuclear positivity is observed in particular DLBCL groups.

In our pilot file of DLBCL cases (n=76) we evaluated ex-
pression of NFkappaB (p50, p52, p65) in GC (n=14), non-
GC (n=15) and “grey-zone” types (n=47) with detected
nuclear localization of NFkappaB expression (n=57,7, 15
resp.) without clear-cut linkage to the three mentioned
groups of DLBCL. Currently extended file (n=112) is be-
ing sorted according to our design both in conventional tis-
sue blocks and tissue microarray (TMA) and we expect at
least analogous heterogeneity of expression NFkappaB of
evaluated cases. Described assay is a part of “translation
research” in DLBCL which may play an important role in
sorting of DLBCL and a potential role in “tailored thera-
py” in particular cases of the DLBCL disease. Supported
by MSM 6198959205 and IGA NT11103.

1867.

Immune profile of patients with chronic myeloid
leukemia treated with interferon alpha

— the clinical context

Rohon Peter, Kreutzman Anna, Faber Edgar, Indrak Ka-
rel, Voglova Jaroslava, Flochova Emilia, Porkka Kimmo,
Mustjoki Satu

(Dpt. Hemato-oncology University Hospital, Olomouc;
Hematology Research Unit, Biomedicum Helsinki, Hel-
sinki University Central Hospital (HUCH), Helsinki —
Finland; 2nd Department of Internal Medicine, Univer-
sity Hospital, Hradec Krdlové; Department of Hematolo-
gy and Transfusiology, University Hospital, Martin — SK)

Interferon alpha (IFN-0.) was the treatment of choice
before the era of tyrosine kinase inhibitors (TKIs) and
prolonged survival of responding patients. Recent studi-
es suggest that combination of IFN-o with TKI impro-
ves therapy outcome. The mechanism of action of IFN-
o therapy is incompletely understood; the drug exerts both
direct cytotoxic and immunomodulatory effects on leuke-
mic cells. Our study population consisted of CML pati-
ents treated with IFN-o. monotherapy (n=10) and CML
patients who had discontinued IFN-a therapy but remai-
ned in remission for >2 years (n=9). None of the patients
were previously treated with TKI therapy. Lymphocyte
populations in all groups were characterized with com-
prehensive immunophenotyping panels. The clonality of
T-cells was analyzed by a TCR Y/d rearrangement assay
by PCR. Lymphocytes were further sorted into CD3+
TCR o+ and CD3+ TCR Y/6+ populations. Additional-
ly, plasma levels of 25 cytokines were measured with
a multiplex bead-based cytokine assay (Luminex®). We
observed that the proportion of NK-cells from lymphocy-
tes was significantly increased in IFN-o discontinued pa-
tients (median 26%, range 18-51%) compared to healthy
volunteers (11%, 5-21%) or patients on IFN-o. therapy
(12%, 6-31%) (P=0.0005). Clonal TCR 7Y/d rearrange-
ments were observed in 18 of 19 (95%) In both IFN-o
CML patient groups a unique rearrangement pattern was
observed: 14/19 (79%) of patients had the VY9 gene clo-
nally rearranged. Our results show that IFN-o treatment
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induces distinct changes in the immunoprofile of CML
patients. Patients who had successfully discontinued IFN-
o therapy differed markedly from healthy controls. IFN-
o therapy was associated with increased numbers of NK-
cells and clonal 3+ T-cells. These cells possess potent an-
ti-leukemic activity and may contribute to the prolonged
therapy responses in this group of patients. This work was
supported by student project LF-2011-006 of the Palac-
ky University and MSM 6198959205

EDUKACNI SEKCE MNOHOCETNY
MYELOM

Optimizing the use of novel drugs:
benefit vs. toxicity
Speaker to be appointed

The new treatment options in multiple myeloma
Benedetto Bruno (Torino — Italy)

Abstrakt nedodan.
XV. KONFERENCE OSETROVATELSTVI

A ZDRAVOTNICH LABORANTU
(SESTERSKA SEKCE 2)

208s.

Genetic profiling myeloma: prognostic stratification
and individualized therapies

Van Ness Brian

(Institute of Human Genetics, University of Minnesota,
Minneapolis, Minnesota — USA)

The advent of new technologies, such as gene expressi-
on profiling (GEP), spectral karyotyping, fluorescence in si-
tu hybridization (FISH), comparative genomic hybridizati-
on (cGH), single nucleotide polymorphism (SNP) genoty-
ping, and micro-RNA profiling, has provided critical tools
that define myeloma in details not possible 10 years ago.
The goal is to manage and integrate information from indi-
vidual genomes to direct the process of clinical decisions
and drug design. In 2009 the International Myeloma Wor-
king group developed a consensus on molecular classifica-
tion of myeloma. The consensus began with acknowledge-
ment that myeloma is a heterogeneous disease involving in-
teraction between host factors and features intrinsic to each
individual’s clonal tumor cells. The advent of more refined
cytogenetic techniques and high throughput genomics tech-
nologies provided a more detailed look at the complexiti-
es, with greater appreciation for some of the oncogenic
events leading to a disease that shows highly variable out-
comes. There are, however, some recurring themes that ha-
ve led to use of genetic markers in determining likelihood
of a better or worse outcome for patients with a new MM
diagnosis. The validity of prognostic factors has been tes-
ted predominantly in the new diagnosis setting, whereas the
inherent genetic instability may shift expression of prognos-
tic factors, especially when considering relapse or highly
refractory disease. Thus, genetic factors will be discussed
that can form the basis of prognostic stratification of impor-
tance to the practicing physician who can use this informa-
tion to choose from alternative therapeutic approaches. The
prognostic classification is also essential for understanding
the composition of patients entered into clinical trials, to pro-
vide cross comparisons of therapeutic efficacy. As we gain
further insight into the pathogenic subgroups, targeted in-
dividual therapy becomes more likely. New emerging tech-
nologies will be presented, such as whole genome sequen-
cing, and this will create new challenges and opportunities
in defining individual treatment options.

2061.

Experimentalna liecba chronickej myelocytovej
leukemie

Rohon Peter, Faber Edgar, Skoumalova Ivana, Indrdk Karel
(Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Chronickd myelocytovd leukémia (CML) je zhubné
myeloproliferativne ochorenie, ktoré ma pévod v kmeno-
vej pluripotentnej krvotvornej bunke s prevazujticou pro-
liferaciou myeloidného radu. Typickou a diagnostickou
zmenou je pritomnost’ chromozému Philadelphia (Ph),
ktory je vysledkom translokdacie t(9;22). V priebehu cho-
roby st popisované 3 fazy: chronickd, akcelerovand a bla-
stova kriza. Incidencia CML sa pohybuje medzi 1-2/100
000 (priemerny vek pri diagnéze je 50 rokov). V stcas-
nosti sa v liecbe CML pouZivajui inhibitory tyrozinovych
kindz, imatinib mesylat a lieky tzv. 2. linie: dasatinib a ni-
lotinib. Cielom prednasky je ukdzat’ nové (experimental-
ne) moznosti liecby CML. Z pohl'adu moznosti ovplyv-
nenia roznych drovni toku genetickej informdcie v leuke-
mickej bunke je mozné rozlisit molekuly s i¢inkom na
DNA a mRNA (tirovén gendmu) a na proteiny. OdliSnym
pristupom v lieCbe je vyuzitie tzv. anti-CML vakcin.

1898.

Sebepéce u nemocnych s GVHD po alogenni
transplantaci

Sturmovd Adéla, Halmo Renata, Kabatova-Maxova Kldra
(Hemato-onkologickd klinika-Transplantacni jednotka,
FN, Olomouc; Fakulta humanitnich véd, UTB, Zlin; He-
mato-onkologické odd., FN, Plzern)

Prezentace se zabyva drovni ¢innosti sebepéce u paci-
entl s GVHD po alogenni transplantaci. Alogenn{ trans-
plantace je moderni Iécebnou metodou hematologickych
Nemocnym ale také mtiZe pfindset velkou zatéZ v souvis-
losti s komplikacemi, které mohou nastat. Castou a zévaz-
nou komplikaci je pravé GvHD (Graft versus Host Dise-
as, nemoc Stépu proti hostiteli). Prezentace mapuje pro-
blémy nemocnych s GVHD po alogenni transplantaci, pre-
hledné predstavuje projevy, stadia, diagnostiku, 1écbu,
prognoézu a komplexni péci o klienty s GvHD. Jejim ob-
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sahem je odvozeni vlivu GvHD na pozadavky sebepéce
Oremové a sestaveni situacni potieby sebepéce u paci-
entll s GVHD. T&zisté prace tvori dotaznikové Setfeni ve
Fakultni nemocnici Olomouc a Plzen, které je zaméfené
na zjisténi kompetenci sebepéce u pacienti s GVHD v ob-
lasti znalosti onemocnéni, vyZivy a vyprazdiovani. Ana-
lyza a interpretace ziskanych dat umozni srovnat sebe-
péci pacientli s GVHD v téchto zdravotnickych zafizenich.
Na zédkladé vysledkt z vyzkumného Setfeni je sestaven
edukacni program na problematiku GvHD a vytvoren in-
formacni materidl pro klienty s GvHD. Ziskané vysled-
ky mohou pfispét ke zlepSeni péce o klienty s GVHD po
alogenni transplantaci.

2001.

Evaluace spiritudlni péce a potreb pacienti
Cermdkovd Markéta, Rehotovd Iva, Heiderovd Alena
(1. interni klinika VFN a 1. LF UK, Praha)

Uvod: V &ervnu 2008 byla na 1. interni klinice VFN
a 1. LF UK zavedena duchovni péce (klinickd pastorac-
ni péce). Jiz od pocatku jsme usilovali o to, aby to byla
péce profesiondlni a aby jeji provadeéni bylo souladu s ev-
ropskymi standardy. Jednd se tedy o péci, ktera je posky-
tovdna nejen pacientim a jejich rodindm a blizkym, ale
i zdravotnickému persondlu. Jiz od pocatku jsme sméfo-
vali k zaclenéni duchovni péce do komplexni péce o pa-
cienta. Abychom si ovéfili, Ze jdeme dobrou cestou, roz-
hodli jsme se po necelém ptil roce fungovani této sluzby
udélat dotaznikovy priizkum mezi pacienty. Cil: Zjistit,
jak je duchovni péce prijimédna a hodnocena pacienty. Zis-
kat podnéty pro zlepseni pripadné zmény této sluzby. Me-
toda: Na podzim roku 2008, zhruba po pil roce fungo-
vani duchovni péce, jsme ve spoluprici se vSeobecnymi
sestrami provedli dotaznikovy prizkum mezi hospitalizo-
vanymi pacienty. Kazdy pacient vypliioval dotaznik pou-
ze jednou. Vysledky: Dotaznik vyplnilo 61 pacientt, 24
Zen a 37 muzd. VEk respondentil byl spiSe vyssi — zhru-
ba polovina byla stars$i 60 let. Zjistovali jsme, jestli paci-
enti védi o tom, Ze je na oddéleni poskytovana duchovni
péce a z jakych zdroji se o ni dozvédéli. Valnd vétsina ne-
mocnych (49 z 61) o duchovni péci védéla. Hlavnim zdro-
jem informaci byla navstéva kaplany, dale pak ostatni pa-
cienti a samoziejmé i zdravotnici — jak l€kari tak sestry.
Vyraznd vétsina (48 z 49) respondentil byla se sluZzbou
spokojena. Pacienti ddle vyjadfovali subjektivni potfebu
duchovni péce - odpovédi: potiebuji 3, vitdim 33, nepotfe-
buji 29, vadi mi 0. Hlavni oblasti, kterou se zabyva du-
chovni péce, je smysl Zivota, aktudlni Zivotni situace atp.
O tomto tématu premysli 43 pacientt, 21 uvedlo, Ze
o smyslu nepfemysli. Mapovali jsme také, jaké maji ne-
mocni duchovni potieby: potieba otevienosti 26, potieba
pratelstvi a prijeti 22, potfeba vielé a klidné atmosféry 25,
potfeba tcastnit se déni 28, potfeba prozit smutek 2, po-
tieba sdileni 5, nemam uvedené potieby 17 respondenti.
Dile jsme se ptali na ndboZenské potfeby pacientti — né-
kterou z té€chto potieb uvedlo 18 respondenttl, 48 nemoc-

nych tyto potfeby nemd. Zavér: Duchovni péce na nasi
klinice funguje uz bezmala 3 roky a funguje dobre. Pri-
zkum ukdzal, Ze i pacienti, ktef{ deklaruji, Ze jsou nevé-
fici a nemaji ndbozenské potieby, maji duchovni potfeby
a duchovni péci vitaji. I proto myslime, Ze nase usil{ sta-
lo za to a volba zavést tuto sluzbu byla spravnd a miZze-
me ji doporucit ostatnim pracovistim.

2059.

Srovnani drovné vzdélani a praxe sester na transplan-
tacnich jednotkavh v ramci CR a moznosti
vzdélavaciho systému oboru oSetrovatelské péce
Labudikovd Monika, Koukalovad Alena, Kajaba Vaclav,
Kabatova-Maxova Klara, Bystficka Eva, Vylitova Lucie,
Pavlicova Vladislava, Zitkova Marie, Hrabankova-Navra-
tilova Darja, Kucerova Marie

(Hemato-onkologickd klinika, FN, Olomouc; HOO, Plzeri;
UHKT, Praha; FN, Hradec Krdlové; IHOK, Brno; VFN,
Praha; FNKV, Praha)

Ceskad republika patii mezi predni evropské zemé v po-
¢tu provedenych transplantaci krvetvornych bunéek. V po-
rovnani s ostatnimi zemémi vychodniho bloku vykazuje
nejvyssi transplantacni aktivitu vzhledem k poctu oby-
vatel (rates per 10 mil obyvatel). V roce 2009 se usku-
te¢nilo v CR 537 transplantaci krvetvornych bunék a to
v 10 transplantacnich centrech. Z tohoto poctu §lo o 210
alogennich a 327 autolognich transplantaci. Prizkum
/3/2011/ predklada srovnani véku sester, irovné vzdéla-
ni a praxe sester na jednotlivych transplantacnich jedno-
tkdch v rdmci uvedenych center v CR. Soustiedi se na
analyzu jednotlivych faktorti a srovndva kalenddini vék,
dosazenou praxi na dané transplantacni jednotce, Groven
dosazeného vzdélani a pracovni pozice vSeobecnych ses-
ter v jednotlivych zafizenich. Cilem uvedeného prizku-
mu je popis vzdélavaciho systému, jeho nynéjsi transfor-
mace a moznosti celoZivotniho vzdélavani nelékarského
personalu na transplantaénich jednotkach v Ceské repub-
lice. Pouzitou metodou vyzkumu je dotaznikové Setfeni
zdravotnického persondlu v jednotlivych transplantacnich
centrech /TC/. Ve trech pripadech /UHKT Praha, IHOK
Brno a FNKV Praha/ je persondl TC spojen s persona-
lem JIP. Celkem v TC CR pracuje 148 osob nelékatské-
ho personalu, z toho 115 sester véetné zdravotnickych asi-
stentll. Nejpocetnéjsi vékovou kategorii sester az 50 %
tvoii skupina od 23 do 35 let. S poskytovanim vysoce spe-
cializované péce pii vykonech jakou transplantace krve-
tvornych bunék je, souvisi i stupen vzdélani v§eobecnych
sester a nyni i transformace na vysokoskolskou droven
(Bc., Mgr.). Pfesto probiha tento trend vzdélavani stile
duplicitné také na vyssich odbornych Skoldch (DiS). Do
praxe nyni prichdzeji i praktické sestry, které pracuji v po-
zicich asistentii vieobecnych sester s VS a VOS vzdéla-
nim. Dotaznikovym Setfenim jsme také identifikovali pro-
blémy, které uvadi vrchni sestry jako nejvétsi problémy
pri ndstupu nového nelékaiského persondlu. Jsou to: ne-
dostatek sester na trhu prace pro tato specializovana pra-
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covisté, vysokd psychickd a fyzickd zatéz, nedostateni
finan¢ni ohodnoceni a predev§im nedostatecna pregra-
dudlni pfiprava k nelékafskému povoléani v tomto oboru.
Pro hematologické obory by se méla piiprava k nelékar-
skému povolani zaméfit na pregradudlni piipravu a post-
gradudlni formy celoZivotni vzdélani.

2023.

Prevencia nozokomialnych nakaz z pohladu sestry
na KHaT UNB

Kovéacova Monika

(Klinika hematologie a transfuziologie UNB, Bratislava
- SK)

Nozokomidlna ndkaza je kazdd infekcia exogénneho
alebo endogénneho povodu, ktord vznikla v pri¢innej su-
vislosti s pobytom 0s6b v ambulantnom alebo 16Zkovom
zdravotnickom zariadeni z diagnostickych, terapeutickych
alebo epidemiologickych pri¢in. Pé6vodcom nozokomi-
alnych ndkaz su baktérie, virusy, huby a helminty. Na on-
kohematologickom oddeleni je pacient vystaveny vyso-
kému riziku vzniku nozokomidlnej infekcie z viacerych
doévodov. Je dlhodobo hospitalizovany, imunodeficient-
ny, ma zavedeny centrdlny vendzny katéter alebo intra-
vendznu kanylu, permanentny mocovy katéter, absolvu-
je mnoZzstvo invazivnych vykonov, ktoré si hlavné rizi-
kové faktory pre vznik ndkazy. Preto st vel'mi dolezité
preventivne opatrenia, ktoré maju za tlohu zabranit’, resp.
zniZit’ na minimum riziko vzniku tychto infekcii. V sna-
he zlepsit’ situdciu na naSom pracovisku sme zaviedli Stan-
dardné kroky v boji proti nozokomialnym nakazam. Ked-
Ze sestra je v neustdlom kontakte s pacientom, ma klI'ico-
vi tlohu v tomto boji. Prezenticia sa zameriava na kon-
krétne kroky smerujice k zniZeniu vyskytu nozokomidl-
nych ndkaz na KHaT UNB.

1953.

Vyuziti softwarového programu NutriDan

na Hematoonkologickém oddéleni

Smolova Lada, Fatkovda Romana, Miillerova Dana
(0dd. Klinické dietologie, FN, Plzeri; Odd. Klinické die-
tologie, FN, Plzer; Ustav hygieny LF UK, Plzeri)

Pro préci nutri¢niho terapeuta na Hematoonkologickém
oddélenti, je dtilezité zjistovani nutri¢niho pfijmu pacien-
ti. Pro tento prehled slouzi softwarovy program Nutri-
Dan, umoznujici energeticky i biologicky rozbor denni-
ho pfijmu pacienta, moznost porovnani vyZivovych zmén
v prib¢hu delsiho ¢asového obdobi, nutri¢ni edukace ne-
mocného a vyhodnocovani skupin nemocnych z hledis-
ka vyZzivy ¢i stravovacich zvyklosti.

4th SYMPOSIUM ON ADVANCES
IN MOLECULAR HEMATOLOGY
II. - REGULATION

AND DYSREGULATION
OF HEMATOPOIESIS

What have we learned from the germline
and somatic mutation causing polycythemic disorders
Prchal Josef (Salt Lake City, Utah — USA)

Abstrakt nedodan

2081.

Iron and heme: their exquisite relationship makes
blood red

Pornka Premysl

(Lady Davis Institute for Medical Research, Jewish Ge-
neral Hospital and Departments of Physiology and Me-
dicine, McGill University, Montreal, QC - Canada)

Erythroid cells, which have a capacity to obtain and
process iron with astonishing efficiency, are capable of
concentrating iron (in the form of heme in the red cell)
approximately 7000-fold what is present in the plasma (as
diferric transferrin; Fe2-Tf). The transfer of iron into he-
moglobin occurs extremely efficiently, since mature
erythrocytes contain about 45,000-fold more heme iron
than non-heme iron. Hence, in erythroid cells the iron
transport and heme biosynthetic machineries are fully in-
tegrated and are part and parcel of one metabolic path-
way. The delivery of iron (Fe) to erythroid cells occurs
following the binding of Fe2-Tf to its cognate receptors
on the cell membrane. The Tf-receptor complexes are then
internalized via endocytosis, and Fe is released from Tf
by a process involving endosomal acidification. Iron, fol-
lowing its reduction to Fe2+ by Steap3, is then transpor-
ted across the endosomal membrane by the divalent me-
tal transporter, DMT1. The post-endosomal path of Fe
within cells remains elusive or is, at best, controversial.
In erythroid cells, more than 90% of iron must enter mi-
tochondria since ferrochelatase, the final enzyme in the
heme biosynthetic pathway that inserts Fe2+ into proto-
porphyrin IX, resides on the matrix side of the inner mi-
tochondrial membrane. In erythroid cells, strong eviden-
ce exists for a specific targeting of Fe toward mitochond-
ria: when protoporphyrin IX synthesis is suppressed iron
continues to flow into mitochondria. Based on this, we
have formulated the hypothesis that in erythroid cells
a transient mitochondrion-endosome interaction is invol-
ved in Fe translocation to its final destination and have
collected experimental support for this proposition (Zhang
et al. Blood 105:368, 2005; Sheftel et al. Blood 110: 125,
2007).
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2058.

HIF2-alpha G537R mutation is associated with in vit-
ro hypersensitivity of erythroid progenitors to eryth-
ropoietin in patients with familial erythrocytosis
Kucerova Jana, PospiSilovd Dagmar, Horvathova Monika,
Nausov4 Jitka, Divoky Vladimir

(Dpt. of Biology and Dpt. of Pediatrics, Faculty of Me-
dicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc)

Polycythemias/erythrocytoses in childhood are rare
and may be a result of various pathophysiological con-
ditions. Primary polycythemias were reported in child-
ren with congenital mutations in erythropoietin receptor
(EPOR) and rarely with acquired mutations in JAK?2 .
Homozygous recessive mutations in von Hippel-Lindau
(VHL) gene lead to polycythemia, which exhibits featu-
res of both primary and secondary polycythemia. Re-
cently described polycythemic patients with mutations
in PHD2 and HIF2-alpha (HIF2A) were reported to ha-
ve elevated serum EPO levels; the information on in vit-
ro sensitivity of their erythroid progenitors to EPO is
missing or incomplete. We studied a group of 8 child-
ren diagnosed in Czech Republic in years 1990 — 2010
with signs of primary polycythemia. Three patients we-
re clinically asymptomatic, five patients had plethora.
Hematopoietic colony assay using H4531 media (Ste-
mCell Technologies) was performed to determine in vit-
ro sensitivity of erythroid progenitors to EPO. Mutati-
on analysis included sequencing of JAK2, EPOR,
HIF2A, HIF1A, VHL and PHD2 genes. All patients ex-
hibited in vitro hypersensitivity of erythroid progenitors
to EPO, seven samples were also positive for the growth
of endogenous erythroid colonies (EECs). A known he-
terozygous 5967insT EPOR mutation [1] was found in
two unrelated patients. Other two unrelated and clinical-
ly asymptomatic patients had previously reported hete-
rozygous mutation in HIF2A, causing G537R substitu-
tion [2]. Apart from hypersensitivity to EPO, one
HIF2A-mutant patient was also EEC-positive. Their
EPO levels were not elevated. The remaining four pati-
ents were negative for a mutation in all analyzed genes.
The presence of the same G537R HIF2A mutation in two
our patients in combination with independent cases re-
ported by others confirm the suggested mutational hots-
pot in HIF2A gene. We show for the first time that in ad-
dition to VHL-associated polycythemia also erythroid
progenitors of patients with HIF2A mutation are in vit-
ro hypersensitive to EPO. We hypothesize that endoge-
nous erythroid EPO production is stimulated by this ac-
tivating G537R HIF2A mutation leading to augmented
activation of EPO/EPOR pathway and excessive eryth-
roid proliferation. Grant Support: The Czech Grant
Agency (GACR) P305/11/1745 and LF_2011_011. [1]
Kralovics R et al. Blood. 1997; 90:2057-61. [2] Percy
MIJ et al. Blood. 2008; 111:5400-2.

2071.

Single dose of cyclophosphamide transiently moves
long-term hematopoiesis from bone marrow

to the spleen

Sefc Ludék, Sykora Viktor, Ko-Tung Chang, Savvulidi
Filipp, Nec¢as Emanuel

(Institute of Pathophysiology and Center of Experimen-
tal Hematology, First Faculty of Medicine, Charles Uni-
versity, Prague)

Spleen is primarily a lymphoid organ but it produces
hematopoietic cells in adult mice as well. Spleen does not
contain osteoblastic niches which are considered to be es-
sential for long-term hematopoiesis, and splenic hemato-
poiesis is assumed to originate mainly from progenitors
with low long-term repopulating ability. There can be
a considerable increase in extramedullary hematopoiesis
in spleen under pathological conditions. We have studi-
ed the effect of mobilization with cyclophosphamide on
trafficking of hematopoietic stem/progenitor cells (HSPC)
from the bone marrow to the spleen, and dependence of
normal splenic hematopoiesis on a supply of HSPC from
the bone marrow. Mouse congenic models Ly5.1/Ly5.2
were used in the experiments. Kinetics of HSPC in the
bone marrow and the spleen after a sublethal dose of cyc-
lophosphamide was measured by clonal assays (CFU-GM
and CFU-S — progenitors) and by competitive repopula-
tion assay (short- and long-term repopulating cells, STRC
and LTRC). Bone marrow HSPC rapidly but transiently
recovered early after cyclophosphamide damage. Secon-
dary decrease in HSPC between 5 and 7 days after cyc-
lophosphamide in the bone marrow was accompanied
with significant reduction of SDF-1 mRNA expression,
mobilization of HSPC into peripheral blood and their ra-
pid accumulation in the spleen. Spleen thus transiently be-
came the main hematopoietic organ in the mouse by con-
taining 69% of total body progenitors (CFU-S), and also
contained significantly more LTRC compared to femur.
Selective irradiation of either spleen or bone marrow de-
monstrated that expansion of extramedullar hematopoie-
sis in spleen during recovery from cyclophosphamide was
fully dependent on supply of hematopoietic stem and pro-
genitor cells (HSPCs) from the bone marrow. In contrast
to bone marrow, homing of hematopoietic cells in spleen
was not accompanied with SDF-1 mRNA upregulation.
Experiments on parabiotic mice demonstrated rapid colo-
nization of spleen by circulating hematopoietic cells, and
contribution of circulating cells to bone marrow hemato-
poiesis in a smaller but still significant extent. Our results
suggest that the spleen has a significant number of ni-
ches available to accomodate circulating HSPCs. Beside
progenitors it can, at least transiently, support LTRC of
bone-marrow origin. Support: Projects LC06044 and
MSM 0021620806 of the Ministry of Education, Youth
and Sports of the Czech Republic.
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2073.

5-azacytidine mediates in vitro differentiation

in myelodysplastic syndrome

Cuiik Nikola, Burda Pavel, Vargové Karin, PospiSil Vit,
Hiajkova Hana, Basova Petra, Savvulidi Filipp, Necas
Emanuel, Belitkovd Monika, Hagkovec Cedrik, Cermak
Jaroslav, Trnény Marek, JondSova Anna, Stopka Tomas
(First Faculty of Medicine and Center of Experimental
Hematology, Charles University, Prague; Institute of He-
matology and Blood Transfusion, Prague; First Medical
Department - Hematology, General Faculty Hospital,
Prague)

Myelodysplastic syndromes (MDS) represent a group
of heterogeneous disorders characterized by ineffective
hematopoiesis often progressing into acute myelogenous
leukemia (AML) that is strikingly refractory to current
therapeutic approaches. DNA demethylation agents such
as 5-azacytidine (AZA) represent promising epigenetic
therapies in MDS the molecular effects of which are not
fully understood. MDS-derived transformed cell lines we-
re treated with AZA and transcriptional program of key
hematopoietic factors were monitored. We herein present
evidence that AZA while inducing efficiently cell cycle
arrest and apoptosis of MDS tumor cells it also stimula-
tes their differentiation commitment by mediating transc-
riptional derepression of myeloid differentiation program.
This is associated with chromatin modification at regu-
latory regions of the molecular targets of AZA. Signifi-
cant proportion of primary MDS CD34+ cells is sensiti-
ve to AZA -mediated in vitro differentiation and display
similar chromatin changes observed in model cell lines.
Our data collectively support importance of the chroma-
tin structure state and response to AZA as a major factor
that regulates differentiation outcome of myelodysplas-
tic cells. * N.C. , P.B. K.V. and V.P. contributed equally
to this study and are considered as first co-authors. Grant
support: IGA 10310-3, MSMT 2B06077, SVV-2010-
254260507.

MNOHOCETNY MYELOM

1960.

Aktualni stav RMG a navazujicich projekta

Ceské myelomové skupiny

Maisnar Vladimir, KlimeS$ Daniel, Pelcova Jana, Kaisaro-
vé Petra, Hdjek Roman

(1. interni klinika - OKH, FN a LF UK, Hradec Krdlo-
vé; Institut biostatistiky a analyz, MU, Brno; IHOK, FN
a LF MU, Brno)

Registr monoklonalnich gamapatii —- RMG a projekt Cas-
né diagnostiky mnohocetného myelomu — CRAB v sou-
Casnosti predstavuji dva hlavni projekty Ceské myelomo-
vé skupiny. Diivodem pro vytvoreni RMG byla snaha o za-
hdjeni prospektivniho sbéru dat nemocnych s monoklo-
ndlnimi gamapatiemi z regionu stfedni a vychodni Evropy

s cilem sledovéni jejich incidence, vyuZivani a efektu jed-
notlivych 1écebnych modalit véetné vyskytu nezZadoucich
prihod a toxicity. Sbér dat do registru byl zahdjen v roce
2007 a dnes mame k dispozici rozsahlou databazi, které
snese srovnani i ve svétovém méfitku, a kterd nam zac¢ina
pomahat plnit nas hlavni cil a to dalsi zlepSovani péce o ne-
mocné s monoklondlnimi gamapatiemi. Nové byl od mi-
nulého roku systém sbéru dat rozsifen o pivodni tzv. da-
tové listy, které slouzi ke sledovani d¢innosti ,,novych Ié-
ki mnohocetného myelomu. Sdéleni podava informaci
o aktudlnim stavu registru v roce 2011, tj. po 4 letech jeho
existence. Aktudlni stav databaze a pocty nemocnych za-
danych jednotlivymi spolupracujicimi centry jsou dostup-
né na webovych strankach CMG — Ceské myelomové sku-
piny (). Celkovy pocet evidovanych nemocnych jiz pre-
sahl 3000, z toho je k datu 25.3.2011 1350 nemocnych
s MGUS a 1890 nemocnych s mnohocetnym myelomem.
Na zaddvani dat do registru se dnes podili jiz 15 center
v Ceské republice a 2 centra ze Slovenské republiky. Nej-
déle sledovanymi nemocnymi v zakladnich skupinich je
Zena s MM sledovand jiz 30 let a muz sledovany pro
MGUS dokonce jiz vice nez 35 let. RMG je vybudovan
na dvou zdkladnich principech: (1) kazdé centrum ma tr-
vale on-line k dispozici pouze sva data a soucasné i zdklad-
ni automatické analyzy vcetné odpovidajicich grafickych
zobrazeni pravé pro svoje centrum; (2) pro spolecné ana-
lyzy jsou slu¢ovana data pouze téch center, kterd vyjadri-
la souhlas se sdilenim dat pro dany projekt. Pouze zastup-
ci téchto center jsou ndsledné spoluautory vystupu z pro-
vedené analyzy. Systém umoznuje kvalitni centralni mana-
gement a spravu dat jednotlivych center, pfi¢emz jsou sa-
moziejmeé respektovana jejich prava jako vyhradnich vlast-
nikt klinickych dat. Sdéleni podava prehled dosavadnich
a soucasnych spole¢nych projekti CMG realizovanych
s vyuzitim databdze RMG. Pravidelné analyzy databaze
RMG mohou byt dnes vyuzivany v rdmci argumentace pri
jednani se zdravotnimi pojistovnami, farmaceutickymi fir-
mami, SUKL i Ministerstvem zdravotnictv{

1995.

Analyza klonality u monoklonalnich gamapatii

s vyuzitim 8-barevné priitokové cytometrie

Kovarova Lucie, Varmuzova Tamara, Zarbochova Pavla,
Suské Renata, Stossovd Jana, Muthu Raja Karthick Ra-
ja, Handkova BozZena, Penka Miroslav, Hdjek Roman
(Oddgélent klinické hematologie, PMDV-FN, Brno,; Babd-
kiiv vyzkumny institut, LF MU, Brno)

Uvod Monoklondlni gamapatie (MG) se vyznacuji pii-
tomnosti klondlnich plazmatickych bunék (PC), jejichz
zastoupeni je odliSné u osob s monoklondlni gamapatif
nejasného vyznamu (MGUS) ve srovnani s pacienty
s mnohocetnym myelomem (MM). RozliSeni normélnich
polyklonélnich (N-PC) a abnormalnich klondlnich (A-PC)
PC je dtilezité pro stanoveni diagndzy a zejména pii sle-
dovan{ pacientl po prodélané 1é¢bé. Analyza exprese po-
vrchovych markertt CD19 a CD56 na CD38+CD138+ PC
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pomoci pritokové cytometrie umoznuje toto rozlisent jiz
ve 4-barevném nastaveni, nicméné tento pristup v nékte-
rych piipadech nenfi dostacujici. Cil Zavedeni a ovéfeni 8-
barevného protokolu pro posouzeni klonality plazmocyti
a B lymfocytli u vybranych piipadd monoklonalnich ga-
mapatii pomoci pratokové cytometrie. Pacienti a metody
Celkem byla analyzovana kostni dfen 23 osob s MG (14
pacientl se suspekci na MGUS/MM, 6 MM pacientd po
1écbe a 3 MM pacienti s podezienim na relaps/progresi one-
mocnéni). K detekci klonality subpopulaci PC a B lymfo-
cytd byla vyuZita 8-barevna priitokova cytometrie kombi-
nujici povrchovou a cytoplazmatickou expresi znaku
CD38/CD45/cykappa/cylambda/CD138/CD19/CD56/CD2
7. Vysledky Median zastoupeni CD38+CD138+ PC byl
0,4% (0,04-13.,40). U 4 pacientti (2x nova dg., 1x progre-
se a 1x po 1écbeé) byly nalezeny pouze N-PC (CD19+CD56-
), naopak pouze klondlni A-PC (CD19-CD56+/-) byly de-
tekovany u 3 pacientl (1x novd dg., 1x progrese a 1x po
1écbe), coz potvrdila i analyza cytoplazmatickych lehkych
fetézcll. Zbyvajici piipady byly charakterizovany smési N-
PC a A-PC, nicméné podrobnéjsi analyzou téchto subpo-
pulaci pomoci cykappa/cylambda bylo zjisténo, Ze ne
vSechny CD19-PC a/nebo CD56+PC jsou klonalni. Tako-
véto analyza by tedy mohla byt velmi uZitecn4 pfi sledo-
vani minimaln{ rezidudlni nemoci (MRN) a detekci strin-
gentni kompletni remise (SCR). Simultanni analyza 8 zna-
ki navic ukazala v 5 pripadech (4x nova dg., 1x po 1é¢bé)
ptitomnost klondlnich zralych naivnich i pamétovych B
lymfocytl a u téchto pacientl by tedy méla byt ovéfena
i ptipadnd pritomnost lymfoproliferativniho onemocnéni.
Shrnuti/Zavér Flowcytometrickd analyza s vyuzitim 8-ba-
revné kombinace povrchovych a intraceluldrnich markert
mtiZe napomoci detekci i malého klonu patologickych PC
a spolu s analyzou B lymfocytti miZze byt velmi dilezitd
pro stanoveni spravné diagnézy a pro piipadné sledovani
po 16¢bé. Podpoteno granty GACR 301/09/P457, MSMT
LC06027, MSM0021622434, IGA 10408-3, IGA 10406-
3 a GACR P304/10/1395.

2084.

Hladiny para tézkych/lehkych fetézcti imunoglobulinu
u IgG a IgA monoklonalnich gamapatii

Pika Tomas, Hefmanova Zuzana, Lochman Pavel, Zaple-
talova Jana, Minatik Jifi, Bacovsky Jaroslav, S¢udla Vlas-
timil

(I11. interni klinika FNOL, Olomouc; Ustav imunologie,
LF UP a FN, Olomouc; Oddéleni klinické biochemie
a imunogenetiky, FN, Olomouc; Ustav lékarské biofyziky,
LF UP, Olomouc)

Uvod: Typickym projevem monoklondlnich gamapa-
tif (MG) je pritomnost molekul monoklonalniho imunog-
lobulinu (MIG) v séru a/nebo v moci. Nejnovéjsi meto-
dou pro detekci MIG je systém HevyLiteTM, principiel-
né zaloZeny na uziti dvojice specifickych protilatek pro-
ti junkénim epitopim mezi doménami tézkych a lehkych
fetézcd (HLC) imunoglobulinu v oblasti konstatnich re-

giond. Cil: Cilem studie je porovnani hladin MIG vyset-
fenych pomoci syst¢ému HevyLiteTM a elektroforézy sé-
ra, s korelaci vysledki k aktivité onemocnéni ve skupiné
IgA a IgG monoklondlnich gamapatii. Metody: Skupi-
na MG s IgA izotypem citala 24 nemocnych s monoho-
cetnym myelomem (MM) (18 aktivni, 6 v remisi onemoc-
néni) a 7 jedincd s monoklondlni gamapatii nejistého
vyznamu (MGUS). Skupina MG s IgG izotypem se sesta-
vala z 30 nemocnych s MM (27 aktivni, 3 v remisi
onemocnéni) a 1 jedince s MGUS. Pro stanoveni séro-
vych hladin IgAx, IgAA, resp. IgGk a IgGA bylo pouZi-
to systému HevyLiteTM (The Binding Site,UK) a plat-
formy nefelometru BN II (Siemens Healthcare Diagnos-
tics). Vysledky: Nemocni v aktivni fdzi onemocnéni
vykazovali vysoce patologické hladiny dominantniho
MIG se supresi hladiny alternativniho imunoglobulinu
a se signifikantni zménou poméru Igi/IgA. Pfi srovndni
vysledkti stanoveni MIG pomoci systému HevyLiteTM
a elektroforézou séra, Spearmanova korela¢ni analyza po-
tvrdila velmi tésnou korelaci hladin MIG IgAx (r=0.946,
p=0.0001), IgAA (r=0.872, p=0.0001) a stejné tak i IgGx
(r=0,970, p=0,00001) a IgGA (r=0,998, p=0,00001). 8 z 9
nemocnych v remisi onemocnéni mélo normdlni hodnoty
poméru Igk/Igh. Zavér: Systém HevyLiteTM slibné do-
pliiuje soubor vySetfeni bézné vyuZzivanych v diagnosti-
ce a sledovani MG, zejména v pripadé velmi nizkych hla-
din ¢i jen pouhé imunofixacni pozitivity. Jevi se i jako
vhodnd metoda pro potvrzeni kompletni 1écebné odpo-
védi MM. S podporou LF 2010013, VZ MSMT CR
6198959205.

2090.

Aktivni klinické studie s udrzovaci 1é¢bou lenalido-
midem organizované Ceskou myelomovou skupinou
v ramci kooperace s European Myeloma Network
Héijek Roman

(Interni hematoonkologickd klinika FN Brno a LF MU,
Brno)

Nase 1é¢ebné strategie byly zménény a nejlepsi klinic-
ké 1écebné protokoly dnesni doby dosahuji celkového pre-
ziti v 5 letech 80 %, pficemz intenzita lécby ve srovnani
s koncem minulého stoleti je mensi a tolerance 1é¢by vys-
§i. Dal$im zdsadnim pokrokem na zdkladé vysledki ran-
domizovanych studif (IFM 2005-2; CALGB 100104) je
pouziti lenalidomidu jako udrzovaci 1é¢by. Témér dvoj-
nasobné prodlouzeni doby do nasledného relapsu one-
mocnéni nelze vysvétlit protinddorovym tcinkem léku.
Je to jev pravdépodobné souvisejici s imunomodulacni-
mi vlastnostmi lenalidomidu. Po ujasnéni bezpe¢ného in-
tervalu pro podan{ udrzovaci 1é¢by pujde o dalsi skoko-
vy pokrok v 16¢bé mnohocetného myelomu. Ceskd mye-
lomova skupina ve spoluprici s Fondazione Neoplasie
Sangue a European Myeloma Network a italskou koor-
dinuje v oblasti ViSegradu dvé randomizované klinické
studie faze III. uréené nové diagnostikovanych nemoc-
nych s mnohocetnym myelomem. Tteti randomizovana
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studie je v pfipravé s planovanym zahdjenim v zafi 2011.
Vsechny studie obsahuji i udrzovaci 1¢bu lenalidomidem.
Studie ur¢ena pro nemocné vhodné k provedeni autolog-
ni transplantaci (CMG 2008 junior; protokol RV-MM-
EMN-441) srovnava piinos autologni transplantace s pfi-
nosem rezimu na bazi lenalidomidu. Druh4 studie pro ne-
mocné nevhodné k provedeni autologni transplantace
(CMG 2010 senior; protokol EMN 01) fesi problemati-
ku optimalizace induk¢niho rezZimu na bazi lenalidomidu.
V obou studiich je provedena i druhd randomizace a je
testovand udrzovaci 1écba lenalidomidem v monoterapii
nebo v kombinaci s prednisonem. Oba 1écebné protoko-
ly nabizeji nemocnym s nové diagnostikovanym myelo-
mem vysoce Gcinnou lécbu, v soucasnosti jiz s jasnym
prikazem vyznamného t¢inku lenalidomidu pouzitého
v udrzovaci 1é¢be.

2087.

15 let autolognich transplantaci u mnohocetného
myelomu — zkuSenosti jednoho centra

Radocha Jakub

(I1. interni klinika — oddélent klinické hematologie LFUK
a FN, Hradec Krdlové)

Uvod: Na nafem pracovisti je autologni transplantace
standardnim postupem v 1é¢b¢é mladsich pacientti s mno-
hocetnym myelomem (MM) jiZ od roku 1996. Pacienti
ametody: Retrospektivné jsme analyzovali data vSech 286
provedenych transplantaci u 186 pacientti s MM od roku
1996 do konce roku 2010. Data celkového preziti a doby
do progrese byla analyzovana s ohledem na stadium, pou-
Zity conditioning reZim, dosaZenou lé¢ebnou odpovéd , pii-
tomnost zndmek rendlniho selhdni a fakt, zda byly pouzi-
ty pfi 1écbé nové I€ky ¢i nikoli. Vysledky: 271 transplan-
taci bylo autolognich (254x Mel200, 17x Mel100), 15 alo-
gennich (13x RIC Bu-Flu-ATG nebo Flu-Cy, 1x myeloab-
lativni Bu-Mel, 1x syngenni dvojce). 10-leté preziti celé
kohorty pacientl je témét 40%. Pacienti s rendlnim selha-
nim neméli signifikantné kratsi preziti (p=0,22). Pacienti
s rezimem Mel100 méli také stejné celkové preziti, stejné
jako pacienti, ktef{ dosdhli kompletni remise, a pacienti Ié-
Ceni signle nebo double transplantaci (p=0,55, p=0,31). Jed-
nozna¢né delsi celkové preziti bylo dosazeno u pacientd,
kteti byli 1éceni novymi léky (p=0,0014). Zavér: Transplan-
tace kmenovych bunék zdsadné zlepsila prognézu pacien-
ti s mnohoc¢etnym myelomem. Je mozné fici, Ze nové 1é-
ky i v retrospektivni analyze jednoznacné prodluzuji cel-
kové preziti pacientli s MM, a to bez ohledu na to, v jaké
fazi onemocnéni jsou pouZity.

1975.

Vysledky modifikované ,,risk-adapted‘‘ autologni
transplantace u pacienti s AL amyloidézou

— zkuSenosti jednoho centra

§piéka Ivan, Vackova B., Rysava R., Straub J., Kofen J.,
Trnény Marek

(1st Medical Department — Clinical Department of Hae-
matology, First Faculty of Medicine, Charles University
and General Teaching Hospital, Prague; Department of
Nephrology, First Faculty of Medicine, Charles Univer-
sity and General University Hospital, Prague)

Summary: AL amyloidosis is the most frequent form of
amyloidosis in western countries. The prognosis is the
worst among plasma cell dyscrasias but it appears to have
improved over the last decade - currently reported survi-
val is approximately 4 years. High-dose therapy with stem
cell support (ASCT) could yield a high rate of complete re-
mission, however, transplant-related mortality (TRM) was
high in the early studies. Moreover, a multicenter randomi-
zed trial did not confirm the superiority of ASCT and thus
the role of this approach still remains unclear. Fourteen con-
secutive patients with AL amyloidosis were treated using
our “strict risk-adapted” dosed melphalan conditioning in
the last 10 years in our center. TRM was 7.1%, organ res-
ponse was 57%, including 21% complete remission. He-
matologic response was 58% in twelve evaluable patients.
Median overall survival was 77 months, median progres-
sion-free survival 31 months. We conclude that ASCT with
reduced dose melphalan is an effective and relatively safe
treatment option for AL amyloidosis.

2055.

Zkusenosti s pouzivanim bortezomibu

v Ceské republice od roku 2004

Sandecka Viera, gpiéka Jan, Straub Jan, Gregora EvZen,
Pavli¢ek Petr, S¢udla Vlastimil, Minafik Ji¥{, Maisnar
Vladimir, Radocha Jakub, Adam Zdené¢k, Krej¢i Marta,
Pour Lud€k, Zahradova Lenka, Hijek Roman

(Interni hematoonkologickd klinika, FN, Brno; 1. Interni
klinika VFN, Praha; Oddélent klinické hematologie FN
Krdlovské Vinohrady, Praha; I11. Interni klinika FN, Olo-
mouc; Il. Interni klinika- Oddeéleni klinické hematologie
FN LF, Hradec Krdlové)

Uvod: Bortezomib (Velcade), prvni 1ék ze skupiny in-
hibitorti proteasomu, piedstavuje zcela novy a jedineény
lécebny postup v 1écbé mnohocetného myelomu (MM).
Tato analyza shrnuje zkuSenosti s 1écbou bortezomibem
véetné dlouhodobych vysledkii u nemocnych s MM 1é-
&enych v referenénich centrech CMG v Ceské republice
(CR). Metodika a soubor nemocnych: Od roku 2004 do
&ervna 2010 bylo v CR bortezomibem lé¢eno 753 nemoc-
nych. V dob¢ analyz lécbu ukoncilo 96% nemocnych. Do
statistické analyzy bylo zahrnuto 424 pacientt, z toho 223
(52,6%) muzi a 201 (47.4%) Zen. Z analyzy bylo vyfa-
zeno 43,7% (329/424) nemocnych pro nekompletni uda-
je, zménu lécebného rezimu, pro opakovanou 1éc¢bu bor-
tezomibem, pro kombinaci s thalidomidem, pro lécbu
v ramci klinickych studii, nebo pro pokracovani v 1écbeé.
Medidn sledovani od zahdjeni 1é¢by byl 12,4 mésicl. Pri-
mérny vek byl 66 let (34,1- 86,5). Jednalo se predevsim
o nemocné s relabujicim MM. Celkem 48,3% (205/424)

Transfuze Hematol. dnes, 17, 2011

39



Supplementum 2/2011 — XXV. olomoucké hematologické dny

nemocnych mélo bortezomib v rdmci druhé 1écebné linie.
A7 73,4% (311/424) nemocnych bylo 1é¢enych trojkom-
binaci. Lécebné odpovédi byly hodnoceny dle IMWG kri-
terii v roce 2009. Toxicita bortezomibu byla hodnocena
dle NCI kritérii. Vysledky: Primérny pocet podanych
cyklt bortezomibu byl 5,1, primérna jednordzova davka
byla 2,3 mg. Lécebné odpovédi (=50% pokles Mlg) by-
lo dosazeno u 52,7% (186/353): u 4,2% (50/353) kom-
pletni remise, u 15,9% (56/353)velmi dobra parcidlni re-
mise, u 22,7% (80/353) parcidlni remise, déle u 4,2%
(15/353) nemocnych minimélni odpovéd, u 43,1%
(152/353) nemocnych stabilni onemocnéni ¢i progrese.
Medidn doby do progrese byl 20 mésicl, medidn celko-
vého preziti od zahdjen{ terapie byl 41,1 mésict. Nejza-

Vv

(2

a vySsi byla u 14% (49/358) nemocnych. Trombocyto-
penie stupné 3 a vyssi byla u 28,8% (103/357) nemoc-
nych. Infekéni komplikace stupné 2 a vyssi byly u 33,6%
(121/359) nemocnych. V priubéhu 1é¢by bortezomibem
nedoslo v nasem souboru nemocnych k zvyseni frekven-
ce vyskytu trombembolickych komplikaci. Detailni ana-
lyza bude pfedmétem sdéleni. Zavér: Nase vysledky do-
kazuji, Ze bortezomib patii mezi vysoce ucinné léky u ne-
mocnych s MM, ktery zdsadné prodluZuje jejich preZiti.
Vsechny nezddouci ucinky se daii zpravidla zvladat po-
moci vhodnych profylaktickych opatfeni, pfipadné krat-
kodobym prerusenim a naslednym sniZenim ddvky na za-
kladé platnych doporuceni.

TRANSFUZNI SEKCE

2088.
Terapeutické hemaferézy
Gasové Zdenka (UHKT, Praha)

Terapeutické hemaferézy jsou 1écebné extrakorporalni
vykony, jejichZ cilem je sniZit obsah krevnich elementt
v cirkulaci nebo obsah patogeneticky aktivnich kompo-
nent v plazmé nemocnych. Vykony se provadéji pomoci
separdtor krevnich komponent, které vyuzivaji centri-
fugacni princip. Terapeutické hemaferézy nemohou ovliv-
nit pri¢inu onemocnéni. Jsou vSak schopné upravit klinic-
ky stav nemocného, zlepsit kvalitu jeho Zivota a oddalit
zavazné komplikace zdkladniho onemocnéni. Uplatiuji
se v 1écbé hematologickych, nefrologickych, neurologic-
kych, metabolickych a revmatologickych onemocnéni.
Terapeutické hemaferézy 1ze rozdélit na: a) deplecni vy-
kony, u nichz se z cirkulace nemocnych odstranuji zm-
nozené slozky krve, napf. leukocyty, erytrocyty a trom-
bocyty. Objem odebrané slozky obvykle nepfevySuje
1000 ml a lze jej nahradit vhodnymi roztoky krystaloidt
nebo koloidd. b) Vyménné vykony s vyménou plazmy ne-
bo s vyménou erytrocytll (vyménnd plazmaferéza, vymén-
na erytrocytaferéza). V prib¢hu vykoni se odebiraji vel-
ké objemy plazmy (1-2 ndsobky plazmového objemu) ne-
bo erytrocyti (1-2 ndsobky celkového objemt erytrocy-
ti). Odebrany objem je nutné nahradit vhodnymi nahrad-

nimi roztoky — plazmou, albuminem, koloidnimi rozto-
ky nebo erytrocyty. c) Postupy, pfi nichZ se separuji mo-
nonukledrni bunécné frakce pro lécebné vyuziti: priprav-
ky pro transplantaci a hemopoetickou rekonstituci (PBPC)
a pripravky pro imunomodulaci a genovou terapii (DLI
nebo extrakorpordlni fotochemoterapie). PfestozZe se tera-
peutické hemaferézy povazuji za bezpe¢né vykony, mo-
Béhem separaci dochézi k presuniim tekutin mezi intra-
vaskuldrnim a extravaskuldrnim prostorem, ke zméndm
v hladindch mineralti v plazmé, ke zménam hladin koa-
gulaénich faktorti a imunoglobulinti. Ve zvySeném riziku
nezadoucich reakci se nachdzeji pacienti s poruchami kar-
diorespiracniho systému s nestabilnimi vitdlnimi funkce-
mi, v intenzivni péci, s anémii a s trombocytopenii, s kr-
vacivymi komplikacemi, léceni ACE inhibitory, s aler-
gif, s potransfuznimi reakcemi v anamnéze a gravidni Ze-
ny. V indikacich terapeutickych hemaferéz se doporucu-
je vyuZzivat poznatkti mediciny zaloZené na dikazech, vy-
chdzet z prokdzanych patofyziologickych mechanismu
jednotlivych onemocnéni a z posouzeni ocekdvaného pri-
nosu terapie ve srovnani s moznymi riziky.

2072.

Regulované darcovstvi krve a krevnich slozek
Blahutova Sarka, Cermakové Z., Hrdli¢kové R., Kofist-
ka M., Furkova J.

(Krevni centrum Fakultni nemocnice, Ostrava)

V prubéhu skladovani transfuznich piipravkd dochazi
k nezddoucim metabolickym zméndm (reverzibilnim/ir-
reverzibilnim), a proto je v zdjmu ZTS a KB i klinickych
pracovist’ aplikovat pacientim transfuzni piipravky v co
nejkrat$im terminu od odbéru. Ro¢né expedujeme z Krev-
niho centra (KC) cca 25 000 TU erytrocytovych transfuz-
nich pfipravkii (EBR, ERD, ERD-PED). Zménou orga-
nizace objedndvani ddrct krve na KC v roce 2010 jsme
dosahli toho, Ze od druhého pololeti 2010 je do 28. dne
od dne odbéru expedovidno z expedice KC (prodej + vy-
dej na pacienta) 99 % EBR a 95 % ERD. Za 12 M v ro-
ce 2010 ndm proexspirovalo celkem 185 erytrocytovych
TP (0,77%), pti¢emz v 5-12/2010 v dasledku dislednéj-
§i regulace objednavani déarct podle krevnich skupin by-
la exspirace erytrocytovych TP nulova. V roce 2010 jsme
vydali téméf 1300 TD trombocytovych TP (cca 80 %
TAD a 20 % TBSD), exspirace TAD byla 2,8 %, exspi-
race TBSD 22 4 %. Dovolujeme si podélit se o nase zku-
Senosti ze strategie a planovani odbért krve a krevnich
slozek na Krevnim centru Fakultni nemocnice Ostrava.

2037.

Upgrade informacniho systému na transfuznim
oddéleni FN Olomouc

Galuszkova Dana, Mazal Jakub, Zdkova Alexandra, Do-
lezelova Katefina

(Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice, Olomouc)
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Cil: Predstaveni nového informac¢niho systému, popis
jednotlivych fazi upgradu, zhodnoceni provozu z pohle-
du uzivatele. Uvod: Pro kazdé transfuzni oddé&lent je kva-
litn{ informacni systém jednim z nejvyznamnéjsich po-
mocniki. Vybér systému je dilezitym ¢lankem pro bez-
pecnost pii vyrobé transfuznich pripravki a zaroveri i pro
rychlost a plynulost provozu. Informacni systém musi po-
kryvat v§echny dseky oddéleni - od evidence darct krve
az po distribuci transfuznich pfipravka, laboratore paci-
entil a vykaznictvi zdravotnim pojistovnam. Divodem pro
zménu systému na naSem oddélen{ byla zastaralost pa-
vodniho, kon¢ici podpora ze strany dodavatele a zlepSe-
ni technického vybaveni. Metodika: Na zacatku byl sta-
noven presny harmonogram praci. Prvni probéhla insta-
lace Hardwaru a Softwaru, vytvoreni zkuSebni databaze
a naplnéni fady Ciselnikd. Nasledovala definice prav pro
jednotlivé zaméstnance a jejich proskoleni. Ihned poté by-
la zpfistupnéna zkusSebni databaze, kde si zaméstnanci
mohli praci opakované vyzkouset. Po vlastnim upgradu
néasledovala faze napojeni analyzatoru, validace on-line
prevodl dat a validace definovanych kritickych mist.
Hodnoceni: Realizace upgradu informacniho systému tr-
vala asi Sest mésict. Toto obdobi bylo velmi naro¢né ze-
jména pro zaméstnance, ktefi museli zvladnout pii béz-
ném provozu novy program, a to soucasné na nékolika
usecich. Mezi nesporné vyhody nového systému patii na-
hrazen{ terminald plnohodnotnymi pocitaci, snadné;jsi
préce s textem — nahrazeni DOS systému syst¢émem Win-
dows, mozZnost vyuZiti Sablon, oprav v textu, nové grafic-
ké prostiedi (barevné zvyraznéni patologickych hodnot),
v pacientské ¢asti moznost vyhodnocovéni kvality do-
Slych krevnich vzorkt a nahlédnut{ klinickych pracovist’
na poCty nakiiZenych transfuznich piipravki, véetné au-

tolognich odbérti v krevni bance. Nevyhodou ISTO je
mnohondsobné klikdni mySi a pomalejsi prevody dat
z analyzdtor. Zavér: Cely proces prechodu probéhl dle
planu a bez zdsadnich komplikaci. Nezbytnosti bylo pres-
né definovani krokt a plynuld komunikace dodavatele
s persondlem. Informacni systém ndm nabizi fadu novych
uzivatelskych aplikaci, které ddle pribézné zdokonaluje-
me a prizpisobujeme nasim potfebdm.

1991.

Hemovigilance ve Fakultni nemocnici Brno

Tesarova Eva

(Transfuzni oddéleni a krevni banka Fakultni nemocni-
ce, Brno)

Uvod Hemovigilance pfedstavuje soubor systematic-
kych postupti pro dohled nad transfuznimi pfipravky a su-
rovinami z krve a jejich slozek pro dalsi vyrobu tykajici
se nezadoucich nebo neocekdvanych udalosti nebo reak-
ci u dércid nebo piijemct a epidemiologické sledovani
darct. Hemovigilan¢ni data, byt zpracovavana retrospek-
tivné, jsou velmi dtilezitd pro spravné prospektivni na-
staven{ procesu vyroby transfuznich piipravkl a hemo-
terapie. Metoda Pro prospektivni nastaveni procesu he-
moterapie autorka v prezentaci analyzuje tiileté obdobi
sledovani (2008 — 2010) zavaznych nezadoucich reakci.
Vysledky V priibéhu tiiletého sledovani bylo ve Fakult-
ni nemocnici Brno hldseno 15 piipadl zdvaznych neza-
doucich reakci, z toho Ctyfi ptipady byly hldSeny u Zen
a devét u muzid. V jednom piipadé se jednd o podezieni
na prfenos HAV u ditéte Zenského pohlavi. Ve tfech pfi-
padech byla souvislost s poddnim transfuzniho pifiprav-

Tabulka
Vek .
Pohlavi ; . Typ transfummiho Stupen T
pacienta p;‘:ﬁ;;a Typreskte piipravku piisuzovatelnosti Kinleg soer

2008

Zena 52 HBV Plazma 1 Uplné uzdraveni

Muz 21 HCV Erytrocyty, 0 Meni znam

trombocyty

Muz 52 HBV Plazma 1 Uplné uzdraveni

Zena 72 Hypotenze Plazra 1 Uplné vzdraven

Muz 70 Hemolyza jind ne Erytrocyty 2 Lehkeé nasledky

ABD

Zena Rl HAV Erytrocyty Daosud neuzavieno

Muz 65 Hemolyza ABO Erytrocyty 3 [ Uplné uzdraveni
2009

Muz 62 HBV Eryirocyty, 0 Neni znam

trombocyty

Muz 50 HBV Plazra 1 Lehkeé nasledky

Muz 60 Hemolyza ABOD Erytrocyty 2 Zavainé nasledky
2010

IMuz 67 Alergicka Trombocyty 2 Uplné vzdravend

Muz 35 TRALI (netmunni) Erytrocyty 1 Uplné uzdraveni

Zena 72 Plicni embolie Ervirocyty 0 Umnrti

Muz 57 TRALI (munor) Erytrocyty 2 Uplné uzdraveni

Muz 138 TRALI (major) Plazma 3 Uplné uzdraveni
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ku s urcitosti vyloucena (stupen pfisuzovatelnosti —0), ve
dvou pripadech definovana jako jistd (stupen prisuzova-
telnosti — 3). viz tabulka Zavér Podrobna analyza a zpra-
covani hemovigilan¢nich dat poméhd zajistit spravné na-
staven{ procestl vyroby transfuznich piipravkil a procesu
hemoterapie. Konkrétni vystupy ze zpracovanych hemo-
vigilan¢nich dat ve Fakultni nemocnici Brno ptedstavuji
nésledujici procesy: ® Plazma pro klinické pouziti vyhrad-
né od darct krve — muzt (od roku 2006) ¢ Vyhradné on-
line pienos vysledki vSech provddénych testi v souvis-
losti s odbérem krve nebo krevni slozky (od roku 2007)
e Pouziti vyhradné prestorage deleukotizovanych trombo-
cytl (od roku 2008) * Vyroba trombocytl vyhradné v né-
hradnich roztocich, véetné 1écby déti (od roku 2010) * Im-
plementace screeningového testovani darct krve pomoci
PCR metody (od fijna 2009).

1977.

Ozarovani transfuznich pripravka ve spolupraci

s oddélenim radia¢ni onkologie

Kutkova Dagmar, Richter Jif{

(Transfuzni oddéleni Krajské nemocnice, Liberec,; Oddé-
lent radiacni onkologie Krajské nemocnice, Liberec)

Ozatovani transfuznich pfipravki validovanymi systé-
my je doporuc¢ovanou procedurou pro prevenci GvHD.
Existuji dva druhy ozafovacich procesi: zdfeni gama vy-
chazejici z radioaktivniho zdroje nebo ozarovani elektrony
o vysoké energii produkovanymi linedrnim urychlovacem.
Autofi prezentuji alternativu s vyuZitim piistrojové tech-
niky Oddéleni radiacni onkologie Krajské nemocnice Li-
berec a.s. (ddle ORO). Pro ozarovani nebyl pouzit radioak-
tivni zdroj, jehoZ porfizeni bylo neredlné vzhledem k ma-
lému poctu ozafovanych transfuznich piipravki. Nebylo
ale mozné pouzit ani elektronové pole z diivodu nevhod-
nych geometrickych podminek. Proto ORO ve spolupraci
s Transfuznim oddélenim Krajské nemocnice Liberec a.s.
(dédle TO) vypracovalo metodiku pro ozafovani svazkem X
ni pozadavek procesu, specifikovany TO: vSechny body
transfuzniho pfipravku musi obdrZet absorbovanou davku
v rozmezi 25 — 40 Gy. Limitujici pozadavek vyplyvajici
z technickych parametrd piistroje: vak s transfuznim pfi-
pravkem vcetné vypusti nesmi prekrocit svymi rozmery
plochu 30x30 cm? a tloustku 3,5 cm. Spravnost davky pro
nastavenou konfiguraci systému byla validovdna méfenim
Markusovou komorou v PMMA fantomu. Validace byla
provedena jak pro erytrocytarni, tak trombocytarni trans-
fuzni pfipravky. Obé oddéleni maji vypracovany SOP,
ORO pro vlastni proces ozafovani, TO pro vybér transfuz-
nich piipravkd, transport, zpétny pifjem a skladovani oza-
fenych piipravkl a dokumentaci, jasné jsou stanoveny od-
povédnosti za jednotlivé ¢asti procesu. Zptisob zajisténi byl
akceptovan i inspekci SUKL. Smluvn& oSetiend ¢innost,
kterd byla zahdjena v zaii 2009, probiha v denni pracovn{
dobé pondéli az patek po domluvé s ohledem na kapacitni
moznosti ORO. Vysledkem je tak cca 100 ozarenych pri-

pravki a zajisténi odpovidajici hemoterapie pro indikova-
né nemocné

4TH SYMPOSIUM ON ADVANCES
IN MOLECULAR HEMATOLOGY

— MOLECULAR PATHOGENESIS AND
TARGET THERAPY IN MULTIPLE
MYELOMA

2086.

Inherited and tumor specific genetic variations
affecting therapeutic response

Van Ness Brian

(Institute of Human Genetics, University of Minnesota,
Minneapolis, Minnesota — USA)

Myeloma tumor cells show an incredibly heterogenei-
ty in deregulated genetics, and patients show no less he-
terogeneity i tive and resistant cell lines that show uni-
que cell cycle and gene expression patterns that may re-
veal mechanisms of emerging resistance in myeloma.
These results will be presented with discussion of future
directions in developing characterizations leading to in-
dividualized therapies.

2026.

Recent developments in the understanding of the
pathogenesis and therapeutic targeting of multiple
myeloma: clinical implications

Mitsiades Constantine, Laubach J., McMillin D.W., Del-
more J., Jakubikova J., Jacobs H., Ooi M.G., Klippel S.,
Kastritis E., van de Donk N., Hayes C.A., Lawasut P.,
Dhimolea E., Richardson P.G., Anderson K.C.

(Dept. of Medicine, Harvard Medical School, Boston,
Massachusetts — USA)

Despite recent progress in clinical management of mul-
tiple myeloma (MM)), substantial therapeutic challenges re-
main. A sizeable proportion of newly diagnosed MM pati-
ents remain at high risk for early relapse or death, despite
the use of new drugs and their combinations. There are li-
mited therapeutic options for patients with advanced mul-
ti-drug resistant MM. To address these challenges, it will
be critical to identify new classes of anti-MM agents, in-
corporate them into safe and effective combination regi-
mens, and develop efficient individualized treatment that
will help select the most appropriate therapeutic options for
clinical and molecular features of patients during their di-
sease. To facilitate the effort to individualize MM therapy,
ongoing preclinical studies have been characterizing geno-
mic, epigenetic and proteomic profiles of MM cells and de-
lineating different molecularly defined subtypes of MM.
Renewed emphasis is placed on identifying driver molecu-
lar lesions on which different MM subtypes depend. In or-
der to remain informative, preclinical models for identifi-
cation of driver molecular lesions should be further fine-
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tuned to optimize their relevance to clinical setting(s) in
which potential clinical trials will be conducted. For exam-
ple, the interactions of MM cells with bone marrow stro-
mal cells and other non-malignant accessory cells of the
microenvironment can confer drug resistance to diverse
drug classes and may contribute to suboptimal clinical
translation of otherwise exciting preclinical results. The-
refore, preclinical in vitro and in vivo MM studies should
ideally be orthotopic, i.e. take into account the microenvi-
ronmental niches with which MM cells interact in patients.
Translation of these preclinical results into clinical progress
will likely become more complex because novel molecu-
lar profiling techniques are expected to identify more cli-
nically and biologically discrete subsets of MM patients
with recurrent lesions. This molecular heterogeneity, coup-
led with increasing numbers of candidate therapeutic tar-
gets and respective agents, could create formidable chal-
lenges for the effective application of personalized medi-
cine in MM. Addressing such challenges will require a ba-
lanced approach that may include large studies of uniform-
ly treated patients of multiple MM subtypes, but also ca-
reful evaluation in smaller patient subgroups of highly se-
lective therapies against targets driving the aggressive cli-
nical behavior of these cases.

2082.

IGH-involving interstitial deletions of chromosome
14 hallmark the cyclin D-negative (“NONE”)
subgroup of multiple myeloma

Wlodarska Iwona, Ross Fiona M., Lemmens Heidi, Rus-
sell Lisa J., Tousseyn Thomas, Ferreiro Julio Finalet, Chi-
ecchio Laura, Dagrada GianPaolo, Urbankova Helena, Ja-
roSova Marie, Michalové Kyra, Ilencikova Denisa, De Pa-
epe Pascale, De Wolf-Peeters Christiane, Harrison Ch-
ristine J., Vandenberghe Peter

(Center for Human Genetics, Catholic University, Leuven
— Belgium; LRF UK Myeloma Forum Cytogenetic Data-
base, University of Southampton, Salisbury — UK; Leuka-
emia Research Cytogenetics Group, University of Sout-
hampton, Southampton — UK ; Department of Morphology
and Molecular Pathology, Catholic University of Leuven,
Leuven — Belgium; Department of Hemato-oncology, Pa-
lacky University, Olomouc —CZ; Center of Oncocytogene-
tics, Institute of Clinical Biochemistry and Laboratory Di-
agnostics, Prague — CZ; Department of Clinical Genetics,
National Cancer Hospital, Bratislava — SK; Department of
Pathology, St Jan AV, Brugge — Belgium)

IGH-involving interstitial deletion of chromosome 14q
(del(14q/IGH) is a novel aberration identified by us in se-
veral subtypes of B-NHL, including multiple myeloma
(MM) (Pospisilova et al, 2007). To better characterize MM
cases with this aberration, we screened database of 5 cy-
togenetic laboratories and collected 54 cases of plasma cell
malignancies with FISH-proven del(14q/IGH). The inci-
dence of del(14g/IGH) in series of >1500 MM patients ana-
lyzed in Leuven was 1,4%, thus similar to t(14;20). There

were 26 female and 28 male patients ranging in age from
31 to 89 years (median 7.4). Diagnoses were as
follows: MM (n=42), MGUS (n=11) and smoldering MM
(n=1). Further FISH mapping of del(14q/IGH) in these ca-
ses allowed to narrow down proximal breakpoints to 4 re-
gions: (i) centromeric to ZFP361.1/14q24.13 (18 cases); (ii)
within the ZFP36L1 region (23 cases); (iii) flanked by
ZFP36L1 and TRAF3/14q32.33 (5 cases), and (iv) borde-
red by TRAF3 and IGH/14q32.33 (4 cases). The size of
del(14q) could not be determined in 4 cases. In 8 cases
(1,3%) biallelic deletion of TRAF3 was found. Our studi-
es showed the del(14q/IGH) was predominantly associated
with non-hyperdiploid (NHRD) tumors and frequently
accompanied by del(13q)/RB1, del(16q)/CMAF and gain
of 1q21/CKS1B (considered as poor prognostic factors).
All analyzed cases were negative for major known IGH pri-
mary translocations. Of particular interest, 11 out of 13 ca-
ses analyzed by immunohistochemistry showed lack of ex-
pression of any cyclin D. In summary, we provided eviden-
ce that del(14q/IGH) is a rare but recurrent primary event
in pathogenesis of MM. It hallmarks the cyclin D-negati-
ve (“NONE”) subgroup of MM that comprises approxima-
tely 2% of all MM cases (Bergsagel et al, 2005). MM ca-
ses with del(14q/IGH) revealed similar genetic features
as MM with the known primary IGH-related translocati-
ons: a predominant association with NHRD karyotype, si-
milar secondary genomic imbalances and occurrence in
symptomatic MM as well as in pre-malignant conditions
(MGUS, SMM). To check whether del(14q/IGH) targets
un unknown tumor suppression gene, mutation analysis of
the smallest deleted region (TRAF3-IGH; app. 2.5Mb) is
currently ongoing in three available cases.

2021.

Genetics and epigenetics of multiple myeloma
Bartova Eva, Legartova Sona, Sustackova Gabriela, Ju-
gova Alzbéta, Stixova Lenka

(Biofyzikdlni vistav, Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.,
Brno)

Multiple myeloma (MM) represents example of tumour
cell transformation characterized by multiple genetic ab-
normalities and epigenetic changes. Karyotypic abnorma-
lities of MM correlated with the stage of this disease and
drug response. Here, we focused on genetics and epige-
netics in MM cell lines. Using ChIP-PCR (chromatin im-
munoprecipitation) and MeDIP (methylated DNA immu-
noprecipitation), we have analyzed epigenetic profiles
such as H3K9 acetylation and H3K9 di-methylation at
promoters and coding regions of selected genes, impor-
tant from the view of MM pathophysiology. Our analyses
should provide information how histone signature and
DNA methylation in MM cells can be affected by cyto-
static treatment used in clinics. As example, analyzing
H3K9 acetylation at selected promoter regions, we obser-
ved interesting differences between control and melpha-
lan treated myeloma cells (Krejci et al., Leuk. Res., 2009).
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Additionally, our results showed that cytostatic drugs, inc-
luding melphalan and vorinostat, have ability to change
not only histone signature, but also protein kinetics in
multiple myeloma cells. This work was supported by Mi-
nistry of Education Youth and Sports of the Czech Repub-
lic. Grant Nos.: LC06027.

2060.

Chromosomal abnormalities in monoclonal gammo-
pathy of undetermined significance patients analyzed
by fluorescence in situ hybridization and oligonucleo-
tide based array comparative genomic hybridization
MikuldSova Aneta, Smetana Jan, Kuglik Petr, Gresliko-
va Henrieta, Kupskd Renata, Némec Pavel, Zaoralova Ro-
mana, BureSovd Ivana, Stossovd Jana, Pour Ludék, Ki-
vanova Andrea, Krej¢i Marta, Adam Zdenék, Zahradova
Lenka, Klincovd Maria, Hdjek Roman

(Babak Research Institute, Faculty of Medicine, Masa-
ryk University, Brno; Institute of Experimental Biology,
Faculty of Science, Masaryk University, Brno; Internal
Hematooncological Clinic, Faculty Hospital, Brno)

Monoclonal gammopathy of undetermined significan-
ce (MGUS) is a precancerosis permanently associated
with higher risk of progression into malignant disease. Si-
milarly to MM patients samples, specific chromosomal
aberrations in bone marrow plasma cells (BMPCs) in
MGUS patients were reported, especially del(13)(q14),
del(17)(p13), IGH rearrangement, 1q21 gain and hyper-
diploidy (+5, +9 and +15). Some of them are considered
to be prognostic factors determining potential risk of
MGUS progression. However, due to low percentage of
BMPCs, cytogenetic studies are complicated. In our work,
we analyzed 103 samples of bone marrow obtained from
95 MGUS patients. Three strategies were used for
BMPCs identification. Eleven samples were sorted by ne-
ither magnetic activated cell sorting (MACS) nor fluores-
cence activated cell sorting (FACS), thus further cIg FISH
was done. Total of 27 % (3/11) samples were successful-
ly analyzed by cIg-FISH, remaining 8 samples were not
analyzed due to insufficient BMPCs amount on slides.
Twenty-nine bone marrow samples were sorted by MACS
using CD138+ selection. Sufficient CD138+ purity (>70
%) was reached by 45 % (13/29) samples, thus only 13
samples were suitable for further FISH analysis. Total of
64 samples were sorted by FACS using CD138,CD19 and
CD56 markers and 63 of them (98 %) were further su-
ccessfully analyzed by FISH. We demonstrated that FACS
is the optimal strategy for BMPCs sorting for further cy-
togenetic analysis of chromosomal aberrations in MGUS
patients. Taking together, 62 samples from MGUS pati-
ents were included in FISH analysis. Del(13)(q14) was
found in 20 %, del(17)(p13) was found in 2 % (1/61), IGH
rearrangement was found in 68 % (27/40), 1q21 gain was
found in 17 % (9/52) and hyperdiploidy (+5,+9 and +15)
was found in 11 % (6/55) cases. To better understand the
genetic background of MGUS and to find suitable gene-

tic markers of progression of MGUS to MM, we have to
introduce whole genome screening using oligonucleoti-
de based array comparative genomic hybridization (Agi-
lent Microarray Platform). Our preliminary experience
with optimization of array-CGH performed from small
number of BMPCs in MGUS patients is presented. Sup-
port: The study was supported by grants MSMT
LC06027, MSM0021622434, MSM0021622415 GACR
P304/10/1395, IGA NS10406-3, NS10387-3.

2027.

Association of aneuploidy and centrosome
abnormalities in myeloma genesis

Dementyeva Elena, Kryukov Fedor, Sevcikova Sabina,
Nemec Pavel, Smetana Jan, Greslikova Henrieta, Kuglik
Petr, Hajek Roman

(University Research Centre, Czech Myeloma Group, Ba-
bak Research Institute, Masaryk University, Brno; Labo-
ratory of Molecular Cytogenetics, Department of Gene-
tics and Molecular Biology, Institute of Experimental Bi-
ology, Masaryk University, Brno)

Centrosome amplification (CA) may lead to genomic in-
stability of malignant plasma cells in multiple myeloma
(MM). Loss of centrosome duplication control will often
create multipolar spindles that in turn could be responsible
for incorrect segregation of whole chromosomes leading to
aneuploidy. But no correlation between centrosome aber-
rations and aneuploidy in MM has ever been found. The ob-
jective of our study was to evaluate association of MM plo-
idy category with CA in both B and plasma cells subpopu-
lations and to investigate gene expression changes in ge-
nes controlling centrosome numbers. Centrin number was
used to define presence of CA in PCs (CD138+) of MM pa-
tients: more than 4 signals were considered to be positive.
Samples with =10%/11% of PCs/B cells with >4 fluores-
cence signals of centrin were considered CA positive. A to-
tal of 140 patients were evaluated for CA in PCs and/or B-
cells, including 50 patients where both cell types were ana-
lyzed. cIg FISH and qRT-PCR (6 CA positive vs 12 CA ne-
gative patients) were performed on plasma cells. qRT-PCR
were focused on chosen list of mitotic genes, according to
their role in normal centrosome duplication process. Hyper-
diploidy analysis was done using Multi-Color Probe Panel
(LSI D5S23/D5S721, CEP 9 and CEP 15) for chromoso-
me 5,9 and 15. Only cells with three or more signals from
at least two of three investigated chromosomes were clas-
sified as hyperdiploid. Significant correlation of centroso-
me amplification in PCs with hyperdiploidy was not found.
But association of CA in B-cells with PCs hyperdiploidy
was proven using Fisher’s exact test (p=0.025). In group
of newly diagnosed patients, this association was much
stronger (p=0.013). Gene expression analysis showed sig-
nificant increase in relative quantification coefficient R of
following genes (data presented as median [range]):
AURKA 0.11 [0.02-0.26] vs 0.34 [0.11-0.9], PCNT 0.51
[0.11-1.52] vs 1.84 [0.51-3.20] and TACC3 0.2 [0.03-0.45]
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vs 0.82 [0.04-2.63] for CA negative vs CA positive patients,
resp. (p<0.03). Also, coefficient R of genes PCNT, AURKB,
AURKA, CCNB2, PLK4, HMMR, TACC3 was strongly
correlated with percentage of CA positive PC (rs>0.5,
p<0.05) In our study, we show association of CA in B-cells
with PCs hyperdiploidy. This finding relates to the role of
B-cell mitotic disruption in MM aneuploidy and cell carci-
nogenesis. This work was supported by grants NT11154,
NS10207, NS10406, NS10408, LC06027, MSM00216-
22434, GAP304/10/1395.

1907.

Induction by lenalidomide plus dexamethasone
elevates regulatory and total lymphocyte populations
in newly diagnosed multiple myeloma patients:

A single center study

Muthu Raja Karthick Raja, Plasil Martin, Kovarova Lu-
cie, Stossova Jana, Hajek Roman

(Department of Molecular and Cellular Biology, Facul-
ty of Science, Masaryk University, Brno; Department of
Clinical Haematology, Faculty Hospital, Brno; Depart-
ment of Internal Medicine-Hematoonclogy, Faculty Hos-
pital, Brno)

Multiple myeloma is a plasma cell proliferative disor-
der and the second common hematological malignancy
standing next to lymphoma. Elevated frequencies of T re-
gulatory cells (Tregs) were well documented in MM as
similar to other hematological malignancies. This study
focus on how induction with lenalidomide and dexamet-
hasone (Len-Dex) influences various regulatory popula-
tions (CD4 Tregs, CD8 Tregs and CDS8 suppressor cells)
and lymphocytes in MM patients. In this study after obta-
ining informed consent 13 newly diagnosed patients we-
re included. International staging system characterization
of the patient cohort was: ISS1- 4/13 (31%), ISS2- 7/13
(54%), and ISS3- 2/13 (15%). All patients were induced
by Len-Dex combination for 4 cycles at 28 days interval
[lenalidomide (25 mg/1-21 days) and dexamethasone
(40 mg on days 1,8,15, 22); oral administration]. Using 5
color flow cytometry peripheral blood Tregs, Ts cells and

Table 1: Comparison of regulatory and supp cells bet pre- and post-
il ion by i ide and dexamethasone
Pre-induction Post-induction cycles P value
CD4 Tregs in lian% (range%)
1st 4.03 (1.99-7.71) 0.38
250(0.97-542) 2nd 5.91(2.57-10.81) 0.001
3rd 6.14 (1.42-7.60) 0.001
4th 6.73 (1.81-8.88) 0.045
CD8 Tregs in median% (range%)
1st 0.53 (0.16-0.96) 0.02
2nd 0.44 (0.26-1.33) 0.75
0.32(0.01-1.21) ard 0.40 (0.12-1.26) (K]
4th 0.38 (0.16-1.37) 0.72
Ts cells in median% (range%)
1st 39.04 (23.96-65.04) 0.75
54.38(19.68-71.25) 2nd 53.27 (25.34-75.99) 0.75
3rd 51.53 (32.35-80.04) 0.75
4th 49.24 (30.47-62.97) 0.72

total lymphocytes were analyzed. Ten age-matched healt-
hy volunteers were also analyzed for comparison. Pheno-
typically, CD4 Tregs were characterized as
CD4+CD25hi+FoxP3+, CD8 Tregs were identified as
CD8+FoxP3+ and CD8 suppressor (Ts) cells were identi-
fied as negative expression for CD28 (co-stimulatory mo-
lecule) CD8+CD28-. Lymphocyte population was charac-
terized based on forward and side scatter properties. Our
findings showed frequencies of CD8 Tregs (median%-0.32
vs. 0.15; P=0.009) and Ts cells (median%- 54.38 vs.
30.36; P=0.031) were substantially elevated in MM pati-
ents when compared to healthy cohort. In contrast, the
CD4 Tregs frequencies were similar between MM patients
and healthy volunteers (median%- 2.9 vs. 3.0; P= 0.78).
As expected, total lymphocyte population was reduced
in MM patients than healthy volunteers (median%-14.2 vs.
36.26; P<0.001). In comparison analysis between pre and
post induction cycles, CD4 Tregs showed significantly inc-
reased frequencies inline with increase in induction cyc-
les (Table:1). Similarly, a increasing trend was observed
for CD8 Tregs and Ts cells in post induction cycles, but it
did not reach statistical significance (Table:1). With regard
to total lymphocytes frequencies an increasing trend was
observed in post induction cycles when compared to pre
induction (P=0.45). Our observation concludes that eleva-
ted regulatory cells after Len-Dex induction might influ-
ence the tumour immune responses in MM. This work was
supported by MSM0021622434, IGA NS10406 and
GACR GAP304/10/1395.

.. XV.KONFERENCE .
OSETROVATELSTVI A ZDRAVOTNICH

LABORANTU
(LABORANTSKA SEKCE 1)

1862.

Myelodysplasticky syndrom z pohledu nové WHO
klasifikace 2008

Mikulenkova Dana (UHKT, Praha)

Myelodysplasticky syndrom je velmi heterogenni sku-
pina klondlnich onemocnéni jak z pohledu klinika, tak
i z pohledu morfologického vySetieni. Pri¢ina je u vetsi-
ny onemocnéni nezndma, i kdyz stejné jako u akutni le-
ukemie jednim z dtiivodu vzniku mtiZze byt pfedchozi cy-
totoxickd ¢i radiacni terapie, neziidka toto onemocnéni
doprovazi i solidni tumory. Syndrom je charakterizovan
rlizné intenzivné vyjadfenou periferni cytopenii pfi ine-
fektivni hematopoeze, pfitomnosti dysplastickych zmén
v jedné ¢i vice myeloidnich liniich (v natéru periferni kr-
ve a aspiratu kostni dfené), v nékterych pripadech cyto-
genetickymi a molekuldrné genetickymi zménami a roz-
dilnou potenci v pfechodu do akutni myeloidni leukemie.
Autofi nové WHO klasifikace z roku 2008 vyuzili data
pacientil z narodnich registrti (prognostické znaky) a roz-
Clenili jednotlivé podskupiny dle ndlezu v periferni krvi
a kostni dfeni v souvislosti s typickymi cytogenetickymi
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zménami do 8 podtypu. Vstupni data z hodnot krevniho
obrazu a morfologické zhodnoceni periferni krve a kost-
ni dfené véetné pomocnych cytochemickych metod (vy-
Setfeni myeloperoxiddzy a pritomnosti Zeleza v kostni
dieni) umozni ve vétsing piipadi diagnézu myelodysplas-
tického syndromu stanovit, v kombinaci s cytogenetic-
kym vysledkem a vysledkem histologického vySetfené
kostni dfené pak urcit progndzu a terapeuticky postup.
Morfologické hodnoceni bunék periferni krve a aspiratu
kostni diené tedy patii u myelodysplastického syndromu
mezi zdkladni diagnostické metody.

1863.

Piinos popisu erytrocyt v natéru periferni krve pro
diagnostiku hematologickych onemocnéni

Novotova Elena, KalaSova J., Letenskd M., Mikulenko-
va Dana (UHKT, Praha)

Pro hodnoceni ¢iselnych a morfologickych normalnich
i patologickych parametrt Cervené fady pouzivame v na-
§f laboratorfi analyzator Sysmex XE — 5000. Natér a bar-
veni provadi automat SP-1000i. Ciselné hodnoty (celko-
vy pocet erytrocytli (RBC), mnozstvi hemoglobinu (Hgb),
stiedn{ objem erytrocytu (MCV), stfedni obsah hemoglo-
binu v erytrocytu (MCH), v litru erytrocytdt (MCHC)
a v retikulocytu (MCH reti), distribucni Sife velikosti eryt-
rocytt (RDW) a hematokrit (Hct)) a mikroskopicky ob-
raz zobrazujici a charakterizujici tvar, zbarveni, event. pri-
tomnost granul, hustotu a rozloZen{ erytrocyti v nétéru
a moznou piitomnost i mladsich vyvojovych stadii, jsou
hlavnimi prvky popisu. Pfi hodnoceni neopomindme na
spojitost suspektni nebo jiz existujici nemoci se ziskany-
mi parametry ¢ervené fady — napfiklad v rdmci myelodys-
plastického syndromu ¢i aplastické anémie (erytropoeza
je poSkozenad ¢i snizend a dochdzi k defektni ¢i sniZzené
tvorbé erytrocytil) nebo pii myeloproliferativnich one-
mocnénich (pfi pravé polycytemii se tvori nadmérné
mnozstvi erytrocytll a natér je husty). Spravné provede-
né zhodnoceni erytrocytil (z mikroskopického rozboru né-
téru periferni krve a z naméfenych hodnot krevniho ob-
razu) nam zasadné pomahd v diferencidlni diagnostice he-
matologickych a hematoonkologickych onemocnéni

1896.

Srpkovita anémie

Hruba Petra, gpifﬂ(OVé Ivana, Veselkova Jana
(OKH, FN u sv. Anny, Brno; FN Bohunice, Brno)

Prezentace poukazuje na problematiku anémif, konkrét-
né na srpkovitou anémii. Vénuje se historii, rozebira kli-
nické symptomy a laboratorni vySetieni, které jsou ne-
dilnou soucasti jeji diagnostiky. Onemocnéni je v naSich
zemépisnych §itkach vzacné, a proto také neopomenu-
telnou soucdsti této prezentace je 1éCba, ktera je v téchto
ptipadech velice problematickd. V zavéru je uvedena za-

jima kasuistika, kterd rozebird konkrétni pripad pacient-

ky. Srpkovitd anémie je dédicné onemocnénti, které se pro-
jevuje zménou tvaru Cervenych krvinek z tzv. promack-
nutych piskotl na protazené srpky neboli drepanocyty. Ta-
to zména tvaru ¢ervené krvinky sniZuje jeji schopnost pro-
chazet perifernimi cévami, omezuje prenos kysliku a sni-
Zuje Zivotnost krvinek ze 120 dnti na 10 — 20 dnti. Zmé-
na tvaru je zplsobend mutaci genu pro hemoglobin, pfi
niZ je na 6. pozici v B-fetézci je valin misto kyseliny glu-
tamové (vznikd hemoglobin oznacovany jako ,,HbS®). Va-
lin je hydrofobni aminokyselina, zatimco kyselina gluta-
mova je hydrofilni Takto vznikld molekula HbS vykazu-
je odlisné vlastnosti a ve své deoxygenované podobé (tzn.
neni na ni navdzan kyslik) se molekuly hemoglobinu shlu-
kuji a deformuji krvinku. To snizuje flexibilitu bunky
a md za ndsledek mnoho rtiznych komplikaci. Primérna
délka zivota lidi postizenych srpkovitou anémii je 42 let
umuzi a 48 let u Zen Pfi pfenosu dédi¢né informace mo-
hou nastat tfi moznosti: 1. Potomek je srpkovitou anémif
nakazen 2. Potomek ji pouze prenasi 3.Potomek srpko-
vitou anémii nakaZen neni Existuji dvé formy anémie: ho-
mozygotni - HbSS heterozygotni — HbSA — u tohoto sta-
vu obsahuji ¢ervené krvinky 40% HbS a 60% HbA. K srp-
kovaténi krvinek dochdz{ jen za extremnich situaci — hy-
poxie, ndmaha nebo chlad. V soucasné dobé je srpkovitd
anémie nevylécitelné onemocnéni. Jedinym lékem je pra-
videlné podavani krevnich transfuzi, které pacienttim,
alesponn do urcité miry, zkvalitni a prodlouzi Zivot.

1988.

Maldrie v hematologické laboratori

Trnavskd Irena, Maty§kovd M., Snopkova S., Slechto-
va M., Hoblova J., Fisarkova H.

(OKH FN, Brno; KICH FN, Brno)

Maldrie je jednou z nejrozsitenéjsich infek¢nich nemo-
ci. V endemickych oblastech maldrie Zije vice nez 40%
svétové populace, kazdym rokem onemocni vice nez 300
miliond lidi a vice neZ 2 miliony lidi na malarii zemfe.
V nemalarickych oblastech se vyskyt importované mala-
rie stdle zvySuje. Na svété rocné onemocni importova-
nou maldrii vice nez 30 tisic lidi, z toho asi 10 tisic v Ev-
ropé. Etiologickym agens maldrie jsou Ctyfi druhy prvo-
ki rodu Plasmodium, které prendsi komar rodu Anophe-
les. VSechny druhy plasmodii se mnozi v erytrocytech
a zpusobuyji tii zdkladn{ formy onemocnéni. Charakteris-
tickym symptomem je horecka, kterd je v prvnich dnech
nepravidelnd objevi pravidelné se opakujici malarické za-
chvaty. U tropické maldrie miZe byt horecka kontinudl-
ni. Laboratorné pocet leukocytd mize byt normalni, na-
padna je ale trombocytopenie a postupné i anémie z roz-
padu infikovanych erytrocyti. Klinickou symptomatolo-
gif mize maldrie imitovat nejriznéjsi hore¢natd onemoc-
néni, a naopak malarii miZe pfipominat mnoho jinych ne-
moci. Pro diagnostiku mad stéZejni vyznam mikroskopic-
ky prikaz plasmodii v erytrocytech periferni krve. Zavaz-
nost parazitémie se nejcastéji hodnoti procentem napa-
denych erytrocytil. Jednim z laboratornich kritérii malig-
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(s

ni maldrie je parazitémie vyssi jeZ 5%. Ndam se podafilo
ndhodné zaradit natéry od pacienta s projevy maligni ma-
larie (infekce Plasmodium falciparum) do cyklu externi
kontroly kvality. Masivni vyskyt parazitarnich inkluzi za-
znamenalo pouze 77% hodnoticich. Pét laboratori uved-
lo, Ze je Cervend fada beze zmén. Odhad diagnézy byl po-
mérné prekvapujici, pouze 68 % udalo parazitarni infek-
ci, prestoze se v tomto pripadé jedna o zcela unikatni ma-
sivni parazitémii. Rada pracovist (21%) se spokojila
s udajem o nékterém typu anémie. A co bychom meéli
v mikroskopu vidét? U této infekce jsou pfi standardnim
MGG barveni paraziti viditelni v nezvétSenych erytrocy-
tech bez Schiifnerova te¢kovani. Casné formy vypadaji
jako jemné bazofilni krouzky nékteré s jednou, Casto ale
i dvéma azurofilnimi chromatinovymi teckami; zralé tro-
fozoa jsou hutnéjsi krouzky opét s chromatinovou tec-
kou/teckami. Schizonti se nalézaji zfidka a indikuji téz-
kou infekci. U pacienttl s febrilnim stavem po navratu
z endemické oblasti vyskytu maldrie je nutné vZdy mys-
let na moznost tohoto onemocnéni. V¢asnd diagnostika
muzZe zabranit pfechodu onemocnéni do zavaznych kli-
nickych forem i pfipadnému umrti pacienta.

1963.

Laboratorni vySetreni darcia krve

Trhlikova Petra, Hiutlerova Tereza, Holuskova Iva, Sla-
vikova Margita, Galuszkova Dana

(Transfuzni oddéleni, Olomouc)

Uvod: DileZitou souédsti pii vyrobé transfuznich pii-
pravku je laboratorni vySetfeni darci krve. Cilem nase-
ho sdélenf je priblizit problematiku vySetfovani darcl na
nasem TO (transfuznim oddé€leni), véetné vyhodnocen{
poctu provedenych vysetieni za rok 2010. Metodika: La-
boratorn{ vysetien{ darcl krve probihd ve dvou laborato-
fich - Laboratofi imunohematologie ddrcti a Laboratofi
infekénich markerti. V laboratofi imunohematologie pra-
cujeme s nesrazlivym krevnim vzorkem na analyzdtoru
Techno Twin Station. Zde je vySetfena krevni skupina
v ABO a RhD systému, déle fenotyp v Rh a Kell systému
na mikrotitracnich plotnach, screening antierytrocytarnich
protilatek pomoci poolovanych erytrocytl na ID-kartach
LISS/Coombs. Zkumavkové dosetfujeme D weak/vari-
ant, hemolysiny u univerzalnich dércl krve a rozliseni an-
tigenu K a k, ru¢né pomoci mikrotitracnich desek vySet-
fujeme titry protilatek anti-A a anti-B u trombocytaferéz
krevnich skupin 0. V laboratofi infekénich markert vy-
Setfujeme HBsAg Qual, anti-HCV, HIV 1+2, Syphilis IA
na analyzatoru Architect 12000 a Architect i2000SR ze
srazlivého vzorku. Tyto metody slouzi k odhaleni krvi
prenosnych infek¢nich chorob: Zloutenky typu B a C, HIV
a syfilis. V pfipadé reaktivity daného testu zopakujeme
vysetfeni dvakrat a pti opakované reaktivité zasleme vzo-
rek na presetfeni do NRL pro hepatitidy, HIV a syfilis.
Vysledky: Za rok 2010 bylo v Laboratofi imunohemato-
logie-darci a v Laboratofi infekénich markerd vySetfeno
31.871 krevnich vzorkl. V laboratofi infekénich marke-

rl bylo reaktivnich 15 darct na HIV (z NRL pro HIV 3x
nejasny vysledek, 12x negativni vysledek). Do NRL pro
syphilis bylo z nasi laboratofe odeslano 15 reaktivnich
vzorkl (1x byl uzavfen jako pozitivni, 4x jako nejasny
vysledek a 10x jako vysledek negativni). HCV reaktiv-
nich darct bylo 66 (z NRL pro hepatitidy 1x uzavieno
jako pozitivni, 18x jako nejasny vysledek a 47x jako ne-
gativni vysledek). HBsAg reaktivnich darci bylo 20
a vSichni byli v NRL pro hepatitidy uzavfeni jako nega-
tivni. V Laboratofi imunohematologie-darci byl pozitiv-
ni screening protildtek zjistén u 9 dércti z celkového po-
¢tu 31.871. Zavér: Laboratorni vySetfeni je nezbytnou
soucdsti celého procesu pii vyrobé transfuznich priprav-
ki. Laboratof musi garantovat spravnost vysledki a za-
rucit bezpecnost transfuznich pripravki.

1946.

Zajisténi hemoterapie pro chronicky substituované
pacienty

Vodic¢kova Marta, Andryskova Anna, Holuskova Iva, Sla-
vikova Margita, Galuszkova Dana

(Transfuzni oddéleni, Olomouc)

Cil: Cilem naSeho sdéleni je pfiblizeni problematiky
testl slucitelnosti u pacientt s komplikovanym imuno-
hematologickym nédlezem, vcetné zajisténi hemoterapie,
kterd byva u této skupiny pacienttl Casto dosti obtiznd, a to
véetné kazuistik a srovnani poctu vydanych erytrocytar-
nich transfuznich piipravkd pro pacienty chronicky sub-
stituované, s poctem erytrocytarnich transfuznich priprav-
kd vydanych pacientim s akutni krevni ztrdtou v roce
2010. Nase vysledky: V roce 2010 vyexpedovalo nase
transfuzni oddéleni celkem 21.036 TU erytrocytarnich TP
(transfuznich piipravkt). Do FN Olomouc bylo vyddno
13.417 TU erytrocytarnich TP (t.j. 64 %, 13.417/21.036).
Na Hemato-onkologickou kliniku, kde se koncentruje nej-
VEtsi pocet chronicky substituovanych pacientd, jsme vy-
dali 2.324 TU erytrocytarnich TP (t.j. 17 %, 2.324/13.417).
Pravdépodobnost rozvoje aloimunizace téchto pacientt
roste s objemem podanych transfuzi, s prodluzujici se do-
bou pravidelného poddvani transfuzi, s vékem a klinic-
kym stavem pacienta (napi. AIHA). Zajisténi hemotera-
pie proto vyZaduje vhodny vybér TP dle typu antierytro-
cytarni aloprotilatky a fenotypu pacienta. U nékterych pa-
cientll je nutné otypovani vhodnych erytrocytarnich TP,
event. cilené zvani ddrcl krve k odbéru v dobé pozadav-
ku na transfuzi. K tomuto tématu budou predstaveny tii
kazuistiky. Mezi pacienty vyzadujici akutni podanf trans-
fuznich pfipravkl fadime nejcastéji polytraumatizované
pacienty, Zzeny s poporodnimi komplikacemi, pacienty,
u kterych byl proveden velky vykon v cévni chirurgii, ¢i
kardiochirurgicka operace. Pro tyto pacienty v roce 2010
vydalo nase oddéleni 7.890 TU erytrocytarnich TP (t.j.
59 %, 7.890/13.417). U téchto pacientt je pravdépodob-
nost aloimunizace nizsi. Zavér: V literature se uvadi, Ze
2 % - 3 % pacientd vytvaii aloprotildtky po expozici an-
tigeniim z transfundovanych erytrocyti, a to velmi ¢asto
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jiZz po podani prvnich transfuzi, proto zajisténi hemote-
rapie, kterd respektuje minimalné Rh a Kell genotyp pa-
cienta, vyrazné snizuje riziko aloimunizace. I pfesto je na
naem pracovisti toto ¢islo vyssi - okolo 5 %, a to z du-
vodu koncentrace komplikovanych pacienttil, nebot’ nase
pracovisté je referencni laboratori pro Sirokou spadovou

oblast.

1954.

Koagulacny faktor VIII a jeho tiloha v hemostaze
Tupy Jaromir, Klukoové Stefania, Tupd Miriam

(FZ KU Ruzomberok, UHaT UVN SNP Ruzomberok — FN,
RuZomberok — SK)

Faktor VIII (antihemofilicky faktor), izolovany v roku
1937 z krvnej plazmy, je syntetizovany prevazne endote-
lovymi a sinusoiddlnymi bunkami. Biochemicky ide
o plazmaticky glykoprotein (B-globulin) o MW 330 kDa,
s biologickym pol¢asom rozpadu 8-12 hodin. Je vel'mi cit-
livy k enzymatickej degradacii, a preto v plazme koluje
naviazany nekovalentnou védzbou na von Willebrandov
faktor (vWT), ktory slizi ako nosi¢ F VIII a zdroveni ho
chrani pred proteolytickou degradaciou faktora Xa a ak-
tivovaného proteinu C. Gén, izolovany v r. 1984, je na dl-
hom ramienku chromozému X - Xq28, DNA je dlha 186
kba a obsahuje 26 exdnov, ¢o robi tento gén jeden z naj-
mén, jednej B-domény, dvoch C-domén a dvoch regio-
nov peptidov, ktoré oddel'uju jednotlivé domény. Degra-
décia FVIII prebieha hlavne v peceni. Z cirkulécie je od-
strailovany pinocytézou, fagocytézou alebo prostrednic-
tvom interakcif s receptormi imunokompetentnych buni-
ek. Aktivacia FVIII: Aby bol FVIII plne funkény, musi sa
najprv uvolnit’ z vizby s vWf. Reakciu zahajuje (iniciac-
nd faza) expozicia tkanivového faktora (TF) s ndslednou
vézbou na FVII — vytvorenie komplexu TF/FVIla a akti-
vaciou FX a FIX. Komplex TF/VIla/FIXa taktiez akti-
vuje FX. Vysledkom fdzy inicidcie je aktivicia FX, vy-
tvorenie komplexu TF/VIIa/FX (oznacovany ako vonkaj-
Sia tendza) a nasledne vznik malého mnoZstva trombinu.
Trombin nie je hemostaticky dostato¢ne ucinny, aktivuje
vsak FV, FVIII, FXI a trombocyty, zohravajice klticovi
tilohu v dalSej generécii trombinu (amplifikaénd fdza).
Uvolneny trombin Stiepi FVIII v lokusoch Arg372,
Arg740 a v Arg1689. Vznika VIlla - kovalentne spojeny
heterotrimer zloZeny z A1/A2/A3-C1-C2 domén (chyba
B doména). Systém vnutornej tendzy: V propagacnej fa-
ze komplex FVIIIa/FIXa, oznacovany ako vnitornd tena-
za (FVIIIa-IXa-Pl-Ca2+), aktivuje FX. Nasledne FXa vy-
tvara s FVa komplex oznacovany ako protrombinaza, kto-
rd na povrchu zdporne nabitych fosfolipidovvych mem-
bran vedie ku generovaniu vysokych koncentrécii trom-
binu. Reakcia v komplexe tendzy je v pritomnosti vSet-
kych zloziek vyrazne urychlend. Systém aktivovaného
proteinu C: Ddlezitym regulaénym mechanizmom je in-
aktivacia FVIII rozstiepenim t'azkého ret’azca systémom
proteinu C - jeho prirodzenej antikoagulacnej aktivity. Re-

akcie prebieha pri vzdjomnej interakcii a aktivéacii prote-
inu C, receptora trombinu - trombomodulinu, proteinu
S a solubilného endotelového receptora proteinu C.

AKUTNI LEUKEMIE

1937.

Lé¢ba déti s akutni lymfoblastickou leukémii v Ceské
republice ve studii ALL IC-BFM 2002

Stary Jan, Stérba Jaroslav, Mihal Vladimir, Blazek Bo-
humir, Jabali Yahia, Cernd Zdena, Prochdzkova Daniela,
Hak Jifi, Sedlacek Petr, Mejstiikova Ester, Zuna Jan, Ja-
notova Iveta, Hru§dk Ondfej, Trka Jan

(Klinika détské hematologie a onkologie UK 2. LF a FN
Motol, Praha; Klinika détské onkologie FN, Brno; Dét-
skd klinika LF UP a FN, Olomouc; Klinika détského a do-
rostového lékarstvi FN, Ostrava; Détské oddéleni, Ne-
mocnice, Ceské Budéjovice, Détskd klinika FN, Plzer,;
Détskd klinika IPVZ, Masarykova nemocnice, Usti nad
Labem; Détskd klinika FN, Hradec Krdlové)

V letech 1996-2002 byly déti s akutni lymfoblastickou
leukémii (ALL) lé¢eny v Ceské republice podle proto-
kolu ALL-BFM 95. Pravdépodobnost preziti do selhan{
(EFS) byla 73,1% a celkového preziti (OS) 80,8%. V ob-
dobi 1.11.2002 — 15.11. 2007 byla Cesk4 republika hlav-
nim koordindtorem mezindrodni, 1é¢bu ALL optimalizu-
jici studie ALL IC-BFM 2002, které se zucastnilo 14 na-
rodnich leukemickych skupin ze 3 kontinenttl. Pacienti
byli fazeni do tf rizikovych skupin podle ¢asné odpove-
di na 1é¢bu, véku, inicidlniho poctu leukocytl a piitom-
nosti Ph chromozomu ¢i fizniho genu MLL-AF4. VSich-
ni pacienti se zicastnili hodnoceni riznych variant po-
zdni intenzifikace formou randomizované studie. Do me-
zindrodni studie se spole¢nou databdzi bylo zafazeno vi-
ce nez 5 000 déti a dospivajicich do 18 let. V Ceské re-
publice jich bylo ze 314 déti diagnostikovanych s ALL
v tomto obdobi do studie zafazeno 293 (dva pacienti by-
li vyfazeni pro findlni analyzu). Zbyvajicich 21 pacientt
bylo lé¢eno jinymi protokoly ur¢enymi pro kojence, déti
s Ph1+ALL ¢i déti s hybridni leukémii. Do standardniho
rizika bylo zafazeno 104 déti (35,7%), do stiedniho 156
(53,6%) a kritéria vysokého rizika splnilo 31 (10,7%) pa-
cientd. Uspéénost v dosazeni remise Cinila 97,6%, v re-
misi zemfelo 1,1% déti. Randomizaci podstoupilo 70,8%
pacientd. S medidnem sledovéni 5,7 r prodélalo 31 déti
(10,6%) relaps leukemie — 24 izolovany relaps v kostni
dreni, 1 (0,4%) izolovany relaps v CNS, 4 (1,4%) kom-
binovany relaps v CNS a dva chlapci prodélali izolova-
ny testikuldrni relaps. Sekunddrni malignita se vyskytla
u 6 (2,1%) déti (AML: 2, MDS: 1, glioblastom: 1, EBV-
LPD: 1, retikulohistiocytéza: 1). Pravdépodobnost 5-le-
tého EFS/OS je pro celou skupinu 291 déti 84/91,5%. Déti
standardniho rizika dosahly EFS/OS 89.,2/99%, stiedniho
rizika 83,1/89,9% a vysokého rizika 71/75%. Dévcata mé-
la vyznamné vyssi pravdépodobnost preziti bez selhdni
nez chlapci (89,4% vs. 79,3%), déti mladsi 10 let vyznam-
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n¢ vyssi EFS/OS nez déti star$i (89,1/94,6% vs.
71.,5/80,8%). Ve srovnani s predchozim protokolem ALL-
BFM 95 (n=54; EFS 64,8%) doslo k vyznamnému zlep-
Sen{ vysledkt 1é¢by u pacienti s T-ALL (n=45, EFS 82%),
jejichz prognéza se tak neliSila od déti s BCP-ALL
(n=246, EFS 84,4%). Dalsi optimalizaci 1écby zajistuje
v soucasné dobé pouzivand stratifikace pacientd do rizi-
kovych skupin dle vySe minimdln{ zbytkové nemoci mé-
fené v jedné referencni laboratofi pro v§echna centra mo-
lekuldrnimi metodami 1 a 3 mésice od zah4jeni 1écby.

1877.

Alterace genu Ikaros (IKZF1) a jejich vliv na
prognézu déti s akutni lymfoblastickou leukémii (ALL)
Volejnikové Jana, Mejstitkova Ester, Svojgr Karel, Stary
Jan, Trka Jan, Fronkova Eva

(Klinika détské hematologie a onkologie, 2. LF UK a FN
Motol, Praha)

Ikaros je transkripcni faktor exprimovany ve vice izo-
formdch, ktery je klicovy pro vyvoj lymfoidni linie. Ne-
davné studie prokdzaly Spatnou prognézu pacientl s ALL
s delecemi v tomto genu. Dosud ale neni jasny vliv IKZF1
na zarazeni do 1é¢ebnych rizikovych skupin v souc¢asnych
protokolech ani optimdln{ zptisob jeho vysetfeni. Diagnos-
tické vzorky kostni dien¢ (KD) 182 déti s BCR/ABL-ne-
gativni ALL 1écenych protokolem ALL IC-BFM 2002
jsme vysetfili dvéma metodami: 1. na drovni DNA pomo-
cf MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion) a 2. na trovni genové exprese pomoci RT-PCR a ¢i-
pové elektroforézy (Agilent). Na zdkladé analyzy krve
zdravych darcd, remisnich vzorkti KD a sortovanych vy-
vojovych stadif lymfocytt jsme stanovili fyziologické roz-
mezi exprese izoforem IKZF1. Podil exprese kratkych ne-
funk¢nich izoforem (Ik4, Ik4del, Ik4A, 1k6, Ik6del, 1k8)
z celkové exprese vSech izoforem (vcetné funkénich Ik1,
Ik2) byl signifikantné zvysen (>80%) u 13/182 (7%) pa-
cienttl. Tito pacienti m&li hors{ 5-leté preziti bez relapsu
(RFS; 69+13% vs. 90+2%; p=0,02). Mnohem vyznamnéj-
§im prognostickym faktorem v rdmci expresnich dat vak
byla zvySend exprese (>50%) samotné izoformy Ik6 (re-
laps u 5/10 pacientl; RFS 50+16% vs. 91+2%; p<0,0001).
Metodou MLPA jsme detekovali delece v genu IKZF1
u 12/182 (7%) pacienti, kteti méli rovnéZ vyznamné hor-
§i prognozu (RFS 46+15% vs. 91+2%; p<0,0001) a vyssi
leukemické postizeni kostni diené ve 33. dni lécby
(p=0,008). Vysledky obou metod spolu prekvapive zcela
nekorelovaly: pouze u 5/12 pacientti s genovou deleci by-
la zménénd exprese IKZF1 a naopak, 6/10 pacienti se zvy-
Senou expresi Ik6 nemélo deleci, coz svéd¢i pro odlisnou
pficinu zménéné exprese. Spojené kriterium delece a/ne-
bo zvySend exprese k6 odhalilo oproti samotné MLPA
dalsi 2 pacienty, ktefi ndsledné zrelabovali a celkem iden-
tifikovalo 8/20 vsech relapst. Zavér: Oproti predchozim
studiim jsme prokdzali, Ze delece v genu IKZF1 nemusi
nutné vést ke zmeénéné genové expresi. Na druhou stra-
nu, zména genové exprese nemusi byt nutné zptisobena

deleci v genu. Oba typy alteraci definuji z¢asti odlisné sku-
piny pacientll a oba mély negativni prognosticky vyznam
u déti s BCR/ABL-negativni ALL lé¢enych protokolem
ALL IC-BFM 2002. Nejvic ohrozenych pacientl by prav-
dépodobné bylo mozné odhalit kombinaci obou metod.
Pokud nenfi soucasna aplikace obou metod mozna, analy-
za DNA pomoci MLPA zfejmé identifikuje vice rizikovych
pacientl nez vySetfeni genové exprese. Podpora: MSM
0021620813, NS/10472-3 a GAUK 363011.

2049.

Mutacie v génoch IDH1/2 u akitnych myeloidnych
leukémii s normalnym karyotypom: nase skiisenosti
Katrincsakova Beata, Smutna Veronika, Szotkowski To-
mas, Divoka Martina, Si¢ova Katefina, Holzerova Mile-
na, Hubacek Jaromir, Pikalova Zuzana, Novak Martin,
Galuszkova Dana, Muzik Jan, Dusek Ladislav, Indrak Ka-
rel, JaroSova Marie

(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc,
Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc; Institut biostatistiky
a analyz MU, Brno)

Akttne myeloidné leukemie s normalnym karyotypom
(AML s NK) zahffiajui heterogénnu skupinu akttnych le-
ukémii. Pri klasifikacii a prognosticke;j stratifikdcii tejto
skupiny AML je vyznamné urcenie mutacného profilu gé-
nov NPM1, CEBPA, FLT3 a MLL. Mutécie v génoch izo-
citrdtdehydrogenazy 1 a 2 (IDH1/2) predstavuji dal3ie
kandidatne molekuldrne markery, ktorych prognosticky
vyznam a potencidl pri monitorovani minimalnej rezidu-
alnej choroby sa u AML intenzivne Studuje. V tejto pra-
ci sme sledovali vyskyt mutdcii IDH1/2 v skupine de no-
vo AML s NK. Nasim cielom bolo zhodnotit’, ¢i mutacny
profil IDH1/2 suvisi s klinickymi charakteristikami v do-
be diagndzy, prognézou ochorenia a muticiami v génoch
NPM1, CEBPA, FLT3, WT1 a MLL, ktoré sledujeme
u AML s NK. Analyzovali sme stbor 80 pacientov (vek
22 az 72) diagnostikovanych a lieCenych v obdobi 1997
az 2011 na HOK FNOL. Leukemické blasty z doby dia-
gndzy boli podrobené analyze mutécii v hore uvedenych
génoch metédou fragmentacnej analyzy a/alebo priame-
ho sekvenovania. Na detekciu bodovych mutacii IDH1
v kodéne R132 sme zaviedli metédu alelovo-Specificke;j
PCR s citlivostou ~ 1%. Celkom 26 % (21/80) pacientov
nieslo heterozygotné mutécie v génoch IDH1/2. Z nich sa
u 8 pacientov (10 %) vyskytli mutacie v IDH1 (R132H
resp. R132C) au 13 pacientov (16 %) sme detekovali mu-
tacie v IDH2 (R140Q resp. R172K). U 11 pacientov (14
%) sa v IDHI1 vyskytoval synonymny (GGC/GGT) jed-
nonukleotidovy polymorfizmus rs11554137. U jedného
pacienta sme v IDH1 identifikovali zatial nepopisanu va-
riantu T106M (ACG/ATG). Stucasne sa mutacie v IDHI
aj IDH2 v nasSom stbore nevyskytovali. Mutdcie génov
IDH1/2 koexistovali s mutaciami v NPM1 (11/21) a/ale-
bo FLT3 (8/21) génoch; v ojedinelych pripadoch bola mu-
taicia v IDH2 (typ R140Q) sprevddzand muticiou
v CEBPA (1/21) resp. MLL (1/21) génoch. Mutaény pro-
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fil IDH1/2 v naSom stibore vyznamne nekoreloval s kli-
nickymi parametrami s ohladom na vek, pohlavie, pocet
leukocytov, ¢i zastipenie blastov v kostnej dreni alebo pe-
riférnej krvi. Prognosticky vyznam mutacného profilu
IDH1/2 a stabilitu mutacii IDH1/2 vo vzorkach pacien-
tov po alogénnej transplantdcii krvotvornych kmenovych
buniek budeme komentovat’ v naSom prispevku. Nase da-
ta potvrdzuji opakovany vyskyt mutdcii v génoch IDH1/2
u AML s NK. Tieto muticie sa v naSom stbore navza-
jom vylucujui a maji tendenciu sprevadzat’ iné prognos-
ticky vyznamné muticie. Grantovd podpora: MSM
6198959205 a LF-2011-006.

1890.

Liecba molekuldrnych relapsov u pacientov s akiitnou
myeloidnou leukémiou

Toskova Martina, Dvordkova Dana, R4cil Zdenék, Baje-
rova Monika, Prochdzkova Jifina, Mayer Jifi

(Interni hematoonkologickd klinika, FN a LF MU, Brno;
Centrum molekuldrni biologie a genové terapie IHOK,
FN a LF MU, Brno)

Uvod: Dokazy, Ze monitordcia minimalnej rezidualnej
choroby (MRD) a skord intervencia (tzv. preemptivna te-
rapia) u pacientov (pac.) s non-APL akitnou myeloidnou
leukémiou (AML), si obmedzené. Metddy: Retrospektiv-
na analyza molekuldrnych relapsov u pac. s AML s mo-
lekularnym markerom (RUNXI1-RUNXI1T1, CBFB-
MYHI11,MLL fizny gén a NPM1) a ich terapie. Na mo-
nitoraciu MRD sme pouzili RQ-PCR. Molek. relaps bol
definovany ako znovu sa objavenie fizneho transkriptu
mutovaného génu alebo jeho 10-ndsobny vzostup u pac.
s perzistentnou pozitivitou, zatial’ ¢o cytologické, flowcy-
tometrické a cytogenetické vySetrenie kostnej drene zo-
stava negativne. Vysledky: V obdobi od 1/1/2003 do
31/12/2010 sme liecili 30 molekuldrnych relapsov u 19
pac. Medin dizky sledovania bol 24 mesiacov (8-95 me-
siacov). Pac. relabovali molekularne s medianom 5,6 me-
siaca (0,3-31 mesiacov). Na liecbu sme pouzili v 20%
konven¢nd chemoterapiu (CHT, najCastejSie ,,5+2%),
v 30% clofarabin, v 17% gentuzumab ozogamicin (GO)
a v 30% imunomoduldciu po alogénnej transplantacii he-
matopoetickych kmenovych buniek (alo HSCT). Celko-
vé odpoved na lie¢bu v najom stbore bola 66% (celko-
va molek. remisia — CMoR — 53%, parcidlna molek. re-
misia — PMoR — 13%, stabilna choroba — SD — 13%, pro-
gresia — 20%). Najlepsiu odpoved dosiahli pac. lie¢eni
clofarabinom — 88% (CMoR — 66%, PMoR — 12%. SD —
0%, progresia 22%) a CHT — 84% (CMoR - 50% , PMoR
—34%, SD — 16%, progresia — 0%). Odpoved na lie¢bu
GO bola 60% a na imunomoduléciu po alo HSCT 44%.
Neutropénia a trombocytopénia gr. III-IV sa vyskytla
v 100% pripadov lieCenych clofarabinom, CHT a GO
av 11% a 0% pripadov po imunomodulécii po alo HSCT.
Zavazné komplikacie sa vyskytli u 17% pripadov lieCe-
nych CHT (1 dmrtie na toxicitu) a u 11% pripadov liece-
nych clofarabinom, u ostatnych pripadov sa zdvazné kom-

plikdcie nevyskytli. 30% pac. nasledne po liecbe moleku-
larneho relapsu podsttpilo alo HSCT. Novy relaps v sle-
dovanom obdobi sa vyskytol v 58% s medidnom 7 mesi-
acov (3-18 mesiacov). Z pac., ktori po liecbe molek. re-
lapsu dosiahli CMoR, zrelabovalo 50% (8/16), zatial' ¢o
u tych, ¢o boli v PMoR to bolo 100% (3/3). 1-rocné pre-
zZitie bez choroby v nasom stibore bolo 56% a jednoroc-
né celkové prezitie 74%. Zaver: Nase vysledky ukazuji
vhodnost’ monitordcie MRD a pre-emptivneho pristupu
pouzivajic molekuldrne markery u pacientov s AML.
Tento pristup ma primerand toxicitu a vedie k 2/3 odpo-
vedi. Aj napriek pouzitiu alo HSCT pri liecbe molek. re-
lapsov sa u 58% objavil novy relaps.

2041.

Nekroticka alteracia nadorového infiltratu akitnej
leukemie v kostnej dreni: mozZnosti a limity vypoved-
nej hodnoty bioptického nalezu v korelacii s prietoko-
vo-cytometrickymi a genetickymi vySetreniami

Plank Lukas, Gyarfas Jan, Mistrik Martin, Demeckova Eva,
Copakova Lucia, Balharek Tomas, Szépe Peter, Marcinek
Juraj, Kviatkovskd Zuzana, FarkaSovd Anna, Hudecek Jan
(UPA a Konzultacné centrum bioptickej diagnostiky ocho-
reni krvotvorby JLF UK a UNM a Martinské bioptické
centrum, s.r.o., Martin — SK; Oddelenie klinickej hema-
tologie, Ndrodny onkologicky ustav Bratislava — SK; Kli-
nika hematoldgie a transfuziologie UN, Bratislava — SK;
Oddelenie lekdrskej genetiky, Ndrodny onkologicky iistav,
Bratislava — SK; Klinika hematoldgie a transfuziologie
JLF UK a UN, Martin - SK)

Uvod: Nekréza infiltratu akutnej leukemie (AL) v bi-
optickom obraze kostnej drene (KD) nie je Castd a byva
netiplnd, so zachovanim Casti ,,viabilnych* nadorovych bu-
niek. Totdlna nekrdza infiltratu AL je zriedkava a ak ab-
sentuju zndmky leukemizicie, tak stanovenie diagnézy
moze byt problematické. Materidl a metodika: Z biopsii
KD z obdobia 2010-11 sme vybrali pripady nekrézy na-
doru pacientov, u ktorych sa aspoti jednym z vySetreni (bi-
optické, prietokovo-cytometrické /FC/ alebo genetické)
potvrdila diagnéza AL. Vysledky: su prezentované na mo-
deli vySetreni 3 zo 7 pacientov: A) 59-ro¢nd Zena s néle-
zom pancytopénie, v ,,suchom® aspirdte ndjdené nadoro-
vé bunky viedli k otdzke AL (AML alebo L3) versus rab-
domyosarkém. V biopsii KD bola difizna nekréza ma-
sivneho infiltratu, viditeIné boli len ,.tiene buniek s pro-
filom MPO+ a CD34+. Pacientka bezprostredne po stano-
veni diagnézy zomrela. B) 20 ro¢ny muz v stave po alo-
génnej transplantacii pre T-ALL (s vysokym rizikom) pri-
jaty pre susp. relaps ochorenia. V biopsii KD bol obraz di-
fiiznej nekr6zy nadoru, jeho bunky mali profil CD3-, TdT-
, CD43+, MPO+ a dg. sekundarnej AML potvrdil aj na-
lez FC a genetickych vySetreni. C) 51 ro¢ny muz biopti-
zovany pre dtlm krvotvorby s nalezom nekrézy diftzne-
ho infiltrdtu morfologicky bez vitdlnych buniek. Zrejma
bola pozitivita PAX5+, TdT+ a CD10+, FC vysetrenia bo-
li opakovane negativne a opakované biopsie vZdy obsaho-
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vali len nekroticky infiltrat. Postupne dochadzalo k vypla-
vovaniu blastov do periférnej krvi a dg. zrelej ALL B-ra-
du bola verifikovand FC aj genetickym vySetrenim. V bi-
opsii KD po induk¢ne;j liecbe bola v 1/2 bioptického valca
apldzia krvotvorby a diftizna fibréza, v 1/2 bol identicky
nekroticky infiltrat s profilom CD10+ a TdT+ (pri ,,stra-
te* PAXS). FC vySetrenie dokdzalo len 0.3% CD19+ bu-
niek. Diskusia a zdver: Modelové priklady nitia zvazit’ vy-
povednu hodnotu imunohistochemickej pozitivity antigé-
nov AL v nekroticky alterovanych bunkach. Tieto nalezy
bez podpory FC a/alebo genetického vySetrenia budia roz-
paky. Patogenéza nekrdzy infiltrdtu AL v predterapeutic-
kej faze je nejasnd. Nekroza infiltratu AL v postterapeu-
tickom obdobi by mohla mat’ vztah k indukc¢nej liecbe,
otdzny je jej klinicky vyznam pre d'al$i manazment paci-
enta. Uvedené modelové situdcie poukazuji aj na vyznam
dobrej timovej spoluprace v diagnostike a sledovani zhub-
nych nadorovych ochoreni. Podporené Centrom excelent-
nosti CEPV I (ITMS kéd 26220120016), CEPVII (ITMS
kéd 26220120036) a RKM (ITMS kéd 26220220113).

1996.

Plasma cytokine and growth factor levels in acute
myeloid leukemia patients

Horacek M. Jan, Jebavy Ladislav, Vasatova Martina, Kup-
sa Tomas, Zak Pavel, Tichy Milo§, Maly Jaroslav
(Department of Internal Medicine, University of Defen-
ce, Faculty of Military Health Sciences, Hradec Krdlové;
Institute of Clinical Biochemistry and Diagnostics, Uni-
versity Hospital and Charles University, Faculty of Me-
dicine, Hradec Kralove; Department of Medicine 2 — Cli-
nical Hematology, University Hospital and Charles Uni-
versity, Faculty of Medicine, Hradec Kralove; Institute of
Clinical Biochemistry and Diagnostics, University Hos-
pital and Charles University, Faculty of Medicine, Hra-
dec Kralove)

Introduction: Cytokines and growth factors have been
studied as markers of immune system activation in vari-
ous diseases including hematological malignancies. The
aim of our study was to analyze plasma levels of multi-
ple cytokines and growth factors by biochip array tech-
nology in acute myeloid leukemia (AML) patients. Met-
hods: A total of 15 AML patients (mean age 48.7+12.1 ye-
ars, median 51, 8 males) treated with cyclic chemothera-
py (3+7,2+5,HiDAC) alone or in combination with high-
dose chemotherapy (preparative regimen Bu/Cy2 or
Cy/TBI) followed by autologous stem cell transplantati-
on were studied. We evaluated plasma levels of the fol-
lowing cytokines: interleukin-1 alpha (IL-1 alpha), inter-
leukin-1 beta (IL-1 beta), interleukin-2 (IL-2), interleu-
kin-4 (IL-4), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), in-
terleukin-10 (IL-10), vascular endothelial growth factor
(VEGF), tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha), inter-
feron-gamma (IFN-gamma), epidermal growth factor
(EGF), monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1). All bi-
omarkers were measured by biochip array technology on

Evidence Investigator analyzer (Randox) at the diagno-
sis of AML (active leukemia) and at 6 months after com-
pletion of chemotherapy (durable complete remission
/CR/in all patients). Results: Comparing cytokines levels
in active leukemia and in durable CR, we found signifi-
cant decrease in plasma IL-1 beta (2.56+£3.27 ng/L vs.
1.63+2.17 ng/L; p<0.05), IL-6 (46.24+83.14 ng/L vs.
2.49+2.51 ng/L; p<0.05), IL-8 (104.99+£167.30 ng/L vs.
11.72+4.34 ng/L; p<0.05), IL-10 (7.58+14.15 ng/L vs.
2.22+4.78 ng/L; p<0.05) and TNF-alpha (4.65+4.27 ng/L
vs.2.19+1.13 ng/L; p<0.05). On the other hand, we found
significant increase in VEGF (63.93+67.85 ng/L vs.
114.39+54 .90 ng/L; p<0.01) and EGF (16.48+33.50 ng/L
vs. 64.42+35.33 ng/L; p<0.001). Plasma levels of other
cytokines were without significant differences. Conclu-
sions: Our preliminary results indicate that plasma levels
of some cytokines and growth factors (EGF, VEGF, IL-1
beta, IL-6, IL-10, TNF-alpha) could serve as useful dia-
gnostic and prognostic parameters for AML patients, sho-
wing activity of the disease. Further studies in a larger
number of patients and comparing cytokine levels with
established prognostic factors (cytogenetics, molecular
genetics) will be needed to define the potential role of the-
se and additional markers in the risk stratification of AML
patients. The work was supported by research projects
MO 0FVZ0000503 and MZO 00179906.

LABORATORNI SEKCE

1927.

Faktory ovliviiujici kvalitu vySetieni v laboratorich
CLIP

Grecovi Veronika, Valové Tat'dna, Rezni¢kova Leona, Bo-
zéova Miroslava, Cejkové gtépénka, Thiirner Daniel,
Hrdlickova Alena, Semerdk Pavel, Trka Jan, Muzikova
Katefina

(CLIP- molekuldrni genetika, Childhood Leukaemia Inves-
tigation Prague, Klinika détské hematologie a onkologie,
UK 2. LF a FN Motol, Praha; CLIP- cytometrie, Childho-
od Leukaemia Investigation Prague, Klinika détské hema-
tologie a onkologie, UK 2. LF a FN Motol, Praha)

V laboratorich CLIP, jezZ jsou soucasti Laboratorniho
centra Kliniky détské hematologie a onkologie 2. LF UK
a FN Motol, provadime diagnostiku a sledovani pacien-
ti s akutnimi leukemiemi pomoci pritokové cytometrie
a molekuldrné genetickych metod. Abychom doséhli do-
state¢né spolehlivych vysledki, je tieba dodrzovat pra-
covni postupy, které neohrozi kvalitu vySetifovaného vzor-
ku. Kritickymi preanalytickymi body, jeZ mohou mit za-
sadni vliv na vysledek vysetfeni, jsou odbér (antikoagu-
lans, kvalita odbéru, objem odebraného materidlu), mnoz-
stvi leukocytl ve vzorku a transport vzorku (teplota vzor-
ku a doba transportu). Odbér: Antikoagulans - nejvhod-
néjsi k molekuldrné genetickym vySetfenim jsou
K2EDTA, NA3Citrat nebo ACD roztok. V Zadném pfipa-
dé nelze zpracovat materidl bez protisrazlivého Cinidla.
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Diskutabilni je pouziti heparinu pro jeho inhibici polyme-
razové fetézcové reakce (PCR), jenZ je jednou ze zaklad-
nich metod molekularni genetiky. Objem odebraného ma-
teridlu - pro diagnostické ucely je nutné, aby bylo z pri-
marntho vzorku ziskano alespon 20 miliénd blastickych
elementtl. Pro zajisténi tohoto mnoZstvi je Zddouci, aby
objem odebraného materidlu byl v pfipadé kostni dfené
minimdlné 2 ml. PoCet leukocytd:Ovliviiuje vysledek (pfi
leukopenii hrozi u nékterych metodik faleSné negativni
vysledek). Transportu a teplota: Transport - nejzazsim ter-
minem pro zpracovani vzorku je 24 hodin od odbéru.
V pokusech s expresi mRNA v Case, testované na fiz-
nim genu TEL/AMLI1 a genu WT1 bylo prokazano, Ze pri
zpracovani vzorku déle nez 24 hodin od odbéru vyzna-
me klesd mnozstvi mRNA. Po 48 hodinadch od ndbéru pe-
riferni krve kleslo mnozstvi mRNA genu WT1 o 65%,
v kostni dfeni kleslo mnoZstvi mRNA genu TEL/AMLI1
0 82%. Teplota - optimdlni je laboratorni teplota. Ze zm-
razenych vzorku kostni dfené, periferni krve, mozkomis-
niho moku neni mozné Zivé bunky a/nebo mRNA extra-
hovat a provést vySetieni. Ostatni faktory: Léky — u pa-
cientil zalé¢enych kortikoidy je velmi obtizné provést di-
agnostiku zdkladniho onemocnéni. Vzhledem k tomu, zZe
vysledky molekularné genetického vySetfeni a vySetfeni
pritokovou cytometri{ jsou jednim ze zdkladnich strati-
fikacnich parametrt, které ovliviiuji 1é¢bu pacientt, je
velmi dilezité, aby materidl, ktery putuje do laboratof{
CLIP, byl spravné odebrany a vcas dodany. Kvalita
a v€asnost doruceni dostate¢ného mnozstvi biologické-
ho materidlu z klinickych pracovist’ jsou dulezitymi fak-
tory ovliviiujici nase vySetfeni.

2074.

Molekularni odpovéd po 3 mésicich 1ééby imatinibem
predikuje lé¢ebnou odpovéd’ u pacientii s chronickou
myeloidni leukémii — zkuSenosti jednoho centra
Rozmanova Sérka, Rohoti Peter, Zapletalova Jana, Di-
voka Martina, MareSova Ivana, JaroSova Marie, Indrak
Karel, Faber Edgar

(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc,
Ustav biofyziky LF UP, Olomouc)

Uvod: Imatinib (IM) navozuje kompletni cytogenetic-
kou odpovéd (CCyR) u vétsiny pacientd s chronickou my-
eloidni leukémii (CML) v chronické fazi. Navzdory tomu
pfiblizné u 30% nemocnych dochdzi k selhani 1écby a pro-
gresi onemocnéni. Proto nartstd potieba definice biolo-
gickych parametri, které by predikovaly (bud’ v dobé dia-
gnézy, nebo béhem prvnich mésict) 1é¢ebnou odpovéd na
IM. Tim by bylo mozno odlisit pacienty s mensi nadéji na

dosazeni optimdlni 1écebné odpovédi na IM, které je nut-
no dale bedlivé sledovat a v piipadé potieby zvézit alter-
nativni lé¢ebny piistup. Cil: Zhodnotit vyznam moleku-
larni odpovédi v definovaném Case jako prognosticky fak-
tor odpovédi na IM. Metody: Molekuldrni odpovéd byla
sledovana pomoci RQ-PCR za pouziti EAC protokolu. Lé-
¢ebna odpovéd byla pfi retrospektivni analyze hodnocena
podle kritérif ELN. Tyto byly hodnoceny po 18 mésicich
1écby IM u 45 pacientil; 9 pacientil bylo hodnoceno v in-
tervalu krat§im s minimem 7 mésict. Charakteristika sou-
boru: Byl analyzovan soubor 54 pacienti s CML v CP (36
muzl, 18 Zen), ktefi byly 1é¢eni v 1. linii IM. Median vé-
ku v dobé zahdjeni 1écby IM byl 52 let (rozmezi 19-76).
Celkova délka sledovani byla 11 az 95 mésich (medidn 37).
Vysledky: Odhadovand PES, EFS a OS celého souboru ne-
mocnych v 5 letech je 85%, 71% a 89%. Celkovy vyskyt
CCyR a MMR po 18 mésicich 1écby byl 81% a 56%. Pod-
le ELN kritérii, 59% pacienti dosdhlo optimalni odpové-
di, 24% mélo suboptimélni odpovéd a u 17% nemocnych
doslo k selhani 1écby. Pacienti byli déle rozdéleni dle hod-
noty exprese BCR/ABL (IS) po 3 mésicich lécby IM do 3
skupin: <1,0% (12 nemocnych), rozmezi >1,0% az < 10%
(26 nemocnych) a >10% (16 pacientt). VSechny tfi skupi-
ny byly srovnatelné; co se tykd Sokalova (p=0.520) nebo
Hasfordova (p=0.154) skére. Pfi porovnani skupin bylo
prokdzano, Ze pacienti s niz§imi hladinami BCR-ABL (IS)
po 3 mésicich 1écby IM maji signifikantné vyssi pravdépo-
dobnost nasledného dosazeni CCyR (p<0.0001) a MMR
(p<0.0001) nez nemocni s vysokymi hladinami. Pokud by-
la hodnocena odpovéd na 1é¢bu dle ELN kritérii, bylo pro-
kazano, Ze troven molekularni odpovédi po 3 mésicich
identifikuje rychle odpovidajici nemocné, ktefi maji prav-
dépodobné lepsi prognézu v disledku brzkého dosazeni
optimdlni 1é¢ebné odpovédi (Tab 1.). Zavér: Nase vysled-
ky potvrzuji, Ze hlubsi molekuldrni odpovéd po 3 mési-
cich je spojena s rychlejSim nastupem optimaln{ lécebné
odpovédi pacientti na 1é¢bu IM. Préce je podporovéna gran-
tem MSM 6198959205 a LF-2011-006.

1958.

Porovnani ruznych cili pro sledovani minimalni
residualni nemoci (MRN) u pacientu s prestavbami
genu MLL

Reznickova Leona, Grecova Veronika, Muzikova Kate-
fina, Fronkova Eva, Trka Jan, Zuna Jan

(CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie, UK 2. LF,
Praha)

Leukemie s prestavbami genu MLL jsou povazovany
za vysoce rizikové, jejich prognosa patfi k nejhor§im me-

BCR/ABL (IS)v3 m <1,0% > 1,0 az £ 10% >10%
> 2 log redukce | 1-2 log redukce | <1 log redukce
n=>54 n=12 (22%) n=26 (48%) n=16 (30%)
hodnoceni dle ELN optimalni 12 (100%) 14 (54%) B (38%)
suboptimalni 0 7 (27%) 6 (38%)
p=0.013 selhéni 0 5 (19%) 4 (24%)
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zi détskymi leukemiemi. Monitorovani minimalni{ residu-
alnf nemoci (MRN) se v soucasnych lécebnych strategi-
ich akutni lymfoblastické leukemie (ALL) stala z expe-
rimentdln{ metody kli¢ovou soucasti protokoll a hraje vy-
znamnou roli pii stratifikaci pacientti. Nejcitlivéjsi me-
tody monitorovdni MRN zaloZené na polymerasové fe-
tézové reakci (PCR) se lisi podle cile, ktery je pouzit ke
kvantifikaci. U ALL standardné pouZzivané cile - prestav-
by genl pro imunoglobuliny a T-buné¢né receptory
(Ig/TCR) u MLL+ ALL nékdy selhavaji (jde Casto o vel-
mi nezralé leukemie s malym poctem prestaveb), jako
universdlni cil 1ze pouZit pfimo prestavbu genu MLL a to
na RNA (cDNA) i DNA trovni. Komplexni vzajemné po-
rovnani kvantifikace rtiznych cilii nebylo dosud ne vét-
$im souboru provedeno. Publikovand data a naSe vlastni
vysledky ukazuji, Ze u rtiznych typti ALL mohou mit jed-
notlivé metodiky riznou informativni hodnotu - zatimco
u TEL/AML1+ ALL ukazuji rtizné cile vynikajici kore-
laci, u leukemii s fusi BCR/ABL je tato korelace nedosta-
tecnd. Pro nasi studii jsme méli k disposici materidl 16
pacienti s MLL+ ALL (MLL/AF4 n=6, MLL/ENL n=5,
MLL/AF10 n=3, MLL/AF9 n=2). Vysetfili jsme celkem
243 vzorkd téchto pacientt a ur¢ili v nich metodou kvan-
titativni PCR (qPCR) hladiny MRN. Jako cile qPCR jsme
pouzili prestavby Ig/TCR,

1866.

K asynchronii pri diferenciaci a zrani bunék
krevnich malignit

Smetana Karel

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

.Maturacni asynchronie je velmi ¢astym nalezem pfi
diferenciaci a zrani bunék krevnich malignit. Nejcastéji
je pozorovano opozdéné vyzravani chromatinové struk-
tury bunécného jadra ve srovnani s cytoplasmou, pfipad-
né je tomu naopak. Méné¢ Casté je pomalé, ¢i naopak
urychlené ,,vymizeni* jadérka ve srovndni s nezralou
strukturou jadra a cytoplasmy vcetné jeji bazofilie. Tyto
typy maturacni asynchronie jsou viditelné i pfi béZném
panoptickém barven{ roztérovych preparati. Pfi uzit{ ult-
rastrukturdlnich a cytochemickych metod je patrnd nejen
morfologickd podstata a mechanizmy uvedenych asyn-
chronif, ale dochdzi i k detekci dalSich poruch, které pri
uziti panoptického barveni nejsou zjevné. Svételné mik-
roskopicka i ultrastrukturdlni cytochemie odhalila v leu-
kemickych blastech rozdily ve zrani, tj. strukturdlni ex-
presi transkripce RNA mezi jednotlivymi nukleoly v jed-
né burice. Ultrastrukturdlni charakteristika nékterych my-
elomovych bunék svédcila pro nezralost jadérka, ¢i jad-
ra pii soucasné plné zralosti cytoplasmy s bohaté vyvi-
nutym az dilatovanym hrubym endoplasmatickym retiku-
lem. Pomoci pocitacové obrazové RNA denzitometrie na
drovni jedné bunky je mozné zachyceni maturacni asyn-
chronie podminéné ,,zmrazenim* odsunu RNA z jadérka
do cytoplamy v leukemickych blastech. Pomoci pocita-
Cové obrazové denzitometrie bylo také zjisténo pretrva-

vani nizké kondenzace heterochromatinu pfi jaderné
membrané ve zralych leukemickych lymfocytech a leu-
kemickych myelocytech s hodnotami blizkymi ¢asnym
vyvojovym stadiim obou buné¢nych fad. Cytochemické
metody pro prikaz kli¢ovych nukleoldrnich proteinti na
urovni svételného i elektronového mikroskopu také uka-
zaly predCasné ,starnuti leukemickych myeloblasti.
Uvedené ,,diferenciacni a matura¢ni asynchronie prispi-
vaji k dysplastickym zméndm leukemickych a myelomo-
vych bunék. Neni pochyb, Ze nékteré prispivaji k existen-
ci bunécné rezervy pro aktivaci choroby a pravdépodob-
né i k rezistenci bunék k pusobeni cytostatik (klidovy
a restimulovatelny stav jadérek v jadrech leukemickych
blasti, perzistence nizké kondenzace heterochromatinu
ve zralejSich stadiich vyvoje leukemickych bunék lym-
focytdrni a granulocytdrni fady, nezralost nukleold a chro-
matinu v myelomovych buiikach s rozvinutym hrubym
endoplasmatickym retikulem). Jiné pak mohou souviset
se ztratou proliferacni schopnosti avsak s pretrvavajici pii-
tomnosti leukemickych blasti v kostni dfeni a periferni
krvi (translokace kli¢ovych nukleoldrnich proteini) *S
¢astecnou podporou Vyzkumného zaméru 000237360
Min zdrav. CR.

1948.

Identification of novel molecular markers for

the follow-up of minimal residual disease

in hematooncological disorders

Hardekopf D. Warren, Jan¢uskova Tereza, JaroSova Ma-
rie, Plachy Radek, Zejikova Lenka, Cmejla Radek, Vyd-
ra Jan, Kozak Tomas, Karas Michal, Koza Vladimir, Zav-
felova Alzbéta, Zak Pavel, Pekova Sofia

(Chambon, Inc., Laboratory for Molecular Diagnostics,
Prague; Faculty Hospital Olomouc, Department of Cli-
nical Hematology and Oncology; Faculty Hospital Krd-
lovské Vinohrady, Department of Clinical Hematology,
Prague; Faculty Hospital Hradec Krdlové, Department
of Clinical Hematology, Hradec Krdlové)

Modern molecular diagnostic techniques allow the de-
tection of minimal residual disease (MRD) in hematolo-
gical malignancies with high sensitivity, allowing patient-
specific assays of MRD levels over the course of treat-
ment. One challenge for these techniques is finding ap-
propriate MRD marker targets. For instance, PCR-based
MRD analysis requires unique sequence-specific infor-
mation for the malignant clone of interest. In many acu-
te leukemias, such detailed information is lacking, either
because no abnormality is detected (e.g. in 40-50% of
adult Acute myeloid leukemia-AML), or the resolution of
cytogenetic methods is too low to precisely define new-
ly-found abnormalities. We have used multicolor-FISH
(mFISH) and related mBAND molecular cytogenetic
techniques to perform mFISH karyotyping on 58 patients,
including MDS/AML (28 cases), ALL (1 case), CML (2
cases), and B- and T-cell lymphomas (16 cases). Using
this approach we have identified chromosomal abnorma-
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lities in about 35% of analyzed cases. The aberrations found
involved the recurrent aberrations t(15;17), t(8;21), inv(16),
t(9;22),-5q, -7, +8 but also an array of unique abnormaliti-
es, such as der(15)t(5;15)(q15;q24), t(6;12)(p22;q13), and
der(17)t(12;17)(q14;pter), which may serve as possible tar-
gets for molecular MRD follow-up. To characterize such
targets, we seek to bridge the gap from cytogenetic resolu-
tion down to higher-resolution molecular techniques. For
this, we employ multicolor FISH using DNA probes with
known cytogenetic location. These probes are drawn from
a human genomic library of over 25,000 bacterial artificial
chromosome (BAC) clones with human DNA inserts, co-
vering almost 100% of the genome and therefore allowing
us to develop probes to almost any conceivable target bre-
akpoint. Starting with breakpoint information from
mFISH/mBAND, we perform consecutive multi-color/mul-
ti-BAC hybridizations around the region of interest, looking
for breakpoint-spanning probes. Thus, we can define novel
breakpoints with resolution down to the level of individual
BAC clones (around 150-300 kbp). The next step compri-
ses higher-resolution FISH mapping using molecular com-
bing of target DNA, which stretches and linearizes indivi-
dual DNA molecules. The final goal is to map genomic ab-
normalities to a resolution amenable to long-range PCR, yi-
elding specific targets for MRD detection, and allowing clo-
ne-specific Real-Time PCR assays for sensitive and speci-
fic monitoring of MRD in hematooncological patients.

.. XV.KONFERENCE .
OSETROVATELSTVI A ZDRAVOTNICH

LABORANTU
(LABORANTSKA SEKCE 2)

1902.

Vyznam hygieny rukou v laboratornim provozu
Ciklovd Lada

(Oddeéleni nemocnicni hygieny, Fakultni nemocnice, Olo-
mouc)

Hygiena rukou je Casto diskutovanou problematikou
predevsim v piimé péci zdravotnikl o pacienta. Zde vy-
znam zejména hygienické dezinfekce rukou sehrava ob-
rovskou roli ve vzniku a $ifeni nemocni¢nich ndkaz. V la-
boratornich provozech vSak tato problematika neni tolik
zjevna ve vztahu k pacientovi, ale md zdsadni vyznam pri
ochrané zaméstnancti pfed vznikem profesiondlnich na-
kaz. Jsou laboratorni provozy kde dobre/Spatné provede-
né dezinfekce rukou mtiZze mit velky vliv na kvalitu vy-
sledku vySetfeni. Cilem tohoto sdélenfi je osvétlit zaklad-
ni orientaci v problematice hygienické dezinfekce rukou
a zdsad spravného pouZzivani rukavic v laboratornich pro-
vozech; poskytnuti né€kolika uzite¢nych tipt k dalsi edu-
kaci zaméstnancii v této oblasti.

1878.

Diagnostika lymfadenopatii pratokovou cytometrii
Sauerovéd Renata, Korecké K., Karban J., Vondrackova
B., Busikova L., Skdlova M., Kvasniska J.

(UKBLD Centrdlni hematologickd laborator a Trombo-
tické centrum VFN, Praha)

Uvod: Zvétsené lymfatické uzliny jsou ve VEN vy-
Setfovany histologicky, imunohistochemicky a cytolo-
gicky z otiskovych prepardtti. Tyto metody jsou vzdy
doplnény imunofenotypizaci lymfoidnich bunék uzliny.
Cilem imunofenotypizace lymfatickych uzlin je prikaz
nebo vylouceni T a B lymfoproliferaci. Cil: Cilem na-
§1 studie bylo srovnani vysledkd imunofenotypizace
s histologickym vySetfenim uzlin, které bylo provede-
no na Ustavu patologie 1. LF UK a VFN. Soubor a me-
tody: Byla provedena analyza udaji 144 pacientd, kte-
rym byla exstirpovana uzlina pro podezieni na malign{
lymfom. K vySetfeni byl pouzit Siroky panel monoklo-
néalnich protilatek, ktery umoziuje detekci neoplastic-
ké lymfoidni populace: CD45/CD14/CD19, NK/NK/C-
D19, CD23/CD5/CD19, CD10/CD20/CD19, CD10/C-
D38/CD19, FMC7/CD79b,CD19, CD43/CD22/CD19,
CD20/CD11¢/CD19, -/CD123/CD19, KAPPA/LAMB-
DA/CD19, CD4/CD8/CD3, CD2/CD30/CD3, CD7/C-
D1a/CD3, CD16/HLA DR/CD3 K méfeni byl pouzit
pratokovy cytometr FACSCaliburTM fa BD a analyza
vysledktl byla provedena pomoci softwaru CellQues-
tTM. Vysledky: Ze souboru mélo 65 pacientt vysled-
ky histologie a pritokové cytometrie negativni, u 79 pa-
cientti byla prokdzana diagnosa non-Hodgkinova lym-
fomu jako napt. FCL, MCL, MZL, LPL, SLL/CLL, kde
se nase vysledky shodovaly v 94%, u 3 pacienttl (6%)
se vysledky liSily (1 pacient mél histologicky potvrzen
B-NHL(FCL), dle imunofenotypizace byl vysledek ne-
gativni, 1 byl histologicky uzavien jako B-NHL(MCL),
dle pritokové cytometrie se jednalo o B lymfoprolife-
raci blize neurcenou a dal§i byl uzavien jako B-
NHL(MZL), avSak imunofenotypizace poukazovala na
B-NHL(LPL). Nejvétsi diskrepance vysledkt (negativ-
ni pritokovd cytometrie, pozitivni histologie) byla zjis-
téna u difdznich velkobunéénich B lymfomi (DLBCL)
(91%) a u perifernich T lymfomu (50%). 100% nesho-
da byla v pripadé¢ Hodgkinova lymfomu, kde jsme ve
sledovaném souboru flowcytometricky neprokazali zad-
ny pozitivni vysledek. Diagnosa byla potvrzena jenom
dle histologie. Zavér: Z nasich vysledkl vyplyva, Ze
imunofenotypizace lymfatickych uzlin je rychla vyset-
fovaci metoda, spolehlivd zejména v diagnostice B-
NHL, krom DLBCL. Jeji vyhodou je znalost vysledku
v den odebrani uzliny. Dle imunofenotypu je mozné vét-
Sinou urcit presny typ non-Hodgkinova lymfomu, ale
k dplnému zavéru diagndzy je histologické vysetfeni
uzliny nevyhnutelné. Zvlasté pak v pripadech Hodgki-
nova lymfomu, kde je imunofenotypizace diagnostic-
ky nepfinosna. Podpofeno: VZ MZO 00064165

54

Transfuze Hematol. dnes, 17, 2011



Supplementum 2/2011 — XXV. olomoucké hematologické dny

2056.

Cytogenetické vysetieni u difiizniho velkobunécného
B lymfomu

Hanzlikova Jana, Prekopova Ivana, Kropackova Jitka,
Holzerova Milena, Mickova Pavla, Chytilikova Radka,
JaroSova Marie

(Hemato-onkologickd klinika, FN, Olomouc)

Diftzni velkobuné¢ny B lymfom (DLBCL) je diftizné
rostouci nador z velkych B lymfocyti. Vznikd de novo
nebo transformaci lymfomt niz$tho stupné malignity, ja-
ko je naptiklad folikuldrni lymfom (FL). Jde o nejcastéj-
§i typ nehodgkinskych lymfomt (NHL), tvoii asi 30%
vSech lymfomu a patii mezi agresivni typy lymfomi.
DLBCL se vyskytuje v kazdém véku a zpocatku prolife-
ruje v misté svého vzniku, tj. pfevazné v uzlindch, infilt-
race kostni dfené byva pouze ve 22%. Heterogenni sku-
pinu DLBCL je mozné na zdkladé genové exprese roz-
délit do tif prognostickych podskupin: na GC DLBCL,
ABC DLBCL a PMBL(primarni mediastindlni B lym-
fom). Kazda tato skupina md nejCastéjsi chromosomové
zmény v karyotypu a jejich ndlez tak mutiZe upfesnit za-
fazeni nemocného do prognostické podskupiny. Urcova-
ni chromosomovych zmén je zaloZzeno na klasickém cy-
togenetickém vysetfeni nddorovych bunék ziskanych pre-
vazné excizni lymfatické uzliny nebo vysetfenim kostni
dfené pfi infiltraci nddorem. Klasickd cytogenetika je do-
plnéna i vySetfenim metodami molekuldrni cytogenetic-
ky. V nasem sdéleni budeme demonstrovat na nékolika
ptikladech metodiku cytogenetického vysetfeni bunék
lymfatické uzliny a ukdZeme zajimavé cytogenetické na-
lezy u nemocnych s DLBCL. Price je podporovana gran-
tem IGA NT11103, MSMT 6198959205, studentskym
grantem University Palackého LF-2011-006

1904.

Priprava protinadorovych vakcin pro pacienty

s mnohocetnym myelomem s vyuzitim autolognich
dendritickych bunék a monoklonalniho
imunoglobulinu jako nadorového antigenu
Vidlakova Petra, Mackova Klara, Zahradova Lenka,
Ocadlikovd Darina, Kyjovska Drahomira, Hijek Roman
(OKH-LEHABI FN, Brno; IHOK FN Brno)

V letech 2006 — 2008 probihala na nasem pracovisti
ve FN Brno klinicka studie, kdy byla 7 pacientiim s mno-
hocetnym myelomem (MM) se stabilnim onemocnénim
nebo s pomalou progresi nevyzadujici lécbu poddvana
protinddorova vakcina. Kazdému pacientovi bylo intra-
dermdlné poddno 6 individualné pfipravenych vakcin
s odstupem 1 mésice. Vakcina obsahovala autologni dend-
ritické bunky (DB) naloZené autolognim Id-proteinem ja-
ko nddorovym antigenem. Pfiprava vakciny probihala
podle podminek spravné vyrobni praxe (SVP). DB byly
ziskany z periferni krve (PK) pacientl a kultivovany po
dobu 9 dnti za pfitomnosti cytokini IL-4 a ristového fak-
toru GM-CSF. Po 5 dnech kultivace byly DB naloZeny

autolognim monoklondlnim imunoglobulinem (MIg), tzv.
Id-proteinem, ktery produkuji MM buiiky. Po pfidani ma-
turacniho faktoru TNF-o doslo k dplnému dozrani DB.
Funkéni charakteristika DB byla sledovdna pomoci imu-
nofenotypizace na pritokovém cytometru. Imunologic-
kd odpovéd na vakcinu byla hodnocena metodou
ELISpot. Klinickd odpovéd byla hodnocena méfenim
koncentrace MIg v séru pacientti. Po ukonceni vakcina-
ce byli pacienti sledovéni jesté dalsich 6 mésici. Bylo pfi-
praveno celkem 42 vakein vyhovujicich kritériim poda-
ni. Ze 60x10% mononuklearnich bunék PK bylo ziskdno
7,40x10° DB (0,89x10¢ - 36,96x109), medidn (min -
max). Funkénfi charakteristika DB byla prokdzana pomo-
ci imunofenotypizace na pritokovém cytometru, v den
podani bylo 92,90 % HLADR/CDS86 pozitivnich DB
(32,10 % - 99,30 %), medidn (min - max). V prib&hu do-
savadni doby sledovani 31 mésict (15 - 31 mésici), me-
didn (min - max), byla zaznamendna stabilizace onemoc-
néni ve fazi platé u 4 pacientt, u 3 pacientl trvd poma-
14 progrese bez nutnosti 1écby. Pacienti vakcinu snéaseli
velmi dobie, bez zavaznych vedlejsich uc¢inki. Tato pra-
ce byla podpofena grantem MSMT LC 06027, MZCR
NR8945-4

1892.

Automatizace procesu HLA-SBT (sequence-based
typing) v HLA laboratori CNRDD: vyssi kapacita,
vyssi standardizace a ¢asnéjsi vysledek HLA typizace
Blazek Jan, Kisova Jana, Halova Katefina, Jindra Pavel,
Venigova Petra

(HLA laboratoi CNRDD, Plzeri)

HLA geny jsou nejpolymorfnéjSimi geny lidského or-
ganismu vibec (popsdno > 6000 alel). Pravé pro trans-
plantaci krvetvornych bunék (TKB) je HLA typizace kli-
covd, nebot’ co nejpresnéjsi shoda v HLA genech je pro
jeji vysledek kli¢ova. Pivodni nejrozsifenéjsi metodika
PCR se sekvencné specifickymi primery (PCR-SSP) je jiz
v soucasnosti zcela nedostacujici. S ohledem na velky po-
Cet popsanych alel jsou nutné stovky PCR reakci a sou-
Casné musi byt stale pribézné rozsifovan pocet sekvenc-
né specifickych primerti, tak aby byly detekovany vsech-
ny nové popisované alely. PCR-SSP je tudiZ metodikou
velmi pracnou s minimalni moZnosti alespon ¢astecné au-
tomatizace, navic v urcitych pripadech neposkytuje do-
state¢né podrobné vysledky. Za zlaty standard pro HLA
typizace u nepribuzenskych TKB je proto v soucasnosti
povazovana piima sekvenace HLA genti (SBT-sequence
based typing), kterou stanovime pfimo nukleotidovou se-
kvenci exont kédujicich aloreaktivni ¢ast HLA molekul.
HLA laboratof CNRDD typizuje pacienty a potencialn{
neprfibuzné ddrce pro Ceskd i zahrani¢ni transplantacni
centra. Standardné provddime typizaci genti HLA-
A.B,C.DRB1,DQBI1 na tirovni vysokého rozliSeni (tzv. 4-
digits). Dfive byla pouZiviana metodika PCR-SSP, od ro-
ku 2007 jsou typizace primarné provadény zmifiovanou
primou sekvenaci—-HLA-SBT. U této metodiky je nezbyt-
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né purifikace amplifikacnich a sekvena¢nich produktt
pred vlastni analyzou a tento proces je opét Casové i per-
sondlné velmi ndaro¢ny-pro 1 typizovaného jedince jde
o purifikaci desitek reakci. Pivodni{ kolonkovad manudln{
metodika byla s nardstem pozadovanych vysetfeni limi-
tujicim prvkem pro vc€asny vysledek SBT HLA typizace.
Proto byla koncem roku 2009 implementovana metodi-
ka purifikace ,,Solid Phase Reversible Immobilization*
(SPRI) vyuzivajici magnetickych ¢astic AgenCourt Cle-
anSEQ (Beckman-Coulter) a tato purifikace byla plné au-
tomatizovdna pomoci robotického pipetovaciho zafizeni
Biomek 300 (Beckman-Coulter). Validace i ndsledné pra-
bézné vyhodnocovani vysledkti prokdzaly vyssi kvalitu
a standardizaci purifikovanych produktd oproti ptivodni
kolonkové metodé. Od roku 2010 je takto primérné mé-
si¢né kompletné HLA typizovano 30-40 jedinct. Celko-
vé tak jiz bylo purifikovano a ndsledné analyzovano vi-
ce nez 60 000 vzorkd. Automatizace procesu HLA-SBT
umoznila (1)zvysit kapacitu HLA-SBT vysetieni a tak vy-
hovét rostoucim pozadavkiim transplanta¢nich center i re-
gistrt ddreu, (2) zkratit dobu do ziskani vysledku a (3)vi-
ce standardizovat vlastni proces HLA-SBT

1956.

Zpracovani Stépu krvetvornych bunék uzavienym
systémem - zkuSenosti z jednoho centra

Dvorakova Zdenka, Kaminkova Jitka, Koupilova Mile-
na, Seckarova Martina, Horalkova Lenka, Skoumalova
Ivana, Faber Edgar

(Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

V roce 2008 vstoupil v platnost zakon ¢islo 296/2008 Sb.
O zajisténi jakosti a bezpecnosti lidskych tkani a bunék ur-
cenych k pouziti u clovéka. V souvislosti s timto zdkonem
jsme zacali v naSem centru zpracovavat S$tépy urcené
k transplantaci nové uzavienym systémem. Tkanova ban-
ka HOK (TB HOK) zpracovava Stépy odebrané nasi sepa-
racni jednotkou, a to pro autologni a allogenni pribuzenské
transplantace perifernich kmenovych bun¢k (PKB) a dar-
covskych lymfocytti (DLI). Dle jsou zpracovéany §tépy od
nepiibuzenskych darct, jak z ¢eského, tak mezindrodniho
registru darcti PKB, DLI a kostn{ dferi (KD). K 31.3.2011
bylo timto zptisobem zpracovano 193 §tépd, z toho 174 §té-
pu PKB, 6 stéptt KD,13 $tépti DLI. V ramci kontroly kva-
lity t&chto $tépl byla provedena kultivace progenitort a kon-
trola mikrobidlni kontaminace. V loiiském roce probéhla ts-
p&iné v celé TB HOK inspekce SUKLu, na jejimz zdkladé
TB obdrzela Povoleni ¢innosti tkanového zafizeni. Na OHD
2011 bychom radi prezentovali postup zpracovani §tépi, vy-
sledky kontroly kvality a prvni zkuSenosti se zpracovanim
z pohledu zdravotn{ laborantky.

1897.

Mikropipety - kontrola zpusobilosti

Hruba Petra, Spifﬂ(OVé Ivana, Veselkova Jana
(OKH, FN u sv. Anny, Brno; FN Bohunice, Brno)

Prezentace popisuje postup tdrzby mikropipet, vypo-
Cet presnosti, spravnosti nejistoty méteni typu A, B a stan-
dardni rozsifenou nejistotu. Nejcastéjsi pracovni ¢innos-
tf laboranta v hematologické laboratofi je odméfovani bi-
ologického materidlu a roztokd spojenych s praci v labo-
ratofi. Mikropipety se pouzivaji k napipetovani velmi ma-
Iych objemt — mikrolitrQ, které ndm umozni po stlaceni
pistu nabrat a posléze napipetovat mikrolitrové objemy.
Jsou velmi presné a patii mezi nejcastéji pouzivand me-
fidla v laboratofich. Pfi spravné manipulaci nedojde
k Zadnému styku pacientova vzorku s laborantem, tim pa-
dem jsou velmi bezpecné. Mikropipety patii mezi mérid-
la, a proto se na né vztahuji vSechny pravidla o metrolo-
gii. Mikropipety jsou pracovni méridla, kterd se musi ka-
librovat. Tuto kalibraci provadéji prislusné kalibracni la-
boratofe nebo CMI. Interval této kalibrace si uréi metro-
log sdm. VSechny pipety musi byt testovany: na piesnost
CV - sledovani ndhodné chyby spravnost BIAS - sledo-
vani systematické chyby. Tato kontrola probihd v interva-
lu 1x za Sest mésict. Kontrolu provadi erudovand labo-
rantka, kterd je sezndmend s postupem a zptisobem hod-
noceni vysledku. V laboratornim provozu miize dojit pfi
pipetovani ke kolizi napf. upusténi mikropipety na zem,
proto je nutné otestovat mikropipetu ihned. Kdyby se to-
mu tak nestalo, je mozné, Ze mikropipeta nebude nabirat
pozadovany objem a vysledky vySetfeni pacienta by moh-
ly byt zkresleny. Pro kazdou pipetu musi byt uvedeno na
protokolu: datum testovani, vysledky — pfesnost, sprav-
nost a nejistota méreni a podpis pracovnika, ktery kontro-
lu provedl. Spravny servis pipet sniZuje chyby obsluhy
a nepfesnosti v pipetovani.

SOBOTA 25. CERVNA 2011

CHRONICKA MYELOIDNI )
LEUKEMIE / MYELOPROLIFERATIVNI
ONEMOCNEN]

2067.

Vyznam monitorovani exprese WT1 a jeho
transkripc¢nich variant u pacienti s CML

Lopotova Tereza, Nadvornikova Sylvie, Klamova Hana,
Moravcova Jana

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Imatinib, selektivni inhibitor BCR-ABL kinazy, ktera
hraje zasadni roli v patogenezi chronické myeloidnf{ leu-
kemie (CML), je velmi u¢inny v 1écbé CML. Pfesto exi-
stuje 20 aZ 30% pacientu s rezistenci k imatinibu. Rezi-
stence mliZe byt zptisobena mutacemi v kindzové domé-
né BCR-ABL, dal§i mechanismy jsou zatim nezndmé.
Ukazuje se ale, Ze v fad¢ pripadii mohou byt nezdvislé
na BCR-ABL, jejiz roli pfejimaji dalsi kindzy. V téchto
pripadech monitorovani transkriptu BCR-ABL neodrazi
dobfe stav pacientd a nemiZe predikovat relaps jasné
a vCas. Nalezeni dalS$iho markeru by umoznilo zlepSeni
monitorovani pacienti s CML. Nasim cilem bylo pro ty-

56

Transfuze Hematol. dnes, 17, 2011



Supplementum 2/2011 — XXV. olomoucké hematologické dny

to ucely otestovat expresi genu Wilmsova tumoru (WT1)
a jeho ctyf hlavnich sestfihovych variant vznikajicich se-
stithem exonu 5 a KTS sekvence (-5/-KTS, -5/+KTS, +5/-
KTS, +5/+KTS). Expresi WT1 jsme sledovali pomoci re-
al-time RT-PCR dle Cilloni et al., 2004, pro expresi se-
stiihovych variant WT1 jsme pouzili vlastni real-time
PCR vyvinuté v nasi laboratofi (odesldno k publikaci).
Tticet sedm pacientl bylo sledovano v pribéhu 1é¢by. Pa-
cienti byli charakterizovani odpovédi ve 12. més. 1écby:
14% - optimélni odpovéd (OR), 22% - suboptimdlni od-
povéd (SR) a 64% - selhdni 1é¢by (TF); 36% pacientl
v SR a 70% pacientii v TF hematologicky zrelabovalo.
64% a 30% naopak zistalo bez relapsu, zde v hematolo-
gické remisi, 30 - 80 mésict 1é¢by (medidn 45,5 mési-
ce). Kinetika exprese WT1 v pribéhu onemocnéni je vy-
znamna pro v€asnou signalizaci relapsu. Hladina WT1 na-
rastala v obdobi pfed hematologickym relapsem u 60%
pacientll vyrazné&ji (v medidnu o 1 fad) a u 45% pacien-
ti i Casnéji (medidn 2 mésice) neZ BCR-ABL. V porov-
nani s vysledky analyz mutaci v kindzové doméné BCR-
ABL WTT1 predikuje relaps ¢asnéji u zhruba 1/3 pacien-
ti. Dalsi hodnoceni ukdzalo vyznamnost hladiny WT1 ve
12. mésici 1écby pro predikci hematologického relapsu.
90% pacientti se SR a TF s hladinou vyssi nez 0,1 v dal-
§im prubéhu 1é¢by hematologicky zrelabovalo. V ramci
analyzy sestfihovych variant jsme zjistili, Ze majoritni va-
riantou v CML diagndze je +5/+KTS. V relapsech se pak
obvykle nejvyraznéji prosazuje -5/+KTS, jejiz nartst
v nékterych pripadech predchdzi narist celkové WT1. Na-
Se data potvrzuji v§znam monitorovani WT1 u pacientt
s CML. Celkova exprese WT1 umoznuje vcasnou predik-
ci relapsu u pacientti s CML. Varianta -5/+KTS je dle na-
Sich dat novych kandiddtem na ¢asny marker relaspu.
Podpofeno MZO MZCR 000230763 (MZOUHKT2005).

2066.

CML: HSP90 - potencialni kandidat na marker
sledovani progrese u chronické myeloidni leukemie
Z4¢kovd Markéta, Mouckové Darina, Lopotové Tereza,
Ondrackova Zuzana, Klamova Hana, Moravcova Jana
(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Heat shock protein HSP90 patfi mezi chaperony a hra-
je dilezitou tlohu ve stabilité i funkénosti mnoha prote-
intl. HSP90 spole¢né s HSP70 je 2-10 krét vice exprimo-
van v nadorovych burikdch a mezi jeho klientské mole-
kuly patif mnoho kindz. Mezi né patfi také BCR-ABL
kindza, hlavni hybatel chronické myeloidni leukemie
(CML). Komplex BCR-ABL/HSP90 stabilizuje BCR-
ABL kindzu a sniZuje senzitivitu bunék vici apoptdze
(Shiotsu Y. Blood 2000; 96:2284-2291, Wu, L.X. Leu-
kemia 2008; 22:1402-1409). U HSP70 bylo prokazano,
ze hraje roli v rezistenci CML k 1é¢bé imatinibem. Dals{
klientskou molekulou obou HSP je Src kindza, kterd se
ucastni progrese CML a patii mezi faktory zodpovédné
za rezistenci na lécbu. Cilem prace bylo sledovat zmény
exprese HSP70 a 90 v pribéhu CML, pfi rtiznych odpo-

védich na lé¢bu a v riznych fazich onemocnéni a zjistit
moznou roli téchto HSP jako prognostickych markert
prubéhu onemocnéni. Expresi HSP70 i HSP90 jsme sle-
dovali metodou western blot (vztazeno k aktinu) u 48 pa-
cienti s CML lé¢enych imatinibem v rtiznych fazich one-
mocnéni a v riiznych odpovédich. Zatimco proteinova ex-
prese HSP70 nevykazovala rozdily mezi jednotlivymi fa-
zemi nemoci a odpovédmi na 1é¢bu, u exprese HSP90
jsme zaznamenali vyrazné rozdily. Pacienti v diagndze
a v MMR vykazovali nizkou expresi HSP90 obdobné ja-
ko zdravi darci. Pacienti v relapsu, v akcelerované fazi
a v blastické krizi méli velmi silnou expresi tohoto pro-
teinu, stejné jako bunécna linie K562. Hladina HSP90 ve
vétsing sledovanych piipadti dobie korelovala s hladinou
transkriptu BCR-ABL. Rozdil jsme nalezli pouze ve sta-
diu diagnézy, kde hladina BCR-ABL byla vysoka, zatim-
co hladina HSP90 nizka. To naznacuje patrné rozdilnou
stabilizaci proteinu BCR-ABL proteinem ESP90 v diag-
néze a pokrocilych stadiich CML. Déle jsme hodnotili
souvislost poméru exprese HSP90 a HSP70 s dalSim vy-
vojem odpovédi pacienta na lécbu. Jako hodnotici krité-
rium bylo stanoveno zhorSenf stavu — relaps v pribéhu 10
mésict od analyzy HSP90. Ve skupiné relabujicich paci-
entl (9) byl ve vSech analyzovanych vzorcich zjistén po-
mér HSP90/70 = 0,4. Ve druhé skupiné — nerelabujicich
pacientd m&lo 15 ze 17 pacientti pomér < 0.4. To zname-
nd, ze pom&r HSP90/70 rovnajici se hodnoté 0.4 miZe byt
délicim faktorem mezi pacienty s dobrou a $patnou pro-
gnézou. Prognosticky vyznam exprese HSP90 a poméru
HSP90/70 pro pribéh CML bude prokazan analyzami na
vétsim poétu pacienti. Podpofeno MZO MZCR
000230763 (MZOUHKT?2005)

2057.

Morfologicky obraz primarnej myelofibrézy v kostnej
dreni v ¢ase diagnostiky ochorenia

Marcinek Juraj, Balhdrek Tomds, Szépe Peter, Plank
Lukas

(Ustav patologickej anatomie a Konzultacné centrum he-
matopatologie Jesseniovej lekdrskej fakulty Univerzity
Komenského a Univerzitnej nemocnice v Martine a Mar-
tinské bioptické centrum, s.r.o., Martin — SK)

UVOD: Morfologicky obraz primarnej myelofibrézy
(PMF) v kostnej dreni (KD) je podla WHO Kklasifikacie
sucastou tzv. ,,velkych diagnostickych kritérii a preto je
bioptické vySetrenie KD nevyhnutné pre potvrdenie ocho-
renia. PMF sa vyznacuje v porovnani s inymi myelopro-
liferativnymi neopldziami (MPN) podstatne horSou pro-
gndzou a jej odliSenie od inych MPN je na zdklade kli-
nickych kritérii v skorych §tadidch problematické az ne-
mozné. Morfolégia KD umoziiuje odliSenie PMF od in-
ych MPN, klinicky imitujicich PMF, ako aj od reaktiv-
nych myeloproliferdcii. V praci sme sa zamerali na ana-
lyzu morfol6gie KD pacientov bioptizovanych v ¢ase di-
agnézy ochorenia. METODY: Zo stiboru 70 pacientov
s klinicky aj biopticky potvrdenou PMF sme vylucili dlh-
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Sie sledovanych pacientov (nad 2r). Vysledny stbor tvo-
rilo 43 pacientov (28 muzov, 15 Zien, vek 34r az 78r, me-
didn 60r) s celkovym poctom 46 biopsii KD, ktoré sme
analyzovali semikvantitativne so zameranim na morfo-
logické &rty KD kIi¢ové pre MPN. VYSLEDKY: 14 pa-
cientov bolo diagnostikovanych v prefibrotickom Stadiu
ochorenia s I'ahkou fokalnou (8x) resp. diftiznou (6x) re-
tikulinovou myelofibr6zou (MF). Vo zvysnych vzorkach
sme zaznamenali stredne t'azkd (21x) az tazkd MF (11x).
Dominoval obraz hyperceluldrnej KD s proliferaciou bi-
eleho radu a megakaryocytov (mgk), len v pripadoch
s rozvinutou MF sme zaznamenali pokles celularity KD
(3x). Tesné zhluky mgk, typické pre PMF boli pritomné
diu) absentovali. Dyspldzie mgk boli vo vsetkych vzor-
kéch, aj ked v 6 pripadoch predstavovali len mald Cast
z celkovej populdcie mgk. ,,Oblacikovité jadra“ mgk ty-
pické pre PMF sa vyskytli v rdznej miere v 35 vzorkach
a 11x absentovali. Mgk s morfolégiou typickou pre esen-
cidlnu trombocytémiu sme pozorovali v 25 vzorkéach, pri-
Morfologicky obraz PMF v KD v ¢ase diagndzy je znac-
ne variabilny, pricom vicsia Cast’ pacientov je diagnosti-
kovana az v rozvinutom, fibrotickom $tadiu ochorenia,
ne pripadov dominuje hyperceluldrna KD s proliferdciou
prevazne dysplastickych mgk tvoriacich tesné zhluky
s primesou ,,oblacikovitych jadier mgk, v Casti pripa-
dov mdézu mozu byt tieto charakteristické Crty len slabo
vyznacené, alebo tplne absentovat. Prica podporend
Grantom VEGA ¢.1/0341/10 a Centrom excelentnosti
CEPV I (ITMS kaéd 26220120016), CEPVII (ITMS kéd
26220120036) a RKM (ITMS kéd 26220220113).

1899.

Efektivita a tolerancia anagrelidu a jeho vplyv

na laboratérne parametre u pacientov s esencidlnou
trombocytémiou v dlhodobom sledovani

— vysledky z celoslovenského registra

Hrubisko Mikulas, Téthova Elena

(Klinika hematologie a transfiiziologie UNB, Nemocnica
sv. Cyrila & Metoda, Bratislava -SK; Klinika hematolo-
gie a onkohematologie UN L. Pasteura, Kosice - SK)

Anagrelid (ANA) je na Slovensku lickom prvej vol'by
v terapii esencidlnej trombocytémie (ET). Liecba je tr-
vald, preto vznikol celoslovensky register na monitoring
klinického stavu pacientov, ktori uzivaji ANA. Ciel: Vy-
hodnotenie efektivity, tolerancie a neziaducich dcinkov
ANA. Pacienti a metddy: Stubor tvori 349 pacientov s ET,
205 Zien a 144 muZov vo veku 54 rokov (rozsah 18-88)
liecenych na hematologickych pracoviskéach z celého Slo-
venska. Pacienti boli lieCeni ANA od 9 do 60 mesiacov,
v 3-4 mesacnych intervaloch sa sledoval ich klinicky stav,
neziaduce ucinky lieku, komplikdcie zdkladného ocho-
renia a zdkladné hematologické a biochemické paramet-
re. Vysledky: Vyhodnocujeme pacientov na zdkladé uda-

jov v registri za obdobie sledovania 6 — 39 mesiacov. Me-
didn poctu trombocytov na zaciatku liecby bol vyssi u ne-
predliecenych chorych (858x10%/1)/1) ako u pacientov, kto-
rf uZ nejakd ind cytoredukénd lieCbu uzivali (661x109/1).
Normalizdciu poc¢tu trombocytov sa podarilo dosiahnut’
po prvych 6 mesiacoch liecby u polovice chorych, postup-
ne azZ u 63%. Priblizne Stvrtina pacientov mala hodnoty
trombocytov v rozsahu 450-600x109/1), ¢ize spolu 80 resp.
87% pacientov malo hladiny trombocytov < 600x109/1)
po 6 resp. 39 mesiacoch lie¢by. Len u 13% chorych sa ne-
podarilo zniZit hodnoty trombocytov pod 600x10%/1) ani
po 39 mesiacoch lie¢by. Pocet leukocytov sa v priebehu
liecby nemenil a vyznamnejsie zmeny sme nepozorovali
ani pri hladine hemoglobinu. Dalej sme sledovali para-
metre kreatininu, ALT a AST. Hladiny sa v priebehu li-
ecby vyznamne nemenili. Pokial’ mala cast’ pacientov I'ah-
ko zvySené hladiny kreatininu, iSlo o chorych, u ktorych
bol tento parameter zvySeny uz pred liecbou. NeZiaduce
ucinky udavalo 51, t.j. 14,6%. Boli v§ak zvicsa prechod-
ného charakteru a v priebehu liecby mali tendenciu ustu-
povat’ alebo zmierfiovat’ sa. 37 chorych udéavalo len jeden
priznak, 9 pacientov 2 priznaky a len piati mali = 3 neZi-
aduce ucinky. Monitorovali sme aj trombotické a krva-
cavé komplikdcie pred liecbou i pocas nej. Zaznamenali
sme pokles poctu zdvaznych komplikdcii z 58 na 5, me-
nej zavaznych zo 44 na 14 ako aj krvacavych prihod z 18
na 5. Len 11% pacientov ukoncilo lie¢bu — pre neZiadu-
ce Gc¢inky, neucinnost’ resp. exitus. Ten sme v subore za-
znamenali v 10 pripadoch. Pri¢inou boli trombotické
a kardiologické komplikdécie, progresia do primdrnej my-
elofibrézy, epilepsia, karciném Zalidka a iné. Zaver: Ana-
grelid je u¢inny a dobre tolerovany liek u chorych s esen-
cidlnou trombocytémiou.

1970.

Bezpecnost’ a Géinnost’ lie¢by interferénom alfa

u pacientov s diagnézou Ph negativnej
myeloproliferativnej neoplazie

Hatalova Antonia, Pavlikova Daniela, Stefanikové Zde-
na, Skrakova Marcela, Mistrik Martin

(Klinika hematoldgie a transfuziologie LF UK, SZU
a UN, Bratislava — SK)

Uvod: Liecba interferénom alfa (Roferon A, Intron
A)ma svoje nezastupiteIné miesto v terapii myeloproli-
ferativnej neopldzie (MPN) Ph negat. V Slovenskej re-
publike je jeho pouZzitie v 3 neregistrovanych hematolo-
gickych indikdcidch: 1. MPN (esentidlna trombocytémia
- ET, polycytémia vera - PV, primdrna myelofibréza -
PMF) u Zien vo fertilnom veku a v priebehu gravidity. 2.
MPN s trombocytémiou u mladsich jedincov pri kontra-
indikdcifi, intolerancii alebo netcinnosti novych lieCiv pre
MPN. 3. dlhodobo nastaveni pacienti v liecbe interferd-
nom s dg. MPN. Vysledky: V préci prezentujeme stibor
20 pacientov liecenych interferénom alfa (11 Zien, 9 mu-
Zov) s medidnom veku 52.5 (29 — 76). 12 /20 pacientov
s diagnézou PV, 5/20 dg. ET, 3/20 dg PMF. 6/20 boli pred-
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lieCeni (hydroxyurea a anagrelid). Somatickd mutacia
V617F v JAK 2 géne bola pozitivna u 13/20 pacientov.
Median doby od stanovenia diagnézy a zacatia liecby in-
terferonom 11 m (2 — 105 m). Median diiky sledovania
liecby INF 35 m (1 — 144 m). Medidn priemernej tyzden-
nej davky INF 9 MU (6 —15). Kompletni hematologicku
remisiu dosiahlo 80% pacientov. Netdcinnost’ liecby sme
konstatovali u jednej pacientky s dg PV. Pri monitoraci{
molekuldrnej odpovede sme u 2 pac. po dlhodobej apli-
kécii INF zachytili kompletnd molekulovii odpoved (JAK
2 negativita). Neziadice dCinky lieCby sme zaznamenali
u 6/20 pacientov. Hematologicka toxicita bola zastiipena
trombocytopéniou I'ahkého az stredne tazk.st. (Gr I - II).
Etiologickd suvislost’ s liecbou INF sme nevylucili po di-
agnostikovani cirhézy pecene na podklade autoimunit-
nej hepatitidy a diftiznej lymfoidnej (autoimunitnej) tyre-
oiditidy (DLT). U Ziadneho pacienta nedoslo v priebehu
liecby k tromboembolickej alebo hemoragickej kompli-
kécii, ani transformdcii do akitnej hemoblastézy. Gravi-
dita 29 ro¢nej pacientky s dg MPN ET bola liecbou INF
uspeSne monitorovand. Zaver: Interferén alfa je dobrou
a terapeuticky udspesnou alternativou chemoterapeutic-
kych postupov v liecbe myeloproliferativnych neoplazii.
Okrem navodenia kompletnej hematologickej remisie je
s dlhodobou lie¢bou INF spojend aj mozna molekuldrna
odpoved pri pozitivnom JAK 2 statuse. INF alfa je nele-
ukemogénny liek. Rizikd neziaducich u¢inkov sa v sprav-
nej klinickej praxi dajui predpokladat’ a monitorovat’. Li-
ecba INF je bezpecnou lieCebnou alternativou.

CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

1914.

Molekularni odezva na intenzifikaci 1écby 6 pacientd
s chronickou myeloidni leukémii (CML) nesoucich
stejny typ BCR-ABL mutace M244V

Machova Polakova Katerina, Brouckova Adéla, Nadvor-
nikova Sylvie, Polivkova Véclava, Zemanova Karla, VI-
canova Katefina, Trneny Marek, Klamova Hana

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Mutace v kindzové doméné BCR-ABL mnohdy nema-
ji pfimou souvislost s rezistenci k imatinibu (IM) a i mi-
ra jejich rezistence je mezi pacienty s CML variabilni. Ci-
lem této prace bylo vyhodnotit molekuldrni odpovéd po
zesileni 1é¢by u 6 pacientti s mutaci M244V. IM v 1. li-
nii byli IéCeni 3 pacienti (skupina A). Dal§im 3 pacientim
(skupina B) byla pred IM aplikovana hydroxyurea a na-
sledné podavan interferon-alfa (32-67 mésict). Hladina
BCR-ABL transkriptu byla kvantifikovana pomoci real-
time qPCR (IS). Mnozstvi BCR-ABLM244V bylo po pfi-
mém sekvenovani hodnoceno pomoci Mutation Survey-
or (Softgenetics). Skupina A odpovédéla na 1écbu IM
kompletni cytogenetickou remisi (CCgR) 3-12 mésicid od
zahdjeni 400 mg. Velkou molekuldrni odpovéd (MMR)
dosahl 1 pacient po 3 mésicich, av§ak hladina BCR-ABL
zustala neménnd po 18 mésict (~ 0.01%). Nasledné do-

§lo k ndrdstu BCR-ABL > 2.5 fadti. Mutace byla deteko-
vana v dobé ztrity MMR. Davka IM byla zvySena na
800 mg 3 mésice od detekce mutace. Doslo k zastaveni
ristu BCR-ABL a ke ztrat¢ mutace, ale objevila se mu-
tace nova F359V. Pacient byl pfeveden na dasatinib
(DA)10 mésict od nardstu BCR-ABL a za 4 mésice od-
povédél kompletni molekuldrni remisi (CMR). U dalSich
2 pacient byl BCR-ABLM244V detekovéan 10 a 8 mé-
sicti od zahdjeni IM, avsak pacienti ztstali v CCgR dal-
Sich 10 a 19 mésica. Pacient, ktery po 10 mésicich ztra-
til CCgR, byl pfeveden na nilotinib (NIL) a za 6 mésict
odpovédél CMR. U druhého pacienta hladina BCR-
ABLM?244YV fluktuovala mezi 27-89%. Pfitomnost obou
BCR-ABL klont, mutovaného a nemutovaného, mohla
prispét k ¢astecnému tcinku IM a k déle trvajici CCgR.
Pacient byl po ztraté CCgR pieveden na DA se stfidavé
snizovanou davkou. Hladina BCR-ABL se vsak zvySila
5x a BCR-ABLM244V klesl o polovinu 6 mésict od DA.
Pacienti skupiny B nikdy nedosahli CCgR. M244V byla
detekovdna 2, 12 a 70 mésict od zahdjeni IM; tj. 37, 48
a 137 mésict od diagnézy (Dg). U 2 pacientt celkovy
BCR-ABLM244V (vsechen pfitomny BCR-ABL byl mu-
tovany) neklesl pod 10% po zvySeni davky IM. Na DA
byli prevedeni 2 pacienti a 1 na NIL. MMR dosahl 1 pa-
cient 6 mésict od startu NIL (60 mésict od Dg) a muta-
ce vymizela. U 2 pacientti doslo k mirnému poklesu BCR-
ABL a BCR-ABLM?244V 4 mésice od DA (103 a 142 mé-
sicti od Dg). Nase data naznacuji, Ze typ BCR-ABL mu-
tace jako samostatny parametr nepredikuje miru citlivos-
ti na zménu terapie. Fize onemocnéni, délka lécby a dal-
§1 znaky pacientl ovliviiuji odpovéd na zesileni 1é¢by.
Podpoteno IGA MZCR NT11555 a MZOUHKT2005

2046.

Lécba CML imatinibem v prvni linii a prognosticky
vyznam ELN doporuceni v realné klinické praxi

— populaéni analyza dat 458 nemocnych z Ceské
republiky a Slovenska

Klamova Hana, Faber Edgar, Z4tkovd Daniela, Steine-
rova Katefina, Karas Michal, Demeckova Eva, Voglova
Jaroslava, Demitrovi¢ova Ludmila, T6thova Elena, Chu-
dej Juraj, Markuljak Imrich, Cernd Olga, Cmunt Eduard,
JaroSovd Marie, Machovd Poldkovd Katefina, Stastna
Markova Markéta, Michalové Kyra, Dusek Ladislav, Mu-
zik Jan, Mistrik Martin, Cetkovsky Petr, Mayer Jifi, Tr-
nény Marek, Indrak Karel

( Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha; Hemato-
onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc; Hematoon-
kologickd klinika FN, Brno; Fakultni nemocnice, Plzeri;
Klinika hematologie a transfuziologie LFUK, SZU
a FNsP, Bratislava — SK; II. interni klinika — OKH FN
a LF UK, Hradec Krdlové; Ndrodny onkologicky tistav,
Bratislava — SK; Klinika hematoldgie a onkohematologie
UPJS a UN L. Pasteura, Kosice — SK; Klinika hemato-
logie a transfuziologie LF UK, Martin — SK; Univerzit-
nd nemocnica, Banskd Bystrica — SK; Fakultni nemocni-
ce Krdlovské Vinohrady, Praha; 1. interni klinika VFN
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a l. LF UK, Praha; Institut biostatistiky a analyz, Masa-
rykova univerzita, Brno)

Uvod: Imatinib (IM) zdsadn& zménil 1é¢bu nemocnych
s CML, jak bylo potvrzeno vysledky mezinarodni klinic-
ké studie IRIS. Lécebna strategie je v soucasné dobé da-
na doporuc¢enimi European LeukemiaNet (ELN), ktera
definuji odpovéd na 1é¢bu a jeji prediktivni vypovédni
hodnotu. Dat z kazdodennf klinické praxe vsak stdle ne-
ni dostatek. Cilem prace bylo provést populacni analyzu
dat nemocnych s CML v CP lé¢enych imatinibem, regist-
rovanych v databazich INFINITY a CAMELIA a zhod-
notit prognosticky vyznam ELN definovanych doporuce-
ni, zvlasté pak vyznamu ¢asné molekuldrni odpovédi. Me-
tody: Hodnoceno celkem 458 nemocnych z 13 hemato-
onkologickych pracovist Ceské republiky a Slovenska za-
fazenych do databazi CAMELIA (306) a INFINITY (152
pacienttl). Dle platnych doporuceni ELN, sledovén podil
dosazenych kompletnich hematologickych (CHR) a kom-
pletnich cytogenetickych remisi (CCgR), velké a kom-
pletni molekuldrni odpovédi (MMoIR, CMolR), déle pak
odhad pravdépodobnosti celkového preziti (OS), preziti
bez transformace do pokrocilé faze (TFS), bez progrese
definované dle IRIS studie (PFS) a bez udalosti, tzn. i se-
lIhani IM dle kritérii ELN a jeho vysazeni z divodu neto-
lerance (EFS). Hodnocen prognosticky vyznam dosaze-
né odpovédi na 1écbu, definované jako optimdlni, subop-
timdlni a selhan{ 1écby dle ELN doporuceni, véetné kva-
lity a rychlosti dosazené molekuldrni odpovédi. Vysled-
ky: 458 pacientii hodnoceno (medidn 52 let; 17-81) v ob-
dob{ let 2003-2009 s medidnem sledovani 33,1 mésica
(1,4-82,1). Odhadovana kumulativni incidence CHR,
CCgR, MMolIR a CMolIR v 5ti letech byla 95,6%,79,2%,
73.4,1% a 54,7% respektive, odhadovanda OS, OSCML,
TFS, PES a EFS v 5ti letech 96,6%, 90,2%, 93,9%, 80,7%
a 58,8%. Pacienti s optimdlni odpovédi na lécbu v 6.a 12.
mésici (parcidlni CgR v 6. mésici a CCgR ve 12. mési-
ci), méli statisticky vyznamné vétsi pravdépodobnost PFS
(p=0,041, p=0,02) a EFS (p< 0,001). DosaZzeni MMoIR
ve 3. mésici predikovalo vétsi pravdépodobnost PFS
(p=0,039). Hladina transkriptu BCR-ABL >10% ve 3.
mésici znamenala mensi pravdépodobnost dosazeni
CCgR a MMolR v mésicich dalsich (p<0,001). Zavér: Na
souboru neselektovanych pacienttl lé¢enych v realné kli-
nické praxi jsme potvrdili vysokou u¢innost imatinibu
u nove diagnostikovanych nemocnych s CML v CP. ELN
doporuceni v§ak méla v ndmi hodnoceném souboru z re-
alné klinické praxe vypovédni hodnotu limitovanou. Pod-
poreno Projekty CELL a CAMELIA

2017.

Vysledky lécby chronické myeloidni leukemie

ve FN Hradec Kralové v obdobi 1987 — 2010
Voglova Jaroslava, Bélohlavkova Petra, Muzik Jan

(11. interni klinika - OKH, Fakultni nemocnice, Hradec
Krdlové, Institut biostatistiky a analyz, Masarykova uni-
versita, Brno)

Cil: Zhodnoceni vysledki 1é¢by chronické myeloidn{
leukemie na OKH FN Hradec Kralové se zaméfenim na
celkové preziti a priiny dmrti. Soubor a metodika: Sou-
bor nemocnych tvorili vSichni nemocni s Ph+ CML v evi-
denci OKH FN Hradec Kralové od r. 1987 do 2010. Hod-
noceno celkové preziti podle data stanoveni diagnézy
v obdobich: 1. 1987-1995, 2. 1996-2000, 3. 2001-2005,
4.2006-2010, déle dle stadia CML a zptsobu 1é¢by po-
moci Kaplan-Meierovy analyzy. U nemocnych 1écenych
imatinibem v 1. a 2. linii srovndvany pocty dosaZenych
kompletnich cytogenetickych remisi a Cetnost progresi.
Ve vySe uvedenych obdobich sledovany priciny dmrti.
Vysledky: Soubor tvofilo 176 nemocnych (Zeny 47%,
muzi 53%) ve véku 17-86 let (median 52 let). U 163
(93%) nemocnych zjisténa CML v chronické fazi, u 9
(5%) v akcelerované fazi a u 4 (2%) v blastickém zvra-
tu. Kompletni cytogenetickd odpovéd v chronické fazi
CML dosazena u 85% pac. léCenych inhibitory tyrozinki-
ndz v prvni linii, u 70% lécenych ITK v 2. linii. Medidn
preziti podle obdobi stanoveni diagnézy: sk.1: 66 més;
2: 93 més., 3. a 4: nedosazen. Pétileté preZiti pacientl
v chronické fazi CML bylo pfi lécbé ITK v 1. linii 89%,
ITK v 2. linii 92%, transplantaci krvetvornych bun¢k 76%
a u ostatnich zpisobi 1é¢by 31%. Pocet pacientil roéné
lécenych na OKH od roku 2000 trvale stoupd, do roku
2010 vzrostl ze 40 na vice jak 100. Do roku 2000 nemoc-
ni umirali nejCastéji na progresi CML (71%), v posled-
nich 5 letech podil CML na dmrtnosti vyrazné poklesl
(32%), pacienti Castéji umirali na pridruzena onemocné-
ni (64%). Zavér: Inhibitory tyrozinkindz vyznamné pro-
dlouzily preziti nemocnych s CML. Pocet nemocnych
ro¢né 1écenych CML od roku 2000 trvale stoupa. Prici-
nou umrti je v soucasnosti ¢astéji pridruzend choroba nez
progrese CML.

2011.

Utinnost a tolerance dasatinibu v 1é¢bé pacientii

s chronickou myeloidni leukémii (CML)
rezistentnich/netolerujicich imatinib lé¢enych

v podminkach kaZdodenni klinické praxe

Z4ckovéa Daniela, Klamovd Hana, MuZik Jan, Cmunt
Eduard, Dobesova Blanka, RySava Jana, Racil Zdenék,
Machova Polakova Katefina, Dvorakova Dana, Juréek
Tomas, Rézga Filip, Moravcova Jana, Doubek Michael,
Bfezinova Jana, Oltova Alexandra, Cetkovsky Petr, Trné-
ny Marek, Dusek Ladislav, Mayer Jif{

(Interni hematoonkologickd klinika, Fakultni nemocnice
a Masarykova univerzita, Brno; Ustav hematologie
a krevni transfuze, Praha; Institut biostatistiky a analyz,
Masarykova univerzita, Brno; 1. interni klinika, Vseobec-
nd fakultni nemocnice, Praha)

Vétsina udaji o dasatinibu v 16¢bé pacienti s CML po-
chazi z klinickych studii. Publikovanych dat o jeho td¢innos-
ti v kontextu kazdodenni klinické praxe je stdle malo. Ci-
lem nasi prace bylo zhodnotit ti¢innost a toleranci dasatini-
bu ve 2. linii 1é¢by pacientd s CML rezistentnich na imati-
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nib nebo ho netolerujicich, Iécenych prevdzné mimo rdmec
klinickych studii. Analyzovali jsme udaje z databdze
INFINITY, zahrnujici pacienty s CML z definovanych ob-
lasti CR 1éené ve specializovanych centrech. Mensina pa-
cientl (n=19) byla lé¢ena v ramci klinickych studii (CA180-
034, CA180-035). Hodnotili jsme kumulativni incidence
kompletnich hematologickych odpovédi (CHR), velkych
(MCgR) a kompletnich cytogenetickych odpovédi (CCgR),
velkych molekularnich odpovédi (MMolR), a sérii analyz
preziti: celkové preziti (OS), preziti bez transformace (TES),
bez progrese (PFS), kde progrese byla definovéna dle stu-
di START (Blood, 2007), bez selhani (FFS), kde byla za-
hrnuta t€Z ELN navrZend kritéria pro selhani 1écby 2. linie
(Baccarani, J Clin Oncol, 2009), ztrata CCgR a ukoncen{
dasatinibu pro intoleranci, preziti bez absolutniho selhan{
(TFES), zahrnujici vSechny divody ukonceni 1é¢by dasati-
nibem, a preZiti bez alternativni 1écby (ATFS). Celkem jsme
hodnotili 98 pacient (medidnu véku 57 let, 19-79; 43 mu-
70 a 55 Zen); 68% bylo v CP a 32% v AP/BC. Devadesit
(91 ,8%) pacientil bylo predlééeno imatinibem. Dasatinib byl
nasazen v medidnu 39 mésici od stanoveni diagn6zy CML
(1-175) a median sledovani byl 12,9 mésict (0,2 — 50,8).
Divodem pro jeho nasazeni byla v 77% rezistence, ve 14%
intolerance a u 9% jiné divody. Odhadované kumulativn{
incidence CHR, MCgR, CCgR a MMolR ve 24 mésicich
byly 92,1%, 76,2%, 66,7% a 58,5% u pacienta v CP
a51,6%, 30,8%, 17.4% a 9,7% u pacienta v AP/BC. Od-
hadované OS, TFS, PFS, FFS, TFFS a ATFS ve 24 mési-
cich byly 90,6%,92.9%,90 4% ,66,8%,63,7% a 66,9% pro
pacienty v CP a 372%, 46,8%, 34.2%, 15,1%, 14,6%
a 25,1% pro pacienty v AP/BC. Nehematologicka a hema-
tologicka toxicita vSech stupnii se vyskytlau 63,3% a 85,7%
pacientti, s 26,4% a 48 4% piipadi toxicity stupné 3/4 dle
CTCAEV.3. Celkem 44 pacienttl ukondilo terapii dasatini-
bem z riiznych pfic¢in. Béhem sledovani zemielo 21 paci-
entll. Vysledky nas{ analyzy potvrdily dobrou G¢innost a to-
leranci dasatinibu v 1é¢bé pacientii s CML rovnéZ v pod-
minkdch kazdodenni klinické praxe. V pokrocilych fazich
onemocnéni vSak vysledky stdle nejsou uspokojivé. Podpo-
feno CELL — The CzEch Leukemia Study Group for Life.

2045.

Dasatinib — G¢inna 1écba také v nizsi nez obvyklé
dévce u pacientd s chronickou myeloidni leukémii
(CML) rezistentnich nebo netolerujicich imatinib
Klamové Hana, Stastnd Markovd Markéta, Zemanova
Karla, Moravcova Jana, Bfezinova Jana, Michalova Ky-
ra, RySava Jana, Cetkovsky Petr, Trnény Marek, Macho-
va Poldkova Katefina

(Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha)

Dasatinib (DA), tyrozinkindzovy inhibitor (TKI) druhé
generace je efektivni lé¢bou pacientli s CML rezistentnich
nebo netolerujicich imatinib (IM). Doporucenou terapeutic-
kou davku 100 mg/den v chronické fazi (CP) a 140 mg/den
v pokrocilé fazi nemoci (AP, BP) vSak nelze vzdy dodrzet.

P

Divodem jsou zdvazné nezddouci icinky (NU) poddvané-

ho DA, dle CTCAE stupné 3- 4, a také projevy pretrvava-
jicf toxicity 1écby predchozi. Cilem prace bylo zhodnotit,
bo udrZet dostate¢nou odpovéd u nemocnych lé¢enych
v bézné klinické praxi. 24/49 (48%) pacientim podavan da-
satinib v ddvce 50 mg/den nebo stiidavé 50 mg a 100
mg/den a provedena retrospektivni analyza d¢innosti této
1é¢by. Skupina A: 14 pacientt s redukovanou davkou z du-
vodu zévaznych NU dasatinibu, kdy redukce provedena
v pribé¢hu 1écby DA a skupina B: jsou pacienti s pretrva-
vajicimi projevy vyznamné toxicity lécby predchozi, kdy
poddvana v medianu (med.) 6 mésici (3-24) ve skupiné A,
s celkovou dobou terapie 40 mésict (10-60), a v medidnu
10 mésici (2-18) s trvanim 1é¢by 28 mésict (14-39) ve sku-
piné B. Monitorovdna hematologickd, cytogeneticka
(CCgR) a molekuldrni odpovéd (MMoIR, CMoIR). Paci-
enti rezistentni na IM vySetieni na pfitomnost mutace v ki-
nazové doméné BCR-ABL, kterd zachycena u 6/15 (40%).
Ve skupiné A nedoslo ke zhorSeni odpovédi cytogenetické
ani molekuldrni u 82% (9/11) pacientt (p.), 90% (10/11)
preziva (OS) v med. 40 mésict (10-60) a 82% (9/11) bez
projevt progrese (PFS). U 5 pacientl inicidlné zachyt 5 ty-
pt mutaci. 3 z nich vymizely v pribéhu 1é¢by, u 1 doslo ke
snizeni hladiny mutovaného klonu ze 100% na 23%. Dva
pacienti s mutaci F3111 a Y253H progredovali do AP. Jed-
na nemocnd prerusila 1é¢bu DA na 10 mésicti z divodu té-
hotenstvi. Po opétném nasazeni DA znovu docilila CCgR
a MMolIR. Skupina B: CCgR dosazeno u 80% (8/10)
a MMolIR u 50% (5/10) pacientt po 4 az 12 mésicich 1é¢-
by. Tri pacienti (30%) dosahli CMolIR, dalsi 2 dosud CCgR
nedocilili. U 1 pacienta jesté pred 1écbou DA nalezena mu-
tace E459V, ktera vymizela po 9 mésicich. Zadné dalsi mu-
tace nebyly v této skupiné nalezeny. VSichni pacienti Ziji
bez zndmek progrese, s dobrou kvalitou Zivota. Nase vy-
sledky z bézné klinické praxe ukazuji na terapeutickou ucin-
nost také nizsi neZ obvyklé davky dasatinibu jak ve smys-
lu dosazeni, tak také zachovani dosazené lécebné odpové-
di. Podpofeno: MZOUH-KT2005 a IGA MZCR NT11555.

CHRONICKA LYMFOCYTARNI
LEUKEMIE

1987.

Analyza biklonalnich/bifenotypickych pripadi
chronické lymfocytarni leukemie

Plevova Karla, Skuhrova Francova Hana, Tichy Boris,
Burckova Katefina, Mal&ikovéa Jitka, Pavlova Sérka,
Brychtova Yvona, Doubek Michael, Mayer Jif{, PospiSi-
lova Sarka

(Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni he-
matoonkologickd klinika, Fakultni Nemocnice, CEITEC,
Masarykova univerzita, Brno)

Vétsina pripadi chronické lymfocytarn{ leukemie pred-
stavuje monoklonalni lymfoproliferaci. Nddorové bunky
jednotlivych pacientd jsou charakterizovany unikétni pre-
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stavbou imunoglobulinovych (Ig) genti exprimovanych na
povrchu bunék jako BCR receptor. Vyjimecné mohou byt
pii vySetfeni mutacniho statusu IGHV detekovany vicecet-
né produktivni prestavby Ig. Ty mohou indikovat pfitom-
nost vice malignich kloni CLL, diverzifikaci ptvodn{ na-
dorové populace na novy subklon s odli$nou receptorovou
specifitou nebo poruchu alelické exkluze, kterd ma za na-
sledek expresi dvojtho typu BCR receptorti na jednotlivych
butikdch. CIL: Podrobn& jsme analyzovali piipady CLL,
u kterych byly pii vySetfeni mutacniho statusu IGHV z;jis-
tény dvé/tii prestavby Ig. Detailné jsme sledovali klonaln{
evoluci onemocnéni u vybranych pacienti. METODY: Mu-
tacni status IGHV byl vysetfen z cDNA dle doporucen{ me-
zindrodni iniciativy ERIC. K potvrzeni prestaveb tézkych
fetézcl Ig (IGH) na drovni DNA byl pouZit protokol
BIOMED-2. Byly vysetieny ptestavby lehkych fetézci Ig
(IGL). Pomoci flow-cytometrie byl stanoven imunofenotyp
CD19+ bunék (IgLambda, IgKappa, CD20, CD23, CD43,
FMC?7). VYSLEDKY: Dvé/tii produktivni prestavby IGH
byly stanoveny u 35 pacientl z 1040 (3.4 %). U 18 byly
zaroven detekovany dvé produktivni prestavby IGL. V 9
piipadech jsme pozorovali zmény v zastoupeni jednotlivych
IGH prestaveb v pribéhu nemoci. U tif z nich byla selekce
dalstho maligniho klonu doprovazena de novo mutaci TP53.
Detailné jsme analyzovali nddorové populace u 12 pacien-
ti. Na drovni DNA byly potvrzeny vSechny prestavby IGH
zjisténé béhem rutinni diagnostiky a detekovany dalsi ne-
produktivni prestavby v IGH i IGL. U 5 pacienti byly po-
tvrzeny dvé imunofenotypicky odlisné CLL populace, kte-
ré se liSily predevSim expresi povrchovych Ig Kappa
a Lambda. U dal$iho pacienta jsme biklondlni CLL piedpo-
kladali dle exprese dvou IGL Lambda (PCR analyza). Po-
moci bioinformatickych analyz jsme u vSech pacientt vy-
lougili editaci BCR receptoru. SHRNUTI: Biklondlni CLL
se vyskytuje velmi vzacné a predstavuje nejméné polovinu
pifpadi s vicendsobnymi funkénimi IGH piestavbami. Z 12
podrobné studovanych jsme biklonalni CLL potvrdili u 6
pacientl (50%). V priibéhu nemoci se miize ménit zastou-
peni jednotlivych populaci. Opakované stanoveni presta-
veb IGH miZe odhalit selekci nového maligniho klonu
a véas upozornit na zhorSeni prib&hu choroby. Podpofe-
no granty IGA NS10439-3/2009, IGA NS9858-3/2008,
MSMO0021622430, GACR 204/09/H058 a MPO FR-
TI2/254

2044.

Infizni toxicita rituximabu v 1é¢bé 1. line

u nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii
Simkovi¢ Martin, Moty¢kova Monika

(Il. interni klinika, oddéleni klinické hematologie, Fakult-
ni nemocnice a Lékarskd fakulta Univerzity Karlovy, Hra-
dec Krdlové)

Uvod: Kombinace rituximabu s chemoterapif je ti¢in-
nd v 1é¢bé chronické lymfocytarni leukemie (CLL). Hlav-
nim nezddoucim uc¢inkem rituximabu jsou infizni reak-
ce, napf. syndrom uvolnéni cytokinti (cytokine-release

syndrome — CRS), ktery zpravidla doprovazi prvni po-
déni rituximabu. Cilem nasi retrospektivni analyzy bylo
zhodnotit Cetnost vyskytu infiznich reakci, jejich vztah
k parametrim nddorové nédloZe a posoudit moZnou spo-
jitost infdznich reakei s tcinnosti 1écby. Charakteristika
souboru: chemoimunoterapie (FCR, n=36, nizkodavko-
vany FCR, n=13, jiny reZim s rituximabem, n=5) byla po-
ddna v rdmci 1. linie 1écby v obdobi od bfezna 2005 do
biezna 2011 54 nemocnym s CLL. Jednalo se o 35 muzi
a 19 Zen s medidnem véku 61 let (rozmezi 32-83). Vyso-
ké riziko dle Raie bylo pfitomno u 26 nemocnych. IgVH
geny byly nemutované u 28 ze 40 (70 %), izolovana de-
lece 13qu 9 (27 %), delece 17p u 1 (3 %) a delece 11q
u 12 (35 %) nemocnych. Soucdsti premedikace pred in-
fliz{ rituximabu byl metylprednisolon 80 mg i.v., parace-
tamol 1000 mg p.o. a bisulepin 1 mg i.v., vSichni nemoc-
ni méli nitrozilni hydrataci min. 2000 ml/den a allopuri-
nol 300-600 mg denné. V prvnim cyklu byl rituximab po-
davan frakcionované v davce 375 mg/m?2, od druhého
cyklu v ddvce 500 mg/m2. Vysledky: K rozvoji infizni
reakce po rituximabu doslo u 18 (33 %) pacientt a jed-
nalo se prevazné o toxicitu stupné II dle CTCAE (stupeni
I/I/III/IV u 1/15/2/0 nemocnych). Reakce se nejcastéji
projevila tfesavkou, zimnici, dusnosti, febrilii ¢i hypoten-
zi. U vSech nemocnych bylo mozno infizi rituximabu
v planované davce dokoncit. Hodnoceni 1é¢ebné odpove-
di bylo k dispozici u 41 pacienttil a nebyl zaznamenan roz-
dil v celkové 1écebné odpovedi (86 vs. 89 %) mezi paci-
enty s infizni reakci na rituximab a bez ni. Stejné tak ne-
byl nalezen vyznamny rozdil ve vstupni lymfocytoze (87
vs. 56 x 10log9/1, p=0,21) a rozsahu lymfadenopatie. Pfi
medidnu sledovani souboru 16 mésicti nebyl prokazéan
statisticky vyznamny rozdil v PFS a OS mezi obéma sku-
pinami. Zavér: Vyskyt infuznich reakci u nemocnych
s CLL lé¢enych rituximabem je pomérné bézny (33 %),
avSak pri peclivé premedikaci je velmi dobfe zvladatel-
ny a tézka forma je vzdcnd. NaSe data neprokdzala sta-
tisticky vyznamnou souvislost mezi vyskytem infiznich
reakei a efektem lécby. Podporeno vyzkumnym zdmérem
MZO 00179906 MZ CR.

1934.

Nizkodavkovany fludarabin a cyklofosfamid

v kombinaci s rituximabem u starsich a komorbidnich
nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii/lym-
fomem z malych lymfocyt: aktualizované vysledky
projektu Q-lite Ceské CLL skupiny

Smolej Lukas, Brychtova Yvona, Spacek Martin, Doubek
Michael, Belada David, Motyckova Monika, Cmunt Edu-
ard, Prochazka Vit, Rohon Peter, Poul Hynek, Klaskova
Katetina, Kozdk Tomas

(I1. interni klinika, oddélent klinické hematologie, Fakult-
ni nemocnice a Lékarskd fakulta UK, Hradec Krdlové;
Interni hematoonkologickd klinika, Fakultni nemocnice,
Brno; Oddéleni klinické hematologie, Fakultni nemocni-
ce Krdlovské Vinohrady, Praha; I. interni klinika, VSeo-
becnd fakultni nemocnice, Praha; Hemato-onkologickd
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klinika, Fakultni nemocnice, Olomouc; Hematologické
a transfiizni oddéleni, nemocnice, Pelhiimov)

Uvod: Kombinace fludarabinu, cyklufosfamidu a ritu-
ximabu (FCR) je v soucasnosti povazovana za lécbu vol-
by u fyzicky zdatnych nemocnych s chronickou lymfocy-
tarni leukémif (CLL), nicméné fada nemocnych timto pro-
tokolem nemiZze byt 1éCena z divodu vysokého véku
a/nebo zavaznych pridruzenych onemocnénich. Pro tyto
nemocné zustavad v soucasnosti chlorambucil 1ékem vol-
by. Nizkoddvkované fludarabinové rezimy prokazaly
v poslednich letech v pilotnich studiich slibné vysledky.
Cile: Posoudit i¢innost a toxicitu nizkoddvkovaného re-
zimu FCR u star§ich/komorbidnich nemocnych s CLL.
Nemocni a metodiky: Od biezna 2009 do prosince 2010
jsme Iécili 93 nemocnych s aktivni chorobou vyzadujici
1é¢bu (CLL, n=88, SLL, n=5, muzi 59%, medidn véku
70 let [rozmezi 58-83], medidn Cumulative Illness Rating
Score 4 [0-10]) nizkoddvkovanym FCR ve 14 centrech
spolupracujicich v ramci Ceské CLL skupiny. SniZeni dé-
vek chemoterapie bylo nésledujici: fludarabine na 50%
(12 mg/m?2 i.v. nebo 20 mg/m? p.o. den 1-3), cyklofosfa-
mid na 60 % (150mg/m?2 i.v./p.o. den 1-3). Davka rituxi-
mabu byla standardni (375mg/m?2 v 1. cyklu, 500mg/m?2
od 2. cyklu). Lécba byla opakovana po 4 tydnech. Byla
doporucena protiinfekéni profylaxe sulfametoxazolem/tri-
metoprimem a aciklovirem ¢i ekvivalenty. Padesat Sest
procent nemocnych bylo 1éceno v 1. Linii, 44% v relap-
su. Pokrocila klinicka stadia (Rai III/IV) byla pfitomna
u 62% nemocnych; 40% mélo masivni lymfadenopatii.
IgVH geny byly nemutované u 74%; del 11q bylo piitom-
no u 32% a del 17p u 5%. Vysledky: Pii analyze ,,inten-
tion-to-treat* byla celkové 1é¢ebnd odpovéd/kompletni re-
mise (ORR/CR, véetné klinické CR a CR s nekompletn{
regeneraci) 71/39% v 1.linii a 63/27% u relapsu; 18 %
onemocnych je dosud na 1écbé. Data tykajici se kvality
zivota, PFS a OS dosud nejsou k dispozici. Zavazna (I11./
IV. stupen dle CTCAE) neutropenie se vyskytla v 54%,
trombocytopenie v 13% a anémie u 11% nemocnyc. Za-
vazné infekce se objevily u 13% nemocnych. Zaveér: Léc-
ba starSich/komorbidnich nemocnych s CLL/SLL nizko-
davkovanym protokolem FCR vykazuje slibnou d¢innost
s prijatelnou a zvladatelnou toxicitou.

Lécebna odpovéd’ 1. linie (%) Relaps (%)
Celkova odpovéd’ 75 63
Kompletni remise (véetné cCR, CRi) 39 27
Céstedna odpovéd’ 36 36
Stabilni onemocnéni 8 12
Progrese 12 5
Nehodnotitelné 6 20

1989.

Soucasné trendy v molekularné-biologické analyze
genu TP53 u pacientii s chronickou lymfocytarni
leukemii a priklady aplikace v praxi

Kantorova Barbara, Malcikova Jitka, Lochmanova Jana,
Smardovd Jana, Trbusek Martin, Pavlov4 Sérka, gebejové
Ludmila, Doubek Martin, Mayer Jiif, PospiSilova Sarka
(Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologickd klinika FN Brno a LF MU, Brno)

Klinicky obraz chronické lymfocytarni leukemie (CLL)
je diivodem neustdlého hledani specifickych markert,
umoznujicich zpfesnéni progndzy tohoto heterogenniho
onemocnéni. Mezi vyznamné cytogenetické aberace podi-
lejici se na predikcei pribéhu CLL, délky prezivani a odpo-
védi pacientll na 1é¢bu patif delece lokusu 17p13.1, zahr-
nujici gen TP53. V pribéhu vyvoje leukemického klonu do-
chazi Casto na zbyvajici genové alele k selekci mutaci a né-
sledné k naruseni fyziologické funkce proteinu p53. Recent-
ni prace u CLL prokdzaly, Ze ¢dst pacientd mize prendset
také monoalelické mutace genu TP53, které jsou rovnéz
spojeny s nepiiznivou prognézou. Detekce uvedenych zmén
tedy vyzaduje velmi citlivou a specifickou metodologii,
umoznujici presnou analyzu obou alel genu TP53. Moder-
ni piistupy molekuldrni biologie na bazi ¢ipovych techno-
logif jsou vysoce automatizovanym a senzitivnim prostfed-
kem mutacni analyzy. Na naSem pracovisti jsou pro vyset-
feni zmén genu TP53 vyuZzivany resekvenacni mikrocipy -
CLL custom resequencing microarray (Affymetrix) a Ro-
che AmpliChip p53 Test (Roche Molecular Systems). Pres
své nesporné vyhody ov§em podobné jako sekvenacni pti-
stupy vyzaduji velmi nakladné laboratorni vybaveni. V ru-
tinn{ praxi jsou proto naddle pro vysetieni genu TP53 upred-
nostiiovany spise prescreeningové metodiky, jako napf.
HrMCA (analyza kiivek tani s vysokym rozliSenim), DGGE
(denaturacni gradientova gelovd elektroforéza) nebo v na-
Sem piipadé DHPLC (denaturacni vysokotlakd kapalinova
chromatografie). Z vysledki mezinarodni spoluprace a dat
ziskanych na naSem pracovisti je patrné, Ze pro mutacni ana-
Iyzu genu TP53 u pacientti s CLL je nezbytnd kombinace
vice piistuptl. Pro piesnou charakterizaci biologického du-
sledku detekovanych sekvenacnich zmén je vhodné vyset-
feni genu TP53 doplnit také funkeni analyzou, poptipadé
stanovenim jeho proteinové hladiny. Prace byla podporena
granty IGA MZCR NS10439-3/2009, NR9858-3/2009,
MSMT MSM0021622430, GACR P301/10/0590, MPO
FR-T/2/254.

2040.

Lécba pacientd s B-chronickou lymfatickou leukémii
alemtuzumabem na HOK FNOL 2005-2010
Turcsanyi Peter, Prochdzka Vit, Urbanova Renata, Papa-
jik Tomas

(HOK FN, Olomouc)

Uvod: Terapeutické moznosti u B - Chronické lymfa-
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mu je onemocnéni nevylécitelné neni-li 1é€eno transplan-
taci kostni dfené. Jednou z 1é¢ebnych modalit v relapsu
onemocnéni je poddvani alemtuzumabu (anti CD 52 pro-
tilatky). Cil: Retrospektivné analyzovat 1é¢ebné vysledky
neselektovaného souboru nemocnych s B-CLL. Soubor:
V letech 2005-2010 bylo na HOK FNOL léceno alemtu-
zumabem 29 pacienti. Medidn véku pfi diagnéze dosahl
54 (30-74) let, median véku pri aplikaci alemtuzumabu do-
sahl 59 let, soubor tvorfilo 24 muzi a 5 Zen. Stadia nemo-
ci dle Bineta v dobé diagndzy byly A 22% B 48% C 30%.
Delece 17p byla pritomna u 8 z 24 (33,3%) vySetfenych
pacientti. Nemutovany IgVH byl u 21 z 23 vySetfenych
pacientd. 17 z 29 (59%) pacientim byla podana lé¢ba
alemtuzumabem za tc¢elem navozeni remise a u 12 z 29
(41%) za ticelem prodlouzeni remise po predchozi chemo-
terapii. Alemtuzumab byl poddn v priméru 60,5 (3-252)
mésictl od stanoveni diagndzy, v priméru jako 3 (2-6) li-
nie 1é¢by. Primérnd kumulativni davka léku dosahla
313 mg (33-1033 mg). K laboratorni reaktivaci CMV in-
fekce doslo u 11 z 26 (42 %) vySetfenych pacientii a u 3
pacientl doslo ke klinické manifestaci CMV infekce. U 3
z 26 pacienti doslo k zdvazné infek¢ni komplikaci (grade

4 dle NCI-CTC). Zadny ze sledovanych pacientd v sou-
vislosti s infekéni komplikaci nezemfel. V priibéhu tera-
pie byla pozorovana neutropenie pod 1*10%/1)/L 13 z 26
(50%) sledovanych pacientd a neutropenie pod
0,5*109/1)/L u 6 z 26 (23%) pacientti. Median celkového
preziti (OS) dosédhl 103,3 mésict (95% CI 86,4-126). OS
od zahdjeni prvni linie lécby B-CLL dosahl v medidnu
73,6 mésicl. OS od zahdjen{ terapie alemtuzumabem do-
sdhlo v medidnu 22,7 mésici. Zavér: Populace studova-
nych nemocnych byla vyrazné predlécena (alemtuzumab
aplikovén nejcastéji jako 3. linie 1écby), alemtuzumab byl
aplikovén v pozdnich fazich nemoci u chemorezistentnich
pacientti, nebo jako konsolidace v poindukéni terapii u ri-
zikovych nemocnych. Terapie byla ukoncovana pro mye-
lotoxicitu a infek¢ni komplikace — diky tomuto pfistupu
nedoslo k umrti v souvislosti s 1é¢bou. Optimalni nacaso-
vani aplikace alemtuzumabu je stale nejasné. Pristup k ne-
mocnému by mél reflektovat jeho lécebné cile, toleranci
infek¢nich komplikaci a kvalitu Zivota. Cilem aplikace je
dosazeni co nejlepsi a nejdelsi 1é¢ebné odpovédi za cenu
co nejmensi hematologické toxicity a infekénich kompli-
kaci. Podpotreno: LF-2011-006, MSM 6198959205.
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AKUTNI LEUKEMIE

P1/2029.

Cytogenetika a molekularni cytogenetika T-ALL
Holzerova Milena, Urbankova Helena, Balcarkova J.,
Chytilikovd R., Mic¢kova P., Prekopova I., Kropackova J.,
Hanzlikova J., Szotkowski T., Hubacek J., Pikalova Z.,
Indrik K., JaroSova M.

(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc)

T-bunécnd akutni lymfoblastickd leukemie (T-ALL)
je maligni onemocnéni vychdazejici z T-bunécné rady
a predstavuje 10-15% détskych a 25 % dospélych pripa-
di nové diagnostikovanych ALL. I pfes zna¢né pokro-
ky v poznani molekuldrni podstaty T-ALL, mechanis-
mus, ktery vede k abnormadlni proliferaci a prezivani T
lymfocytl, ztistava stile neznamy. Konvenéni cytoge-
netickou analyzou (G-pruhovani) jsou chromosomové
zmény pozorovany u priblizné 50-60 % nemocnych, de-
tailn€jsi molekuldrné cytogenetickou analyzou jsou zmé-
ny v nddorovém genomu nemocnych s T-ALL odhale-
ny az v 80 % pripadt. Nejcastéjsi prokdzanou chromo-
somovou zménou jsou prestavby T-bunécnych recepto-
ri (TCRB a TCRG s lokalizaci na chromosomu 7,
TCRA a TCRD na chromosomu 14), detekované pribliz-
né u 30-35 % piipadt T-ALL, ddle pak kryptické dele-
ce oblasti s lokalizaci genil s potenciondlné tumor sup-
resorovou aktivitou CDKN2A (INK4A) (9p21) a TAL1
(1p32). Klinicky vyznam nékterych nové nalezenych
zmeén je jeSté stdle studovan, predpoklada se vsak, Ze
mnohé z téchto kryptickych zmén jsou spojeny s agre-
sivni formou onemocnéni a hor$i odpovédi na 1écbu. Ci-
lem nasi prace bylo provést retrospektivni analyzu sou-
boru 16 nemocnych s T-ALL, ktefi byli vySetfeni na He-
mato-onkologické klinice FN Olomouc v letech 1996 —
2010. K urceni chromosomovych aberaci byli vSichni
nemocni vySetieni metodami klasické cytogenetiky — G
pruhovanim, k odhaleni kryptickych pfestaveb byly pou-
zity molekuldrné cytogenetické metody — fluorescencni
in situ hybridizace (FISH). Zaméfili jsme se predevSim
na odhaleni zmén diagnostického a prognostického vy-
znamu - prestavby T-bunéénych receptori, TLX1, TLX3
genl a detekci kryptickych deleci 9p21, 6q21, 6q23
a TAL1. Konvenc¢ni cytogenetikou byly detekovany
chromosomové prestavby u 9 (54 %) z 16 nemocnych,
detailni molekuldrné cytogenetickd analyza vSak odha-
lila kryptické aberace u 15 (94 %) nemocnych. Nejcas-
téjs1 prokdzanou zménou byla delece 9p21 u 10 nemoc-
nych (62,5 %), u 5 z nich se jednalo o bialelickou dele-
ci. U 4 nemocnych byly prokdzany aberace TLX1 —u 3
nemocnych byla prokdzana t(10;14), u jednoho delece
TLX1. U dalSich dvou nemocnych byla prokdzana
t(5;14) s prestavbou TLX3/BCL11b. V praci budeme
presentovat vysledky studie, zajimavé ndlezy a jejich
klinicky vyznam. Prace je podporovdna grantem MSM
6198959205 a Studentskym projektem LF University
Palackého 2011-006.

P2/1992.

Studium metyla¢niho profilu gent zapojenych

do regulace T-bunécné odpovédi pomoci DNA
metylacnich arrayi u pacienti s AML a MDS
Hiajkova Hana, Petrbokova Radka, JondSova Anna, No-
vakova Ludmila, Cermék Jaroslav, Salek Cyril, Schwarz
Jifi, Haskovec Cedrik

( Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha; VFN a 1.
LF UK, Praha)

Selhdni imunitniho dozoru hraje roli pfi vzniku a roz-
voji nddorovych onemocnéni. Aberantni metylace DNA
jako mechanismus inaktivace genti kontrolujicich buné¢-
ny cyklus mize hrat roli pfi umléeni genl zapojenych
do kontrolnich a rozpozndvacich mechanismt imunit-
niho systému. Z téchto diivodi je zajimavé zkoumat me-
tylacn{ status téchto genii u nadorovych onemocnéni
véetné téch leukemickych, jako je akutni myeloidnf le-
ukemie (AML) a jeji preleukemickd forma myelodys-
plasticky syndrom (MDS). Pro tyto dcely jsme analy-
zovali panel 24 genti podilejicich se na regulaci T-bu-
nécéné odpovedi. Vysetfili jsme mononukledrni bunky
(MNC) z periferni krve ¢i kostni dfené u 10 pacientt
s AML pfi diagnéze, u 8 pacientd v riiznych stadiich
MDS a u 4 zdravych darcl. Metyla¢n{ analyza spociva-
la ve $tépeni cilové sekvence riznymi restrikénimi en-
donukledzami (metylacné senzitivnimi a/¢i dependent-
nimi) a v ndsledné real-time PCR detekci. Metylace by-
la u vybranych vzorki ovéfovana pomoci bisulfitového
sekvenovani. Stanoveni genové exprese bylo provedeno
pomoci real-time PCR s TagMan sondou a primery. Abe-
rantni DNA metylaci jsme zjistili u 7/24 studovanych
gend u AML a u 6/24 u MDS. Frekvence metylaci jed-
notlivych genti u AML byla nasledujici: CD8a (9/10),
SOCS1 ( 7/10), FOXP3 (6/10), LAG3 (5/10), PAX1
(4/10), RIPK2 (2/10) a MICB (1/10). Frekvence mety-
laci jednotlivych genG u MDS byla tato: MICB (4/8),
PAX1 (3/8), LAG3 (3/8), SOCS1 (3/8), CD8a (3/8)
a FOXP3 (1/8). Nasledné jsme tyto vysledky u vybra-
nych gent ovéfili metodou bisulfitového sekvenovani
a porovnali ziskané vysledky metylace promotorovych
oblasti gentl s hladinou jejich exprese. U gentt LAG3
a PAX1 jsme méfili miru exprese u 19 pacientti s AML
pfi diagnéze a u 11 zdravych darcl. Exprese genu LAG3
byla u pacienti s AML vyznamné downregulovana
(p=0,003) v souladu se zvySenou metylaci DNA. Pro gen
PAX1 jsme expresi analyzovali u stejného poctu vzor-
ki, ale ani ve vzorcich pacientd ani u zdravych ddrct
jsme Zadnou meéfitelnou miru exprese nedetekovali.
Potvrdili jsme vyskyt aberantni metylace DNA u gent
zapojenych do regulace T-bunécné odpovédi, kterd by
mohla pfispivat ke vzniku a progresi leukemického one-
mocnéni. Tyto vysledky v soucasné dobé rozsifujeme,
abychom mohli provést jejich klinickou korelaci. Pod-
pora granty OC10042 a IHBT00023736.
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P3/1984.

Monitorovani minimalni rezidualni nemoci pomoci
mutovaného genu NPM1 stanoveného z mRNA

a genomové DNA a jeho srovnani s expresi genu WT1
u pacienta s AML

Petrbokova Radka, Hijkova Hana, Fuchs Ota, Poldk Ja-
roslav, Salek Cyril, Dvordkova Dana, Haskovec Cedrik
( Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Fakultni
nemocnice, Brno)

Lidsky gen pro nukleofosmin 1 (NPM1) je zvysené ex-
primovan u rakoviny zaludku, stieva, rekta, vaje¢niki a pro-
staty. Cetné mutace se nachdzeji i u hematologickych ma-
lignit. U akutnich myeloidnich leukemia (AML) se jedna
o nejcasteji se vyskytujici mutace. Analyzovali jsme expre-
si mutovaného genu NPMI1 u pacienti s AML. Porovnali
jsme priibéh minimdlni rezidudlni nemoci (MRN) mutova-
ného genu NPM1 (mutNPM1) pomoci mRNA a genomo-
vé DNA s pribéhem exprese genu WT1. Pro kvantitativn{
stanoveni MRN pomoci mutNPM1 a genu WT1 bylo pou-
zito real-time RT-PCR. V nasi laboratofi se mutace genu
NPMI vyskytuje u 20% pacientii s AML. U 35 pacientt by-
la sledovana minimdlni rezidudlni nemoc pomoci mu-
tNPM1. Analyzovali jsme celkem 7 typi mutaci, a to nej-
Casteji typu A v 81%, mutaci D ve 3% a mutaci B ve 2%.
Molekularni relaps 1ze pomoci exprese mutNPM1 predpo-
veédét v predstihu 36 dnti (medidn). U 13 pacientti jsme po-
rovnali expresi zjiSténou pomoci mRNA s expresi na trov-
ni genomové DNA. Vysledky se shodovali, ale zda se, Ze
monitorovani pomoci genomové DNA vice odpovid4 kli-
nickym datim. U 29 pacientl jsme expresi mutace NPM1
typu A porovnali s expresi genu WT1. Naméfené hodnoty
spolu velmi dobre koreluji a spolehlivé odrazeji klinicky
stav pacienta. Sledovani MRN pomoci mutNPM1 ma tu vy-
hodu, Ze mutNPM1 je negativn{ u zdravych pacientti a u pa-
cientl v remisi, narozdil od genu WT1, ktery byva u paci-
entl v remisi i u zdravych dérci pozitivni. Nase vysledky
dokazuji uzitecnost sledovani mutovaného genu NPM1 ja-
ko molekuldrniho markeru pro sledovani MRN u pacientt
s AML. Finanéné podpofeno grantem IGA MZCR
NS10632-3/2009 a grantem IHBT00023736.

P4/ 1876.

Cytogenetic and clinical characterization group

of acute leukemia patients with rearrangements MLL
gene (11¢23)

Svoreni Zdenko, Ruzbacky Rastislav, Cermak Martin,
Janikovd Petra, SzabGové Zofia, Copékova Lucia
(Ndrodny onkologicky ustav, Bratislava — SK)

Introduction Translocations involving chromosomal band
11923 are found in most of the infant acute lymphoblastic
leukemia. Majority of these translocations lead to the rear-
rangement of the MLL gene and the formation of new chi-
meric genes. Acute leukaemia patients carrying MLL rear-
rangements are not exceeding a total of 800 cases per year
in Europe (about 300 pediatric and 500 adult leukaemia pa-

tients). The most common MLL fusion partners are
AFF1/AF4 (4q921), MLLT3/AF9 (9p23), MLLT1/ENL
(19p13.3), MLLT10/AF10 (10p12), MLLT4/AF6 (6q27),
ELL (19p13.1), EPS15/AFIP (1p32), MLLT6/AF17
(17921). Material and methods From January 2009 to the
end of 2010 we examined 246 patients with acute leukae-
mia (130 pediatric and 116 adult). In this group of patients
the rearrangement of the MLL gene was proved by the flu-
orescence in situ hybridization (FISH) with LST MLL Du-
al colour, Break apart probe and/or conventional cytogene-
tic was made. We also examined rearrangement of the MLL
gene by reverse transcription-polymerase chain reaction
(RT-PCR). Results and Conclusion In above mentioned
group of patients we have found 13 patients with MLL trans-
location that means 5,2%. This number is in compliance
with the published data. We present case reports by some
selected interesting patients where we also have used addi-
tional methods such as multicolour FISH, event. molecular
identification arising chimeric genes has been done in coo-
peration with external institution. Information about pati-
ents include clinical, haematological data as well as infor-
mation about reach of the completed remission or relapses
on cytogenetic and molecular level in time.

MYELODYSPLASTICKY
SYNDROM / ANEMIE

P5 / 1880.

Klinicky vyznam stanovenia hepcidinu, centralny
reguldator metabolizmu Zeleza

Nosal Milos, Mistrik Martin

(Univerzitnd nemocnica Bratislava, Nemocnica Staré
Meésto, Bratislava — SK; Klinika hematologie a transfu-
ziologie, LF UK, SZU, UNB, Bratislava - SK)

Aj ked je Zelezo nevyhnutné pre Zijlce organizmy na
ich prezitie, jeho reaktivne vlastnosti vyzaduju prisnu
reguldciu, aby sa zabranilo jeho toxickym dcinkom. Ci-
cavCia homeostdza Zeleza vyzaduje tizkostlivi kontrolu
mnohych proteinov zahrnutych do ¢revnej absorpcie Ze-
leza, do erytropoetického riadenia kostnej drene a re-
guldcie tkanivového Zeleza. Neddvne Stidie na zviera-
cich modeloch poskytli dolezité preniknutie do fyzio-
l6gie zeleza. Hepcidin (Hepc) je v peceni produkovany
pepticky hormén. Povazuje sa za novy biomarker, hlav-
ny reguldtor telového metabolizmu Zeleza. Jeho produk-
ciu kontroluje hlavne erytropoetick4 aktivita kostnej dre-
ne, mnozstvo cirkulujiceho a uloZeného telového Zele-
za a zdpal. Neddvno sa vyvinulo viacero testov na me-
ranie hepcidinu v sére aj moci u 'udi, ¢o poskytlo nové
moZznosti na Stidium jeho reguldcie u I'udi. Avsak, len
maly pocet laboratdrii je schopnych vykonat’ tieto testy.
Anémia pri zapalovej chorobe ¢reva (inflamatory bowel
disease (IBD) je prototypom kombindcie deficitu Zele-
za a anémie pri zdpale (anemia chronickych chor6b -
anemia of chronic disease; ACD), ktord je zapri¢inend
negativnymi ndsledkami aktivovaného iminneho systé-
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mu na rozdielnej drovni erytropoézy. Vedla nedostaku
zeleza pri ACD, metabolické poruchy a deficity vitami-
nov rovnako ako vSeobecne pouzivané IBD lieky (lie-
ky na zapalovi chorobu ¢reva) mézu zhorsit” anémiu pri
zapalovej chorobe Creva. Pokracujuce Studie u I'udi po-
skytnd viac informdcif o etiolégii chordb metabolizmu
Zeleza, zdokonali sa diferencidlna diagndza tychto cho-
rob a postupne sa vytvoria aj nové lieCebné moznosti.
Cielom clanku je podat’ prehlad o reguldcii Zeleza
a Hepc., ziskany z klinickych §tddif a z in vitro a in vi-
vo §tadif na zvieratdch a o zmeny hladin hepcidinu pri
niektorych hematologickych ochoreniach.

P6 /2004.

Upregulace miRNA lokalizovanych ve 14q32 doméné
v CD34+ buiikach kostni diené u pacienti s MDS
Krejc¢ik Zden€k, Dostdlova Merkerova Michaela, Votavo-
vé Hana, Belickovd Monika, Vasikova Alzbéta, Cermak Ja-
roslav

(Ustav hematologie a krevni tranfuze, Praha)

MicroRNA (miRNA) jsou malé nekédujici RNA, kte-
ré funguji jako klicové regulatory mnoha bunécnych pro-
cestl véetné hematopoézy. Jejich aberace hraje vyznam-
nou roli v mnoha patologickych procesech, avsak o vzta-
hu miRNA k vyvoji a progresi myelodysplastického syn-
dromu (MDS) je k dispozici pouze omezené mnozstvi in-
formaci. MDS je heterogenni skupina klonalnich preleu-
kemickych stavii s vysokym rizikem transformace do se-
kundarn{ akutni myeloidni leukemie (SAML). V této stu-
dii jsme se zaméfili na stanoveni miry exprese miRNA lo-
kalizovanych v doméné 14q32 u pacientii s MDS, nebot’
role nékterych z téchto miRNA byla neddvno popsdna
v riznych vyvojovych, nebo onkogennich procesech,
véetné AML. S vyuZitim ¢ipovych technologii (human v2
MicroRNA Expression Profiling Kit, Illumina) jsme zmé-
fili expresi miRNA v CD34+ burikach kostni dfené u 39
pacientti s MDS a sSAML a ziskand data jsme porovnali se
skupinou 6 zdravych dérct. VSechny miRNA z uvedené-
ho klastru, jejichZ exprese byla detekovana béhem expe-
rimentu (n=35), vykazovaly vyssi hladinu exprese u pa-
cientd v porovndni s kontrolami (24 miRNA na hladiné
p<0,01, ostatni miRNA (n=11) vykazovaly patrny, nic-
méné statisticky nevyznamny vzestup u zhruba 80% pa-
cienttl). Pro vySetfeni piitomnosti kryptickych chromozo-
madlnich aberaci v tomto regionu, které by mohly byt zod-
povédné za zvySenou expresi miRNA (variace poctu ko-
pif a uniparentalni dizomie), jsme otestovali 23 pacientt
s MDS pomoci celogenomové SNP-array (HumanCyto-
SNP-12 BeadChip; Illumina), ale nenasli jsme zZadny da-
kaz pro chromozomalni defekt v této oblasti; toto zjiste-
ni podporuje spiSe hypotézu o zméné v metylacnim, ne-
bo acetyla¢nim stavu v dané oblasti, nebo o malfunkci re-
gulatort transkripce. Podpofeno GACR301/09/P579
a UHKT00023736.

P7/1869.

Zmény proteomu plasmy u pacientii s refrakterni
cytopenii s multilinearni dysplazii

Maijek Pavel, Reicheltova Zuzana, Suttnar Jiff, Cermék
Jaroslav, Pecankovd Klara, Dyr Jan Evangelista

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Refrakterni cytopenie s multilinedrni dysplazii
(RCMD) se radi do skupiny onkohematologickych one-
mocnéni zndmych jako myelodysplasticky syndrom
(MDS), jehoZ patogeneze zustdva stile nejasnd. Cilem té-
to prace bylo nalézt zmény v plasmatickém proteomu pa-
cienti s RCMD. Vzorky plasmy byly depletovény a pro-
teiny rozdéleny pomoci 2D SDS-PAGE (pI 4-7). Jednot-
livé proteomy byly porovndny statistickym programem
Progenesis SameSpots. Proteiny ze signifikantné odlis-
nych spottl byly §t€peny trypsinem, peptidy byly separo-
vany nanokapalinovou chromatografii (Ultimate 3000,
Dionex) a identifikovany pomoci tandemové hmotnostn{
spektrometrie (HCT Ultra ion-trap, Bruker). Porovnanim
skupiny RCMD se zdravou kontrolni skupinou bylo na-
lezeno 61 spoti, které se signifikantné (p<0,05) lisily;
proteiny z 59 spotl se podafilo tspésné identifikovat a od-
povidaly 57 riznym proteiniim. Ddle byla pozorovana
fragmentace nékolika proteind (albumin, inter-alpha-tryp-
sin inhibitor heavy chain H4, proteiny komplementu C4A
a C4B). Nase vysledky poukazuji na zmény plasmatic-
kych proteinit u RCMD pacientti. Mezi hlavni zmény, kte-
ré byly pozorovény, patii fragmentace proteini komple-
mentu C4A i C4B a dal$ich proteinti. Podékovani: Tato
préce byla podpofena granty AVCR KAN200670701, VZ
UHKT MZ 02373601 a MZ NS10633-3/2009.

CHRONICKA MYELOIDNI

LEUKEMIE / MYELOPROLIFERATIVNI
NEMOCI

P8/ 1971.

Vliv vybranych polymorfizmu geni SLCO1B3,
ABCB1 a ABCG2 u pacientu s chronickou myeloidni
leukémii na plasmatickou hladinu imatinibu

a odpovéd na léébu imatinib mesyldtem

Vrbacky Filip, Bélohlavkovd Petra, Voglova Jaroslava,
Malédkovd Jana, Nekvindové Jana, Zak Pavel, Pecka Mi-
roslav, Maly Jaroslav

(Il. internt klinika — Oddélent klinické hematologie, LF
UK a FN, Hradec Krdlové; Ustav klinické biochemie a di-
agnostiky, LF UK a FN, Hradec Krdlové)

Rada piipadii rezistence na imatinib mesylat, kterd vede
ke zhorSené odpovédi, popt. selhdn{ 1é¢by, mize byt vysvét-
lena piitomnosti mutaci nebo zvySenou expresi fizniho pro-
teinu BCR/ABL. Zvysena rezistence vSak miiZe byt zpu-
sobena i polymorfizmy genl pro proteiny, které ovliviuji
metabolizmus a transport této latky. Pies zvysujici se pocet
studii, které se této problematice vénuji, je vliv mnoha téch-
to polymorfizmti stale nejasny. V nasf studii jsme proto pro-
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vedli genotypovou analyzu polymorfizmt genti SLCO1B3,
ABCBI a ABCG2 u 58 pacientt s chronickou myeloidn{
leukémii 1écenych imatinib mesylatem (400 mg/den). Pa-
cienti s prokdzanym selhdnim 1é¢by zptGsobenym mutaci
v kindzové doméné ABL byli ze studie vylouceni. U 51 pa-
cienta byla navic stanovena plasmaticka hladina imatinib
mesylatu. Signifikantni zavislost reakce na Iécbu hodnoce-
nou podle doporuceni European LeukemiaNet nebyla po-
zorovéna u nositeld homozygotni alely T nebo C polymor-
fizmu ABCB1 C3435T (TT vs CT nebo CC, p=0.437; CC
vs CT nebo TT, p = 0.460) nebo heterozygoti (CT vs CC
nebo TT, p = 0.923). Ani u polymorfizmi ABCG2 C421A
(p =0.299) a SLCO1B3 G480C (p = 0.496) nebyla pozo-
rovana jind reakce na lécbu. Stejné tak nebyl nalezen roz-
dil v plasmatické hladin€ imatinib mesylatu v zavislosti na
riznych genotypech (n = 51; ABCB1 C3435T, p = 0.890;
ABCG2 C421A,p=0.978; SLCO1B3 G480C, p =0.923).
Na rozdil od nekterych dfive publikovanych praci se ndm
nepodaftilo prokédzat vztah mezi riznou odpovédi na 1é¢bu
¢i hladinou plazmatického imatinibu u vsech ti{ studova-
nych polymorfizmu. Pro potvrzeni nasich vysledkt bude
nutné provést analyzu vétsiho poctu pacientl, popr. dalsich
polymorfizmu. Tento vyzkum byl realizovan s podporou vy-
zkumného zdméru ministerstva zdravotnictvi ¢. MZO
00179906.

P9 /2034.

Sledovani inhibice fosforylace Crkl a ,,Src family*
kinaz in vitro pomoci priatokové cytometrie

u pacienti s chronickou myeloidni leukémii 1é¢enych
tyrozinkinazovymi inhibitory

Caldbkovd Lenka, Mojzikova Rendta, Novotny Jif{, Gazdo-
vé Jana, Holzerova Milena, Faber Edgar, Divoky Vladimir
( Ustav biologie LF UP, Olomouc,; Hemato-onkologickd
klinika FN a LF, Olomouc)

Uvod: Cilend 1é¢ba chronické myeloidni leukemie
(CML) specifickymi inhibitory tyrozinkinaz (TKI) piedsta-
bu pii 1é¢bé pacienti s CML. Nevyhodou je vznik 1ékové
rezistence Ci intolerance na 1écbu, které se predchazi vyvo-
jem inhibitortl dal$f generace a pouZivanim sofistikovanych
metod pri monitorovéni lécebné odpovedi. Metody: V nasi
laboratori jsme zavedli jednoduchou screeningovou meto-
du umoznujici in vitro hodnoceni miry d¢innosti TKI. Prin-
cipem je detekce fosforylace Crkl (nepfimo tak inhibice ak-
tivity Ber-Abl TK) a ,,Src family* kindz (SFK) pomoci prt-
tokové cytometrie. Touto metodou jsme nahradili drivejsi
testovani senzitivity CML bunék k TKI prostfednictvim
imunoblotu. Nespornd vyhoda nové metody spociva v kva-
litativnim i kvantitativnim zhodnocenf vysledku, coz zvy-
Suje validitu testovani, a je navic laboratorné a co do spo-
tieby vzorku méné ndro¢nd. Vysledky: In vitro testy bylo
vySetieno 17 nové diagnostikovanych pacientti a 12 paci-
entd s rozvojem rezistence. Z tohoto souboru byla na za-
kladé monitorovani P-Crkl u 10 pacientii prokdzana in vit-
ro senzitivita na imatinib (IM) i dasatinib (DAS), u 12 par-

cidlnf rezistence a u 6 rezistence na IM. Sest parcidlng re-
zistentnich/rezistentnich pacientii na IM vykazovalo senzi-
tivitu na DAS, 10 bylo parcidlné rezistentnich a pouze 2 pa-
cienti byli rovnéZ rezistentni na DAS. Vyjma 2 piipadi by-
la prokazana u sledované skupiny pacienttl iplnd inhibice
SFK dasatinibem. U 4 pacienttl byla pozorovana rovnéz vy-
razné zvysend aktivace SFK v neinhibovaném vzorku. Za-
vér: Funkéni testy in vitro senzitivity leukocytd na TKI ko-
reluji velmi dobfe s klinickou odpovédi v obdobi rozvoje
rezistence na lécbu. U vySetieni pfi stanoveni diagnézy
a v situaci suboptimdlni odpovédi se setkdvame s ,,falesné
negativnimi* vysledky. Ty mohou odpovidat nepfitomnos-
ti signifikantntho mnoZstvi rezistentnich bunék (jejichz
mnozstvi se zvysuje aZ pod selekénim tlakem TKI) nebo
vlivu dal3ich faktord, které ovliviiuji lé¢ebnou odpovéd in
vivo (pfidatné cytogenetické abnormality, farmakokinetika
léciva aj.). Funkenf testy jsou v situaci cytogenetické rezi-
stence vyznamnou soucasti komplexniho vySetfeni nezbyt-
ného pii rozhodovani o 1é¢bé CML pacientil se selhanim
lécby IM, popripadé TKI druhé generace. Podporeno gran-
ty MSM6198959205 (MSMT CR), LF_2011_011,
LF_2011_006 (LF UP) a spolecnosti Bristol-Myers Squibb.

P10/ 1901.

Identifikacia mutacii génu JAK2 u pacientov

s diagnézou polycytémia vera

MikulaSova Zuzana, Leitnerova Michaela, Copakova Lucia
(Oddelenie lekdrskej genetiky, Ndrodny onkologicky
ustav, Bratislava - SK)

Uvod: Myeloproliferativne neopldzie (MPN) vznikaji
patologickou transformdciou pluripotentnej kmenovej bun-
ky. Medzi klasické chronické myeloproliferativne ochore-
nia patri: chronickd myeloidna leukémia (CML), polycyté-
mia vera (PV), esencidlna trombocytémia (ET) a primarna
myelofibréza (PMF). U tychto ochoreni nemali molekular-
ne markery dlhi dobu véhu. V roku 2005, pri objaveni Spe-
cifickej aktivacnej muticie v JH2 doméne JAK?2 kinazy,
vSak nastal zlom. Dochddza pri nej k substiticii guaninu
za tymin v pozicii 1849 exénu 14 (c.1849 G>T), atym k za-
mene valinu za fenylalanin v pozicii 617 aminokyselino-
vej sekvencie (V617F). Tato somatickd bodova mutécia sa
vyskytuje u 65%-97% pacientov s PV a v sicasnosti sa po-
vazuje za kI'i¢ovy marker pri diagnostike MPN. Nasledne,
v roku 2007 u JAK2 V617F negativnych pacientov s PV,
bola identifikovana nova séria somatickych mutacii. Tieto
mutécie byvaju zoskupené vramci vysoko konzervované-
ho regiénu exénu 12 génu JAK?2 a st vel'mi variabilné. Vys-
kytujd sa tu ,,in-frame* delécie, bodové mutacie, duplikd-
cie a inzercie. Ciel'om nasej prace bola identifikdcia JAK2
V617F mutdcie u pacientov s nepotvrdenou diagnézou PV
a zavedenie vySetrenia mutdcii génu JAK2 v exéne 12
uJAK?2 V617F negativnych pacientov s PV. Materidl a me-
tody: Na genetickd analyzu mutdcii JAK2 génu sme pou-
zili vzorky DNA izolované z periférnej krvi. Pritomnost’
V617F muticie sme detegovali klasickou PCR reakciou, po

Y.z ¥

ktorej nasledovalo restrikéné Stiepenie pomocou enzymu
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Bsa XI. Konzervovany region exénu 12 sme vysetrili prost-
rednictvom denaturacnej analyzy s vysokou rozliSovacou
schopnost'ou (HRMA). Na vizualizaciu PCR produktov bo-
la vyuzitd interkalacnd farbicka a denaturdcia v linedrnom
teplotnom gradiente prebiehala v HRMA analyzatore. Ve-
rifikdciu pozitivnych vzoriek sme realizovali prostrednic-
tvom sekvenovania DNA. Vysledky: V priebehu rokov
2009 a 2010 sme na Oddelent lekarskej genetiky NOU vy-
Setrili 50 pacientov (33 muzov a 17 Zien) vo veku od 4 do
87 rokov s podozrenim na PV. Mutdciu JAK2 V617F sme
identifikovali u 18/50 (36%) pacientov a muticie v exone
12 u 2/32 (6,25%) pacientov. V prvom pripade sa jednalo
o deléciu 6 nukleotidov exénu 12 ¢.1624-1629del6/ N542-
E543del a v druhom pripade o ,,missense** mutdciu c.[1615
A>T; 1616A>T]/ K539L. Zaver: Na naSom oddeleni sa nim
uspesne podarilo zaviest’ vySetrenie najcastejSie sa vysky-
tujicich mutécii v exéne 12 génu JAK?2 a taktieZ identifi-
kovat’ mutdciu JAK2 V617F u pacientov s PV.

15100 (054 V- VAN

P11/2022.

Stanoveni generace trombinu u nosic¢i primarni
trombofilie a u pacientu se ziskanymi rizikovymi
faktory pro Zilni tromboembolismus

HIlusi Antonin, Slavik Lud&k, Ulehlova Jana, Prochdzko-
va Jana, Kréova Véra

(Hemato-onkologickd klinika, FN, Olomouc)

Uvod: Standardné uZivand screeningova vySeten trom-
bofilnich stavli vyZaduji vysetieni panelu koagulacnich, bi-
ochemickych a molekuldrnich testd. Trombin genera¢n{ test
(TGT) byl vyvinut s cilem napodobeni fyziologickych ko-
agulacnich mechanismil a nabiz{ moZnosti vyuZiti v posu-
zovani jak krvacivych tak trombofilnich klinickych situa-
ci. Cil prace: Stanovit generaci trombinu u nosic¢ti primar-
nich trombofilnich mutaci a u pacientil s pfitomnosti zis-
kanych rizikovych faktor@, srovnani vysledkti s generaci
trombinu u zdravych jedincti. Metodika: Méfen{ generace
trombinu bylo provedeno u 71 nosict primarni trombofilie
(mutace FV Leiden G1691A, mutace FII G20210A) au 28
pacienti se ziskanym trombofilnim rizikem (hormondlni an-
tikoncepce, hormondlni substitu¢ni 1écba, gravidita, malig-
nita, chronické zanétlivé onemocnéni). Ziskand data byla
srovnavana s vysledky parametri generace trombinu od 66
zdravych darcd krve. Generace trombinu byla méfena
v plasmé chudé na trombocyty pomoci komercné dostup-
ného testu Technothrombin® TGA. Srovnavany byly stan-
dardni parametry TGT kfivky (Lag fidze, maximum gene-
race trombinu - Cmax a endogenni potencidl trombinu -
ETP). Vysledky: Pfi srovnéni s vysledky kontrolni skupi-
ny byly Cmax a ETP vyss{ u nosi¢i primarni trombofiln{
mutace i u pacientti se ziskanym rizikovym faktorem (me-
dian Cmax 203nM/ 263nM vs113nM, median ETP
2124nm/2235nM vs 1519nM). Vyznamny rozdil v dobé do
ndstupu generace trombinu (Lag fdze) pozorovan nebyl.
Analyza kontrolni skupiny neprokdzala zdvislost generace

trombinu na véku ani na pohlavi. Subanalyza skupiny s pri-
marni trombofilii neprokdzala statisticky vyznamny rozdil
v parametech TGT mezi symptomatickymi nosici trombo-
filni mutace a probandy, ktef{ v minulosti Zilni trombotic-
kou komplikaci prodélali. Zavér: Trombin generacni test
predstavuje slibnou moznost v globalnim posuzovani funk-
ce hemokoagula¢niho systému. Méfeni generace trombinu
stale provazi ne¢které problémy nejen v pranalytické a ana-
lytické fazi, které zatim neumoziiuji standardizaci testu.

P12 /2000.

Prevencia vendznej trombdzy v detskej chirurgii
Molnar Marian, Plamenova Ivana

(KDCH JLF UK a UN, Martin - Slovensko)

Profylaxia venézneho tromboembolizmu (VTE) u de-
ti a adolescentov, na rozdiel od dospelého veku, nie je
presne definovand. Je to spdsobené tym, Ze v detskom ve-
ku je vyskyt VTE ako komplikécie chirurgického vyko-
nu asi 10-krét zriedkavejsi a vplyv zndmych rizikovych
faktorov na vznik VTE je relativne mensi, preto sa rutin-
ne pouzitie farmakoprofylaxie VTE neodportca. Riziko-
vymi faktormi VTE st: centrdlny vendzny katéter, malig-
nita, chemoterapia, imobilizacia, nefroticky syndrém, po-
paleniny, trauma, vrodené chyby srdca, obezita, fajcenie,
hormonadlna antikoncepcia, trombofilia, predchadzajica
VTE alebo rodinnd anamnéza VTE, chirurgicky zdkrok.
Prevencia VTE u detského chirurgického pacienta vy-
chadza z doporuceni ACCP 2008 po konzultacii chirurga,
anestezioldga a hematoléga, moze byt nefarmakologickd
alebo farmakologicka (preferuje sa pouZitie nizkomole-
kulového heparinu). Zohl'adnenim veku, pritomnosti ri-
zikovych faktorov a typu operacného zdkroku mozno vy-
pocitat’ skore rizika vzniku VTE, stratifikovat’ pacientov
do skupiny nizkeho, stredného a vysokého rizika a zvo-
lit' adekvatnu formu prevencie VTE. Autori uvadzaju pri-
klad praktického algoritmu primarnej profylaxie VTE
v detskom veku u chirurgickych pacientov a deti hospi-
talizovanych na jednotkdch intenzivnej starostlivosti.

P13/ 1903.

Analyza pricin prodlouZeni aPTT u hospitalizovanych
pacientd se zaméfrenim na moZnou diagnostiku
ziskané hemofilie

Ptak Jan

(Hematologicko-transfuzni odd, Nemocnice, Frydek-Mistek)

CIL STUDIE:Retrospektivnim hodnocenim vysledkii
vysetieni aPTT pacienttl oSetfenych béhem hospitalizace
v Nemocnici ve Frydku-Mistku, p.o. v obdobi leden az fi-
jen 2010 zjistit priciny této odchylky se zaméfenim na pii-
padnou diagnostiku ziskané hemofilie A. METODIKA:
Pomoci tidajti z informaéniho systému nemocnice Stap-
roAcord byly ziskdny vSechny patologické vysledky
aPTT (jako referen¢ni mez byla urcena hodnota aPTT

(2

vy$$i nez 50 bez jinych odchylek v koagula¢nim scree-
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ningu). Nasledné byla sestava pacientll redukovana pouze
na pacienty ve véku 20 — 60 let. Rozborem Iékarské doku-
mentace byla zjiStovana nejpravdépodobnéjsi pricina pro-
dlouzeného aPTT a v udajich bylo patrano po krvécivych
projevech pacienti. VYSLEDKY: Celkem bylo nalezeno
45 pacientl s abnormalnim vysledkem aPTT odpovidajicim
zadanému poZzadavku v uvedeném vékovém rozmezi, u kte-
rych byla v informa¢nim systému nemocnice zaznamend-
na alespon jedna patologickd hodnota vySetfeni aPTT. Me-
dian hodnoty aPTT byl v tomto souboru pacientli 72,8,
(smérodatnd odchylka 40 48), primérnd hodnota aPTT by-
la 89,91 (51,0 — 201,6) Rozbor pricin prodlouzeni aPTT je
uveden niZe ve formdtu: diagnoza-pocet pacientii 1)latro-
gennf pricina (aplikace heparinu pro susp. AIM nebo EP bé-
hem piednemocni¢ni péée): 20 pacientl. 2) latrogenn{ pii-
¢ina (doznivajici heparinizace po dialyze: 2 pacienti. 3) Pfi-
tomnost lupus antikoagulans: 5 pacientl. 4) Deficit F. XII:
3 pacienti. 5) Hepatopatie (kombinovany deficit nékolika
faktorti): 4 pacienti. 6) Septicky stav: 4 pacienti. 7) JiZ ana-
mnesticky diagnostikovana hemofiliie A: 1 pacient. 8) Ne-
podarilo se objasnit jednoznacnou piic¢inu:(ICHS ,CMP,Ca
colonis, st.p. hemicolectomii, spontanni fyziol.porod bez
vétsich krevnich ztrat ICHS s recid.FiS bez antikoagulacni
lécby komoce mozku distorze C pétere traumaticky hemo-
pneumothorax: 6 pacientti. U zZddného pacienta v této hete-
rogenni skupiné nebyly piitomny krvéacivé projevy.
DISKUZE: V souboru pacient nebyl pfitomen pacient s in-
hibitorem proti f. VIII. Zajimavym zjisténim je, Ze témer
polovinu pacientl s dokumentovanym prodlouZenim hod-
noty aPTT predstavovali pacienti s aplikovanym heparinem
béhem prevozu do nemocnice. Pfitomnost inhibitoru proti
f.VIII se nemusi dle literatury klinicky manifestovat hemo-
ragickymi projevy a milZe se projevit jen abnormalnim vy-
sledkem koagulacniho vySetieni (aPTT), je proto vySetfeni
aPTT moZno povaZovat za soucast screeningu, ktery mutize
k diagnostice tohoto tohoto vzdcného onemocnéni prispet.

P14/ 1925.

Thin fibrin networks for blood vessel engineering
Riedel Tomas, Brynda Eduard, Chlupa¢ Jaroslav, Filova
Elena, Bacdkova Lucie, Dyr Jan Evangelista

(Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague;
Institute of Macromolecular Chemistry AS CR, vvi, Pra-
gue; Institute of Physiology AS CR v.v.i., Prague)

When exposed to blood, any surface other than that of
undamaged vascular wall endothelium induces blood coa-
gulation. Fibrin network formed after injury to stop blee-
ding, later, serves as a temporary scaffold for cells repairing
the damaged vessel. These processes help organism to ma-
intain haemostasis after vessel injury, however, they are
a source of troubles when synthetic materials are used in
cardio-vascular surgery. Particularly, small diameter vessel
grafts displayed high failure ratios due to thrombus forma-
tion and perianastomotic hyperplasia. A confluent, semiper-
meable layer of endothelial cells (EC) grown in vitro on
the inner side of grafts can solve the problems. In this work,

knitted polyethylene terephtalate (PET) vascular prostheses
modified with collagen were coated with artificial fibrin gels
using a novel technique based on the catalytic activity of
surface-bound thrombin on fibrinogen solution. Thin fib-
rin networks were formed on surface of polymer fibers wit-
hout filling the space between them with bulk fibrin gel
when antithrombin IIT was used for inhibition thrombin re-
leased into solution. A confluent layer of bovine pulmona-
ry artery endothelial cells formed on the fibrin coated pro-
stheses after 7 days in vitro cultivation. The technique ma-
kes it possible to encourage the endothelization vascular
prosthesis lumen while preserving the free space in the ves-
sel wall for potential capillary vascularization. Acknowled-
gements: This research was supported by the Academy of
Sciences of the Czech Republic under Contract No
KAN200670701 and VZ UHKT MZ 02373601

P15/ 1941.

Oxidac¢ni modifikace fibrinogenu

Stikarova Jana, Maijek Pavel, Reicheltova Zuzana, Jedli¢-
kovéd Ivana, Suttnar Jif{, Dyr Jan Evangelista

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Oxidacni stres je chdpan jako stav organismu, pfi kte-
rém dochazi k nekontrolovatelné tvorbé volnych radikald.
Béhem jejich ptisobeni na biomolekuly mtize dochézet k po-
zménéni jejich struktury a nasledné i k naruseni biologické
funkce. Mezi bilkoviny citlivé k piisobeni oxida¢niho stre-
su patii fibrinogen (FBG). Jedna se o plasmaticky glykop-
rotein o molekulové hmotnosti 340 kDa. Sklada se ze tif ne-
identickych pari fetézct alfa, beta a gama. Na N-konci fe-
tézcu alfa a beta se nachdzeji fibrinopeptidy A a B. Ty jsou
odstépeny trombinem pfi pfeméné fibrinogenu na fibrinmo-
nomer, ktery nasledné polymeruje, ¢imz dochdzi k tvorbé
fibrinové sité. V této préci byl zkouman vliv oxidacnich mo-
difikaci na molekulu FBG a jeji vlastnosti. Modifikace by-
ly vyvolany ptisobenim dvou ¢inidel — chlornanu sodného
(NaOCl) a 3-morpholinosydnoniminu (SIN-1). Tato modi-
fikacni Cinidla byla vybrana tak, aby simulovala mozné re-
akce probihajici v organismu béhem plsobeni oxida¢niho
stresu. Pro posouzeni miry modifikace byla vyuzita meto-
da stanoveni karbonylovych skupin. U modifikovaného
i kontrolniho fibrinogenu byla stanovena AOPP (advanced
oxidation protein products) reaktivita. Modifikovany a kon-
trolni fibrinogen byl déle analyzovan pomoci chromatogra-
fie na reverzni fazi. Pro pozorovani interakci mezi modifi-
kovanym fibrinogenem a krevnimi destickami bylo vyuZzi-
to jak dynamické (analyzator “Cone and Plate(let)), tak sta-
tické adheze krevnich desti¢ek na imobilizovany fibrinogen.
Bylo zjisténo, Ze modifikovany fibrinogen vykazoval vys-
${ AOPP reaktivitu nez kontrolni. Krevni desticky v pfitom-
nosti fibrinogenu modifikovaného NaOCl adherovaly pri
dynamické adhezi ochotnéji nezZ v pfitomnosti kontrolni-
ho. ZjiSténa data ukazuji na moznost ovliviiovani struktury
fibrinogenu a ndsledné i jeho interakce s krevnimi desticka-
mi v misté tvorby reaktivnich kyslikovych a dusikatych 14-
tek pri patologickych déjich. Tato prace vznikla za podpo-
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ry grantu VZ UHKT MZ 00002373601 a IGA NS 10633-
3/2009.

P16/ 1943.

Modifikace destickovych bilkovin za podminek
oxidac¢niho stresu

Pimkova Kristyna, Suttnar Jif{, Mdjek Pavel, Dyr Jan
Evangelista

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Role krevnich desticek v hemostdze mizZe byt vyznam-
né ovlivnéna redoxnim stavem organismu. Béhem nékte-
rych onemocnéni, zanétlivych procest, starnuti dochdz{
ke zvysené produkci volnych radikdld, ke vzniku reaktiv-
nich kyslikatych (ROS) a dusikatych latek (RNS) a tim
k oxidaéni nerovnovaze (oxidacnimu stresu). Proteiny
jsou citlivym cilem produktii oxida¢niho stresu, mize do-
chézet k jejich modifikaci a ke zméné jejich funkce. V té-
to praci jsme sledovali vliv oxida¢niho stresu na bilkovi-
ny krevnich desti¢ek za pouZiti stresového agens 3-morp-
holinosydnoniminu (SIN-1). Promyté desticky byly vy-
staveny pusobeni SIN-1. Nitrace proteint byla sledova-
na metodou COFRADIC (Combined Fractional Diagonal
Chromatography). Bilkoviny krevnich desticek ovlivné-
nych SIN-1 byly zhydrolyzovany trypsinem. Peptidy by-
ly rozdéleny chromatografii na reverzni fazi v prvnim
sméru a ziskané frakce byly specificky modifikovany dit-
hioni¢itanem. Takto modifikované peptidy byly opét roz-
déleny na reverzni fazi za stejnych podminek. Peptidy,
které neobsahovaly nitro skupinu, zistaly nezménény
a eluovaly se ve stejném Case jako pii prvnim déleni, za-
timco nitrované peptidy pfeménéné po modifikaci se elu-
ovaly dfive. Tyto frakce, ve kterych byla nitroskupina re-
dukovdna na aminoskupinu, byly identifikovany 2D-
HPLC/ESI-MS/MS. Karbonylované proteiny byly dete-
govany SDS PAGE s imunoblottingem. Lyzat krevnich
desticek ovlivnénych SIN-1 byl inkubovan s 0,2% DNPH.
Bilkoviny byly rozdéleny na SDS polyakrylamidovém ge-
Iu (5-15%), preblotovany na PVDF membranu, inkubo-
vany s protilatkou anti-DNP znacenou alkalickou fosfa-
tdzou a detegovany chemiluminiscenci. Karbonylované
proteiny byly identifikovany pomoci 2D-HPLC/ESI-
MS/MS. Zjistili jsme, Ze postranni fetézce fady proteint
v krevnich destickach podléhaly ptisobeni superoxidu za
vzniku karbonylovych skupin. Na tyrosinovych zbytcich
dochézelo ptisobenim peroxynitritu ke vzniku nitrosku-
pin. Tyto posttranslacni modifikace mohou vyznamné
ovlivnit funkci bilkoviny a hraji tak zdsadni roli v pato-
fyziologii onemocnéni. Je zndmo, Ze vznik karbonylova-
nych skupin je markem degradace proteint a odraz{ in-
tensitu oxida¢niho stresu. Identifikace bilkovin v destic-
kéch, které podléhaji nitracim a karbonylacim by mohla
pomoci objasnit vliv téchto zmén na jejich funkci. Tato
prace vznikla za podpory granti: NS10633-3/2009 a MZ
02373601 Ministerstva zdravotnictvi, CR a grantu
KAN200670701 Akademie véd, CR. Pod&kovani za pod-
poru firmé¢ Baxter, CR.

P17 / 1881.

TAFI (trombinom aktivovatel’ny inhibitor fibrinolyzy)
a AICMP (akiitna ischemicka cievna mozgova prihoda)
Nosal Milos, Mistrik Martin, Vestenicka Veronika, Turc-
sanyi Peter

(Univerzitnd nemocnica Bratislava, Nemocnica, Staré
Meésto, Bratislava — SK; Klinika hematologie a transfu-
ziologie, LF UK, SZU, UNB, Bratislava - SK; 1. neurolo-
gickd klinika, LF UK, UNB, Bratislava - SK)

Uvod: Koncentricia TAFI ( trombinom aktivovatelny
inhibitor fibronolyzy, procarboxypeptiddza U, pro CPU)
je potencidlne spojend s trombotickym rizikom a zvyse-
né hladiny TAFI sa m6Zu zaznamenat’ u pacientov s ische-
mickou mozgovou prihodou. ZlepSené prozumenie tlohy
TAFI pri akitnej ischemickej CMP je nevyhnutnost'ou pre
vyvoj primeranejsich liecebnych postupov, ktoré zahrnuji
inhibitory karboxypeptiddzy. Vysetrili sme plazmatické
hladiny TAFI u pacientov s AICMP na zaciatku ochore-
nia do 4 hodin, do 48-72 hodin a po tyZdni. Metdda: vy-
Setrili sme plazmatické hladiny TAFI u 32 pacientov
s AICMP podr'a rozsahu postihnutia. Vysledky: TAFI kon-
centracia poklesla signifikantne do prvych 72 hodin po
porazke, ale po tyZdni po prekonanej AICMP sa hladiny
TAFI vratili na zdkladnd hodnotu. Zaznamenali sme bi-
fazicky priebeh hladin TAFI, nepriaznivy vyvoj porazky
v priebehu prvych 48-72 hodin a zly dlhodoby vysledok.
Zavery: Pokles hladin TAFI (proCPU) koncentricie v pr-
vych 72 hodinach od zaciatku porazky koreluje s tazSou
formou porazky, jej nepriaznivym vyvojom a hor§im dlI-
hodobym vysledkom AICMP.

NHL

P18/ 1967.

Detekce fiiznich genit ALK/? u pacientii s ALK
pozitivnim anaplastickym velkobunéénym lymfomem
Kalinova Markéta, Biizova Helena, Augustindkova Ale-
na, Hilska Irena, Langerovéa Eva, Mrhalova Marcela, Ko-
det Roman

(Ustav patologie a molekuldrni mediciny 2. LF UK Pra-
ha a FN Motol, Praha)

Anaplasticky velkobunéény lymfom (ALCL) patii do
skupiny T lymfomi s expresi cytokinového receptoru
CD30. V pripadé¢ ALK pozitivni ALCL dochdazi k pato-
logické aktivaci onkogenu ALK leZicim na 2p23 (gen ana-
plastic lymphoma kinase), ktera je zpisobena chromozo-
malni translokaci, pfi které vznikaji fizni geny s riznymi
translokac¢nimi partnery. Nejcastéji (75%) nachdzime trans-
lokaci t(2;5), kdy dochdzi k fizi s genem NPM (gen nuk-
leofosmin). Cilem prace byla detekce nejcastéjstho fuzni-
ho genu NPM/ALK. Dile bylo u pacientl bez prokdzané
fiize NPM/ALK provedeno ndsledné hledani translokacni-
ho partnera genu ALK pomoci metody 5° RACE. Poté by-
la zavedena kvalitativni resp. kvantitativni PCR k detekci
dané variantni translokace pro ovéfeni fuzniho produktu.
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Vysledky jsme porovndvali s vysledky imunohistochemic-
kého prikazu (IHC) exprese proteinu ALK a jeho lokali-
zace v bunce a ddle s vysledky fluorescencni in situ hybri-
dizace na interfazickych jadrech (I-FISH). Celkem jsme vy-
Setfili 39 pacientd s ALCL (4-67 let; median 17 let) s IHC
prokdzanou expresi proteinu ALK. U 37 pacientt bylo pro-
vedeno vysetfeni zlomu chromozomu 2, oblasti 2p23, po-
moci I-FISH a ve vSech pfipadech byl detekovan zlom.
V nasi skupiné pacientd jsme ve 29/39 piipadech deteko-
vali fizni gen NPM/ALK (74%), ve 3 pripadech fiizni gen
ATIC/ALK (fuze s genem 5-aminoimidazole-4-carboxmi-
de ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase),
ve dvou pripadech fizni gen CLTC/ALK (fiize s genem
clathrin heavy chain), 1x jsme detekovali fizni gen
TPM4/ALK, resp. fuzni gen TPM3/ALK, resp. fuzni gen
ALO17/ALK (fize s geny pro tropomyosin 4, resp. 3, resp.
gen ALK lymphoma oligomerization partner on chromo-
some 17). U 2 pacienti NPM/ALK negativnich, ALK po-
zitivnich jsme neméli dostatek materidlu (RNA) pro ndsled-
né vysetreni metodou 5° RACE. Korelace ndlezu fiiznich
genl s imunohistochemickym obrazem ukazala v piipadé
fiize NPM/ALK v 83% jadernou a cytoplazmatickou pozi-
tivitu, u pacientt s fizi CLTC/ALK byla detekovana jasné
granuldrni cytoplazmatickd pozitivita a ostatni variantni
translokace nesly pouze cytoplazmatickou pozitivitu pro-
teinu ALK. Molekuldrni diagnostika umoznuje detekovat
translokacni partnery genu ALK u ALK pozitivni ALCL.
Posouzeni vlivu jednotlivych translokaci na klinicky pru-
béh onemocnéni vyzaduje delsi klinickou studii, kterd by
v ramci mezindrodn{ spolupréce pfispéla k rozsifeni sou-
boru pacientll s vzacnym onemocnénim ALK pozitivni
ALCL. Podporovéno projekty: MSM 0021620813 a MZO
FNM 2005/6704.

P19/ 1912.

Ambulance paliativni onkologické péce — jeji vyznam
v poskytovani zdravotni péce

Stanislav Filip, Slovacek Ladislav, Priester Peter, Kopecky
Jindfich, Svecova Dagmar, Simkovéd Michaela, Petera Jif{
(Klinika onkologie a radioterapie LFUK a FN, Hradec
Krdlové)

Paliativni 1écba a s ni souvisejici oSetfovatelska péce
predstavuji v soucasné dobé vyznamny problém v orga-
nizaci poskytovani zdravotni péce. Ambulance paliativni
onkologické péce (APOP) prispiva k overeni klinického
stavu onkologickych pacientti a spolurozhodovani o dal-
Sich 1é¢ebnych moznostech a formé jejich zabezpeceni.
APOP musi obsahovat plné funkéni slozky zajist'ujici 1éc¢-
bu bolesti a symptomd, které souviseji s onkologickym
onemocnénim a jeho onkologickou lécbou. V APOP by-
lo v sledovaném obdobi (od 1.1.2008 do 31.10.2010) 1é-
¢eno celkem 446 nemocnych, z toho 288 Zen s primér-
nym vékem 61 let (vékové rozpéti 20-81 let) a 158 mu-
70 s primérnym vékem 56 let (v€kové rozpéti 18-96 let).

Podle hodnoceni funkéni zdatnosti (PS) bylo v kategorii
PS-0 8%, PS-1 54%, PS-2 33% a PS-3 5%. APOP vyu-
Ziva jednotny systém vedeni zdravotnické dokumentace,
jednotny systém hodnoceni kvality a kvantity poskyto-
vané zdravotni péce — stanoveni ,,minimaln{ zdravotn{ pé-
¢e*. V nasi praci prezentujeme vysledky, které vyjadiuji
vzajemné propojeni vSech sloZek poskytovani zdravotni
péce formou spoluprace s praktickym Iékarem (PL), spa-
dovymi onkologickymi oddélenimi vEetné hospicové pé-
Ce a spoluprdce s agenturami domdci zdravotni péce.
APOP vyuziva jednotny systém vedeni zdravotnické do-
kumentace, jednotny systém hodnoceni kvality a kvanti-
ty poskytované zdravotni péce — stanoveni ,,minimaln{
zdravotni péce”. K jejimu zajisténi je nezbytné nutné vza-
jemné propojeni vSech slozek v ramci poskytovani zdra-
votni péce formou spoluprace s praktickymi I€kafi, zdra-
votnickym lizkovym fondem v ramci regionu véetné ho-
spicové péce a spoluprace s agenturami poskytujicimi te-
rénni sesterskou osetfovatelskou péci.

TRANSFUZNI LEKARSTVI

P20 /2012.

Vysledky vySetreni anti-HBc u darcia tkani v letech
2009 - 2011

Slavikova Margita, Zdkova Alexandra, Radova Alice,
Trhlikova Petra, Galuszkova Dana

(Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc)

UVOD: Transfuzni oddéleni v Olomouci provadi od
10.6.2009 vysetfeni anti-HBc u darct tkani, jednd se
o ¢innost vyplyvajici ze zdkona ¢. 296/2008 Sb., o zajis-
téni jakosti a bezpecnosti lidskych tkadni a bunék uréenych
k pouziti u clovéka (zdkon o lidskych tkdnich a bunkach).
Protilatky proti core antigenu hepatitidy B (anti-HBc) jsou
prvnimi detekovatelnymi protilatkami v prabéhu onemoc-
néni, které zustavaji ptitomny obvykle po dlouhou dobu
Zivota. Jejich pritomnost signalizuje probihajici nebo jiz
probéhlou infekci virem HBV (hepatitida B virus). Pfi
akutnich infekcich HBV lze protilatky anti-HBc nalézt
v séru kratce poté, co se objevi povrchovy antigen viru
hepatitidy B (HBsAg). JelikoZ tyto protilatky jsou dete-
kovatelné ve fazi akutni, chronické i probéhlé infekce, sta-
vaji se dilezitym epidemiologickym markerem. METO-
DIKA: Srazlivy krevni vzorek odebrany do zkumavky
s akcelerdtorem srdzeni. Vysetfeni anti-HBc je provade-
no testem firmy Abbott Architect Anti-HBc II na analy-
zatoru Architect i2000SR/Architect i2000. Stanoveni an-
ti-HBc je zaloZeno na principu chemiluminiscen¢ni imu-
noanalyzy na mikro&asticich. VYSLEDKY: Celkem by-
lo k 25.3.2010 vysetfeno 2 302 darct tkdni (gynekologic-
ka pracovisté pro lécbu neplodnosti, Hematoonkologic-
ka klinika FNOL, III. Interni klinika FNOL, Ortopedic-
k4 klinika FNOL). Celkem bylo zachyceno 71 anti-HBc
pozitivit (tj.3 %, 71/2302). U 2 231 krevnich vzorku by-
la detekce anti-HBc negativni (tj. 97 %, 2 231/2 302).
ZAVER: Na§im cilem je zajistit co nejcitlivéjii zptisob
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detekce infekce virem HBV a z toho plynouci co nejbez-
pecnéjsi podani tkané ¢i bunék pripadnému prijemci. Pro-
tilatky anti-HBc mohou byt jedinym sérologickym mar-
kerem infekce HBV a jejich stanoveni hraje dileZitou ro-
li zejména v pripadech tzv. skryté (okultni) HBV chronic-
ké infekce, kdy nelze detekovat HBsAg.

P21/ 1980.

Vliv Traumacentra na AB0 a RhD skupinové
zastoupeni erytrocyti k hemoterapii

Dudikova Marie, Neni¢kova Marie, Pacasova Rita, Lan-
gova Marta

(Transfuzni oddéleni a krevni banka Fakultni nemocni-
ce, Brno)

Cil: Na podzim 2009 bylo ve Fakultni nemocnici Br-
no otevieno Traumacentrum a oddéleni urgentniho pfij-
mu. Vliv jejich celoro¢niho provozu na expedici erytro-
cytovych transfuznich pfipravkd a odbéry plné krve je
predmétem této prace. Metody: Autorky provedly analy-
zu zastoupeni krevnich skupin v registru aktivnich dérct
krve k 31.12.2010. Soucasné sledovaly pomérné zastou-
peni krevnich skupin u realizovanych odbérl plné krve
a u expedovanych erytrocytovych transfuznich pfiprav-
ki v obdobi 1.1.—31.12.2010. Ziskané tidaje porovnaly
s vysledky predchozi prace, kterd monitorovala obdobi
1. 2007 (pred zahdjenim provozu urgentniho piijmu). Vy-
sledky: Podil darci RhD negativnich krevnich skupin
v registru byl vyssi, nez je jejich zastoupeni v populaci
Ceské republiky. Odbéry plné krve ve sledovaném obdo-
bi rovnéz vykazovaly vyrazné vyssi relativni Cetnosti
u v§ech RhD negativnich krevnich skupin. Celkovy podil
RhD negativnich erytrocytd vydanych k hemoterapii
v ramci FN Brno poklesl z 20,7 % (r. 2007) na 18,9 % (r.
2010). Nejvyraznéjsi pokles byl zaznamendn u erytrocy-
td 0 RhD negativnich - z 8,3 % (r. 2007) na 6,9 % (r.
2010). Naproti tomu se zvysil podil RhD negativnich eryt-
rocytd, které byly expedovany externim odbératelim (z
26,1 % v r. 2007 na 28,1 % v r. 2010). Zavér: K oceka-
vanému navySeni expedice RhD negativnich erytrocytt
na oddéleni urgentniho pfijmu nedoslo. Edukace zamést-
nancl urgentniho pf{jmu, dzka spoluprace s Transfuznim
oddélenim a krevni bankou a strategicky vyhodna loka-
lizace obou oddéleni v jednom pavilonu FN Brno, napo-
mohly sniZit expedici RhD negativnich erytrocyti, zejmé-
na 0 RhD negativnich z vitdlni indikace, na nezbytné mi-
nimum. Naduzivani RhD negativnich erytrocytil externi-
mi odbérateli je v§ak dlouhodobé neudrZitelné. Je nezbyt-
né zaméfit se na spravnou, skupinové vhodnou indikaci,
zkvalitnit spoluprdci s krevnimi bankami jednotlivych
zdravotnickych zafizeni a v rdmci ticelné hemoterapie
systémove fesit zdsobovani s jasné definovanou dostup-
nosti.

P22/ 1950.

Priprava autologneho lepidla druhej generacie

- skisenosti a vysledky

Tupy Jaromir, Mitura Juraj, Chrenkova Ol'ga, Tupa Miri-
am, Lacko Anton

(FZ KU, Ruomberok - SK; UHaT UVN SNP, FN, Ruzom-
berok - SK)

Uvod: Fibrinové lepidlo, ako produkt ovplyviiujici
zrazanie krvi, presiel od vstupnych kombindcii so zvie-
racimi komponentami a nedokonalou vyrobou k vyraz-
nému ovplyvneniu imunologickych reakcii pripravou le-
pidla tzv. druhej generdcie. Jednou z novych moznosti
je systém automatickej pripravy I'udského kryoproteinu
a trombinovej zlozky z jednotky krvnej plazmy pacien-
ta (CryoSeal systém). Uginok napodobiiuje fyziologic-
ké zrazanie krvi, kde sa fibrinogén meni i¢inkom trom-
binu na fibrin a k zrdZaniu, v zavislosti od aplikacie, do-
chéddza v priebehu niekol’kych sekind. Uzavrety systém
prakticky eliminuje riziko kontamindcie a technologic-
ky spdsob pripravy vylucuje neziadice ucinky. Kom-
plexnost’ pripravku dotvdra moZnost’ planovanej pripra-
vy a rozne spdsoby aplikacie, ktoré predurcuju lepidlo
na univerzalne poddvanie. Ciel: Laboratérna kompara-
cia kvality fibrinového lepidla a overenie jeho stability
v Casovej stvislosti. Material: Vzorku pre analyzu tvo-
rilo 30 jednotiek fibrinového lepidla pripraveného z Cer-
stvej zmrazenej plazmy. Vstupne sme stanovili objemy
plazmy, trombinu, kryoproteinu a ¢as pri-pravy. Pred ex-
pirdciou pripravku sme laboratérne overili markery kva-
lity (koagulacné faktory I, II, VIII, XIII, vWfAg, trom-
binovu aktivitu, fibronektin) a stanovili v ¢asovej stuvis-
losti Cas in vivo zrdzania. Vysledky: Priemerny objem
plazmy pouZitej k vyrobe bol 270,80+27,01 ml, objem
pripraveného trombinu 6,81+1,25 a kryoproteinom
5,88+1,13 ml. Priemerny Cas spracovania 57+5 min. Pri
in vivo zraZani v Case t0 a t4 od rozmrazenia sme na-
merali priemerné Casy 2,9 respektive 3,6 sekundy. Za-
ver: Pri porovndvani markerov kvality rozmrazenej CZP
k hodnotdm trombinu a kryoproteinu, respektive casu
zrazania boli vSetky rozdiely Statisticky vyznamné na
hladine p<0,01. Pri porovnani vzostupu hodnét medzi
plazmou a kryoproteinom skiimanej vzorky sme v po-
rovnavani s vysledkami publikovanymi v dostupne;j li-
teratire dosiahli takmer identicky pomer ndrastu. Hod-
noty rozdielov vyskumnej vzorky a vysledkov udava-
nych vyrobcom (az na fibrinogén a FXIII plazmy,
vWfAg kryoproteinu a fibronektin trombinu) boli Statis-
ticky vyznamné na hladine p<0,01 ¢o znamen4, Ze nase
hodnoty sa v 66,67% pripadov Statisticky liSili. Av§ak
len v dvoch pripadoch - trombinova aktivita trombinu
a fibrinogén plazmy - t.j. 16,67%, sme zaznamenali niz-
Siu hodnotu a aj v tychto pripadoch nami namerand hod-
nota zodpovedala do 90. percentilu priemeru hodnoty
vyrobcu. Projekt bol podporeny MO SR, SEPMZ-103-
8/2009-Od V.
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P23 /1949.

Spontinni antepartalni RhD aloimunizace
Holuskova Iva, Lubusky Marek, Studnickovd Martina,
Prochazka Martin, Galuszkova Dana

(Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc; Porodnicko-gyneko-
logickd klinika LF UP a FN, Olomouc)

Cil studie: Zjistit incidenci spontanni antepartdlni RhD
aloimunizace u RhD negativnich t€hotnych Zen s RhD po-
zitivnim plodem. Metodika: Celkem bylo v pilotni{ studii
vySetieno 411 RhD negativnich Zen s RhD pozitivnim
plodem a bez pritomnosti aloprotilatek anti-D na zacat-
ku te€hotenstvi. Krevni skupina RhD byla u téhotnych Zen
stanovena v I. trimestru t¢hotenstvi, RhD statut plodu byl
urcen po porodu. Screening nepravidelnych antierytrocy-
tarnich protilatek byl vS§em Zendm proveden v I. trimest-
ru té¢hotenstvi, ve 30.-32. tydnu téhotenstvi, bezprostied-
né pred porodem ve 39.-42. tydnu téhotenstvi a ndsledné
za 6 mésict po porodu. Screening protildtek byl proveden
v nepfimém antiglobulinovém (LISS/NAT) a enzymovém
(papain) testu s jejich ndslednou identifikaci pomoci pa-
nelu typovych erytrocytd metodou sloupcové aglutinace
Dia-Med. Po porodu byl u v§ech RhD negativnich Zen sta-
noven objem fetomaterndlni hemoragie a byla provede-
na prevence RhD aloimunizace podanim potiebné davky
IgG anti-D, antepartalné nebyl IgG anti-D Zddné Zené po-
déan. Vysledky: Pfi kontrolnim screeningu nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek ve 30.-32. tydnu te¢hotenstvi
nebyly aloprotilatky anti-D diagnostikovany u Zadné Ze-
ny (0/411), bezprostredné pred porodem ve 39.-42. tyd-
nu téhotenstvi byly diagnostikovany aloprotilatky anti-D
u 2 % Zen (8/411) a opakované i za 6 mésicti po porodu
(8/210). U 201 Zen nebylo vysetfen{ za 6 mésict po po-
rodu provedeno, nelze u nich tudiz spolehlivé vyloucit
spontdnni antepartdlni RhD aloimunizaci. Pfi nepfitom-
nosti aloprotilatek anti-D pfed porodem byl v§em Zendm
po porodu podédn IgG anti-D v ddvce minimalné 125 pg.
Zavér: U RhD negativnich Zen s RhD pozitivnim plodem
byla incidence spontanni antepartdlni RhD aloimunizace
ve III. trimestru téhotenstvi minimalné 2 %. Vétsiné pri-
padu lze teoreticky zabranit preventivnim podanim IgG
anti-D v davce 250 pg vS§em RhD negativnim Zendm ve
28. tydnu téhotenstvi. Podpofeno grantem IGA MZ CR
NS-10311-3/2009

P24 /1931.

Hemorheoferéza - ispésna lécba drusového
odchlipeni retinalniho pigmentového epitelu

Bldha Milan, Rencova Eva, Langrovd Hana, Bldha Vla-
dimir, Lanska Miriam, Studnic¢ka Jan, Rozsival Pavel,
Maly Jaroslav

(11. interni klinika - OKH, LFUK, Hradec Krdlové; Ocni
klinika, LF UK, Hradec Krdlové,; Geronto-metabolickd
klinika, LF UK, Hradec Krdlové)

UVOD: Vékem podminénd degenerace makuly

(VPMD) je nejcastéjsi pricinou praktické slepoty popula-

ce nad 60 let. Progresi suché formy lze obtizné omezit.
Metodou hemorheoferézy lze zlepsit fluiditu krve a tim
mikrocirkulaci v cévnatce a metabolismus v sitnici a do-
cilit zdstavy progrese nebo zlepSeni choroby. UCEL
PRACE: Bylo vysetfeno 36 pacienti s VPMD a u 12
z nich bylo zjisténo drizové odchlipeni retindlntho pig-
mentového epitelu (drusen retinal pigment epithelium de-
tachment -DPED). Byly sledovany zmény rheologickych
ukazateld pred a po procedufe a hodnocena velikost
DPED vlastni modifikaci programu Reconstruct - pfed
a po 1écbeé a oproti kontroldm jako prospektivni rando-
mizovand studie. METODA A PACIENTI: Plazma byla
ziskavéana separatorem Cobe-Spectra (Caridian, Denver,
USA) a promyvana sekunddrnim pristrojem Adasorb
(Medicap, Ulrichstein, SRN) s filtrem Evaflux 4A (Ku-
raray, Osaka, Japonsko), ktery odstrani presné definova-
né spektrum vysokomolekuldrnich latek. Dojde k pokle-
su viskozity a zlepsi se odsun produktti metabolismu v sit-
nici. Mnozstvi promyté plazmy: 1,5 télesného objemu, an-
tikoagulace: ACD-A 1:15. Bylo sledovdno 12 pacientt
s DPED, 3 muZi a 9 Zen u kterych byly provedeny serie 8
procedur hemorheoferézy béhem 10 tydnii. VYSLEDKY:
Po procedurach klesaly cilové velké molekuly vyznam-
né: IgM o 75 % (p<0,0001), fibrinogen o0 68% (p<0,0001),
viskozita krve o 15% (p<0,0001), viskozita plazmy o 12
% (p<0,0001). Po hemorheoferéze bylo zjisténo i po 2.5
roce zmenSeni plochy PPED u 19 o¢i, zatimco zvétSeni
bylo zaznamendno jen u 3 oc¢i (p = 0.001). V kontroln{
skupiné se zmenseni plochy vyskytlo u 3 oci, zatimco
zvétSeni plochy se vyskytlo u 15 oc¢i (p = 0.008). K po-
rovnani rozdilu mezi pacienty po hemorheoferéze a v kon-
troln{ skupiné byl pouzit Kruskal-Wallistiv test. Zatimco
na pocatku sledovani byl rozdil nevyznamny (p = 0.605),
po 2.5 roce sledovéni byl tento statisticky velmi vyznam-
ny (p < 0.0005). ZAVER: Nase modifikace hemorheofe-
rézy vyznamné snizi viskozitu krve a plazmy jako pod-
minku k lep$i mikrocirkulaci v sitnici. Po 1écbé doslo
k vyznamnému zmensSeni plochy DPED a to ve vétsim
procentu neZli bez 1é¢by. PODEKOVANI: Price byla
podporovéna grantem IGA NS/9743-4.

P25/ 1942.

Kompletni imunohematologické vySetieni u pacient
Hematoonkologické kliniky — vyhodnoceni vysledki
za rok 2010

Zemanova Markéta, Holuskova Iva, Papajik Tomas, Szot-
kowski Tomas, Galuszkova Dana

(Transfuzni oddeleni FN, Olomouc,; Hematoonkologickd
klinika FN, Olomouc)

Cil: zhodnoceni vysledkti kompletnich imunohema-
tologickych vysetfeni u hematoonkologickych pacientt
za rok 2010 a zjisténi eventudlni aloimunizace u téchto
chronicky substituovanych pacientil. Soubor nemocnych:
v roce 2010 bylo na nasem oddéleni provedeno celkem
324 kompletnich imunohematologickych vySetfeni u 296
pacientl Hematoonkologické kliniky, z toho 229 pacien-
ti bylo vysSetieno poprvé, tj. pti stanoveni diagnézy he-
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matologického onemocnéni, u 67 nemocnych bylo imu-
nohematologické vySetfeni provedeno jiz v minulosti.
Vékovy primér nemocnych ¢inil 56 let (19-89 let), po-
mér muzt a Zen byl 159:137. Metodika: u vSech pacien-
tt bylo provedeno kompletni imunohematologické vy-
Setfeni (krevni skupina, Rh a Kell fenotyp, screening ne-
pravidelnych tepelnych a chladovych antierytrocytarnich
protilatek metodou sloupcové aglutinace DiaMed v ne-
pfimém antiglobulinovém i v enzymovém (papain) tes-
tu, v pripadé pozitivity jejich identifikace, PAT event. je-
ho rozliSeni). Vysledky: Z celkového poctu 324 prove-
denych kompletnich imunohematologickych vySetfeni
byl zcela negativni ndlez zaznamendn ve 29% piipadi
(94/324), z toho u pacientti s nové diagnostikovanym
onemocnénim byl negativni vysledek v 33.2% (76/229),
zatimco u nemocnych s pokrocilejsim onemocnénim byl
negativni ndlez jen v 18.9% piipadu (18/95). Nejcastéj-
$im pozitivnim ndlezem byl vyskyt chladovych protila-
tek, a to celkem ve 212 pfipadech. Nepravidelné tepelné
antierytrocytdrni protilatky byly pozitivni u 37 nemoc-
nych, z toho ve 20 ptipadech se jednalo specifickou alop-
rotilatku (nejCastéji anti-E, a to v 6 piipadech). Pfimy an-
tiglobulinovy test byl pozitivni u 50 nemocnych. Ve 14
ptipadech byl potvrzen imunohematologicky nalez pod-
porujici dg. autoimunni hemolytické anémie. Zavér: He-
matoonkologickd onemocnéni mohou byt provdzena vy-
skytem nepravidelnych tepelnych ¢i chladovych antieryt-
rocytarnich protilatek. Provedeni kompletniho imunohe-
matologického vySetfeni jiz pri stanoveni hematologic-
ké diagnézy umoziuje zajisténi hemoterapie na miru pro
kazdého konkrétniho pacienta a vyrazné tak sniZuje ri-
ziko aloimunizace, nebot’ je zndmo, Ze cca 2-3% pacien-
tt vytvaii aloprotilatky po expozici antigenim z trans-
fundovanych erytrocytd, a to velmi ¢asto jiZ po podan{
prvnich transfuzi.

P26/ 1910.

Usp&sna 1é¢ba toxické epidermalni nekrolyzy
plazmaferézou: 4 pripady

Bldha Milan, Kost'al Milan, Lanska Miriam, Kost'dlova
Milada, Filip Stanislav, Maly Jaroslav

(I1. internt klinika - OKH, Separdtorové centrum, Hradec

Krdlové; Dermatovenerologickd klinika, Hradec Krdlové;
Onkologickd a radioterapeutickd klinika, Hradec Krdlové)

Uvod: Toxickéd epidermélni nekrolyza — Lyelliv syn-
drom (TEN) je vzacnd akutni reakce, pravdépodobné zpu-
sobend hypersensitivitou na léky, charakterizovana exten-
zivni epidermdlni nekrolyzou, teplotou a postizenim oc{
i sliznic, se smrtnosti do 40 % na sepsi a multiorganové
selhani. V 1écbé je jasné jen vynechdni podezielého léku
a komplexn{ podptirnd péce. Podavaji se kortikoidy a in-
travenosnimi globuliny (IVIG), ale bez ,,evidence based*
prukazu profitu. Publikovany byly jen malé soubory ne-
bo kasuistiky s rozpornymi vysledky. Nékteré mensi stu-
die prokazuji efekt plazmaferézy (PE). Referujeme o ts-
pésné 1écbé 4 nemocnych PE. Pacienti a metodika: PE by-
la pouzita v pfipadech selhdni 1écby kortikoidy, IVIG a pod-
parné terapie. Plazma byla ziskdvana separatorem Cobe-
Spectra a 1 télesny objem nahrazen 5% albuminem a krys-
taloidy v pomeru 2:1. Zakladni tdaje o nemocnych jsou
v tabulce. Vysledky: Pocet PE byl 5.25 + 2.22 (range 3 —
8). Intervaly mezi PE: zprvu 1, pozdé&ji 2 - 3 dny. Podezfe-
loou pricinou byly 1éky ve vSech pripadech. Zacatek 1éc-
by PE koincidoval se zastavou progrese choroby, poklesem
teplot a reepitelizaci postizenych ploch. Lécba skoncila tus-
péchem (zhojenim kiZe ad integrum) u vSech 4 nemoc-
nych. Zavér: PE by méla byt alternativni Ié¢ebnou meto-
dou v prfipadech tézké TEN, kdy predchozi 1écba (véetné
kortikoidd a IVIG) neni dspé$nd. Podékovani: Prace byla
podporovéna grantem IGA NS/9743-4.

P27/ 2047.

Autologni odbéry odebrané a aplikované

v Prerové v letech 2006-2010

Cernd Michaela, Repovsky Stefan

(HTO, Stiedomoravskd nemocnicni a.s., odstépny zdvod
Nemocnice, Prerov)

Autologni transfuze znamend podani krve ¢i krevnich
piipravkid odebranych pifjemci. Jiz fadu let se tato moz-
nost vyuzivd u planovanych chirurgickych vykoni. Vy-
hodou je, Ze nedochdzi k prenosu alogennich infekci od
dobrovolnych darct krve véetné variantni Jakob-Creutz-
feldovy nemoci, soucasné neni inkompatibilita skupino-

Pacient& | \eypoklvi |BMI | Dnihospital.na JIP | Podezfelj Kk | Yopostizemikize | Sepse | Steroidy/IVIG | Poet PE

1 1712 224 51 Biseptol & Rulid | > 90 Ano Ano/Ano 6

2 53M 227 25 Biseptol 500 Ne AnolNe 3
Fungeidn &

3 2573 204 16 Nt >80 Ao AnofNE 4

4 182 223 9 Augmentin >80 He AnoNe 3
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vych systémtl a ani riziko GVHD, je mens$i imunosupre-
se, dale jsou niz§i ztraty krevni béhem operace diky ,, he-
modiluci® pfed operacnim vykonem a dochdzi k redukci
spotieby alogennich transfuznich pfipravki. Je nicméné
faktem, Ze i ani tzv. autotransfuze nejsou zcela bez rizi-
ka. Jednak jsou mozné nezadouci ic¢inky béhem vlastni-
ho odbéru u vétsinou star$ich a polymorbidnich pacientt
(kolapsové stavy po odbéru, hematomy v misté venepunk-
ce), déle nejen pfi aplikaci alogennich, ale také pfi apli-
kaci autolognich transfuznich piipravkii mohou byt po-
transfuzni reakce (bakteridlni kontaminace, febrilni po-
transfuzni reakce). Dle publikovanych klinickych studii se
aZ 40% odebranych autolognich odbérl viibec nepouZije.
Cilem nasi prace je zjistit trend v poctu odebranych au-
tolognich transfuznich piipravki v pribéhu poslednich 5
let, procento aplikovanych a neaplikovanych transfuznich
piipravki a pocet pacienti, u kterych pro KI nemohly byt
autotransfuze odebrany (napf. pro anémie, zdvazné kar-
diovaskuldrni nebo jiné onemocnéni, probihajici infekce
nebo insuficience periferniho Zilniho systémuy).

TRANSPLANTACE

P28 / 2068.

Availability od stem cell niches for transplanted
hematopoietic stem cells after a submyeloablative
dose of irradiation

Forgdcova Katarina, Savvulidi Filipp, Michalova Jana,
Sefc Ludg&k, Netas Emanuel

(Centrum experimentdlni hematologie a Ustav patologic-
ké fyziologie, 1. LF UK, Praha)

A therapeutic bone marrow transplantation (BMT) is
usually performed 0-2 days after a conditioning treat-
ment. Our aim was to determine experimentally the
Ltransplantation window*, i.e. for how long after con-
ditioning by irradiation are transplanted hematopoietic
stem and progenitor cells (HSPCs) able to engraft mic-
roenvironmental niches of the recipient. Furthermore,
we attempted to correlate closure of the window with
presence of numbers of regenerated HSPCs. To deter-
mine the duration of the transplantation window, reci-
pients (C57B1/6 Ly5.2 or congenic Ly5.1 mice) were ir-
radiated by a submyeloablative (4-6 Gy) dose of total
body irradiation (TBI) carried out from a 60Co source.
With a delay from O up to 60 days, the mice received
a large congenic (Ly5.1 to Ly5.2 recipients and vice ver-
sa) transplant corresponding to 1/2 of femoral BM. Chi-
merism of donor/recipient derived blood cells, resulting
from transplanted HSPCs, competing with survived and
regenerated HSPCs of recipients, was evaluated from
1 to 6 months after the transplantation in the periphe-
ral blood and also in the BM at the end of examination
period. To test the presence of HSPCs in the regenera-
ting BM of sublethally irradiated recipients, their BM
cells were co-transplanted with congenic BM from unir-
radiated mice in a 1:1 or a 10:1 ratio to lethally (9 Gy)

irradiated recipients. Chimerism resulted from co-trans-
plantation of the mixture of regenerated and normal
(control) BM was evaluated from 1 to 6 months in the
peripheral blood to examine regeneration of both the
short-term (STRC) and the long-term (LTRC) repopu-
lating HSCs. HSCs were also determined in regenera-
ting BM by flow cytometry at different times after
a sublethal irradiation. BM cells collected from control
and sublethally irradiated mice were labelled with an-
tibodies allowing the detection of a subpopulation en-
riched for HSCs (LSK SLAM or LSK SP cells). Our
present results roughly correspond to a mechanistic
view of hematopoietic niches — HSC interactions, when
the niches need to be “opened” before transplantation
by damage delivered to the BM. The transplantation
window remains “open” for a substantial time period
and its lenght correlates with recovery of HSPCs and
lags after recovery of the BM cellularity. The transplan-
tation window closes despite that absolute numbers of
HSPCs do not completely recover.

P29 / 2065.

Hematopoietic stem cells survive in situ ischemia
and can serve as a source for BMT

Michalové Jana, Sefc Ludék, Savvulidi Filipp, Forga¢o-
va Katarina, Ne¢as Emanuel

(Centrum experimentdlni hematologie a Ustav patologic-
ké fyziologie 1. LF UK, Praha)

Hematopoietic stem cells (HSCs) located in stem cell
niches are known for their relative resistance to hypoxia.
This study is focused primarily on maintainance of the re-
populating ability of HSCs exposed to ischemia, resulting
in combined lack of oxygen and metabolic substrates and
accumulation of metabolic waste products in situ. Effect
of ischemia was tested at three different temperatures
(37°C, 20°C and 4°C). C57B1/6 mice Ly5.1/Ly5.2 were
used in the experiments. Intact femurs were collected
from sacrificed Ly5.1 mice and they were kept in a pre-
temperatured phosphate buffer solution for different ti-
me periods - up to 5 hours, 20 hours and 48 hours at 37°C,
20°C and 4°C, respectively. Bone marrow (BM) cells we-
re then harvested, analyzed for their viability and HSCs
percentage via flow cytometry, and were used for a com-
petitive repopulation transplantation assay (BMT). Apo-
ptosis and necrosis of BM cells and LSK cells (Linlo-
wSca-1+c-Kit+; fraction of BM enriched for the HSCs)
was determined using Hoechst 33342 and propidiumio-
dide staining. HSCs were detected as a subfraction of
LSK cells after labeling with anti-CD48 and anti-CD150
(SLAM markers) antibodies. Furthermore, SP cells (side
population) were determined in parallel. Both LSK
SLAM and LSK SP cells are highly enriched for HSCs
and in the competitive repopulation assay contain long-
term repopulating cells (LTRC). BMT was realized in two
settings: (I) BM cells from a half femur from Ly5.1 do-
nors was transplanted into congenic Ly5.2 hosts irradia-
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ted with a sublethal dose of 6 Gy from a 60Co source; (IT)
BM cells from a half femur from Ly5.1 donors were mi-
xed with fresh cells from a half femur of Ly5.2 donors
and co-transplanted into lethally irradiated Ly5.2 recipi-
ents (9 Gy). A chimerism of donor cells was examined
up to 6 months after transplantation in the peripheral blo-
od as a meassure of the engraftment. HSCs were fully pre-
served up to 2 hours, 6 hours and 8 hours at 37°C, 20°C
and 4°C ischemia, respectively. In concert, LSK popula-
tion enriched for HSCs presented with a little number of
apoptotic and dead cells and numbers of LSK SLAM and
LSK SP cells remained as high as in control fresh BM.
In conclusion, HSCs survive unfavorable conditions eli-
cited by ischemia (a circulatory arrest) for a considerab-
le time which is significantly prolonged by temperature
decreased below 37°C.

P30 /1933.

Colonization of recipient tissues with transplanted
murine bone marrow cells

Filip Stanislav, Mokry Jaroslav, Vavrova Jifina, Mi¢uda
Stanislav, Blaha Milan

(Department of Pharmacology, Charles University in
Prague, Faculty of Medicine, Hradec Krdlové; Depart-
ment of 2nd Internal Medicine, Charles University in Pra-
gue, Faculty of Medicine and Teaching Hospital, Hra-
dec Krdlové)

The whole body irradiation of mice by lethal doses re-
presents a standard model for elimination of endogenous
hemopoiesis and demonstration of eficcacy of transplan-
tation heterogenous population bone marrow cells - he-
matopoetic stem cells (HSCs). Animals: B6;129S-
Gt(ROSA) 26Sor mice obtained from the Jackson Labo-
ratories, USA, were used as donors for B6129SF2/J mi-
ce; C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)C14Y01FM 1310sb mi-
ce from Riken, Japan, were used as donors for C57BL/6J
mice. Recipient animals were exposed to 9.5 Gy of ra-
diation at a dose rate of 1.3 Gy/min. Isolation of CD117+
from bone marrow cells: Bone marrow cells were obta-
ined from femur. These cells were further subjected to
positive immunomagnetic sorting with CD117 Micro-
Beads (Miltenyi Biotec). Transplantation: Recipient ani-
mals were transplanted intravenously with lacZ+ cells
from the full bone marrow, lacZ+lin-CD117+ or
GFP+lin-CD117+ hematopoetic cells. Histochemical de-
tection of cells in tissues after transplantation: The re-
cipients were sacrificed under deep anesthesia on DS,
D12, D30 and D70 post transplantation in tissues. Real
time RT-PCR analysis: Total RNA was isolated from tis-
sue samples using Qiagen RNeasy® Micro Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) and converted into cDNA via Su-
perscriptTM III First-Strand Synthesis System (Invitro-
gen, Carlsbad, USA). The amplification was completed
using TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (App-
lied Biosystems, Foster City, USA) and made-to-order
primers and a FAM-labeled probe (Generi-Biotech,

Czech Republic) for LacZ target gene. As a housekee-
ping gene Eukaryot 18S rRNA endogenous control kit
(P/N4319413E) provided by Applied Biosystems (Fos-
ter City, USA) was used. Results: Bone marrow-derived
cells after i.v. administration do not necessarily engraft
back to the bone marrow. To trace distribution of graf-
ted cells in the recipient organism, we utilized transge-
nic mice as donors whose cells are tagged to endogenous
vectors. Transplantation of lethally irradiated mice with
bone marrow-derived cells supports hemopoiesis and le-
ads to colonisation of diverse organs with grafted cells.
Engraftment efficiency depends on variety factors inc-
luding number and type of transplanted cells. Transplan-
ted cells differentiate into hemopoietic cells, lympho-
cytes, phagocytosing cells and hepatic stellate cells.

P31/ 2053.

Vyskyt kmenti Staphylococcus epidermidis

se schopnosti tvorby biofilmu na oddéleni 5C
Hemato-onkologické kliniky FN Olomouc
Matouskova Ivanka, Sauer Pavel, Kolar Milan, Raida Lu-
dék, Holy Ondfrej

( Ustav preventivniho lékarstvi, LF UP, Olomouc; Ustav
mikrobiologie, LF UP a FN, Olomouc; Hemato-onkolo-
gickd klinika, FN, Olomouc)

Studie s ndzvem ,,Surveillance of Infectious Compli-
cations in Hemato-Oncological Patients* probihd na od-
déleni ,,5C* Hemato-onkologické kliniky FN Olomouc.
Byla zahdjena 1. srpna 2010 s pfedpoklddanou dobou
ukonceni k 31. ervenci 2011. V obdobi od 1. srpna 2010
do 31. bfezna 2011 bylo na tomto oddéleni hospitalizo-
véano celkem 63 pacienttl, z toho bylo 33 pacienti trans-
plantovanych. Ve 21 pripadech se jednalo o transplan-
taci autologni, ve zbyvajicich pripadech (12) o trans-
plantaci alogenni. V uvedeném obdobi byla sledovana
mikrobialni kontaminace vybranych povrchi a ovzdusi
na vySe uvedeném oddéleni. Soucasné byla monitorova-
na mikrobidlni kontaminace aktudlné pritomného perso-
nélu (stér pravé ruky a vlasl, vytér z nosu). Z kultivac-
né prokdzanych mikrobidlnich agens, jsme se soustfe-
dili na vyskyt kment Staphylococcus epidermidis, u ni-
chz byla testovana schopnost formace biofilmu fenoty-
piza¢ni metodou. Ziskané vysledky z prostfedi a od per-
sondlu byly porovnany s vyskytem kment Staphyloco-
ccus epidermidis, které byly izolovany z hemokultur pa-
cientl oddéleni 5C a rovnéz testovany na schopnost
tvorby biofilmu. Prace byla podpofena grantem ,,Sur-
veillance of Infectious Complication in Hemato-Onco-
logical Patients* — Research Support Foundation, Vaduz
(801100021/39).
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P32 /2035.

Cyklosporin a metotrexat versus cyklosporin

a mykofenolat mofetil ako prevencia GvHD

po myeloablativnom pripravnom reZime BUCY
Rusindkova Zuzana, Riada Ludék, Faber Edgar, Vondra-
kova Jana, Indrak Karel

(Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Uvod: Prevencia GVHD u pacientov po alogénne;j
transplantacii krvotvornych buniek s myeloablativhym
pripravnym rezimom pomocou cyklosporinu (CyA)
a metotrexatu (MTX) predstavuje Standardny lieCebny
postup. Zdmena mykofenolat mofetilu (MMF) za MTX
by mala viest’ k zniZeniu akitnej toxicity. Metoda: 42
pacientov podstipilo transplantdciu po pripravnom re-
zime BUCY. Ako prevencia GvHD bola u 15 pacien-
tov pouzitd kombindcia CyA a MTX, u 27 CyA a MMF.
Median veku v skupine s MTX bol 35 (18-55) rokov.
Vsetci boli transplantovani od zhodného pribuzného
darcu. 12 pacientov malo diagnézu akitnej leukemie
(9xAML, 3xALL), 3 CML. 27 pacientov s medidnom
veku 29 rokov (21-50) bolo v skupine s MMF. 11 pod-
stipilo transplantdciu od pribuzneho darcu, 16 od ne-
pribuzneho zhodného darcu. S vynimkou 1 pacienta bo-
li vSetci v 1. CR (pripadne v chronickej fdze choroby).
Zakladnou diagnézou bola 15x AML, 8x ALL, 2xCML
a 1x NHL. Vysledky: U vsetkych hodnotenych pacien-
tov doslo k engraftmentu. V prihojeni granulocytov
i tromobocytov a v poc¢te dosiahnutych CR po trans-
plantdcii nebol signifikantny rozdiel. Mukozitida III-
IVst. sa vyskytla CastejSie v skupine s MTX (80% vs.
60%). Venookluzivna choroba pecene akéhokol'vek
stupna sa objavila u 29% pacientov v skupine s MMF
au40% v skupine s MTX. Akitna GvHD III-IVst. bo-
la diagnostikovand u 11% pacientov s MMF a 13%
s MTX. Extenzivna chronickd GvHD bola castejSia
v skupine pacientov s MTX (58% vs. 38%), rovnako
ako vyskyt relapsov choroby (40% vs. 11%). S media-
nom sledovania 901 dni Zije v skupine s MMF 20 pa-
cientov (74%), doslo k 2 imrtiam v sivislosti s GYHD
a 5 umrti bolo zapri¢inenych infekénymi komplikacia-
mi. Pravdepodobnost’ 3-ro¢ného prezitia je 73,5%.
V skupine s MTX s medidnom sledovania 311 dni Ziju
3 pacienti (20%), pri¢inou timrtia bola 5x progresia cho-
roby, 4x GvHD, 2x infek¢né komplikdcie a 1x subdu-
ralny hematém. Pravdepodobnost’ 3-ro¢ného preZitia je
v skupine s MTX 23%. Zaver: Pravdepodobne niZsie
pocty hodnotenych pacientov neumoznili potvrdit sig-
nifikantny vplyv pouZitej prevencie GVHD na potrans-
plantacni regenerdciu krvotvorby, slizni¢nd a peceno-
vii toxicitu ani rozvoj GVHD, a to i napriek tendencii
k niz§iemu vyskytu zdvaznych komplikdcii a lepSiemu
celkovému prezitiu v skupine s kombindciou CyA
a MMF. Podporené grantom LF-2011-006 Univerzity
Palackého v Olomouci.

P33/ 1985.

Polyomavirusova BKV hemoragicka cystitida

po alogénnej transplantacii kmenovych krvotvornych
buniek

Ziakovd Barbora, Bojtarova Eva, Kubalova Stanislava,
Demeckova Eva, Mistrik Martin

(Klinika hematologie a transfuziologie LF UK, SZU a UN
Bratislava, Nemocnica sv. Cyrila a Metoda Petrzalka,
Bratislava - SK)

Uvod: Polyomavirusova hemoragicka cystitida (PVHC)
postihuje 5-15% transplantovanych pacientov najcastejSie
v obdobi 3 az 6 tyZdiiov po alogénnej transplantacii kme-
novych krvotvornych buniek (TKB). Najcastejsim typom
l'udského polyomavirusu vySetrovaného v suvislosti
s PVHC je BK virus (BKV). Predisponujicimi faktormi
rozvoja PVHC st okrem alogénnej transplantécie aj po-
krocily vek v ¢ase TKB, choroba Stepu proti hostitel'ovi
(GvHD), trombocytopénia, koagulopatie a iné virusové
infekcie. Metody: VySetrovanie vzoriek mocu a krvi na
dokaz DNA BKV pomocou PCR metédy je na naSom pra-
covisku dostupné od 10/2008. V obdobi od 10/2008 do
12/2010 sa alogénnej TKB podrobilo 49 pacientov, z to-
ho 24 pacientov dostalo Step od zhodného nepribuzného
darcu. Zdrojom krvotvornych buniek boli prevazne peri-
tov dostala Standardnd imunosupresivnu liecbu. U 11 pa-
cientov s klinickymi prejavmi cystitidy po TKB (dyztria,
polakiziria a mikroskopickd alebo makroskopicka hema-
tiria) sme vysSetrovali sérum a mo¢ na pritomnost BKV
po vyliceni inych virusovych a baktériovych patogénov.
Vysledky: PVHC na podklade BKV infekcie sme doka-
zali u 8/11 pacientov s cystitidou v réznom obdobi po
TKB: u 6 do dna 100, u 2 viac ako 100 dni po TKB. Me-
didn ¢asu do rozvoja PVHC bol 30,5 (rozsah 15 - 240)
dni. VSetci pacienti dostali v priprave pred TKB cyklo-
fosfamid; 5 pacientl v kombindcii s celotélovym oZiare-
nim +/- antitymocytovy globulin (ATG), 3 pacienti busul-
fan + ATG. V ¢ase PVHC mali 3/8 pacientov akttnu
GVvHD II.-IV. stupna. 3/8 pacientov mali sticasne poziti-
vitu CMV DNA PCR (z toho 2 s GvHD). 6/8 pacientov
bolo liecenych ribavirinom, 2 kombindciou intravendzne-
ho imunoglobulinu a valacikloviru. U 7/8 pacientov do-
Slo ku klinickému zlepSeniu, ¢as do regresie klinickych
prejavov cystitidy bol od 28 do 98 (medidn 58) dni. K po-
klesu poctu képii doslo u 6/8 pacientov (medidn 87,5, roz-
sah 42-169 dni); u 2 pacientov nerealizované dalSie kon-
trolné vySetrenia (1 z nich exitoval). Zaver: PVHC v si-
vislosti s BKV je komplikidciou po TKB, na ktort je nut-
né mysliet’ a diferencidlne diagnosticky ju odlisit’ od cys-
titidy po urotoxickom pripravnom rezime a infekcif
sposobenych inymi patogénmi. Napriek obmedzenym
moznostiam liecby je mozné dosiahnut tplnu regresiu na-
lezu, avsak liecba je dlhodob4 a vyZaduje dobru spolupra-
cu pacienta.
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P34/ 1978.

Plerixafor v ramci prvej a druhej mobiliza¢nej linie
u pacientov s mnohopocetnym myelémom

— skiisenosti jedného centra

Zwiewka Michal, Stefanikovd Zdenka, Masdrova Kata-
rina, Martinka Jan, HrubiSko Mikulas, Pribulova Hana,
Hapalova Jolana, Bojtarova Eva, Mistrik Martin
(Klinika hematoldgie a transfuziologie LF UK, SZU
a UNB, Nemocnica sv. Cyrila a Metoda, Bratislava — SK)

Transplantdcia periférnych kmenovych buniek (PKB)
je z hladiska dlhodobého prezivania a kvality Zivota
(QoL) pre pacientov s mnohopocetnym myelémom
(MM) jednoznaénym benefitom. Zber PKB je vSak
u 15-20% pacientov z dévodu slabej odpovede na ra-
stovy faktor G-CSF neefektivny. Prinosom v stcasnych
mobilizaénych rezimoch je plerixafor, ktory patri do
skupiny exogénnych imunomoduldtorov/imunostimu-
lancii. Na zdklade sucasnych poznatkov umoziuje v pri-
pade hematologickych malignit nepostihujicich primar-
ne kostnu dreni problém neefektivnych mobilizécii v 70-
80% pripadov riesit. Plerixafor ako antagonista recep-
tora CXCR4 zabranuje vidzbe buniek v kostnej dreni
aumoznuje ich vyplavenie do periférnej krvi (PK) s na-
slednym efektivnym zberom. Na Klinike hematoldgie
a transfuziolégie v Bratislave bolo od 06/2009 do
12/2010 s pouzitim plerixaforu mobilizovanych pit’ pa-
cientov s MM, z ktorych traja boli remobilizovani
s pouzitim schémy G-CSF + plerixafor (G+P) po pred-
chddzajicej netspesnej mobilizacii a u dvoch bol ple-
rixafor podany v rdmci tzv. ,,boostu® pri prvoliniovej
zlyhavajicej mobilizécii s Cy + G-CSF (C+G). Obid-
va postupy umoznili ziskat’ dostatocne vytazny produkt
(>2x106 CD34+ buniek/kg) pre jednu alebo dve trans-
plantdcie. Zlyhanie mobilizdcie s pouzitim plerixaforu
sme nezaznamenali. Jedna pacientka bola tspeSne od-
transplantovand. Ziskané produkty sme porovnali s kon-
trolnou vzorkou produktov od pacientov s MM mobi-
lizovanych bez pouZitia plerixaforu, a to vySetrenim na-
terov, imunofenotypu a rastu koloniformnych jednoti-
ek (CFU). VySetrenia v pripade mobilizacie s plerixa-
forom potvrdzuju pritomnost’ vysSieho podielu buniek
kostnej drene v produkte. V pripade autolégnych trans-
plantdcii moZno preto aj pri rovnakej vytaznosti (hod-
notenej mnozstvom CD34+ buniek) transplantitu pred-
pokladat’ o nieco dlhsi engraftment. Z etického hl'adis-
ka sa ako vhodnejsie javi pouZzitie plerixaforu uz v pr-
voliniovej mobilizacii ak sa tdto javi ako zlyhdvajica.
Umozni to predchddzat’ na manazment narocnejsej a pre
pacienta potencidlne nebezpecnej (ak planovand i che-
moterapia) druholiniovej mobilizacii.

P35/ 1969.

Monitorovani rekonstituce CMV bunééné imunity
u pacientii po alogenni transplantaci kmenovych
bunék pomoci CMV- tetramer testu

Tkacova Vlasta, Veronika Valkova

(Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha)

Dilezitou roli v regulaci cytomegalovirové (CMV) in-
fekce hraji CMV specifické, pamétové CD8+ T lymfo-
cyty (CMV CD8+ Tly). K jejich detekci je mozné vyuzit
CMV specifické tetramery. Nasim cilem bylo ovéfit vliv
sérologického statusu darce na rekonstituci CMV speci-
fické buné¢né imunity u pacientl po alogennf transplan-
taci kmenovych bunék, jeji ovlivnéni 1écbou reakce §té-
pu proti hostiteli (GvHD) a podéni antithymocytarniho
globulinu (ATG). U pacientti po alogenni transplantaci,
jejichz darci byli CMV séropozitivni, byla detekovéna re-
konstituce CMV CD8+ Tly cca 20. den po transplantaci.
Dalsi monitorovani bylo u 31 pacienti >100 dnf po trans-
plantaci. K detekci CMV CD8+ Tly byl pouzit CM V- tet-
ramer test, ktery umoZznuje stanoveni pfimo z periferni kr-
ve, bez nutnosti izolace lymfocytd. U 5 (45%) pacientd,
ktefi neprodélali GVHD, byly detekoviany CMV CD8+
Tly: primér 26 b/ul (min. 16 b/ul, max. 44 b/ul). Vsich-
ni tito pacienti méli CMV séropozitivniho darce a 80%
téchto pacientti bylo podano ATG. U 6 (55%) pacientt
bez GvHD, jejichz darci byli CMV séronegativni, byly
detekovany velmi nizké hladiny CMV CD8+ Tly: prumér
1,6 b/ul (min. 0 b/ul, max. 6 b/ul). 83% téchto pacientt
bylo podano ATG. U 20 (65%) pacientti byla diagnosti-
kovana GvHD a byli na ni 1éCeni. Jejich darci byli jak
séropozitivni, tak séronegativni. U 14 (70%) z téchto pa-
cientd byly detekovany velmi nizké hladiny CMV CD8+
Tly: primér 0,9 b/ul (min. 0 b/pul, max. 4 b/ul), 57%
téchto pacientti bylo podano ATG. U 6 (30%) pacientt
byly detekovany CMV CD8+ Tly: priumér 11 b/ul (min.
7 b/ul, max. 24 b/ul), 50% pacientti bylo poddno ATG.
Z4dny z vy$e uvedenych pacientd neprodélal CMV ne-
moc. Nase vysledky potvrdily hypotézu, ze CMV séro-
logicky status darce ma vliv na rekonstituci CMV spe-
cifické bunécné imunity prijemce. Podani ATG nema
vliv na tuto rekonstituci, ov§em lécba GvHD ji ovliv-
nuje negativné.

P36 / 1951.

Posouzeni koncentrace a viability perifernich
kmenovych bunék pred a po separaci systémem AXP
Prajzlerova Klara, gtépénkové Marika, Beranova Adéla,
Trunda Miroslav, Vosahlikova gérka, Klubal Radek
(Ceskd genetickd banka spol. s r.o., Praha)

UVOD: Periferni krev miiZe byt stejné jako kostni dien
a pupecnikovd krev cennym zdrojem kmenovych bunck
krvetvorby (HSC), schopnych jak vlastni sebeobnovy, tak
diferenciace do krevnich elementi a dalSich buné¢nych
typt. Tato schopnost pak umoziuje pouziti HSC pfi 1é¢-
bé celé fady onemocnéni krvetvorby. Vyuziti perifernich
kmenovych bunék v poslednich letech vzristd, nebot’ zis-
kavani téchto bunék je pro pacienta v porovnani s odbé-
rem kostni dfené prijatelnéjsi. JelikoZ se bézné v perifer-
ni krvi vyskytuje relativné mdlo HSC, miZze byt spravné
zamrazeni pii praci s nimi zcela zdsadni. Nasim cilem by-
lo porovnat pocet a viabilitu malych kvantit HSC v pri-
béhu zpracovani a zamraZeni pomoci automatizovaného
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separacniho systému AXP a zamraZovaciho systému Bi-
oArchive firmy Thermogenesis. METODIKA: Odebra-
né vzorky periferni krve od zdravych dérci (primérné
100ml) byly separovany pomoci uzavieného separacni-
ho systému AXP (doslo k odseparovani cervené krevni fa-
dy a plazmy a tim ke zkoncentrovani kmenovych bunék).
Na pritokovém cytometru byla porovnavéana viabilita
a zastoupeni jednotlivych bunécnych subpopulaci (detek-
ci CD34,CD45,CD3,CD4,CD8,CD16CD56,CD19) ve
vzorku po odbéru a po ndsledné separaci. Posléze byly ja-
derné bunky zamraZeny pomoci automatizovaného za-
mrazovaciho systému BioArchive. V soucasné dobé¢ tes-
tujeme kvalitu bunék po rozmraZzeni. Na pritokovém cy-
tometru sledujeme jejich pocet a Zivotnost a pomoci mo-
lekuldrni genotypizace systémem Illumina (s pouZitim
HumanCytoSNP-12 BeadChip) posuzujeme chromozo-
madln{ stabilitu bunék proslych procesem kryoprezervace.
VYSLEDKY: Pocet CD34+CD45+ bun&k ve vzorcich
zpracovanych pomoci systému AXP trojndsobné vzrostl.
Pomér mezi CD3+, CD4+, CD8+, CD16CD56+, CD19+
butikami ziistal beze zmény. Zivotnost CD34+CD45+ bu-
nék po separaci pomoci systému AXP ziistala plné zacho-
véna. ZAVER: Z nagich prvnich vysledki vyplyvi, e se-
paraci pomoci systému AXP lze dosdhnout vyznamného
zvyseni koncentrace kmenovych bunék pfi zachovani je-
jich viability.

P37/ 2063.

Identifikace nové HLA alely DRB1%13:116 pri
vstupnim vySetieni ¢lenky Registru darci
krvetvornych kmenovych bunék

Mrazek FrantiSek, Onderkova Jana, Zachova Silvie, Amb-
rtizova Zuzana, Petfek Martin

(HLA laborator, Ustav imunologie, Fakultni nemocnice
Olomouc & Lékarskd fakulta UP, Olomouc)

Hlavni komplex tkanové slucitelnosti clovéka (HLA,
z angl. Human Leukocyte Antigens) charakterizuje vy-
sokd mira polymorfismu; v lednu 2011 bylo popsédno vi-
ce nez 6 tisic HLA variant. Shoda v HLA znacich mezi
dédrcem a piijemcem vyznamné ovliviiuje Gspésnost trans-
plantace krvetvornych kmenovych bunék. Tato prace po-
pisuje ndlez nové alely HLA 1I. tfidy, HLA-
DRB1%#13:116, kterd byla identifikovana pfi vstupnim vy-
Setfeni dobrovolné darkyné — ¢lenky Ceského narodniho
registru darcti diené (CNRDD). Novou alelu jsme dete-
kovali pfi rutinni HLA typizaci molekuldrné-genetickou
technikou (polymerdzovd fetézova reakce se sekvencné
specifickymi primery); vysledek typizace neodpovidal
zadnému zndmému genotypu. VySetfeni vzorku jsme pro-
to rozsifili o sekvenacni analyzu (SBT, z angl. Sequen-
cing-Based Typing); pro definitivni potvrzeni jsme obé
HLA alely na lokusu DRB1 oddélili skupinové specific-
kou amplifikaci. Zjistili jsme, Ze se novd alela lisi od jiz
znamé varianty DRB1*13:17 zdménou nukleotidu (T/A)
v pozici 227 kédujici oblasti genu HLA-DRBI1. Tato za-
ména je kodujici a podminuje také zménu v primarni

struktufe HLA proteinu (Phe47Tyr). Popsana nova alela
HLA-DRB1#13:116 bude soucdsti dalsi verze ndzvoslo-
vi HLA systému (vyddvd Nomenklaturni vybor WHO),
databize CNRDD byla obohacena o unikétni genotyp dar-
kyné. Grantovd podpora: MSM6198959205 a IGA UP
projekt ¢. LF_2010_008.

P38/ 1921.

Psychosocialne aspekty dobrovolného darcovstva
krvotvornych buniek - skiisenosti Narodného
registra darcov kostnej drene SR

Slezakova Katarina, KuSikova Maria, Stemnicka Deni-
sa, FarkaSova Denisa, Mistrik Martin

(Klinika hematologie a transfuziologie LF UK, SZU a UNB,
Bratislava — SK)

Uvod: Vyznamné pokroky hlavne v oblasti HLA ty-
pizdcie a podpornej terapii transplantdcie krvotvornych
buniek umoznili transplantacie od nepribuznych darcov.
Ich pocet sa kazdym rokom zvysuje, ako aj pocet dar-
cov v registroch darcov kostnej drene. Ked'Ze nepribuz-
ni darcovia nepoznaju prijemcu transplantitu, ich mo-
tivacie su odlisné od sirodeneckych darcov. Darova-
nie krvotvornych buniek cudziemu pacientovi moze mat’
dolezity psychologicky vplyv na darcu. Ciel: Cielom
nasho prispevku je analyzovat’ psychologické a social-
ne aspekty dobrovolného darcovstva krvotvornych bu-
niek. Na zdklade zistenych vysledkov, by sme chceli
zvysit nabor novych darcov do registra a zlepsit' komu-
nikdciu medzi registrom a darcami. Materidl a met6dy:
Retrospektivna analyza siboru dobrovol'nych darcov kr-
votvornych buniek v Ndrodnom registri darcov kostnej
drene (NRDKD). Sledovali sme vek, pohlavie, vysoko-
Skolské vzdelanie, sicasné darcovstvo krvi u darcov.
Formou dotaznika sme u novych darcov zistovali naj-
CastejSie spdsoby naboru darcov do registra, ich moti-
vécie ako aj priCiny ich obdv z darovania krvotvornych
buniek. Vysledky: Do konca roka 2010 bolo v NRDKD
zaregistrovanych 1740 darcov, z toho 53,6% Zien. Pri-
emerny vek darcov je 33 rokov. VicSina darcov je su-
Casne aj darcami krvi. Vysokoskolské vzdelanie nema-
lo vyznamny vplyv pri ndbore darcov do registra. Z da-
tabazy bolo vyradenych 12 darcov, z toho 6 kvoli ve-
ku. Z NRDKD sme zabezpecili 1 darcu krvotvornych
buniek pre pacienta v Nemecku a pre 1 pacientku lie-
¢ent na KHaT v Bratislave. V oboch pripadoch islo
o odber periférnych krvotvornych buniek. Najviac dar-
cov sa obdva poddvania G-CSF a odberu kostnej dre-
ne. O moZnosti stat’ sa darcom krvotvornych buniek sa
vacsinou dozvedeli od zndmych. Ich najcastejSou mo-
tivdciou zaradenia do databdzy bola tizba pomoct’ pa-
cientovi, ktorému sa uz vyhladaval darca. Zaver: V da-
tabdze NRDKD je do konca roka 2010 evidovanych
aj darcami krvi. Na zdklade naSich vysledkov by sme
chceeli optimalizovat’ spolupricu s transfuziologickymi
pracoviskami pri nabore darcov do NRDKD ako aj po-
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skytnut’ viac informacnych materidlov do médii. Potreb-
né je aj objektivne informovanie darcov o moznych ne-
ziaducich i¢inkoch G-CSF. Problémom zvySujiceho sa
poctu darcov v registri v§ak ostdva vysokd cena HLA
typizéacie darcov metédami molekulovej biologie.

P39 /2062.

Kvantitativni monitorovani exprese genu WT1

v periferni krvi pred a po alogenni transplantaci
kostni direné u pacientd s akutni myeloidni leukémii
vhodny prostiedek pro ¢asnou detekci nadchazejiciho
relapsu onemocnéni

Polak Jaroslav, Valkova Veronika, Hajkova Hana, Vitek
Antonin, Markovd Markéta, Salek Cyril, Cetkovsky Petr
(Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha)

Gen WTI je zvySené exprimovan u vétSiny pacientl
s akutni myeloidni leukémif pfi diagndze. Proto 1ze vyu-
Zit monitorovani exprese genu WT1 v periferni krvi ja-
kozZto markéru minimdlni rezidudlni nemoci (MRN) po
allogenni transplantaci kostn{ dfené. Sledovanim expre-
se genu WT1 lze pfedpovédét nadchdzejici relaps one-
mocnéni Kvantitativni exprese genu WT1 byla méfena
u 51 pacienti transplantovanych mezi dubnem 2005
a prosincem 2010. Tito pacienti vyznamné zvySené expri-
movali gen WTT1 prfi diagndze ¢i v relapsu onemocnéni.
Pro kvantifikaci genu WT1 byl pouzit protokol doporu-
¢eny European Lerukemia Net zaloZeny na kvantifikaci
exprese genu WT1 s pouZzitim vysoce senzitivni a speci-
fické polymerazové fetézové reakce (PCR) v redlném ca-
se. Celkem bylo transplantovano v prvni kompletni remi-
si 14 pacientti, 16 pacientti bylo transplantovdno v prvni
kompletni remisi ale po provedeni zachranné terapie (sal-
vage therapy). 15 pacientl bylo transplantovano v druhé
kompletni remisi po zaléceni predchazejiciho relapsu one-
mocnéni. 5 transplantovanych pacientd bylo rezistentnich
na 1é¢bu. U vSech analyzovanych pacientd byla rovnéz
kvantifikovdna exprese genu WT1 pred provedenim trans-
plantace. ZvySend exprese genu W1 pred transplantaci by-
la spojena se signifikantné horSim celkovym pfezitim
,overal survival“ (P=0.0011) a s horSim parametrem pfe-
Ziti bez progrese onemocnéni ,,leukemia free survival* (P
=0.0017). Exprese genu WT1 je proto vyznamnym pro-
gnostickym faktorem u transplantovanych AML pacien-
tt. Rovnéz exprese genu WT1 po transplantaci vysoce
signifikantné korelovala s morfologickym sledovanim,
bunéénym chimerismem, detekci MRN s pouzitim prito-
kové cytometrie nebo s expresi specifickych fiznich ge-
nt. U sedmi sledovanych pacienti byl sledovén nartst ex-
prese WT1 — molekuldrni relaps pfed nériistem vyse uve-
denych ostatnich markéri MRN s medidnem 0.96 mési-
ce. Tedy nespecificky marker - gen WT1 slouzi jako spo-
lehlivy predpovidatel nadchédzejiciho relapsu onemocné-
ni u transplantovanych pacientd. Monitorovani exprese
genu WT1 je nejvhodnéjsi u pacientl transplantovanych
v remisi, kde ndrdst exprese nad normdlni hodnoty sig-
nalizuje nadchdazejici relaps s vyznamnym predstihem a je

tedy moZno tomu pfizplsobit terapii onemocnéni. Studie
byla podpofena IGA MZ CR grantem: NR 8748-3 a vy-
zkumnym projektem MZ 00023736.

PATEK 24. CERVNA 2011

CHRONICKA LYMFOCYTARNI
LEUKEMIE

P40 / 2031.

Analyza exprese miR-15a a miR-16-1 u pacienti

s chronickou lymfocytarni leukémii

Humplikova Lenka, Kollinerova Sona, Urbankova Hele-
na, Holzerova Milena, Pikalova Zuzana, Galuszkova Da-
na, Zapletalovd Jana, Papajik Tomas, Divokd Martina,
Modriansky Martin, Indrak Karel, JaroSova Marie
(Hemato-onkologickd klinika, LF UP a FN, Olomouc;
Ustav lékaiské chemie a biochemie, LF UP, Olomouc;
Transfiizni oddélent, FN, Olomouc, Ustav Iékaiské biofy-
ziky, LF UP, Olomouc)

MicroRNA (miRNA) jsou malé nekddujici jednovldk-
nové fetézce RNA, které se podileji na post-transkripéni
regulaci genové exprese. U chronické lymfocytarni leu-
kemie (CLL) je nejcastéjsi chromosomovou zménou de-
lece v oblasti 13q14.3, v niZ jsou lokalizovany miR-15a
a miR-16-1. Tyto miRNA reguluji expresi antiapoptotic-
kého proteinu Bcl-2. Delece oblasti 13q14.3 vede ke sni-
Zeni exprese obou miRNA, nadmérné expresi proteinu
Bcl-2 a tim ke zvySené proliferacni aktivité a naruSeni
apoptézy CLL bunék. Cilem préce bylo zavedeni kvanti-
tativniho systému Q-RT-PCR pro méfeni exprese miR-
15a a miR-16-1, vySetfeni souboru nemocnych s diagné-
zou CLL a vyhodnoceni prognostického vyznamu zmén
exprese obou miRNA. Studovany soubor zahrnoval 39
pacientil (29 muzti, 10 Zen, median véku v dobé diagné-
zy 58,9 let). Nemocni byli vySetieni v dobé diagnézy ne-
bo v pribéhu, resp. progresi onemocnéni. U vsech paci-
entl byl stanoven muta¢ni stav IgVH genu, hladina ex-
prese proteinu ZAP-70 a zastoupeni patologického klo-
nu (CD5+, CD19+, CD23+). Pomoci FISH a arrayCGH
byly mapovany delece oblasti 13q14.3. Metodou Q-RT-
PCR na bazi technologie TagMan sond byla méfena hla-
dina exprese miR-15a a miR-16-1. Z celkového poctu 39
pacientti byla metodou FISH nalezena delece 13q14.3
u 31 pacientl. U 18 pacienti byla pozorovana monoale-
licka delece. U 13 pacientil byla nalezena bialelickd de-
lece, kterd byla u 9 pacientl nalezena spole¢né s monoa-
lelickou deleci 13q14.3. Nebyla prokdzana signifikantn{
zavislost mezi normalizovanymi hodnotami exprese miR-
15a a miR-16-1 a muta¢nim stavem IgVH genu, hladinou
exprese ZAP-70, zastoupenim patologického klonu, sta-
diem onemocnéni dle Bineta a celkovym prezivanim.
Hodnoty exprese miR-15a a miR-16-1 se lisily, prestoze
spolu obé miRNA kolokalizuji v oblasti 13q14.3. Signi-
fikantné nizs§{ hodnoty exprese miR-15a byly zjistény
u pacientt s bialelickou deleci 13q14.3 (p=0,045). Znac-
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né sniZzend exprese obou miRNA byla detekovédna u pa-
cientl s bialelickou deleci pozorovanou ve vice nez 75
% bunék. Expresni profil miR-15a a miR-16-1 u pacien-
ti bez delece a s monoalelickou deleci 13q14.3 byl vel-
mi podobny. Vysledky nasi pilotni studie ukdzaly vyraz-
né sniZeni exprese miR-15a a miR-16-1 piedevsim u sku-
piny nemocnych s vyS$§im zastoupenim bialelické delece
13q14.3. Rozsifeni studie a sledovani dalSich genomic-
kych zmén pfinese podrobnéjsi informace o prognostic-
kém vyznamu a mozném vyuziti pro cilenou lécbu ne-
mocnych s CLL. Grantova podpora: LF-2011-006, MSM
6198959205, MSM 6198959216

LABORATORNI SEKCE

P41/ 1979.

Kultivace mesenchymovych stromalnich bunék

bez pritomnosti xenogennich proteinti vyuZitelna

pro klinické aplikace

Rychtrmocova Hana, Stehlik David, Veseld Romana, Pyt-
lik Robert, Trnény Marek

(1. interni klinika 1. LF UK, Praha a VFN, Praha; Dét-
skd a dospéld ortopedie a traumatologie 2. LF UK a FN
Motol, Praha)

Mezenchymové stromdlni bunky (MSC) jsou fibrob-
lastoidni buriky ziskané z kostni dfené kultivaci na ad-
herentnim povrchu. Vyznamnou vlastnosti MSC je je-
jich schopnost diferenciace do adipogenni, chondrogen-
ni ¢i osteogenni linie, do vaskuldrnich bunék ¢i bunék
podobnych B-burikdm pankreatu a neuronim. MSC jsou
standardné pripravovdny v kultivacnim médiu s fetdlnim
telecim sérem (FCS) po odstranéni neadherujicich bu-
nék. Pro ziskani dostate¢ného mnoZstvi bun¢k vhodnych
pro klinické uziti je potfeba kultury pasdZovat, coz je Ca-
sove narocné, neumoziuje kultivovaci bunék v uzavie-
ném prostoru a zvysuje riziko infekce. Navic FCS mi-
Ze predstavovat riziko nezadoucich imunitnich reakci,
virovych a prionovych pfenost nebo senescenci MCS.
Standardni protokoly tak nevyhovuji kriteriim spravné
laboratorni praxe (GMP) a pozadavkim Food and Drug
Administration (FDA). Dfive jsme publikovali ndmi vy-
vinutou techniku kultivace MSC v médiu schvdleném
pro klinické uziti (CellGroTM) s lidskym sérem (LS)
a lidskymi rekombinantnimi ristovymi faktory (inzulin,
L-askorbat, dexamethason, EGF, FGF , PDGF, MCSF)
a bez odstranovani neadherentni frakce. To umoziuje
bez pasazovani a bez vymén kultivacniho média béhem
14 dnt ziskat dostatek bunék pro in vivo podéni. Vybor-
né vysledky pfineslo srovndni metody s kultivaci v pa-
tentovanych komercné dodavanych uzavienych systé-
mech RoboFlaskTM. Cilem této prace byl dalsi rozvoj
kultiva¢ni metody smétujici k GMP. Testovali jsme vliv
absence nékterych z uvedenych suplementt. Darci MSC
byli pacienti s hematologickymi onemocnénimi podstu-
pujici rutinni diagnostickou trepanobiopsii. Vysledky -
celkovy pocet ziskanych adherentnich bunék a schop-

nost bunék tvofit kolonie (CFU-F) - jsme vztahovali
k bunkdm téhoz pacienta kultivovanym v médiu s LS
a kompletni sadou suplementti. U 7 pacientd jsme po-
stupné odebirali jeden suplement. Pfitomnost dexame-
tasonu byla nezbytnd, proto nebyl v dalSich experimen-
tech vynechdvan. U dalSich 8 pacientdl jsme testovali
vliv nepfitomnosti dvojice suplementti a nasledné u 9
pacientd vliv nepfitomnosti 4 nebo 5 suplementi. Ve 100
% pripadl byl pocet kolonif a adherentnich bunék opro-
ti kompletné suplementovanému médiu nizsi. Zjistili
jsme, zZe absence inzulinu a EGF nemad vliv na pocet
MSC a CFU-F. Dexamethasone, L-askorbét a FGF jsou
naopak pro rist bunék a tvorbu kolonii nezbytné. Nepfi-
tomnost PDGF (samotného ¢i v kombinaci s jinym su-
plementem) Casto vedla ke spontannf diferenciaci do adi-
pogenni linie. Podpofeno: MSM 0021620808.

P42/ 1968.

Detekce a kvantifikace klinicky dulezitych zygomycet
ve vzorcich BAL a tkani pomoci real-time PCR
Hrncifova Kristyna, Lengerovd Martina, Kocmanova Iva,
Racil Zdené€k, Volfova Pavlina, PalouSova Dita, Kalincova
Jana, Bejdak Petr, Toskova Martina, Winterova Jana, Wein-
bergerova Barbora, Rolencovd Monika, Mayer Jif{
(Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno; Oddéle-
ni klinické mikrobiologie, FN, Brno; Interni hematoonko-
logickd klinika LF MU a FN, Brno)

Uvod: Invazivni zygomykézy jsou zévaznou kompli-
kaci u hematoonkologickych nemocnych. Zdkladem pro
uspésnou lécbu je Casnd diagnostika a casné zahdjeni
cilené antimykotické 1écby. Vyznamnou ulohu ve zkva-
litnén{ diagnostickych postupt hraje rozvoj molekular-
né biologickych metod. Metody: DNA ze vzorkl na-
tivnich tkdni, tekutiny z bronchoalveolarni lavaze
(BAL) a ze zygomycetovych kultur byla izolovana po-
moci ZR Fungal/Bacterial DNA Kit (Zymo Research,
USA). DNA z tkani v parafinovych bloccich (FFPE) by-
la izolovdana pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (Qi-
agen, Némecko). Screening vzorki byl provadén PCR
metodou detekujici Siroké spektrum zygomycet vyuZzi-
vajici rozliSeni jednotlivych druh pomoci High Reso-
lution Melt (HRM) analyzy. Pro potvrzeni HRM vysled-
kG a pfesnou kvantifikaci zygomycetové ndloze ve
vzorku byly navrzeny real-time PCR metody vyuZiva-
jici primert a TagMan MGB sond specifickych pro jed-
notlivé druhy klinicky nejvyznamnéjsich zygomycet
(Rhizopus spp. (detekuje druhy microsporus a oryzae),
Mucor spp., Rhizomucor pusillus a Absidia corymbi-
fera (zde dvé metody detekujici geneticky odlisné dru-
hy Lichtheimia corymbifera a Mycocladus corymbife-
rus)). Vysledky: Specifickymi real-time PCR metoda-
mi bylo otestovdno celkem 63 vzorki BAL a 19 vzor-
ki tkani od hematoonkologickych nemocnych s pode-
zfenim na mykotickou infekci, dfive testovanych scre-
eningovou HRM metodou (z toho 1 vzorek BAL a 8
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vzorktll tkané HRM pozitivnich). Ze 42 vzorku testo-
vanych na Rhizopus spp. byl pozitivni 1 vzorek BAL
(1577 kopii/reakci) a 4 vzorky tkané (pramér 405 475
kopii/r), z 31 vzorku testovanych na R. pusillus pak 1
vzorek tkané (1014 kopii/r). Na A. corymbifera bylo
testovano celkem 5 vzorki, 2 vzorky tkané byly pozi-
tivni (pramér 78 946 kopii/r, oba L. corymbifera) a 1
slabé pozitivni (314 kopii/r, M. corymbiferus). Ze 40
vzorkd testovanych na Mucor spp. byly u nékterych za-
znamenané pouze hrani¢ni pozitivity ukazujici spiSe na
moznou kontaminaci. VSechny vysledky ziskané speci-
fickymi real-time PCR metodami korespondovaly s vy-
sledky screeningové HRM metody. Zavér: Prezentova-
nd metodika predstavuje jednoduchy a casové nendroc-
ny zptsob detekce a kvantifikace zygomycetové DNA
v klinickych vzorcich. Je vybornym ndstrojem pro kon-
firmaci vysledku ziskanych screeningovou HRM meto-
dou. Vzhledem k omezenym moznostem v diagnostice
invazivnich zygomykéz hraji molekuldrné-biologické
metody velmi vyznamnou roli. Tato prace byla podpo-
fena granty NS10442-3/2009, NS10441-3/2009 a FR-
TI2/254.

P43/ 1964.

Standardizované a akreditované postupy

v klinické prutokové cytometrii v souladu s normou
CSN EN ISO 15189

Luxova Alena, Tkacova Vlasta, Feixova Hana, Marinov
Turi

(Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha)

Akreditace a jeji ziskdni je v soucasné dobé ve zdra-
votnictvi stdle vice dilezit¢jSim dlouhodobym proce-
sem poukazujicim na odbornost a kvalitu poskytované
zdravotni péce daného zdravotnického zarizeni. Jedna
se o standardizaci, sledovani a vyhodnocovani zdravot-
ni péce, standardizaci fidicich a vnitfnich procest a sys-
tematické zvySovani drovné odborné péce. Na nasem
pracovisti mame v soucasné dobé 6 akreditovanych me-
tod. Procesy kontroly kvality, validace/verifikace
a akreditace neni mozno uvazovat samostatné, ale jako
jeden provazany celek. Vysoka kvalita laboratornich vy-
Setfeni je zajiSténa standardnimi operacnimi postupy
(SOP), moderni a vérohodnou pfistrojovou technologif,
pouzivanim certifikovanych souprav. Veskeré provade-
né laboratorni testy jsou verifikovdny/validovany a je
zaveden ucinny systém interni a externi kontroly kva-
lity. Mezi dulezité prvky osnovy pro tvorbu a piipravu
Standardnich opera¢nich postupii pro laboratorn{ vyset-
feni doporucené pro pripravu klinickych laboratofi
k akreditaci je mimo jiné povinny bod Charakteristika
spolehlivosti. Pod timto terminem se skryva relativné
Sirokd $kdla pojmi jako kalibrace a navaznosti, analy-
tické znaky, interference a zkfiZzené reakce. Nase labo-
ratof vénovala tomuto celku po mnoha konzultacich
s ndvaznosti na procesy tykajici se validace a verifika-
ce vsech akreditovanych metod pomérné dlouhé a slo-

Zité pripravy. V této praci uvddime vybrané vyznamné
akreditacni poZzadavky a mozna uskali, kterd bylo zapo-
trebi reflektovat v akreditacnim procesu pfi pripravé
SOP a verifika¢nich protokoli pro jednotlivé SOP.

P44 / 1962.

Pouziti panfungélni PCR pro prikaz ptivodce
mykotické infekce u galaktomannan pozitivnich
vzorki BAT a vzorku tkani od hematoonkologickych
pacientd s podezirenim na invazivni mykotickou
infekci

Palousova Dita, Lengerova Martina, Hrncifova Kristy-
na, Volfova Pavlina, Kalincova Jana, Bejdak Petr, Racil
Zden¢k, Kocmanova Iva, Mayer Jif{

(Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno; Interni
hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno; Oddéle-
ni klinické mikrobiologie, FN, Brno)

Uvod: Cilem této price bylo pomoci panfungélnich
PCR metod otestovat galaktomannan (GM) pozitivni (OD
index > 0,5) vzorky tekutiny ziskané bronchoalveolarni
lavazi (BAT) a vzorky tkané (nativni nebo fixované v pa-
rafinu), u kterych byla real-time PCR, specifickd na nej-
CastéjStho puvodce invazivnich mykotickych infekci
(IFD) Aspergillus fumigatus, negativni. Metody: Vycho-
zim materidlem byla DNA izolovand pomoci ZR Fun-
gal/Bacterial DNA Kitu (Zymo Research, USA) ze vzor-
ki BAT a tkani hematoonkologickych pacientti. Fungél-
ni DNA byla amplifikovdna pomoci 3 kvalitativnich pan-
fungdlnich PCR metod cilenych do méné konzervované
oblasti genu pro ribozomalni DNA (rDNA) ITS2 (inter-
nal transcribed spacer). PCR produkty byly nasledné klo-
novany do vektoru pomoci TA Cloning Kitu (Invitrogen)
za vzniku rekombinantnich plazmidd. Poté bylo izolova-
no a ndsledné sekvenovano 10 plazmidi od kazdého pa-
cienta. Ziskané sekvence byly porovnédny se sekvencemi
z databazi (PubMed) pomoci algoritmu BLAST, na zékla-
dé ¢ehoz byl urcen druh mikromycety. Vysledky: Celkem
bylo testovano 57 vzorkii GM pozitivnich BAT od 50 pa-
cientll, 7 vzorkd nativnich tkdnf a 4 vzorky tkan{ fixova-
nych v parafinu celkem od 7 pacientd s podezienim na
IFD nebo s histologicky prokdzanou mykézou. Nejcas-
t&ji byla nalezena DNA nepatogennich, tzv. prosttedovych
plisni - Cladosporium spp. u 50 % vzorkt (26 BAT/ 8 tka-
ni) a Penicillium spp. u 26 % vzorkl (11 BAT/ 1 tkan).
Provedenim real-time PCR specifické pro dany druh by-
la u téchto vzorkl zjisténa pouze nizkd kvantita fungalni
DNA. U 16 % vzorki (6 BAT/ 2 tkdn¢) byly nalezeny pa-
togenni druhy vldknitych hub — Aspergillus flavus, A. ter-
reus, Rhizopus microsporus a také pomérné vzacnd infek-
ce gastrointestindlniho traktu zpGsobena druhem Neos-
artorya pseudofischeri. U téchto etiologickych agens by-
la pomoci specifickych real-time PCR detekovéna vyso-
ka nédloz fungdlni DNA ve vzorku. Zavér: Panfungdln{
PCR je velmi piinosnou molekuldrni metodou, kterd mu-
Ze pomoci odhalit méné bézné druhy mikromycet zpiso-
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bujicich infekce u imunokompromitovanych pacientd.
Nicméné, pouziti nespecifickych primerti s sebou nese
zvySené riziko zachyceni b&Znych prostfedovych plisni,
coZ je u vzorkd tkani pravdépodobné zplisobeno neste-
rilni manipulaci pfi odbéru, u vzorkd BAT je pfi¢inou je-
jich detekce prirozeny vyskyt téchto agens v dychacich
cestach. Kvantifikace ndloze fungdlni DNA ve vzorku po-
moci real-time PCR umoznuje odlisit kolonizujici ¢i kon-
taminujici druhy hub od aktivné probihajici infekce.

P45/ 1961.

Detekce respiracnich viri véetné lidského
metapneumoviru v tekutiné bronchoalveolarni
lavaZe a nazofaryngealnich stérech

u hematoonkologickych pacientii pomoci
molekuldrné biologickych metod

Volfové Pavlina, Lengerova M., Palousova D., Bejddk
P.,Racil Z., Winterova J., Toskova M., Hrnéifova K., We-
inbergerova B., Mayer J.

(Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Internt
hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno; Interni
hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno)

Uvod: Respiraéni viry (RV) patii mezi b&Zné se vysky-
tujici patogeny, které u hematoonkologickych pacientt
mohou zptisobit infekce hornich a dolnich cest dychacich
se zavaznym prib&éhem. Metody: Spektrum RV testova-
nych na naSem pracovisti zahrnuje respiracné syncytial-
ni virus (RSV), parainfluenza virus 1-3 (PIV1-3), adeno-
virus 1-7 (AD1-7), influenza virus A, B (FLU A, B) a lid-
sky metapneumovirus (HMPV). Vychozim materidlem
pro detekci byla RNA izolovand z tekutiny bronchoalve-
olarni lavaze (BAT) a nazofaryngealnich stérd (NFS) po-
moci QIAamp Viral RNA Mini Kitu (Qiagen). Pro de-
tekci RSV, PIV 1-3, AD 1-7 byla optimalizovana kvali-
tativni multiplex reverzné - transkripéni PCR metoda (RT-
PCR). Vzhledem k predpoklddanému limitnimu mnozstvi
izolované virové RNA byla pouzita interni kontrola G¢in-
nosti izolace a vylouceni piitomnosti inhibitorii - RNA
rostlinného piivodu pfipravend metodou in vitro transkrip-
ce, kterd byla amplifikovadna v multiplex RT PCR Pro de-
tekci a naslednou kvantifikaci HMPV, RSV a FLU A, B
byly zavedeny kvantitativni real time PCR metody s pou-
zitim TagMan sond. Vyznamného urychleni detekce
a kvantifikace RSV a FLU A, B bylo dosazeno pouzitim
TagMan Fast Virus 1-Step Master Mixu (Applied Biosys-
tems), ktery umoziuje provést reverzni transkripci a am-
plifikaci v jedné reak¢éni smési ve velmi kratkém case. Vy-
sledky: V obdobi XII/04 — III/11 jsme analyzovaly 376
vzorkll - BAT/NFS (206/170) - ziskanych od 263 paci-
entd. Celkem byly detekovany v BAT/NFS ndsledujici pa-
togeny: RSV- 25 (12%)/29(17%), PIV 1- 2 (1%)/2(1%),
PIV 2 -1 (0,5%)/4(2%), PIV 3 -14 (7%)/5(3%), AD 1-7
- 1(0,5%)/1(0,6%), FLU A -17 (8%)/13(8%), FLU B —
2 (1%)/1(0,6%).V 10 pripadech (5 BAT/5 NFS) byla zjis-
téna soucasna koinfekce vzorku nékolika riznymi respi-
ra¢nimi viry. Ve stejném obdobi bylo retrospektivné otes-

tovano na pritomnost HMPV 174 vzorkt -BAT/NFS
(69/105) ziskanych od 114 pacientti - v§echny s negativ-
nim vysledkem. Zavér: Ackoliv jsou RV detekovany u he-
matoonkologickych pacientd pomérné Casto (pozitivita
zjisténa u 28% BAT a 29% NFS), pouze u velmi malé ¢as-
ti z nich jsou jedinym zachycenym ndlezem a suspektnim
vyvolavatelem infekce. Navic moznosti terapie (s vyjim-
kou FLU a AD) jsou omezené a je pouZivdna pouze symp-
tomatickd terapie. Vyskyt HMPV jsme u testovanych pa-
cientl neprokézali, nebyla tak potvrzena literarni data
o vysoké frekvenci vyskytu této virové infekce mezi he-
matoonkologickymi nemocnymi a rutinni vySetfovani ne-
ni tedy doporucovéno.

P46 / 1957.

Quality assessment of internet morphology education
project based on virtual microscopy

Faber Edgar, Juranova Jarmila, Lapcikova Anna, Szot-
kowski Tomas, Prochdzka Vit, Vondrdkova Jana, Papa-
jik Tomas, Indrdk Karel, Kajaba Viaclav, Bulikova Ale-
na, Hastka Jan, Kacirkova Petra, Matyskova Miloslava,
Mikulenkova Dana, Mustjoki Satu, Voglova Jaroslava, Zi-
ni Gina

(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc,
OKH FN a LF MU, Brno; Universitit Heidelberg,
Mannheim — Germany; OKH FNKV, Praha; UHKT , Pra-
ha; Helsinki University Central Hospital, Helsinki — Fin-
land; 2. interni klinika-OKH, FN, Hradec Krdlové; Uni-
versity Sacred Hearth, Roma — Italy)

Background New technologies has expanded educati-
on of microscopic morphology on internet. Virtual mic-
roscopy has enabled evaluation of whole microscopic
smears. Aims To assess the quality of virtual microscopy
internet project used for pregraduate education of medi-
cal students (www.e-hematologie.cz). Methods 7 experts
from the Czech Republic, Finland, Germany and Italy ha-
ve evaluated the pictures of cells and scans of marrow or
blood microscopic smears obtained by CellaVision DM
96 (Sysmex) and dotSlide system (Olympus). Results 94
cathegories of normal and pathologic cells on 1-5 pictu-
res including special stainings and 58 virtual scans of pe-
ripheral blood marrow aspirates in various hematologic
conditions were evaluated. Technical quality of pictures
was the most frequent finding (comments raised by 3 to
5 experts on proerythroblasts, promyelocytes, unmature
eosinophiles and basophiles; by 4 experts on quality of
special staining). Experts agreed on the need to exchan-
ge the provided picture or scan for a new one because of
poor selection in these cases of: mastocytes (6 of 7 ex-
perts); prolymphocytes (4/7); monoblasts, promonocytes,
megakaryoblasts, micromegakaryocytes (3/7). A better se-
lection of scaned smears was suggested by 3 experts in
cases of APL, AML with inv16, MDS and acute monob-
lastic leukemia. Scans more than one case of HCL and
CLL should be provided. Conclusions A very good level
of agreement between the authors of the project and ex-
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ternal auditors was achieved. Modern tools enabling vir-
tual microscopy have been confirmed as excellent or ve-
ry good for education of morphology (agreement among
all experts). Careful selection of the smears and appropri-
ate use of technologies may avoid scans and pictures of
inadequate quality. Implementation of unified morpho-
logy classification and links to other national and Euro-
pean projects are mandatory to further improve the qua-
lity of the project. The use of these ICT tools is nowadays
essential for a consensus morphological diagnosis, that
is mandatory in those hematological malignacies where
the identification and enumeration of abnormal cells still
remain mandatory for the diagnosis. Acknowledgement
Project was supported by the grant CZ.1.07/2.2.
00/07.0294 of ESF and state budget of the Czech Repub-
lic through the Operating program Education for Com-
petitiveness provided by the Czech Ministry of Educati-
on Youth and Sports of the Czech Republic.

P47 /1947.

Analyza télnich tekutin v hematologické laboratori
Juranova Jarmila, Vrbova Olga, Grycova Petra, Slavik Lu-
dék, Lapcéikova Anna, Kadlecova Jana
(Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Jako t€Ini tekutiny oznacujeme cerebrospindlni mok (lik-
vor), synovidlni a pleurdlni vypotky, peritonedlni a perikar-
didlni vypotky, bronchoalveoldrni lavaze atd. VySetfeni
slouzi pro rychlou diferencidlni diagnostiku. Lékar na pod-
kladé dodanych vysledkd mize odlisit, zda se jedna o in-
fekci, zanét, krvaceni ¢i nddorové onemocnéni. Na rych-
losti a pfesnosti interpretace ndlezu z4visi ¢asto i Zivot ne-
mocného. Mezi laboratorni vysetieni télnich tekutin (TT)
patfi kromé dalSich i cytologické vysetfeni standardné pro-
vadéné mikroskopicky. Zahrnuje stanoveni celkového po-
Ctu krevnich elementd a specifikaci buné¢nych typi. Sa-
motné stanoveni po¢tu leukocytl a erytrocytd, které se do-
posud provadi ve Fuchs-Rosenthalové komirce, nestaci pro
potvrzeni ¢i vylouceni diagndzy, ale je vychodiskem pro
rozhodovani o potfebé zhotoveni cytologickych prepara-
ti. Teprve piesné stanoveni bunéénych typi (cytomorfo-
logické hodnoceni bunék) umozni vyslovit diagnostické
podezieni. Vysetieni je Casove ndro¢né a vyzaduje pfitom-
nost specialisty pro cytologii. Nova generace hematologic-
kych analyzédtorti umozZiiuje provadét analyzu poctu krev-
nich elementt v TT snadn&ji. Metoda je validovana, rychla
a nevyzaduje specidlni preanalytickou pifipravu ani Skole-
ni obsluhy. Také stanoveni buné¢nych typl TT je mozné
provadét na automatech, které digitalné zpracovavaji cy-
tologické preparaty pomoci tzv. digitdlni morfologie. Spe-
cialista-cytolog muze diky specidlnimu softwaru prohliZet
a hodnotit cytologicky nélez i ze vzdaleného pocitace za-
pojeného v siti a konzultovat nilez nejen s lékafem indi-
kujicim vySetfenti, ale i s odborniky z jinych vzdéalenych
pracovist ¢i s experty ze zahrani¢i. Hovofime o éfe virtu-
alni mikroskopie. V nasi pilotni studii bylo vySetieno 210
vzorki likvoru od dospélych i détskych pacientl. Stano-

veni poctu leukocytti (bunicek) jsme nejprve provedli ve
Fuchs-Rosenthalové komirce a ndsledné na analyzatoru
Sysmex XE 5000. Vysledky jsme porovnali a statisticky
vyhodnotili. Obé metody se shoduji v hodnoceni (tj. pozi-
tivni/negativni vysledek) ve 183 pripadech (tj. 87% shoda).
Korela¢ni koeficient r = 0,716. Prace byla podpofena pro-
jektem CZ.1.07/2.2.00/07.0294, ktery je spolufinancovan
Evropskym socidlnim fondem a stitnim rozpoétem CR.

P48 / 1945.

Stanoveni minimalni reziduélni choroby u pacienti
s hematoonkologickymi onemocnénimi

Zejskova Lenka, Plachy Radek, Mazal Oldfich, Vydra
Jan, Kozak Tomas, Karas Michal, Koza Vladimir, Hora-
ek Jan, Zék Pavel, Pekova Sofia

(Laborator molekuldrni diagnostiky, Chambon, a.s., ¢len
skupiny Synlab Czech, Praha; Oddélent klinické hema-
tologie, FN Krdlovské Vinohrady, Praha; Hematoonkolo-
gické oddeleni, FN Plzeri; Oddéleni klinické hematologie,
FN, Hradec Krdlové)

Sledovani minimdlni rezidudlni nemoci (MRN) je da-
lezitym ndstrojem pro stanoveni lécebné odpovédi u he-
matoonkologickych pacientii. Metody pouZzivané pro sta-
noveni MRN musi spliiovat ndroky na potfebnou speci-
fitu a senzitivitu. V porovnani s jinymi dostupnymi labo-
ratornimi obory dosahuji metody molekuldrni biologie,
predevsim pak kvantitativni PCR v redlném case, vyraz-
né vyssi senzitivity (fddoveé 10-4 az 10-8), v zdvislosti na
typu molekuldrniho cile. V nasi laboratofi sledujeme
MRN u pacientd s riznymi diagnézami (ALL, AML,
CML, CLL, NHL a MM). To si vyzaduje, aby v dobé di-
agnodzy byly nalezeny vhodné cile pro prospektivni sle-
dovani MRN. U lymfoproliferativnich onemocnéni 1ze
s vyhodou pouzit unikatnich pfestaveb gent pro Ig (tj.
IgH, IgL, DH-JH) nebo TCR (TCRJ, TCRB). Tyto cile
poskytuji spolehlivy a dostatecné specificky cil. U fady
leukémif 1ze sledovat rekurentni chromozomalni prestav-
by, které koduji specifické fuzni transkripty (napf.
PML/RARa, variantni fize RARa, DEK/CAN,
AMLI/ETO, BCR/ABL, CBF/MYHI1). Kromé téchto
aberaci lze vyuZzit klon-specifickych mutaci u fady pro-
gnostickych marker(, asociovanych s leukemiemi (napf-.
mutace v genech NPM1, FLT3, WT1, TP53, MLL, cKIT,
CEBPa). Tyto markery predstavuji vhodné cile pro sle-
dovani MRN pokud obsahuji delece nebo inzerce v roz-
sahu alespori 3-5 nukleotidii. Bodové mutace jsou méné
vhodné. Vzdy je tfeba brat do uvahy, Ze se v nékterych
pripadech nejednd o primarni mutace, ale o sekunddrni,
které postihuji jen ¢ast klonu nddorovych bunék. Klonal-
ni evoluce obecné komplikuje pouZiti molekuldrné gene-
tickych cild pfi sledovani MRN. Cilem sdéleni bude pre-
zentovat nase zkuSenosti s riznymi markery pro sledo-
vani MRN a diskutovat o jejich vhodnosti v rutinn{ labo-
ratorni praxi.
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P49 / 1923.

Duplicitni hematologické malignity

- nalezy prutokové cytometrie

Novak Martin, Pikalova Zuzana, Prochazka Vit, Szot-
kowski Tomas, Pika Tomas

(HOK FN, Olomouc; IlI. INT FN ,Olomouc)

Vicecetné zhoubné nddory jsou onemocnénim postihu-
jicim 17,4 % muzi a 25,5 % Zen v produktivnim véku.
Na jejich vzniku se podileji jak vlivy iatrogenni (aktino-
terapie, chemoterapie), tak faktory vyplyvajici z biologic-
ké podstaty nddorovych onemocnéni (fragilita genomu,
chromozomalni aberace, chybné exprese kompetentnich
genll, alterace imunity, atd.) Na pracovisti prutokové cy-
tometrie HOK FN Olomouc jsme v letech 2008 — 2011
diagnostikovali 7 pfipadi duplicit hematologickych ma-
lignit. Jednalo se o 3 pripady soubéhu CML a B-CLL, 1x
MDS a B-CLL, 1 x MDS a B-CLL s pozdéjsi progresi
MDS do AML, 1 x mnohotny myelom s B-CLL, 1 x HCL
aB-CLL, 1 x AML a HodgkinGv lymfom. Pfevladajici za-
stoupeni B-CLL vyplyva z alterace imunity nemocnych
a z dlouhého trvani nemoci, kdy dochazi ke kumulaci on-
kogennich stimuld. Cytometrickd detekce nadorovych du-
plicit klade vysoké ndroky na kvalitu laboratorni préce.
Nezbytnou podminkou je zvladnuti metodiky vicebarev-
né prutokové cytometrie, kterd umoziuje odliSeni jedno-
tlivych nadorovych klont, vysoka droven mezilaborator-
ni spolupréace i spolupréce klinika a laboratofi. Je nutno
mit vZdy na paméti, Ze nalezeny nadorovy klon nemusi
byt jedinym ve vzorku pfitomnym. Podpofeno grantem
Univerzity Palackého v Olomouci LF-2011-006.

P50/ 1922.

Vliv DMSO na viabilitu stépu krvetvornych bunék
Novak Martin, Hordlkova Lenka, Pikalova Zuzana, Skou-
malova Ivana

(HOK FN, Olomouc)

Transplantace krvetvornych bunék ziistava jedinou ku-
rativni strategif v terapii mnoha hematologickych malig-
nit. Ne vzdy je mozZno nemocnému podat Cerstvy Stép,
v takovychto piipadech je nezbytnd konzervace hlubokym
zamraZzenim. Jednim z ukazatell kvality $tépu je jeho vi-
abilita, tedy procentudlni zastoupeni Zivych bunék.
K ochrané pred destruktivnim piisobenim krystalizace vo-
dy v bunkdéch je rutinné pouZzivana kryoprotektivni latka
dimethylsulfoxid (DMSO), kterd G¢inné zabranuje tvor-
bé krystalického ledu. Soucdsti naseho komplexniho vy-
Setfeni kvality St€pu je i stanoveni viability, které prova-
dime pomoci pritokové cytometrie za pouZit{ interkalac-
niho barviva 7-AAD. 7-amino aktinomycin neprochdz{
membranou zZivych bunék, umoziiuje tedy selektivni sta-
noveni bunék mrtvych. V naSem sledovani jsme porov-
ndvali viabilitu Cerstvého Stépu bez konzervacnich pii-
sad okamzité¢ po ukonceni separace se vzorkem chrané-
nym kryoprotektivni smési zamraZzeném v programova-
ném zamrazovaci Ice-Cube na teplotu -120°C a nédsledné
uloZeném na 24 hodin v kontejneru s tekutym dusikem

pri teploté -196°C. Viabilita Cerstvého Stépu byla signifi-
kantné vyssi (medidn 98,05 %; n = 23) nez viabilita §té-
pu po kryoprotekci a 24 hodinovém zamraZeni (median
69,1 %; n = 23). Dalsim sledovanim dlouhodobé zamra-
Zeného $tépu jiz nebyl zjistén signifikantni pokles viabi-
lity. Kryoprotektivam DMSO zjevné sniZuje viabilitu §té-
pu krvetvornych bunék. Zasadn{ otazkou naseho dalsiho
vyzkumu ztistava presnd identifikace mrtvych bunék, re-
spektive stanoveni viability nikoli Stépu jako celku, ale
predevsim CD34 pozitivnich progenitorovych bunék.
Predbézné vysledky totiz nasvédcuji tomu, Ze odolnost
CD34 pozitivnich bunék vici toxickému piisobeni kryop-
rotektiv je ve srovndni s ostatnimi bunikami vyrazné vys-
§i, coz odpovida dlouhodobym klinickym zkuSenostem
s UspéSnymi transplantacemi zamraZovanych $tépt chra-
nénych DMSO. Podporeno grantem Univerzity Palacké-
ho v Olomouci LF-2011-006.

P51/ 1884.

Morfologia periférnej krvi a pre-analyticka faza
Lipsic Tomas

(Klinika laboratornej mediciny, HTO — OUSA, Bratisla-
va — SK)

S rozvojom progresivnych technolégif sa zabudalo sté-
le viac, Ze predmeton spracovania/analyzy je biologicky
materidl a stav vzorky je primdrny a rozhodujtci pre spra-
vnu analyzu a hodnotenie. In vitro vySetrenia spractivaju
vzorku “vynati“ z prirodzeného prostredia a v novom
prostredi je vystavend mnozstvu “nefyziologickych® vply-
vov. DIhé roky sa predpokladalo, ze ak su krvny
obraz/morfoldgia periférnej krvi rutinne vysetrené do 3-
4 hodin po odbere vzorky a st transportované/skladova-
né pri teplote 20-22°C — nedochddza k vyznamnej zme-
ne kvantity a kvality hodnotenych parametrov. Dokonca
tieZ sa tradovalo, Ze ¢asovy faktor azZ do limitu 24 hodin
nie je rozhodujuci pre obdrZanie relevantnych hodnot he-
matologického vySetrenia periférnej krvi. Ukazalo sa zZe
predpoklady, ako aj povodna logistika uz nie st pravdou
a realitou ani pre analyzdtorové vySetrenia, ale menovite
pre vysetrenia morfologické. V poslednych rokoch cent-
ralizacia klinickych laboratérii (CoreLab) dramaticky
zmenila logistiku a teda ¢as medzi odberom vzorky a jej
numerickym aj morfologickym vySetrenim, ako aj pod-
mienky transportu/skladovania vzoriek. Zna¢nd Cast’ vzo-
riek je transportovand v dlhsich ¢asovych intervaloch ale-
bo aj na dlhé vzdialenosti. Takato pre-analyticka faza, po-
kial’ nie je adekvatne limitovana a je bez kontroly teplo-
ty prostredia/vzoriek sposobuje zmeny a poskodenie bu-
niek a ndsledne znehodnocuje vysledky analyz. Obvyklé
zmeny morfoldgie spdsobené ¢asovou/teplotnou expozi-
ciou (pri 20°C): Erytrocyty: makrocytdza, sférocytdza,
poikilocyty, schistocyty, krenované bunky . Leukocyty
vSeobecne: kondenzicia a fragmentdcia chromatinu, lo-
buldcia jadier, tenké/dlhé interlobarne mostiky, fragmen-
tacia cytoplazmy. Granulocyty: zvéacSenie, porucha mem-
brany, degranuldcia, vakuolizdcia, apoptdza . Trombocy-
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ty: degranuldcia, makro-Tr, nizké hodnotenie Zmeny
sposobené dlhym alebo nespravnym skladovanim/tran-
sportom vzoriek krvi moZe potencovat’ uz pritomnd pa-
toldgia buniek (a naopak) a mozu viest’ tak k numerickym
ako aj morfologickym vyraznym artefaktom a ndsledne
k nespravnym udajom/analyzam. To mdZe byt pricinou
nespolahlivych vysledkov, interferencii s klinickou diag-
nézou, poskodenia pacienta a v kone¢nom doésledku aj
zvysenia ndkladov na zdravotnu starostlivost’. Jednoznac-
ne sa nastoluje potreba Standartizovat’ pre-analyticku fa-
zu pre hematologické vysSetrenia periférnej krvi a stano-
vit' limity pre ich transport/skladovanie.

MNOHOCETNY MYELOM

P52/ 2080.

Prognosticky vyznam morfologického hodnoceni
nadorovych bunék u mnohocetného myelomu
Al-sahmani Mohammed, Trnavska Irena, AntoSova Mo-
nika, AntoSova LibuSe, Kissova Jarmila, Kaisarova Pet-
ra, Adam Zdenék, Bulikova Alena, Penka Miroslav, Ha-
jek Roman

(Laborator experimentdlni hematologie a bunécné imu-
noterapie, Oddélent klinické hematologie, Fakultni ne-
mocnice, Brno; Babdkové vyzkumné centrum - Ceskd my-
elomovd skupina, ILBIT, LF MU, Brno, Interni hemato-
onkologickd klinika, FN Brno a LF MU, Brno; Oddéleni
klinické hematologie, FN, Brno)

Material a metody: Do analyzy byly zarazeny dvé sku-
piny nemocnych s MM. Prvni skupinu tvorilo 45 nové di-
agnostikovanych nemocnych s MM., ktef{ podstoupili pri-
molécbu thalidomidem (skupina T). Druhou skupinu ne-
mocnych zahrnovalo 86 nemocnych v prvnim
relapsu MM bez autologni transplantace kostni dfen¢, kte-
i byli 1éCeni protokoly s thalidomidem a bortezomibem
(Velcade) v riznych kombinacich (skupina B). Bylo hod-
noceno procentudln{ zastoupeni podtyptt PB v kostn{ dfe-
ni na zakladé progresivni analyzy nukleolu, chromatinu
a nukleoceluldarniho poméru (N/C). Kombinace téchto ti{
prvku vytvaif osm podtypt POOO-P111 a ¢tyfi subklasifi-
kace plazmatickych bunék. Vysledky: Zralé PB (P00O,
P001) byly nalezeny u 53,3 % (sk.T) a 53,5 % ( sk.B)
nemocnych; proplazmocyty I (P010, PO11, P100) u 22,2
% (sk.T) a 244 % (sk.B) nemocnych; proplazmocyty II
(P101,P110) u 22,2 % (sk.T) a 22,1 % (sk.B) nemocnych
a plazmablasty P111 u 1,0 % ( sk.T) a 0 % (sk. B). Ne-
mocni podstupujici primolécbou maji statisticky vyznam-
ny vztah mezi proplazmocyty II P110 a celkovou 1éceb-
nou odpovéedi (p = 0,033) Nemocni skupiny B s hodno-
tou zralych PB P0O0O pod 10 % ma mnohem kratsi medi-
an preziti oproti ostatnim skupindm pii rozdéleni dle kvar-
tild (37,7 mésicu vs. 62,9 mésictu vs. 89,8 mésict a vs.
88,8 mésici; p = 0,044). Podobné byl rozdil pfi analyze
zralych BP POO1 pfi rozdéleni dle tercild (medidn 39,2
mésict, 69,5 mésict a 89.3 mésict; p=0,032). Nemocni

vy

s vy$3i infiltraci proplazmocyti I PO10 nez medidn 15 %

méli kratsi preziti (medidan OS 50,3 mésict vs. 74,9 mé-
sicti; p=0,024) a totéz platilo pro hodnoceni proplazmo-
cytd IT P110 (medidn OS 41,3 mésicu vs. 74,9 mésicu;
p=0,011). Korelace skupiny nemocnych (sk.T) ve 3. sta-
diu dle ISS ve srovndni s 1. a 2. stddiem dle ISS vykazu-
je trend, kdy byly nalezeny vyssi hodnoty proplazmocy-
ta I P110 (medidn 22,0 vs. 13,0; p = 0,055). Zavér: Mor-
fologické hodnoceni nebo spiSe ¢iselné hodnoceni plaz-
matickych bunék v kostni dieni stédle ztistavd zdkladnim
diagnostickym kritériem MM i v dobé genomickych, pro-
teomickych a cytomickych analyz. Pfesnéjsi morfologic-
ké hodnoceni 8 subtypid plazmatickych bunék v kostn{
dfeni prinasi vyznamné prognostické informace a jsou ne-
zbytné pro zpracovani protokolll s pouZitim imunomo-
dula¢nich a inhibitorti proteasomu 1€kt a diky niZ byla jiz
dfive prokdzana statistickd vyznamnost v éfe konvencni
chemoterapie a autolognich transplantace. Podpoteno pro-
jekty: MSMO0021622434, L.C06027, NS10387, NS10408
a NS10406.

P53/ 1999.

Analyza fenotypu plazmocyti a korelace

s cytogenetickymi a morfologickymi nalezy

u mnohocetného myelomu

Kovarova Lucie, Suska Renata, AlI-Sahmani Mohamed,
Varmuzova Tamara, Zarbochova Pavla, Greslikova Hen-
rieta, Némec Pavel, BureSova Ivana, Kupska Renata, Mut-
hu Raja Karthick Raja, Stossova Jana, Mikuld$ova Ane-
ta, Kuglik Petr, Penka Miroslav, Hdjek Roman
(Oddélenti klinické hematologie, FN, PMDYV, Brno; Inter-
ni hemato-onkologickd klinika, FN, PMDV, Brno,; Babd-
kiiv vyzkumny institut, LF MU, Brno)

Uvod Mnohoéetny myelom (MM) je charakterizovén
pfitomnosti malignich plazmocytl (PC), které jsou fe-
notypové velmi riznorodé. Fenotyp PC muZe odpovidat
pritomnosti ur¢itych genetickych abnormalit a/nebo
morfologickych podtypt, coZ znamend, Ze exprese vy-
branych markerti by mohla souviset s prognézou paci-
enta. Cil Analyza vztahu mezi antigennim profilem, cy-
togenetickymi aberacemi a morfologii PC u pacientt
s MM. Pacienti a metody Bylo analyzovdno 134 nové
diagnostikovanych nelécenych pacientti s MM, medidn
véku 67 let (38-88). PC byly pritokovou cytometrif
identifikovany jako CD38+CD138+ buiky kostni dfené
a na téchto byla ddle studovana exprese znaki CD19,
CD20, CD27, CD28, CD56 a CD117. V ramci separo-
vanych PC byly pomocf interfazni fluorescen¢ni in situ
hybridizace  (FISH) analyzovany del(13)(ql4),
del(17)(p13), IGH disrupce, t(4;14)(p16.3;q32), zisk
1g21 a hyperdiploidie. Morfologickd analyza subtyput
PC byla zaloZena na progresivni analyze jadra, jader-
ného chromatinu a poméru jadro/cytoplazma (N/C). Vy-
sledky Median PC byl 15,5% (0,1-80,4). Klondlni
CD19+ PC byly nalezeny u 1 pacienta s del (13)(q14),
zatimco exprese CD56 byla zjisténa u 79,1% (106/134)

vy

pacientl a korelovala s niz$i expresi CD20 a CD28
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(p<0,001). CD56+ PC odpovidaly castéji proplazmocy-
tim typu II a naopak CD56- PC vétSinou odpovidaly vy-
zralej$im formam plazmocytl. Exprese CD20 na PC by-
la nalezena u 8,2% (11/134) pacientli a vyznamné ko-
relovala s vyssi expresi CD28, CD117 a nizsi expres{
CD56. PC exprimujici CD20 byly prekvapivé vyzrilej-
§1 nez CD20- PC. Pacienti s vy$$im zastoupenim CD56+
PC méné exprimovali znak CD27 (p <0,001) a naopak
CD27+ PC odpovidaly zralej§im formdm plazmocytu.
Exprese CD28 na PC byla nalezena u 24,6% (33/134)
pacientl a korelovala s expresi CD20. Nepfitomnost
CD28 na PC korelovala s ndlezem proplazmocyti I a II
typu Castéji nez u CD28+ PC. Pritomnost CD117+ PC
byla zjisténa u 31,3% (42/134) pacient a korelovala
s hyperdiploidii [41,0% vs. 0,0%, p<0,05], naopak chy-
béni CD117 na PC odpovidalo del(13)(q14) [34,0% vs.
1,2%, p<0,01]. Shrnuti/Zavér Plazmatické bunky jsou
velmi riznorodé, co se tyce fenotypového, cytogenetic-
kého a morfologického profilu. Ukazuje se, Ze znak
CD117 (resp. jeho pozitivita a/nebo negativita) je jedi-
nym ukazatelem odpovidajicim chromozomalni abnor-
malité, zatimco jednoznacna spojitost s morfologii pro-
kézéna nebyla. Podpofeno GACR 301/09/P457, MSMT
LC06027, MSMO0021622434,IGA 10408-3, IGA 10406-
3, IGA 10207-3 a GACR P304/10/1395 granty.

P54/ 1974.

Prinos projektu ¢asného zachytu mnohocetného
myelomu — Projekt CRAB

Straub Jan, gpiéka Ivan

(1. interni klinika - klinika hematologie VFN a 1.LF-UK,
Praha; Ceskd myelomovd skupina)

Mnohocetny myelom patii mezi nemoci s velmi vari-
abilnimi inicidlnimi projevy. Svoji incidenci cca 4 paci-
enti/100.000 obyvatel se fadi mezi vzdcnd onemocnéni.
Inicidlni projevy mnohocetného myelomu privadi vétsi-
nu pacient do ambulanci jak praktickych 1ékari, tak dal-
Sich specialistil z fad neurologti, ortopedu, fyzioterapeu-
ti, nefrologd, ¢i revmatologti. Prestoze 1écebné vysledky
se diky moderni 1é¢bé u MM stdle zlepsuji, stdle je zdsad-
nim faktorem vcasnost diagézy. Toto plati zejména ve
vztahu ke kvalité Zivota téchto nemocnych. Diky v¢asné
diagnéze lze predejit irreverzibilnim komplikacim neuro-
logickym, rendlnim &i kostnim. Priizkum provadény v CR
v roce 2007 prokazal, Ze az 39% pacientl bylo odesldano
k hematologovi pozdé, 21% mélo neurologicky deficit,
37% patologickou frakturu a 8% bylo pti diagnéze MM
v dialyzacnim programu pro rendlni selhani na podkladé
myelomové ledviny. Proto Ceskd myelomova skupina vy-
tvorila edukacni projekt cileny na Iékafe primarniho kon-
taktu s cilem tuto situaci zlepsit. V letech 2007 — 2010
probéhla rozsahld edukacni kampan formou semindfa,
prednasek na kongresech, ¢i e-learnigovych prezentaci.
V roce 2010 probihala v CR druhd vlna Setfeni vEasnos-
ti zdchytu MM pomoci pacientskych dotaznikl s nasled-
nym lékafskym vyhodnocenim. Celkem bude vyhodno-

ceno cca 160 dotaznikd nemocnych s nové diagnostiko-
vanym myelomem v roce 2010. V dob¢ zaslani abstrak-
tu probihd analyza. Findlni vysledky budou prezentova-
ny formou posteru se srovnanim vysledki z roku 2007.

P55/ 1966.

Detection of new protein alterations in human
B-lymphoblastoid cell line ARH-77 after bortezomib
treatment

Potd¢ova Anna, Stossovd Jana, Zahradovéa Lenka, Zao-
ralovd Romana, BureSova Ivana, Zdrahal Zbyné¢k, Hajek
Roman

(Babdkiiv vyzkumny institut, Lékarskd fakulta, MU, Brno;
Interni hematoonkologickd klinika FN, Brno; Oddéleni
funkéni genomiky a proteomiky, Ustav experimentdlni bi-
ologie, PFF MU, Brno)

Targeting the ubiquitin-proteasome pathway with pro-
teasome inhibitor bortezomib has emerged as a promising
approach for treatment of several malignancies. To app-
roach complex mechanisms of apoptosis and cell death,
we performed a proteomic screen using combination of
two dimensional gel electrophoresis and tandem mass
spectrometry to evaluate the protein determinants that
confer sensitivity to bortezomib (Velcade®). Due to the
importance of proteasome in multiple cellular processes,
activation or inhibition of the proteasome is expected to
affect many vital cellular functions. We have identified
a number of protein alterations that belong to multiple cel-
lular pathways mainly orchestrating programmed cell de-
ath in ARH-77 cells after bortezomib treatment: Borte-
zomib significantly decreased levels of proteins involved
in proteasome degradation process and in protein and nuc-
leotide synthesis, including Ki nuclear autoantigen, gua-
nine monophosphate synthetase and lysyl-tRNA synthe-
tase. We observed also downregulation of L-lactate de-
hydrogenase, Cu/Zn-superoxide dismutase and expressi-
on increase of glycerol-3-phosphate dehydrogenase - spe-
cific aspects of altered mitochondrial homeostasis and ly-
sosomal-mediated degradation of mitochondria. Mito-
chondrial impairment is associated with increased produc-
tion of reactive oxygen species and oxidative damage of
cell. Bortezomib also affects other cellular processes, such
as regulation of protein stability, response to stress stimu-
li (heat shock proteins) and cytoskeletal structure (actins).
Many of identified proteins in this study have not been
reported in direct connection with bortezomib treatment
yet. On the other hand, the summary outcome resulting
from the known biological functions of these proteins cor-
relates with the data published in earlier studies and pro-
posed mechanism of bortezomib. This work was suppor-
ted by grants of The Ministry of Education, Youth and
Sports: LC06027, MSM0021622434 and by the IGA pro-
ject of Ministry of Health of the Czech Republic
NS10408, NS10387.
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P56 / 1955.

Nestin — prognosticky a myelom-specificky marker
pro mnohocetny myelom?

Svachova Hana, Pour Ludk, Kovafova Lucie, Zaoralo-
vd Romana, Stossova Jana, Sablikovd Barbora, MuZiko-
va Jana, Hijek Roman

(Babdkiiv vyzkumny institut, Lékarskd fakulta MU, Br-
no; Interni hemato-onkologickd klinika, Fakultni nemoc-
nice, Brno; Laboratoi experimentdlni hematologie a bu-
nécné imunoterapie, Oddéleni klinické hematologie, Fa-
kultni nemocnice, Brno)

Uvod: Protein nestin je povaZzovén za charakteristicky
marker multipotentnich prekurzort pfitomnych v embryo-
ndlnich a fetdlnich tkdnich. Exprese nestinu byla detekova-
na v mnoha solidnich nadorech a je povazovana za vhodny
diagnosticky a prognosticky ukazatel malignity a potenci-
alni marker nadorovych kmenovych bunék solidnich nado-
rd. V nasi predchoz{ praci jsme jako prvni detekovali pro-
tein nestin ve zralych CD138+38+ plazmatickych burnkach
(PC) mnohocetného myleomu (MM). Statistickd analyza
prokazala signifikantni rozdily mezi pacienty s MM a kon-
trolni skupinou. Tyto pilotn{ vysledky naznacuji, Ze nestin
nepochybné zasluhuje nasi pozornost a objasnéni jeho role
v patogenezi MM. Cilem této prace bylo analyzovat vztah
mezi expresi nestinu v CD138+38+PC a pritomnosti cyto-
genetickych abnormalit v CD138+PC. Podcilem préce by-
lo ovéfit roli nestinu jako mozného myelom-specifického
markeru CD138+PC u MM. Metody: Do analyzy bylo za-
fazeno 68 pacientd s MM (35M/33Z; median v&ku 68 let).
Mononukledrni bunky kostni dfené¢ (KDMNC) byly analy-
zovéany pomoci 3-barevné priitokové cytomerie. Exprese ne-
stinu byla hodnocena jako procento nestin-pozitivnich PC
(%Nes+PC) a pomoci medianu fluorescencni intenzity
(MFI). Pritomnost cytogenetickych aberaci — del(13q14),
del(17p53), IgH disrupce, zisk 1q21 a hyperdiploidie (HY)
— byla hodnocena metodou interfazni FISH. Rozdily v ex-
presi nestinu mezi pacienty s/bez cytogenetické aberace by-
ly hodnoceny neparametrickym Mann-Whitney testem.
Kvalitativni hodnoceni exprese nestinu bylo provedeno me-
todou western blot u 7 pacientit v CD138+PC a CD138-
KDMNC. Vysledky: Flowcytometrie: pacienti s MM m¢éli
medidn % Nes+PC 27.6% (rozsah, 0.0%-98.9%) a median
MFI 4.2 (rozsah, 1.8-86.7). Statistickd analyza prokazala sig-
nifikantn{ rozdily v %Nes+PC (p<0.001) a MFI (p<0.001)
mezi skupinami 1q21-pozitivni a 1q21-negativni (p<0,001),
a v MFI (p=0,014) mezi skupinami HY-pozitivni a HY-ne-
gativni. Western blot: exprese nestinu byla potvrzena u 7
vzorkl v CD138+PC a vylou¢ena v CD138-KDMNC. Za-
vér: Vysledky nasi price prokdzaly, Ze vysoké procento
Nes+PC i hladiny nestinu jsou asociovény se ziskem 1q21,
naopak nizké hladiny nestinu byla spojeny s hyperdiploi-
dii. Exprese nestinu nebyla prokdzdna v CD138-frakci
KDMNC. Tyto vysledky indikuji, Ze nestin by se mohl stat
novym prognostickym parametrem asociovanym s nepiiz-
nivou progndézou a specifickym markerem CD138+PC
u MM. Grantové podpora: MSMT CR LC06027, MSMO002-
1622434; GACR P304/10/1395; IGA NS10406, NS10207.

P57 /1935.

Vybrané jednonukleotidové polymorfizmy spojované
s rizikem vzniku Zilni tromboembolie u pacientd
s mnohocetnym myelomem lécenych thalidomidem
Almasi Martina, Sevéikova Sabina, Slaby Ondfej, Kai-
sarova Petra, Maisnar Vladimir, Penka Miroslav, Pika To-
mas, Pour Ludék, Radocha Jakub, S¢udla Vlastimil, Své-
chova Hana, Hdjek Roman

(Babdkiiv vyzkumny institut, LF, MU, Brno; 2. Interni kli-
nika - oddélent klinické hematologie, FN, Hradec Krdlo-
vé; Oddeéleni klinické hematologie, FN, Brno; II1. interni
klinika - nefrologickd, revmatologickd a endokrinologic-
kd, FN, Olomouc; Interni hematoonkologickd klinika, FN,
Brno; Interni hematoonkologickd klinika, FN, Brno;
LEHABI, oddéleni klinické hematologie, FN, Brno)

Uvod: Castym vedlejsim ti¢inkem 1é¢by thalidomidem
u nemocnych s mnohoc¢etnym myelomem (MM) je Zilni
tromboembolie (VTE). V nasi retrospektivni studii jsme
analyzovali kandidatni jednonukleotidové polymorfizmy
(SNPs) - CINP (rs7011), CETP (rs289747), ALDHIALI
(rs610529), CDKNI1A (1s3829963), GAN (rs2608555),
ALDHI1AT1 (rs168351) a VEGF (rs699947), které byly
identifikovany ve velké celogenomové asociacni studii, do
které byly kandidatni SNPs vybrany na zakladé projektu
,.Bank On A Cure* (3404 SNPs). Autofi této studie vytvo-
fili klasifikacni strom sestaveny z téchto polymorfizmi
k predpovédi rizika vzniku VTE u MM pacienti, lé¢enych
thalidomidem. Metody: Genomovd DNA byla izolovana
z periferni krve pomoci MagNA Pure DNA izoldtoru (Ro-
che). Genotypy téchto polymorfizmu byly testovany po-
moci TagMan real-time PCR alelické diskriminace u 111
nemocnych s MM (58 Zen / 53 muZzd). VSichni nemocni
byli 1éceni thalidomidem, pfi¢emz 85,6 % (95/111) bylo 1é-
¢eno rezimem CTD (cyklofosfamid, thalidomid, dexame-
tazon), u vSech byla poddvana tromboprofylaxe nizkomo-
lekuldrnimi hepariny (LMWHs). Hardy-Weinbergova rov-
novaha (HWE), byla testovana u kazdého polymorfizmu
pomoci testu k2. Pro statistické analyzy byl pouZit model
logistické regrese k vyjadfeni poméru Sanci (ORs, odds
ratio) a 95% intervalu spolehlivosti (CI). VSechny testy by-
ly provedeny na 5% hladiné vyznamnosti. Vysledky: Ne-
potvrdili jsme schopnost klasifika¢niho stromu predpové-
dét riziko VTE na nasem souboru nemocnych, do kterého
bylo zarazeno 19 % (21/111) nemocnych s trombézou 1¢é-
Zenych v centrech Ceské myelomové skupiny — FN Brno,
Olomouc a Hradec Kralové. Nicméné u nemocnych s trom-
bézou jsme nalezli statisticky vyznamné vyssi frekvenci
genotypu AC v genu CDKNIA (429 % vs. 16.7 %;
ORs=3.64) v porovnani s genotypem CC (p=0.015). Ne-
mocni s kombinovanym genotypem AG plus GG v genu
CETP méli 2,73 krat (95%CI: 0,91-8,13) vyssi riziko vzni-
ku VTE neZ nemocni s genotypem AA, tyto vysledky, stej-
né jako polymorfizmy ostatnich gend, vék a pohlavi paci-
entl nemély statisticky vyznamny vliv na riziko vzniku
VTE. Zavér: Dals{ studium genetickych polymorfizmu spo-
jenych s vyskytem trombdézy miize napomoci k efektiv-

Vv vy

néjsim a raciondlnéjSim profylaktickym opatfenim této
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komplikace 1é¢by u pacienti s MM. Podporovino:
LC06027, MSMT0021622434, NT11154

P58/ 1905.

Modifikované davkovanie rezimu VMP
(bortezomib+melfalan+prednizén) u pacientov

s mnohopocetnym myelémom (MM)

Masarova Katarina, Mistrik Martin

(Klinika hematolitogie a transfuzioldgie, Univerzitnd
nemocnica, Bratislava — SK)

Ciel’: stanovit’ G¢innost’ a bezpecnost’ modifikovaného
rezimu VMP (Velcade + Melfalan + prednizon), s poda-
nim boretezomibu 1x tyZdenne u pacientov s MM ne-
vhodnych na transplantdciu. Metddy: podl'a SPC sa bor-
tezomid v reZime VMP podéva v davke 1,3 mg/m 2 v pr-
vych 4 cykloch 2x tyzdenne a v nasledujicich 5 cykloch
1x tyzdenne pocas 9 Sesttyzdnovych cyklov. VMP rezim
dosiahol ORR 71%, CR 30%, PR 41%. V roku 2008 bo-
la publikovana Studia s modifikovanym poddvanim bor-
tezomibu v rezime VMP, ktory sa podédval pocas 9 pat-
tyzdnovych cyklov v davke 1,3 mg/m? 1x tyzdenne. Pri
tejto zmene U¢innost’ zostala zachovand (ORR 81%, CR
21%), avsak vyskyt neziadicich uc¢inkov sa vyrazne zni-
zil : polyneuropatia (PN) 3/4 z 13% na 2=,pocet preruse-
ni liecby bol 10%. Publikované vysledky nés viedli k po-
ddvaniu VMP rezimu v pat’ tyzdnovych cykloch s poda-
nim bortezomibu. 1x tyzdenne (1,3mg/m? v den 1, 8, 15,
22), melfalanu 9mg/m? a prednizénu 60 mg/m? v diioch
1-4. Vysledky: od aprila 2009 sme zozbierali stibor 30 pa-
cientov, medidn linii predchadzajicej liecby 3. V sucas-
nosti hodnotime 25 pacientov , ktorf absolvovali minimal-
ne 4 cykly liecby. Dosiahnuté vysledky: ORR 58%, CR
29%, PR 29%. Nezaznamenali sme PN 3 /4 stupna, he-
matologicku toxicitu 3/4 stupna, ¢i predcasné ukoncenie
liecby kvoli neziadicim dc¢inkom. Medidn poctu poda-
nych cyklov bol 8, priemer 6,9. Zaver : Na zdklade naSich
skdsenosti mozeme potvrdit’ icinnost’ modifikovaného
davkovania VMP rezimu u MM pacientov nevhodnych
na transplantdciu pri minimalizdcii neZiaducich tcinkov
3/4 stupnia a prerusenia lieCby.

P59 /1976.

Cast nephropathy and acute renal failure - recovery
of renal function with bortezomib based therapy and
Theralite® membrane heamodialysis.

§piéka Ivan, Polakovi¢ V., Svéra F., Straub J., Trnény M.,
Lopot F.

(1st Medical Department — Clinical Department of Haema-
tology, First Faculty of Medicine, Charles University in Pra-
gue and General Teaching Hospital. Prague; Department
of Nephrology, First Faculty of Medicine, Charles Univer-
sity in Prague and General University Hospital, Prague)

Up to 50% of newly diagnosed multiple myeloma
(MM) patients can present with renal insufficiency, 20%

with severe renal impairment and 10% requiring dialy-
sis. Bortezomib with high-dose dexamethasone is consi-
dered as the treatment of choice for such patients. More-
over, extended hemodialysis using a high cut-off dialy-
zer (HCO-HD) is a novel method which removes large
quantities of free light chains in patients with multiple my-
eloma. This is the first report of the effect of the combi-
nation of chemotherapy and HCO-HD on serum free light
chain concentrations and renal recovery in patients with
myeloma kidney (cast nephropathy) and dialysis-depen-
dent acute renal failure in Czech republic. Case report: 50
year old woman was diagnosed with multiple myeloma
(MM) with a severe renal insufficiency. She was started
on therapy by Velcade® + dexamethasone per establis-
hed protocol, planned for 4 cycles, finished by autologous
stem cell transplantation. Within one week her kidney
function crashed - she developed uremic symptoms and
blood biochemistry showed progression to renal failure
(urea 55 mmol/l, Cr 968 umol/l ). Urgent HD was star-
ted but she remained oligo-anuric for next several we-
eks. High free light chain kappa (FLC-x) concentration
was detected (1352.5 mg/l, normal range 3.3-19,4), sug-
gesting negative impact of light chain production on wor-
sening of her kidney function. In this setting, we decided
to introduce Theralite® dialysers (Gambro Dialysers Gm-
bH, Hechingen, Germany) to facilitate free light chain re-
moval to restore renal function, if possible. She was dia-
lysed 3 times a week (6-6-5 hours), the Velcade® admi-
nistration was scheduled always shortly after her HD to
minimize drug removal. Her chemotherapy course was
uncomplicated and since the 2.cycle 50 mg of cyclop-
hosphamide daily was added to increase suppression of
light chain production. After a month of this combined
therapy patient started to restore significant diuresis and
slowly increasing renal function. After 15 weeks of com-
bined chemotherapy + Theralite® membrane HD, her kid-
ney function reached Crr 0,32 ml/s (19,2 ml/min) and we
were able to stop renal replacement therapy. In this case,
decrease in serum FLC-@ concentrations and recovery of
renal function is likely to be a combined effect of both
chemotherapy and Theralite® membrane HDs.

P60 / 1917.

Association of mitotic genes expression

and centrosome amplification in multiple myeloma
Dementyeva Elena, Sevcikova Sabina, Kryukov Fedor,
Nemec Pavel, Kuglik Petr, Hajek Roman

(University Research Centre, Czech Myeloma Group, Ba-
bak Research Institute, Masaryk University, Brno; Labo-
ratory of Molecular Cytogenetics, Department of Gene-
tics and Molecular Biology, Institute of Experimental Bi-
ology, Masaryk University, Brno)

Introduction: Centrosome amplification (CA) may le-
ad to genomic instability of malignant plasma cells in
multiple myeloma (MM). Study objective was to evalu-
ate association of CA with expression of genes control-
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ling centrosome duplication. Methods: Centrin number
was used to define presence of CA in PCs (CD138+)
of MM patients: more than 4 signals were considered to
be positive. Samples with =10% of PCs with >4 fluores-
cence signals of centrin were considered CA positive.
18 MM patients were evaluated for CA in PCs. The pati-
ents’ characteristics were: males/females 9/9, median age
of 69 years, newly diagnosed and relapsed patients. qRT-
PCR (6 CA positive vs 12 CA negative patients) were per-
formed on PC focusing on chosen genes. Results: Gene
expression analysis showed significant increase in relati-
ve quantification coefficient R of following genes (data
presented as median [range]): AURKA 0.11 [0.02-0.26]
vs 0.34 [0.11-0.9], PCNT 0.51 [0.11-1.52] vs 1.84 [0.51-
3.20] and TACC3 0.2 [0.03-0.45] vs 0.82 [0.04-2.63] for
CA negative vs CA positive patients, resp. (p<0.03). Al-
so, coefficient R of genes PCNT, AURKB, AURKA,
CCNB2, PLK4, HMMR, TACC3 was strongly correlated
with percentage of CA positive PC (rs>0.5, p<0.05).
Conclusion: In this study, we showed close interaction
between presence of CA and expression of genes control-
ling centrosome duplication (PCNT, AURKB, AURKA,
CCNB2, PLK4, HMMR, TACC3). Some of these genes
(AURKA, PCNT and TACC3) reflect even CA positivi-
ty of patients. Acknowledgment: This work was suppor-
ted by grants NT11154, NS10207, NS10406, NS10408,
LC06027, MSM0021622434, GAP304/10/1395.
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P61/ 1916.

Centrosome associated gene expression profile

in multiple myeloma

Kryukov Fedor, Nemec Pavel, Dementyeva Elena, Kug-
lik Petr, Hajek Roman

(University Research Centre, Czech Myeloma Group, Ba-
bak Research Institute, Masaryk University, Brno; Labo-
ratory of Molecular Cytogenetics, Department of Gene-
tics and Molecular Biology, Institute of Experimental Bi-
ology, Masaryk University, Brno)

Background: Multiple myeloma (MM) is a lymphopro-
liferative disease characterized by the clonal expansion of
neoplastic plasma cells within the bone marrow. The ge-
nome of the malignant plasma cells is extremely unstab-
le characterized by a complex combination of structure
and numerical abnormalities. It’s suggested that centro-
some abnormalities (CA), of which centrosome amplifi-
cation is the most prominent, occurs early in MM patho-
genesis and increases with disease progression. Aims: The
objective of our study was to evaluate changes expressi-
on profile of genes involved centrosome structure/func-
tion in MM with known role in oncogenesis. Methods: 57
patients were evaluated for gene expression profiling of
PCs. CD138+ cells were separated by MACS. Total RNA
was transcribed into cDNA (Ambion WT Sense Target as-
say), labeled and hybridized to the Affymetrix GeneChip
Human Gene ST 1.0 array according to a standartiyate
protocol. Acquisition of Affymetrix array images, RMA

avagzssnasmennt | LDARRERNRNRNRRR - ST
lHl,L!"[;L"'-HE | .| I LU T T T I T T e e 1
L] !in. mum Eum i 1 5 Eme = —
1 .1.]-“ LI o . i n - : ‘o
mEn “mm B
| [ ] e
um —
l H B 5 1 »
|| [ | ] —
= | | -
B WEEEE W LR (B ] m -
BN mm comon w ;
| ] m —
] 1 " -
R [ —
E N EE B B
L] | -
] i nE -
. N
s @ —
2 2 um -
EEERERCC HE BN |} =
Emli:’l B EE B - =
g E W ;
@ 8 -
[ H N | -
BN CEEEE H & n [ -
e ] B 3
1] N gEm o . m i
| || =B I | [ ] | ] -
[ ] | -
| | ] | | ] i -
- BN - W C
¥ g n
3 meE_ W 7
1 L s mml
g [ ] n L
B -
B a n
= 5N @i = an . -
| B
= = 1 -
| .!.'.. H CEEE | HER B BE-

Transfuze Hematol. dnes, 17, 2011



Supplementum 2/2011 — XXV. olomoucké hematologické dny

normalization algorithm and hierarchical clustering al-
gorithm with Euclidean similarity measure were perfor-
med using appropriate software. A total of 100 genes we-
re selected for clustering. All of these genes are known
to be involved in regulating centrosome duplication and
function with known role in oncogenesis. Results: We ha-
ve found one distinct cluster of 36 genes. Based on onto-
logy following gene groups can be distinguished: the ge-
nes associated in cell-cycle, including CDK1 and CDK?2
families, E2F and Plk families AURKA and NEK2; ki-
netochore and microtubule attachment genes (AURKB,
BIRCS5, CENP family); mitotic checkpoint genes presen-
ted by BUB1 and MUD?2 families; DNA damage check-
point genes presented with centrosome amplification
suppressors, integrity and reduplicate regulators (RADS1,
XRCC2, MSH2, CHEK1) and structural genes presen-
ted with TUBG1. The rest of genes from revealed clus-
ter (HMMR, TACC3, TOP2A, BRCA1 and BARD1) are
also closely functionally connected with mentioned gene
groups. Conclusion: In our study, we showed distinct clus-
ter of 36 mitotic genes involved in centrosome abnorma-
lity in MM. Similarity of expression profile in revealed
cluster gives us possibility to suspect that these genes are
involved in MM cell oncogenesis as a whole complex.
This fact needs more detailed investigation. We anticipa-
te to gain insights into pathogenesis and possible crucial
role of CA in myeloma genesis. Acknowledgment: This
study was supported by grants IGA NS10207 and IGA
NT1154.

P62/ 2033.

Delece TP53 u nemocnych s mnohoc¢etnym myelomem
— srovnani nalezu v dobé diagnosy a relapsu
onemocnéni

Mickové Pavla, Balcdrkovd Jana, Pika Tomas, S¢udla
Vlastimil, Hanzlikova Jana, Prekopova Ivana, Kropacko-
va Jitka, Holzerovd Milena, Chytilikovd Radka, Indrdk
Karel, JaroSova Marie

(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc; II1.
interni klinika FN a LF UP, Olomouc)

Mnohocetny myelom (MM) je plasmoceluldrni malig-
ni onemocnéni, postihujici plasmatické buiky v termindl-
nim vyvojovém stadiu s dokoncenou somatickou hyper-
mutaci i pfesmykem imunoglobulinovych tfid. Cytogene-
tické a molekuldrné cytogenetické studie odhalily opa-
kujici se chromosomové zmény prognostického vyzna-
mu, z nichZ do skupiny vysoce rizikovych cytogenetic-
kych zmén patfi t(4;14), t(14;16) a delece 17p zahrnujici
gen TP53. Nemocni s témito zménami maji vyrazné krat-
$i event-free survival (EFS) i celkové preziti (OS). Ci-
lem préce bylo urceni frekvence a typu delece genu TP53
(17p13) v souboru 37 nemocnych s MM, ktef{ byli dia-
gnostikovani a Ié¢eni na III. intern{ klinice FN v Olomou-
ci v letech 2000-2011. Soubor tvofilo 17 muzi a 20 Zen
s medidnem véku 61 let. Cytogenetickd a molekuldrné cy-
togeneticka vySetfeni byla provedena na nestimulovanych

burikdch kostn{ dfené, s minimalnim zastoupenim 10 %
plasmatickych bunék. U 26 nemocnych bylo cytogenetic-
ké vySetieni provedeno v dobé diagnosy a v relapsu MM,
5 nemocnych v dobé diagnosy MGUS s néslednym pre-
chodem do MM a u 6 nemocnych byla vysetfena KD pou-
ze v prubéhu 2 relapst. K hodnoceni typu delece TP53
(17p13) a jeji frekvence byla u vSech 37 nemocnych pou-
zita metoda FICTION se sondou LSI p53 (Abbott Mole-
cular, Des Plaines, IL, USA) v kombinaci s centromeric-
kou sondou pro chromosom 17 (Abbott Molecular). Hod-
nota cut off pro deleci byla 20 % a hodnoceno bylo mi-
nimalné 100 plasmatickych bunék. Dva nemocni s kom-
plexnim karyotypem byli vySetfeni metodou MFISH, 4
nemocni metodou CGH a nebo arrayCGH. Monoalelic-
ka delece genu TP53 byla nalezena u 6 (19 %) nemoc-
nych. U jednoho nemocného byla delece prokdzana v do-
bé diagnosy, u tff nemocnych v pribéhu relapsu onemoc-
néni a u jednoho nemocného ve stadiu prechodu MGUS
do MM. V jednom pfipadé byla delece genu TP53 pro-
kazana v dobé diagnosy i relapsu onemocnéni, jedna ne-
mocnd méla monosomii chromosomu 17. Bialelicka de-
lece genu TP53 nebyla v souboru nemocnych prokaza-
na. NaSe vysledky analyzy delece TP53 v souboru 37 ne-
mocnych s MM odhalily deleci u 19 % nemocnych, coz
je ve shodé¢ s literdrnimi ddaji. Vzhledem k prognostic-
kému vyznamu doporucuje i Evropskd myelomova sit’
(EMN) rutinni vySetfovan{ delece TP53. Prace je podpo-
rovana grantem MSM 6198959205

MOLECULAR HEMATOLOGY

P63/ 2070.

Advanced 8-colour flow cytometry in analysis

of monoclonal gammopathies

Kovéfova Lucie, Svachovd Hana, VarmuZovd Tamara,
Stossovd Jana, Sev&ikova Sabina, Penka Miroslav, Ha-
jek Roman

(OKH, FN, PMDV, Brno; BVI, LF MU, Brno)

Flow cytometry (FC) is currently not a necessary met-
hod in monoclonal gammopathy (MG) analysis; however,
technological advances together with new findings reve-
al the need of immunophenotyping because of its diagnos-
tic, prognostic and predictive significance. Most flow cy-
tometers is able to analyse 6-8 fluorescences, so polychro-
matic assays could be used for PC analyses, not only to
confirm clonality, but also to find possible clonal myelo-
ma progenitors and/or for analysis of adhesion molecu-
les and their involvement in the interaction of plasma cells
(PCs) with the microenvironment of bone marrow. The
aim of this work is to confirm the benefit of 8-colours
flow cytometry for its use in clinical practice and rese-
arch. Total of 30 newly diagnosed MGs was analysed
what include monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS), multiple myeloma (MM) and/or ot-
her PC-related disorders. Combinations of surface and/or
cytoplasmic markers with normal (CD19, CD27, CD38,
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CD44, CD45, CD54), aberrant (CD28, CD33, CD56,
FGFR3) and/or asynchronous (nestin, CD20,CD117) ex-
pression on CD38+CD138+ PCs were used together with
cytoplasmic light chains analysis. Subpopulations of
CD19+CD138- B cells according to their differentiation
state (sIgD, sIgM, CD20, CD24, CD27, CD38, CD45)
were analysed as well. All analyses were done in 8-colour
setting. Percentage of PCs easily identified MM with hig-
her bone marrow infiltration, but in asymptomatic MM
and/or MGUS cases was more important discrimination
between normal and clonal PCs according to the expres-
sion of CD19 and CD56. Detailed analysis of PC subpo-
pulations (CD19/CD56) was not sufficient in some cases,
so cytoplasmic expression of kappa/lambda was added
to detect clonal cells. Non-myelomatous neoplastic PCs
together with clonal B cell were identified in Waldenstro-
m’s Macroglobulinemia. Other analysed markers were
differently expressed, but their prognostic and/or predic-
tive significance has to be proved. Using 8-colour FC im-
proved detailed analysis of B and PC subpopulations and
helps to discriminate between normal and pathological
cells what is important for detection even of a small clo-
ne of pathological cells. This could also help better un-
derstand the process of neoplastic transformation of nor-
mal to clonal cell. Supported by GACR 301/09/P457,
MSMT LC06027, MSM0021622434, IGA 10408-3,IGA
10406-3 and GACR P304/10/1395 grants.

OSETROVATELSTVI

P64/ 2054.

Lécebna leukaferéza pri vyrazné hyperleukocytose
u nové diagnostikovanych pacienti s CML

Zborilova Romana, Skoumalova Ivana, Starostova Len-
ka, Labudikova Monika, Faber Edgar

(HOK FN, Olomouc)

Chronickd myeloidni leukemie je v éfe soucasné tera-
pie — inhibitorti TKI 1é¢ebné dobfe ovlivnitelné onemoc-
néni s dobrou prognézou dalsiho Zivota pro nemocné.
Vyrazné zvyseni poctu bilych krvinek pfi diagnéze mu-
Ze vSak znamenat moznou komplikaci pfi zahdjeni 1é¢-
by stran hroziciho syndromu z pfekotného rozpadu bu-
nék. V letech 2006 — 2011 jsme na separacni jednotce
fesili 5 pacienti s leukocytosou nad 400 tis. Leukocytt
(median 562 tisic ). U 3 pacientl jsme provedli 2 sepa-
race, u 1 pacienta 1 separaci a v 1 pfipadé bylo nutnych
5 separaci. 4 pacienti méli v dobé diagnoézy klinické po-
tize, 1 pacientka byla zcela symptomatickd. Nejcasté;jsi-
mi komplikacemi pfi zjiSténé hyperleukocytoze byli dus-
nost, zvySend krvacivost, poceni, Unava, zvétSené uzli-
ny, vahovy ubytek, splenomegalie a u jednoho z paci-
entd priapizmus. Béhem 1 procedury jsme v medidnu
snizili pocet leukocytti o 163 tisic, ¢as procedury byl
v medidnu 100 min, objem produktu pak v medidnu
1377 ml. Ve 3 pripadech byl vykon proveden cestou pe-
rifernich Zzil, 2x byla nutnd kanylace centrdlni Zily.

V soucasné dobé¢ jsou 3 pacienti na terapii imatinibem
(1 pacient v kompletni, 1 pacient ve velké a 1 pacient
v parcidlni cytogenetické odpovédi), 1 pacient na tera-
pii nilotinibem ve velké molekularni odpovédi, 1 paci-
ent zemiel na ¢asnou progresi nemoci (blasticky zvrat).
Lécebna leukaferéza je u extremnich leukocytos pfi di-
agnose CML vysoce uc¢innd a bezpecnd metoda. Snizu-
je riziko Tumor Lysis syndromu pfi ndsledné terapii, kte-
rd je pak nemocnymi lépe tolerovdna. Nase zkuSenosti
ukazuji, Zze vysoké vstupni pocty leukocytti nezhorSuji
prognosu nemocnych.

P65 / 2003.

Spiritudlni péce jako soucast komplexni péce

o hematoonkologicky nemocné

Cermékova Markéta, Rehotovd Iva, Ilemova Veronika,
Rollova Olga, Blazkova Alena, Buchalova Edita

(1. interni klinika VFN a 1. LF UK, Praha)

Uvod: Piistup k hematoonkologickym pacientiim by
mél byt holisticky. Pacient musi mit uspokojeny potfe-
by biologické, psychické, socidlni i spiritudlni. Uspo-
kojeni vSech téchto potfeb ovliviiuje kvalitu Zivota ne-
mocnych. Na naSem pracovisti chceme poskytovat co
nejkvalitnéjsi péci, a proto saturujeme vSechny vyse
zminéné potreby. Uvédomujeme si, Ze je tfeba pecovat
i o persondl, ktery také ma psychické a spiritudlni po-
tieby. Proto mdme nemocni¢niho kaplana, ktery slouzi
pacientim jen na na$i klinice a je ¢lenem multidiscip-
lindrniho tymu, ktery pecuje o nemocné, coZ neni v Ces-
ké republice tplné obvyklé. Cil: Dosazeni co nejvyssi
kvality péce a tim dobré kvality Zivota pacientld. Mo-
toda: Na péci o nemocné se podili multidisciplindrn{
tym, ktery je sloZen z 1ékaiti, v§eobecnych sester, ostat-
niho zdravotnického persondlu a nemocni¢niho kapla-
na. Nemocni¢ni kaplan je na klinice pfitomen 3 dny
v tydnu, kdy navstévuje nemocné a je k dispozici také
zdravotnickému persondlu. Kaplan vykond zhruba 30
navstév tydné. VEtsina pacientd vyuziva sluzeb nemoc-
ni¢niho kaplana uz od poc¢dtku onemocnéni az po au-
tologni transplantaci kmenovych krvetvornych bunék.
Hlavni témata rozhovort jsou nemoc, rodina, smysl Zi-
vota pacientti, smyslu jejich aktudlni Zivotni situace. Po-
maha nemocnym vidét jejich Zivot a dal$i mozZnosti ji-
ného pohledu. Velmi dilezité je, Ze kaplan je plné in-
tegrovan do multidisciplinarniho tymu, i proto je jeho
sluzba pacienty pfijimdna jako béZnad soucdst péce
i v tak ateistické zemi, jakou je Ceskd republika. Uzka
spoluprace se sestrami je velmi dilezitd. Sestry jsou
o spiritudlni péc¢i dobfe informovdny, a proto jsou
schopny vytipovat pacienty, ktefi by tuto péci potiebo-
vali a umf ji pacientovi vhodné nabidnout. Informuji ta-
ké kaplana a o potfebach pacientl, ¢imz je celd sluzba
mnohem efektivnéjs$i. Zavér: Diky poskytovani spiri-
tudlni péce jako soucdsti komplexni péce, je prostredi

o

2

a kvalita Zivota pacientd je vysSi.
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P66 / 1930.

Komplikace a 1é¢ba paravenézniho viniku
doxorubicinu u pacientky s Non-Hodgkinskym
lymfomem, kazuistika

Vavrouchova Katefina, Létalova Eva, Streit Libor, Ma-
re¢kova Jitka, Smardovd Lenka, Salek David, Charouz-
kovd Jana

(Masarykiiv onkologicky tstav, Brno; Interni hematoon-
kologickd klinika, FN a LF Masarykovy univerzity, Br-
no; Klinika popdlenin a rekonstrukcni chirurgie, FN a LF
Masarykovy univerzity, Brno)

Uvod: Paravendzni tinik nékterych cytostatik je obdva-
nou lokalni komplikaci pfi jejich podani vzhledem k na-
sledné iritaci tkdn{ s rozvojem nekréz a defektt kize, pod-
kozi a nékdy i svalid. Nekrézy se obvykle $patné hoji
a zplsobuji pacientim velké problémy jak kosmetické,
tak i funk¢ni. K paravazaci dochdzi nejcastéji pii posko-
zeni Zily, do které je zavedend flexila ¢i jehla nebo pri dis-
lokaci konce flexily mimo Zilu. Potencidl jednotlivych cy-
tostatik k poskozenfi tkané je rozdilny, mezi nejvice ne-
krotizujici latky patfi antracykliny, vinka alkaloidy a ta-
xany. Popis pripadu: 75letd pacientka s Non-Hodgkin-
skym lymfomem (diftzni velkobunécny B lymfom) byla
diagnostikovand na IHOK v kvétnu 2009 ve IV klinickém
stadiu, IPI 5. Celkem absolvovala bez vétSich obtizi a pl-
né ambulantné 6 cykli chemoterapie R-CHOP (rituximab,
cyklofosfamid, doxorubicin, vincristin a prednison). Pfi
podéni posledniho cyklu chemoterapie v listopadu 2009
doslo na stacionafi k paravenéznimu tniku asi 50 ml roz-
toku doxorubicinu do levé kubitdlni oblasti. Maximdln{
mozné mnozstvi bylo odsato jehlou, oblast ledovdna
a oSetfena Dolobene gelem. Za 2 dny byla pacientka hos-
pitalizovana vzhledem k rozsdhlému otoku koncetiny
a vzniku nékolika puchyid naplnénych serézni tekutinou
k preventivnimu podani antibiotik a antikoagulacni 1é¢-
bé. Za hospitalizace doslo k samovolnému vyprazdnén{
puchyft a sloupnuti kiize, spodina defektu se pokryla ne-
krézou. Nélez feSen zprvu konzervativné (mastny tyl, ob-
lozky s Octeniseptem) a opakovanymi nekrektomiemi
v celkové anestézii. Vznikly defekt velikosti 7x12 cm
v oblasti levé kubity a levého predlokti byl nakonec v led-

nu 2010 definitivné vyfeSen autotransplataci tenkého mes-
hovaného DE $tépu odebraného z levého stehna. V pri-
béhu nékolika mésicl se postupné zlepsily i funkeni vlast-
nosti levé koncetiny (omezeni extenze vlivem kontrak-
tur). V ¢ervnu 2010 vSak doslo u pacientky k systémo-
vému relapsu zdkladniho onemocnéni a i pfes poddni pa-
liativni chemoterapie (vepesid a dexamethazon) se zhor-
Suje jeji celkovy klinicky stav. Pacientka byla preddna
k symptomatické péci do hospicového zafizeni. Diskuze
a zavér: V kazuistice prezentujeme (vcetné podrobné fo-
todokumentace) komplikovany postup pfi feSeni parave-
nézniho tniku doxorubicinu. Vzhledem k naroc¢nosti oset-
fovatelské péce a vyrazného dyskomfortu pro pacienta,
zGstava nejdilezitéjsim doporucenim jeho prevence — ze-
jména vybérem vhodné Zily, pravidelnymi kontrolami
mista vpichu a dikladnym poucenim pacienta.

P67 / 2050.

Nase zkuSenosti s podanim ofatumumabu

u nemocnych s fludarabin rezistentni CLL
Starostova Lenka, Kubova Zuzana, Labudikova Monika,
Uvizlovd Eva, Zbofilovd Romana, Papajik Tomas
(HOK FN, Olomouc)

Ofatumumab, obchodni ndzev Arzerra , je novym pfi-
ristkem do stdle pocetnéjsi rodiny monoklonalnich pro-
tilatek. V soucasnosti jiz tyto protilatky délime do I., II.
a III. generace, a to dle podilu mysi a humanni kompo-
nenty imunoglobulinové molekuly. Mechanismus dcin-
ku ofatumumabu je ddn schopnosti vazat se na malou
i velkou klicku molekuly CD20, s tim spojené pomalejsi
uvolnovanim z vazby na antigen a vyraznéjsi komplemen-
tem zprostiedkovand cytotoxita (bez zvySené toxicity).
Podéani s6lo ofatummumabu u naSich pacientti, bylo
umoznéno diky firmé GlaxoSmithKline, kterd Arzerru po-
skytla zdarma v ramci humanitarniho programu. Léceb-
né schéma je rozlozeno do 12 davek a to: D1-D8 4 tyden
a D9-D12 pak jednou za Ctyfi tydny. Doporucend davka
pro prvni infuzi je 300 mg a pro vSechny ndsledujici in-
fuze pak 2000 mg v 1000ml fyziologického roztoku. Ja-
ko premedikace je standardné poddvano 8-16 mg Dexa-
medu, 1 tbl. Paralenu 500 mg a 1 tbl. Apo-Ceritizinu
10 mg. Rychlost podani se pak fidi doporuc¢enim vyrob-
ce, kdy tvodni rychlost prvni a druhé infuze je 12 ml/ho-
dinu a v prib&hu ji 1ze zdvojndsobit kazdych 30 minut
az na maximum 200 ml/hod. Dalsi infuze zahajujeme
rychlosti 25 ml/hodinu, a kazdych 30 minut zrychlujeme
na maximum 400 ml/hodinu. N4§ soubor ¢ital jedenact
pacientil - 3 Zeny a 8 muzl, dva pacienti 1é¢bu nedokon-
¢ili (jeden pro edém plic, druhému byl nalezen alogenni
dédrce kmenovych bun¢k. Medidn véku pak byl 60 let (33
— 70). Trvani choroby bylo v medidnu 59 mésict (19
—138) a vSichni v predchozi terapii prodélali lécbu Mabit-
herou. Prvni dvé davky jsme na nasi klinice standardné
podali za hospitalizace, vSechny ostatni pak v ambulant-
nim rezimu. Vedlejsi nezddouci ucinky, které se objevi-

P

ly, 1ze rozdélit do tif skupin: nezadouci i¢inky souviseji-
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cf pfimo s podanim infuze, hematologicka toxicita a pfi-
druzené nfekce. Nezadoucich ucinki souvisejicich pfimo
s poddnim infuze jsme zaznamenali 8x u celkového po-
¢tu 5 pacientll. VSechny tyto potiZe jsme hodnotili jako
mirné, fesili jsme je kratkodobym pterusenim infuze, apli-
kaci Hydrocortisonu a ty ndsledné velmi rychle ustoupi-
ly. Dle naSich zkuSenosti 1ze tedy o ofatumumabu fict,
ze ackoli byli do nasi skupiny zarazeni pacienti s nejhor-
§i prognodzou, jeho podani je pro né relativné bezpecné,
pohodIné (ambulantni reZim), pacienty velmi dobie tole-
rované a s minimdlni toxicitou. Vedlo prinejmensim ke
stabilizaci jejich onemocnéni a urcité vyrazné prispélo ke
zlepSeni kvality jejich Zivota.

P68 / 2036.

Osetirovatelska kazuistika klienta/pacienta

s akutni GVHD jako ¢asté komplikace

po alogenni transplantaci

Stulpova Hana, Raida Lud&k, Vodi¢kova Marcela, Lysak
Radek

(Hemato-onkologickd klinika, Olomouc; Oddélent plas-
tické a estetické chirurgie, Olomouc)

Cilem mé prednasky je vds sezndmit s onemocnénim
GVHD (graft-versus-host disease) jako casté komlikace
po alogenni transplantaci a s oSetfovatelskou kazuistikou
klienta/pacienta po alogenni nepiibuzenské transplantaci,
u kterého se jiz zminéné GvHD vyskytlo. Pacientovi by-
la zjisténa zcela ndhodné bicytopenie a diagnostikovan
MDS (myelo-dysplasticky syndrom), ktery byl po cyto-
genetické strance hodnocen jako sekunddrni malignita.
Doposud nebyl pro zavazné hematologické onemocnéni
lIécen. Byl indikovan k provedeni alogenni neptibuzenské
transplantaci. Priibéh hospitalizace na transplantaéni jed-
notce mu zkomplikovalo jiZ zminéné GvHD, které mélo
zpocdatku nendpadné projevy. Nasledkem komplikaci se
zdravotni stav pacienta zhorsil natolik, Ze doslo k selha-
vani rendlnich funkci. Byla indikovana podptirna dialyza.
GvhD postihlo kiZi, zejména na hlavé, trupu, dlanich
a ploskéch dolnich koncetin. Tato komplikace si vyzada-
la konzultaci s manazérkou ran i plastickym chirurgem.
Nyni jsme diky intenzivnimu oSetfovani koznich defek-
t, pravidelnym prevaziim a komplexni oSetfovatelské pé-
¢e docilili znacného zlepSeni. Ve své prednasce vam tak
priblizim péci o klienta/pacienta s GVHD, oSetfovatelské
diagnozy, které byly v dany okamzik pro klienta priorit-
ni. Domnivdm se, Ze by pro vds mohla byt zajimava i ob-
razkova fotodokumentace koznich projevit GVHD (zejmé-
na pozitivni vyvoj hojeni koznich defektt).

P69 / 1926.

Péce o hematologického pacienta na jednotce
intenzivni péce

Rykrova Hana, Cermanova M., Pavlicova V.

(Fakultni nemocnice, I1.int kl.-odd klin.hematologie, Hra-
dec Krdlové)

Pacienti pfijimani na hematologickou intenzivni péci
jsou ve vétsin€ pripadi v kritickém stavu, vyZadujici pod-
poru obéhu a respiracnich funkci. (UPV) Jejich stav na-
vic zhorSuje imunosuprese, tézké krvacivé stavy (DIC,
trombocytopenie, koagulopatie). Maji také sniZené rezer-
vy organizmu. Nejcastéjsi pri¢inou jejich kritického sta-
vu je sepse, kterd musi byt v€asné diagnostikovand. Za-
kladni 1é¢bou tézkého stavu pacienta je tekutinova resus-
citace, zpravidla cestou centrdlniho venézniho katetru.
U nemocnych monitorujeme EKG, pulsni oxymetrii,
CVT, arteridlni a vendzni krevni plyny, glykémii. Dals{
nedilnou soucdsti 1écby tézké sepse, je antibiotickd tera-
pie, podavani krevnich derivatt, prevence hluboké Ziln{
trombdzy, ventilatorové sepse a stresového viedu. Anal-
gesie a sedace je dilezitd k zajisténi kvalitniho spanku,
potlaceni bolesti a nadbytecného respiracniho usili. Za-
kladem tspésné 1écby kriticky nemocnych je souhra ce-
1ého zdravotnického persondlu jednotky intenzivni péce.

P70 /2018.

Vyuziti vlhkého hojeni ran u hemato-onkologickych
pacienti

Vodickova Marcela

(Hemato-onkologickd klinika, FN, Olomouc)

Hojeni ran je komplexni proces obnovy tkéni, ktery se
v historii stdle vyvijel, aZ k dne$ni dokonalosti. Péce o ku-
Zi patfi k prioritdm v oSetfovatelském procesu. V osetfova-
ni ran a defektd je nejdileZzitéji co nejrychleji zajistit rege-
neraci nebo reparaci poskozené tkdné. Rychlost hojeni za-
visi na hloubce poskozeni a na prostiedi, ve kterém se rana
nachdzi. Systém tzv. vlhké terapie se ukazuje jako optimal-
ni pro hojeni chronickych a komplikovanych ran. Odpovi-
da aktudlnim potiebdm pro vSechny faze hojeni ran (débri-
dement, granulace, epitelizece). V hojeni ran u hemato-on-
kologickych pacientt je velmi dilezity individudlni pfistup
vzhledem k faktortim, které velice ovliviiuji proces hojeni-
snizend imunita pri zdkladni chorobé a po podéani chemo-
terapie, pridruzené infekce, metabolické a nutri¢ni zmény,
vek, GVHD, poddvani imunosupresiv aj. Vlivem rizikovych
faktort je hojeni defekt velmi zdlouhavé a naro¢né na tr-
pélivost pacienta i persondlu. Behem podani chemoterapie
a nasledné pri celkové infekci se hojivy proces Casto uplné
zastavi a hojenf se o tydny prodlouzi. Pfedkladam dvé ka-
zuistiky oSetfovani komplikovanych ran s pouZzitim kryti
spolecnosti Molnlycke Health Care.

P71/ 2016.

Osetrovatelska péce o nemocného

s Hodgkinovym lymfomem

Fran¢eova Andrea, Tomaskova Vendula, Vyrutova Rad-
mila

(Hematologicko onkologické oddéleni, FN, Plzer)

Hodgkinova choroba Nemoc vychdazi z lymfatické tka-
né, kterou tvoii predevsim lymfatické uzliny, slezina a jat-
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ra. Pfi onemocnéni dochdzi k nebolestivému zdufeni téch
to uzlin. Z postizenych uzlin se nddorové lymfocyty Sif{
lymfatickymi cévami do dalSich uzlin, pozdéji se $ii{ pro-
stfednictvim krevnich cév do dal§ich organt azZ mohou
osidlit prakticky celé télo. Podle toho, jak velkd ¢ast or-
ganismu je zasaZena, rozeznavame 4 stadia nemoci. Ctvr-
té stadium je nejpokrocilejsi, rozsah postiZeni je nejvét-
§i. Prvotni pricina, pro¢ dojde k rakoviné lymfatickych
uzlin, neni zndma. Na rozdil od jinych nddort nebyly zjis-
tény ani zadné typické zmény chromozomi. Mezi nejcas-
t&jSi piiznaky zplisobené samotnou nemoci patfi: nebo-
lestivé zdufeni lymfatickych uzlin, ztrata chuti k jidlu spo-
jend s hubnutim a ztratou vahy, silné no¢ni pocent, zvlast-
ni kolisavy typ teplot (trvajici 4-5 dni, po nékolikadenni
prestavce se opét objevuje). Lécba nespocivd v jednom
univerzalnim lé¢ebném postupu, ale v celé fadé riznych
Iécebnych strategii. Zasadnim postupem je 1é¢ba chemo-
terapif - jen v 1. staddiu ozafenf (radioterapif) postiZené ob-
lasti. Lécba trva cca 6 mésict a po komplexnim vysetie-
ni se bud ukon&i, nebo ndsleduje doplitkova radioterapie.
Pokud po prvnim lé¢ebném cyklu nedojde k tiplnému zni-
¢eni nemoci, nasleduje dalsi protinddorova chemotera-
pie a ve vybranych pfipadech je mozné provést transplan-
taci kostni diené. Pro zptisob 1é¢by je rozhodujici rozsah
onemocnéni. Problematika oSetfovatelské péce se odviji
od zdkladnich pfiznakd nemoci, od 1ééebné strategie
a moznych komplikacich. Mezi problémy vyplyvajici
z 1é¢by onemocnéni patfi nauzea a zvracen{ pfi chemote-
rapii, problémy se Zilnim pfistupem, mukositida, Gtlum
krvetvorby a komplikace pfi aplikaci krevnich derivati.
Autorky referuji o oSetfovatelské péci u nemocného
s Hodgkinovou chorobou s postiZzenim mediastina.

P72 /1924.

Kazuistika hojeni rany po neurochirurgickém
vykonu s naslednym podanim chemoterapie

u pacienta s malignim lymfomem

Brojacova Dana, Muzikova Dana, Pavlicovd Vladislava
(11. interni klinika- oddéleni klinické hematologie, FN,
Hradec Krdlové)

Péce o hematologicky nemocné pfindsi pro oSetiujici
persondl fadu novych poznatkl a zkusenosti. Lécba he-
matologickych malignit je spjata i s fadou jinych oSetio-
vatelskych problémi. Diagnostika i 1é¢ba hematologic-
kych onemocnéni je nékdy doprovédzena chirurgickymi
operacnimi vykony. Nové poznatky a zkuSenosti tak zis-
kdvame i mimo jiné v péci o rany. Tato kazuistika se ty-
kd oSetfovani pooperacni rdny v sakralni oblasti. Operac-
ni vykon byl proveden u 38 - letého pacienta s dlouho-
dobymi problémy hybnosti dolnich koncetin a bolestmi
zad. Po tomto chirurgickém vykonu bylo nasledné dia-
gnostikovano z histologického materidlu krevni onemoc-
néni ,,Diftizni velkobunéény lymfom®. Po urceni zaklad-
ni diagndzy bylo nutné u nemocného neprodlené zahdjit
chemoterapii, kterd predurcovala zhorSenf{ stavu operac-
ni rany, prodlouzeni 1écby a fadu moznych infekénich

komplikaci pfi ocekdvaném dienovém ttlumu krvetvor-
by. Pacient B.B.byl na nasi kliniku preloZen z Neurochi-
rurgické kliniky FN HK dne 19.2.2010. Hospitalizace tr-
vala do 17.5.2010, kdy byl preloZen na Rehabilitacni kli-
niku FN HK. Chemoterapie byla zahdjena dne 23.2.2010.
V soucasné dobé je pacient po aplikaci 6 cykli chemote-
rapie a autologni transplantaci kmenovych bunék. Pribéh
hojenfi rdny spocival v Castych prevazech. Stéry z rany ,
které byly pribézné monitorovéany, prokdzaly pfitomnost
gram negativnich ty¢{ a gram pozitivnich koku. I pies ty-
to infekéni komplikace a vzniklym dfefiovym tdtlumem
v disledku chemoterapie bylo zhojeni rany tspésné ukon-
¢eno suturou rany 6.dubna 2010. Cely proces hojenf je
zdokumentovany fotograficky. Soucasné po celou dobu
hospitalizace probihala rehabilitace. Prvnich 14 dnid po
vykonu byla rehabilitace provadénd na lizku, poté vsedé
s naslednym nacvikem chiize v choditku a o berlich. Cha-
ze o berlich trvd i v soucasné dobé. Pfi oSetfovani rany
jsme spolupracovali s chirurgickou klinikou FN Hradec
Krélové.

ZDRAVOTNI LABORANTI

P73/ 1938.

Podminky spravné vyrobni praxe

(Good Manufacturing Practice —- GMP) v ¢istych
prostorach Masarykovy univerzity

Muzikova Jana, Smejkalova Jana, Hruskova Dana, Pola-
kova Helena, Kyjovskd Drahomira, Vidlakova Petra, Mol-
lova Klara, Vopénkova Katefina, Foltinkova Veronika,
Hdijek Roman

(Babdkiiv vyzkumny institut, Cisté prostory - LEHABI,
Masarykova univerzita, LF, Laborator experimentdlni he-
matologie a bunécné imunoterapie, Oddéleni klinické he-
matologie, FN, Brno)

UVOD: Masarykova univerzita disponuje povolenim
k vyrobé 1é¢ivych piipravki v oblasti ,,Autologni a alo-
genni hodnocené 1é¢ivé pripravky vyrobené kultivaci he-
matopoetickych a nehematopoetickych kmenovych bu-
nék a imunokompetentnich bunék in vitro véetné jejich
deplece* a je drzitelem ,,Certifikditu GMP pro vyrobece*,
(Good Manufacturing Practice), coZ znamend zapis do da-
tabaze EudraGMP. Vyroba v Cistych prostorach je pra-
videlné kontrolovana inspektory SUKL (Stitni dstav kon-
troly 1é¢iv). Veskeré autologni asepticky vyrdbéné 1écivé
piipravky v Cistych prostordch Masarykovy univerzity
musi byt vyrabény asepticky, za dodrzeni pfisnych pod-
minek GMP. Povoleni k vyrobé 1é¢ivych piipravkd udé-
luje SUKL. Dodrzovéni podminek GMP jsou klicovym
krokem pro bezpecnou aplikaci nekomercné vyrobenych
1é¢ivych piipravki pro klinické studie. Cisté prostory
predstavuji systém laboratofi s vlastnim vzduchotechnic-
kym systémem. Specifické nastaveni pretlaki mezi jed-
notlivymi laboratofemi vymezuje rtizné tiidy Cistoty A -
D. Pracovnici se v Cistych prostordch pohybuji v oble-
&eni pro Cisté prostory odpovidajici jednotlivym tfiddm
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gistoty. CIL: Vyroba lé¢ivych piipravki v Cistych prosto-
rdch v podminkdch GMP a s tim souvisejici dodrZovani
podminek GMP. SOUBOR PACIENTU/METODY: Lé-
¢ivé pripravky jsou vyrdbény pro pacienty zarazené do
klinickych studii nebo jsou vyrabény 1é¢ivé piipravky pro
pacienty smluvnich subjektd. Dodrzovani podminek
GMP dle zakona 378/2007 — Zakon o 1éCivech a Pokynt
pro spravnou vyrobni praxi, VYR-32. VYSLEDKY: Lé-
Civé pripravky jsou pfipravovany asepticky, vyroba je mo-
nitorovana z hlediska mikrobidlni a ¢asticové kontamina-
ce, jsou monitorovani pracovnici. LéCivé pripravky pod-
I1€haji vystupni kontrole bezpecnosti a jakosti a jsou pro-
poustény kvalifikovanou osobou. V ramci plnéni podmi-
nek GMP jsou provadény pravidelné externf a intern{ au-
dity, kontroly jakosti lé¢ivych piipravki, pravidelné va-
lidace, feSeny neshody. ZAVER: Masarykova univerzita
ziskala povoleni k vyrobé v listopadu 2006. Od té doby
lisp&sné prosla dal§imi dvémi inspekcemi SUKL. Na za-
kladé ziskanych poznatki z posledni inspekce byl dne
28.1.2011 vyrobci znovu vydan Certifikat GMP pro vy-
robce. Tim bylo prokazano, 7e v Cistych prostorach Ma-
sarykovy univerzity jsou dodrzovana pravidla GMP. Je
podporovano vyzkumnymi projekty MSM0021622434,
LC06027 a vyzkumnymi granty IGA NS10387,NT11154.

P74/ 1913.

Vysledky separaci plazmatickych bunék

z transportovanych vzorki kostni diené

Kyjovska Drahomira, Handkovd Bozena, Pour Ludék, Bu-
reSova Ivana, Stossova Jana, Cumové Jana, Hajek Roman
(FN, OKH-LEHABI, Brno; Univerzitni vyzkumné centrum
- Ceskd myelomovd skupina (URC-CMG), LF MU, Brno)

Uvod: Mnoho&etny myelom (MM)je v Ceské republi-
ce relativné vzacné nddorové onemocnéni s incidenci
4/100 tis. obyvatel za rok. Nasi snahou proto bylo ziskat
dals$i mnozstvi biologického materidlu pro vyzkum v ob-
lasti MM. V loniském roce jsme zahdjili svoz nativnich
vzorkid kostni dfené (KD) z nékolika center v Ceské re-
publice a v zahranici (SR, Polsko). Tato prace prezentu-
je vysledky resp. uspésnost separaci plazmatickych bu-
nék (PB) z téchto vzorki po dvou letech projektu. Mate-
ridl a metody: Celkem bylo zpracovano 219 vzorki KD
ziskanych od pacienti v riznych klinickych stadiich MM
z 8 riznych externich pracovist’. Vzorky KD byly tran-
sportovany pfi teploté do 25 °C a zpracovany s prodlevou
3-30 hodin nasimi standardnimi postupy. U transportova-
nych vzorkt byla pomoci pritokové cytometrie hodnoce-
na Cistota separovanych bunék (% CD138+ bun¢k) a sta-
noven absolutni pocet bunék pozitivni frakce. Vysledky:
Z 219 vzorkd s medidnem 18 ml (2 — 25 ml) KD bylo
pfimo po gradientové izolaci mononukledrni frakce pro
nizkou celkovou bunécnost anebo nizké zastoupeni PB
zamrazeno bez separace celkem 52 (23,7 %) vzorkd. Me-
didn cistoty separovanych PB byl 96,3% (15,0 — 99,8%)
s medidnem absolutniho poc¢tu bunék pozitivni frakce
0,66 x 106 (0,00 — 73,60 x 106). U transportovanych vzor-

ka PB o ¢istoté >70% resp. >80% je provadéno cytoge-
netické vySetfeni chromozomadlnich zmén u MM (88,1
% vzorkl) a komplexni genomovy screening pomoci
techniky CGH (26,2 % vzorkl). Zavér: Béhem piipravy
projektu transportu vzorkd se jako nejvetsi rizikovy fak-
tor projevil pokles exprese kli¢ového znaku CD138, kte-
rym identifikujeme bunky pro separaci. V redlné praxi se
ale tento pokles v obdobi prvnich 3 — 30 hodin po odbe¢-
ru projevuje jen velmi mirné a nekoliduje s kvalitou se-
parace. Dosazené vysledky Cistot frakce PB jsou srovna-
telné s netransportovanymi odbéry realizovanymi ve stej-
ném obdobi. ZvaZovana (ndkladnd a ne zcela spolehlivd)
stabilizace transportovaného materidlu se ukazala jako
zbytecnd a transport nativni KD v protisrazlivém rozto-
ku (EDTA nebo heparin) jako vyhovujici. Tato prace by-
la podpofena granty Ministerstva Skolstvi, mladeze a té-
lovychovy Ceské republiky LC06027, MSM0021622434
a grantem IGA NS10406.

P75/ 1906.

Porovnani metod izolace RNA za ti¢elem zkraceni
¢asu standardizované metodiky pro monitorovani
hladiny BCR-ABL transkriptu s ohledem na jeji
kvalitu a mnozstvi

Vl¢anova Katefina, Otdhalova Eva, Brouckova Adéla, Vi-
limova Zuzana, Zemanova Karla, Machova Katefina
(Ndrodni referencni laborator pro DNA diagnostiku, Odd.
molekuldrni genetiky, UHKT, Praha)

Izolace kvalitni a stabilni RNA je kriticky bodem pro sle-
dovani exprese cilovych genti pro klinickou praxi. Mnoz-
stvi ziskané RNA zase vyznamné promlouva do analytické
citlivosti kvantifikace sledovanych transkriptt. V nasi labo-
ratofi sledujeme hladinu BCR-ABL transkriptt v celkovych
leukocytech periferni krve pacientl s chronickou myeloid-
ni leukémif v pribéhu cilené 1é¢by inhibitory tyrozinovych
kindz pomoci standardizované kvantitativni reverzné tran-
skriptdzové real-time PCR. Nejcitlivéjsi metodu v soucas-
né dobé predstavuje nested PCR, tu vyuzivame pro sledo-
van{ minimdln{ rezidudlni nemoci u pacientl po transplan-
taci kostni dfen¢ a u pacientd, ktef{ na 1é¢bu TKI odpoveé-
déli kompletni molekuldrni remisi. Dle soucasného proto-
kolu izolujeme RNA metodou fenol-chloroformové extrak-
ce z ITG (guanidin isothiokyandt) lyzatu leukocyti. Z hle-
diska materidlového je tento pristup levny, avSak ¢asoveé né-
ro¢ny. Pro ¢asovou tsporu jsme jiZ diive testovali rizné au-
tomatizované pristupy, avsak kvalita a mnoZstvi RNA ne-
byla pro nase tcely uspokojivd. Rozhodli jsme se testovat
stupy vyuzivajici roztok TrizolTM (Invitrogene) a kit
QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen). Rozhodujicimi
faktory pro porovnavani jsou kvalita RNA, jejiZ integritu
a Cistotu sledujeme pomoci Bioanalyzeru (Agilent Techno-
logies) a mnoZstvi, které stanovujeme pomoci spektrofoto-
metru (NanoDrop Technologies). V neposledni fadé jsou
hodnoceny i ekonomické dopady. Postupy jsou testovany
na souboru 30 vzorkl periferni krve pacientii. Kromé pa-
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rametri RNA porovndvame mozné dopady na citlivost re-
al-time PCR BCR-ABL a kontrolniho genu B2M a sledu-
jeme miru ovlivnén{ konecného vysledku. Principy metod:
izolace RNA kyselou fenol-chloroformovou extrakci z ITG
lyzatu a pomoci Trizolu je zaloZena na separaci fazi, odde-
lujici proteiny a DNA od RNA. RNA je nésledné precipi-
tovana roztokem izopropanolu a promyvana 70% etanolem.
Vlastni izolaci nejdiive pfedchazi osmoticka lyza periferni
krve pro ziskan{ leukocytt a jejich naslednd lyzace pomo-
ci ITG nebo Trizolu. Pfi pouziti kitu QIAamp RNA Blood
Mini Kit jsou z periferni krve vyizolovéany leukocyty, kte-
ré jsou lyzovany RLT pufrem (na bdzi guanidin isothioky-
andtu). Bunécny lyzat je pak nandSen na kfemicitou mem-
branu kolonky, na kterou je RNA vdzdna,vSechny ostatn{
slozky vychoziho materidlu jsou postupnym procesem vy-
plavovany. Cistd RNA je v koneéném kroku z membrany
kolonky uvolnéna a rozpusténa ve vodném roztoku.

P76 / 1894.

Interpretace nestandardnich vysledki

z hematologického analyzatoru

Dvordkova Barbora, Holzmannova Hana, Blatny Jan
(FN, Oddeéleni détské hematologie, Brno)

V nasi laboratofi pracujeme s hematologickym analy-
zatorem firmy Sysmex - 2100. I ptes velkou spolehlivost
analyzdtoru mize v nékterych piipadech dochdzet k vy-
davéani nestandardnich vysledkt krevniho obrazu z né-
kolika pricin: 1/ Pfitomnost chladovych protilatek - nes-
rovnalosti v méfenych i vypocitanych parametrech cerve-
né fady . 2/ SniZeni poctu trombocytl v disledku reakce
trombocytl na protisrazlivy roztok K3EDTA, v némz
v nékterych pripadech dochdzi ke shlukovani trombocy-
ti. Ty jsou ndsledné analyzatorem chybné odecteny. Pri
tomto zjiSténi méfime ndsledné vzorek odebrany do cit-
ratu nebo zkumavek TromboExact. Trombocyty jsou sni-
Zeny i pri vyskytu srazenin ve vzorku. Tento odbér neni
validni a musi byt odebran vzorek novy. 3/ Pfi vyskytu
normoblastl v periferni krvi mohou byt naméfeny fales-
né vysoké hodnoty leukocytti. Analyzator nas na tuto sku-
teCnost upozorni chybovym hldSenim ,,normoblasty*.
Tento vzorek pfeméfime pomoci optického detektoru. Ré-
di bychom v tomto sdéleni poukdzali na nepfesnost né-
kterych méfenych parametrd v disledku vyse zminénych
pficin, které nemtze ovlivnit ani spravny odbér krevni-
ho obrazu, ale zachyti je pecliva kontrolni prace laboran-
ta a ndsledna konzultace s lékafem — hematologem.

P77/ 1893.

Krevni obraz novorozence a jeho specifika
Holzmannova Hana, Dvordkova Barbora, Slanska Mar-
kéta, Blatny Jan

(Oddélent détské hematologie, FN, Brno)

Pri hodnocenf{ krevniho obrazu je nutné posuzovat jed-
notlivé parametry a jejich souvislosti vzhledem k véku pa-

cienta. Dité€ nenf ,,maly dospély* - jeho nejvétsi rist a vy-
voj probihd v prvnim roce Zivota a az v obdobi puberty
dosahuji organy krvetvorby velikosti a funkei orgdnti do-
spélého. Novorozenecky vek je obdobi od 0. — 28. dne vé-
ku, v pediatrii se uziva termin ,,izké novorozenecké ob-
dobi* 0. — 7. den véku. V neonatologii a pediatrii asto
posuzujeme krevni obraz u pred¢asné narozenych déti, te-
dy déti narozenych pred 38. tydnem gravidity. Novoroze-
necka erytropoéza se vyznacuje nékterymi specifiky: zvy-
Senou hladinou erytropoetinu, zvySenym poctem retiku-
locytli — 5. -7. den po porodu klesd retikulocyt6za pod 1
%. V periferni krvi novorozence je fyziologicky vyskyt
normoblastl, které mizi z obéhu mezi 2. — 4. dnem po po-
rodu. Novorozenecké erytrocyty maji vyssi hodnotu MCV
nez erytrocyty dospélého. V naSem sdéleni se zabyvame
hodnotami fyziologického krevniho obrazu u novorozen-
ce v¢etné morfologickych ndlezti. Pro laboratorni vyhod-
noceni vysledki je dulezité znat kromé diagndzy, 16¢by
atd. zejména fyziologické rozmezi hodnot jednotlivych
parametrti krevniho obrazu piislusejicich danému véku
pacienta.

P78 / 1891.

Pracovni rozsah a dalSi parametry metody stanoveni
volného hemoglobinu v plazmé

Schonfeldova Eva, Chrastinova L., Stikarové J., Hlavag-
kova A., Veseld B., Suttnar J., Dyr J. E.

(Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha)

Hemoglobin (Hb) je transportni hemoprotein cerve-
nych krvinek. Z diagnostického hlediska je dilezité sle-
dovat koncentraci extrakorpuskuldrniho hemoglobinu
u pacientll s hemolytickymi anémiemi, po transfiznich
komplikacich, po transplantaci kostni dfené, pii operacich
srdce, jakoZz i v transfuziologii pfi kontrole stavu sklado-
vané krve. V krvi se nachdzi oxyforma hemoglobinu, kte-
rd se po néjaké dobé pfeméni na jiné formy (deoxyhemog-
lobin, methemoglobin, karboxyhemoglobin). Jednotlivé
formy hemoglobinu se 1is{ spektrofotometrickymi vlast-
nostmi. Metoda stanoveni volného hemoglobinu v plaz-
mé je zaloZena na méfeni absorbance pii 415 nm a 460
nm, kde hemoglobin a bilirubin-albuminovy komplex ma-
ji svd maxima. Metoda umoziiuje stanovit nizké, nicmé-
né jiz patologické koncentrace hemoglobinu v plazmé.
Z naméfenych absorbanci se koncentrace hemoglobinu
a bilirubinu vypocte pomoci Lambert-Beerova zdkona.
Nasim cilem bylo urcit pracovni rozsah, mez stanovitel-
nosti a mez detekce pfedkladané metody. Ke zjistén{ pra-
covniho rozsahu metody bylo tieba pripravit zdsobni roz-
tok hemoglobinu a urcit jeho stalost. Spektrum zdsobni-
ho roztoku hemoglobinu bylo proméfeno v rozmezi 350-
600 nm a jeho koncentrace byla vypoctena na zakladé
znalosti E5401%= 8.5. Byla zjiSt€na mez stanovitelnosti
(23,1 £0,4) mg/l a horni mez detekce (313,1 +5,1)mg/I.
Vzorky plazmy s vyssi koncentraci volného hemoglobi-
nu je nutné fedit fyziologickym roztokem. Redéni plaz-
my nema vliv na zjist€nou koncentraci Hb ve vzorku. Za-

Transfuze Hematol. dnes, 17, 2011

99



Supplementum 2/2011 — XXV. olomoucké hematologické dny

sobni roztok volného hemoglobinu, tedy jeho oxyforma,
je stabilni Sest hodin. Poté se miiZze pfeménovat na jiné
formy Hb. Proto je nutné vzorky krve dodat do laborato-
fe a zpracovat béhem 6 hodin. Vzorky pripravené pfida-
nim zdsobniho roztoku k chudé plazmé jsou stabilni v roz-
mez{ teplot 25-35 °C. Neni tedy nutné monitorovat tep-
lotu v laboratofi. Podékovani: tato prace vznikla diky
grantu IGA MZd NS 10633-3/2009 a VZ MZd 02373601

P79/ 1874.

Akutni leukemie

Kalasova Jitka, Letenskd M., Bergerova L., Cernikova H.,
Kocingerové R., Papackova A. (UHKT, Praha)

Akutni leukemie predstavuji skupinu zhoubnych one-
mocnéni krvetvorby, kterd vznikd maligni transformaci
hematopoetické kmenové buriky. Jde o nddorové onemoc-
néni krvetvorné tkané, pti kterém dochazi k akumulaci
nezralych krevnich elementtl v kostni dfeni a zdrava kr-
vetvorba byva potlacena. Leukemické burky jsou piitom-
ny v kostni dfeni, obvodové krvi, mohou infiltrovat sle-

zinu, jatra, centralni nervovy systém a lymfatické uzliny.
U nemocnych se toto onemocnéni nejcastéji projevuje
tnavou, krvacivymi ¢i infekénimi komplikacemi. Nejda-
lezitéjSim diagnostickym cilem je rozliSeni akutni mye-
loidni leukemie (AML) a akutni lymfoblastické leukemie
(ALL), protoZe 1é¢ba u téchto typt leukémii je odlisna.
U AML jsou myeloidni blasty velké buiiky, maji jemny
jaderny chromatin s jednim i vice naznacenymi nukleoly
a bazofiln{ cytoplazmu, kterd mize byt bez granul, ¢i jsou
v ni pfitomna azurofiln{ granula a nékdy také Auerovy ty-
¢e. Lymfoblasty jsou rizné velké buriky Castéji s nepra-
videlnosti v kontufe jadra, s vysokym pomérem N/C,
s jemné hrudkovitym chromatinem, nékdy se zfetelnymi
nukleoly. Cytoplazma je nékdy jen madlo zietelnd, u né-
kterych podtypi ALL je prostorn&jsi a silné bazofilni.
Podskupiny AML bliZe uréime pomoci cytochemického
vysetieni a pritokovou cytometrii (FCM), diagnéza ALL
je stanovena FCM. Na nasem pracovisti je diagnéza akut-
ni leukemie stanovena po zméfeni krevniho obrazu
a s peclivym mikroskopickym zhodnocenim natéru peri-
ferni krve a aspiratu kostn{ dfené, ktery je doplnén cyto-
chemickym vysetfenim.
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Extramedularny relaps u pacienta s AML, vo forme
izolovaného myeloidného sarkému CNS

Michalkova Jana, MartiSova Michaela, Mistrik Martin
(Klinika hematologie a transfuziolégie LFUK a SZU, Bra-
tislava - SK)

Uvod: AML M4(FAB) tvori 15-20% zo vietkych pod-
typov AML u dospelych. Myeloidny sarkom (MS) je tu-
mor tvoreny myeloblastami, lokalizovany mimo kostnej
drene. Casto vznikd pri AML M4 a M5 (FAB), pri cyto-
genetickych abnormalitdch t(8,21) a inv(16), pri koexpre-
sii T bb. markerov (CD 13, CD 14), pri hyperleukocyt6-
ze. Vzécna je infiltracia CNS vo forme solidneho tumo-
ru. K MS sa treba stavat’ ako k AML a podla toho aj lie-
it systémovou chemoterapiou.Vhodnd je kombindcia
s lokdlnou RAT.Vzacne mdze MS vzniknut' ako jedind
manifestdcia relapsu ochorenia. Ide o systémovy relaps
a nie iba lokaliz.proces. Pacient a priebeh: 46 ro¢ny pa-
cient s dg. AML M4(FAB), od r. 2006. Vstupne hyperle-
ukocytdza 272 G/1 a hepatosplenomegdlia. Cytologicky
54% infiltracia KD, flowcytometricky(HLA-DR, CD4,
CD13,CD33, CDw65, CD45), cytogeneticky negat. Ab-
solvoval indukénii CHT (AraC+daunorubicin+etoposid)
s dosiahnutim parcidlnej remisie. Podand reindukénd CHT
- kompletnd remisia. Ndsledne 3x konsolida¢nd CHT (HD
AraC). Pac. nemal HLA zhodného pribuzného ani nepri-
buzného darcu. Bol pravidelne sledovany do 11/07, po-
tom sa opakovane odmietol dostavit na kontrolu.
V 4/2010 bol hospitalizovany na neurologickej klinike pre
syndrom netiplnej transverzdlnej miechovej 1ézie v trov-
ni Th10. Na CT chrbtice hypodenzné zéna v tirovni Th9
(18x9mm), infiltracia stavcov Th10-L4. Na MR aj infilt-
ricia epidurdlne+edém miechy. Realizovana laminektd-
mia a parcidlna resekcia tumoru. Histologicky nélez: my-
eloidny sarkém (MPO+, CD33+, CD43+). Pac. odmietol
dalsiu liecbu. V 7/2010 opit hospitalizovany pre parapa-
rézu DK s poruchou citlivosti. Na MR obraz progresie tu-
moru. Vykonand dekompresia miechy a pac.preloZeny na
nasu kliniku.Trepanobiopsia KD nepotvrdila drefiovy re-
laps. Po absolvovani RAT (TD 36 Gy), podand reinduk¢-
nd CHT (AraC+mitoxantron) a 2x konsolida¢na
CHT(HD-AraC). Na kontrolnom MR vyS.chrbtice bez
zmien signdlu miechy,infiltracia stavcov v regresii. Paci-
ent. Ma t.¢. HLA zhodného darcu krvotvornych buniek.
Pléan nepribuzenskej TKB v aprili-méji 2011. Zaver: AML
M4(FAB) sa spdja s vysokym rizikom extrameduldrne;]
infiltracie. Z nepriaznivych prognost. faktorov boli u nas-
ho pacienta: hyperleukocytdza, infiltricia pecene a slezi-
ny a dosiahnutie parc. remisie po indukcii. Relaps ocho-
renia sa manifestoval ako myeloidny sarkém CNS. Lie-
¢ime ho rovnako ako systémové ochorenie.

1928.

Pripad agresivni B-CLL

Starostka David, Mikula Peter, Novosadova Libuse, Vra-
nova Milena

(Oddéleni klinické hematologie, Nemocnice s poliklini-
kou, Havirov)

Vstupni ddaje: muZz, roénik 1941, metabolicky syn-
drom, diagnéza B-CLL v Cervnu 2008 (subjektivné
asymptomatickd nemoc, krénf a axildrni uzliny do 30 mm,
nitrobfi$ni uzliny 40 mm, slezina 150 mm, lymfocytéza
45.5 giga/l bez anémie ¢i trombocytopenie). Nemutova-
ny stav IgVH genu, trisomie 13. chromozému s deleci
13q14, 75% diftzn{ infiltrace kostni dfené. Pribéh one-
mocnéni: zaii 2008 papuldézni exantém ramene (histolo-
gickd verifikace postizeni kiize B-CLL), listopad 2008
progrese adenomegalie, splenomegalie a koZniho ndle-
zu. V fijnu 2009 parcidlni remise nemoci po 5 cyklech flu-
darabin + cyklofosfamid + rituximab a 3 cyklech solo-
rituximab. Progrese B-CLL v srpnu 2010: pancytopenie
s trilinedrnimi dyshemopoetickymi rysy a 60% infiltrac{
kostni dfené pii B-CLL, trisomie 13. chromozému s de-
leci 13q14 a delece 6q21. Lécba 2. linie: vysokoddvkova-
ny methylprednisolon s rituximabem. Po druhém cyklu
1écby prohloubeni cytopenie, sinusitida, parotitida, neu-
rologicky deficit, organicky psychosyndrom a hyperkal-
cémie s rendln{ insuficienci. V diferencidlni diagnostice
progrese zakladni nemoci s event. transformaci, neuro-
infekce, progresivni multifokalni leukoencefalopatie a is-
chemické postizeni CNS. Exitus letalis za 20 dni od pfi-
jeti k hospitalizaci. Sek¢ni ndlez: masivni generalizace B-
CLL, infiltrace uzlin, jater, sleziny, ledvin, kalvy, Zeber,
sterna, obratld a mozkovych plen, tézka arteriosklerosa
a nefrosklerosa. Zavér: pripad mimoradné agresivni B-
CLL - nepfiznivy prognosticky profil, inicidlni kozni Ié-
ze, klondlni vyvoj - delece 621, hyperkalcémie v disled-
ku osteolyzy, postizeni CNS prokdzané post mortem.

1929.

Manazment gravidity u pacientky s CML

v chronickej faze — kazuistika

Sninska Zuzana, MartiSova Michaela

(Klinika hematoldgie a transfuziologie LFUK, SZU a UN,
Bratislava - SK)

Uvod: Rastici poCet informécii o signalnych cestich
bunkového cyklu viedol k vyraznému obratu v chdpani
molekuldrnych procesov zahrnutych v karcinogenéze.
Uplynuld dekdda zaznamenala vyznamny pokrok v ciele-
nej liecbe viacerych onkologickych ochoreni, vritane
chronickej myelocytovej leukemie (CML). Nastolila vSak
aj otdzku, ¢i z objavu novych lieCebnych moZnosti mézu
tazit’ aj Zeny vo fertilnom veku planujice graviditu. Ho-
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ci inhibitory tyrozinkinazy (ITK) su v klinickej praxi uz
takmer 10 rokov, o ich vplyve na plod a graviditu vieme
len mélo. Doposial’ publikované prace ukazuju, Ze biolo-
gickd liecba rovnako ako konvencna chemoterapia moze
negativne ovplyvnit’ plod a manazment pacientky by mal
byt’ zvazeny uz v prekoncepnom obdobi. Podla sucas-
nych poznatkov sa ITK neodporicaji poddvat’ v gravidi-
te, na zvieracich modeloch sa dokdzal ich teratogénny uci-
nok. Kazuistika: 31 ro¢nej pacientke bola diagnostiko-
vand CML v chronickej faze v septembri 2008. Nasled-
ne bola zaradena do klinickej Stidie ENESTnd, kde bola
randomizovand na liecbu nilotinibom v dennej davke
600mg. Liecba prebiehala v obdobi od septembra 2008
do marca 2010, teda 18 mesiacov. Po 1 mesiaci pacient-
ka dosiahla kompletni hematologickd, po 3 mesiacoch
kompletnu cytogenetickd a po 9 mesiacoch kompletni
molekulovi remisiu. Lie¢ba bola ukoncend v komplet-
nej molekulovej remisii pre graviditu, pac. teda v Case
koncepcie uZivala nilotinib. Pocas celého priebehu gravi-
dity bola bez cielenej liecby, pravidelne sledovand v 2- az
4-tyzdnovych intervaloch. Pacientka si udrzala komplet-
nd hematologicki remisiu a v ¢ase pdrodu bola vo ve-
Ikej cytogenetickej remisii (3% Ph+). Porod sa uskutoc-
nil sekciou, v oktébri 2010 sa narodil zdravy chlapec
s hmotnost'ou 3620g a dizkou 54cm, Apgar skére 10. Pa-
cientke nebola doporu¢end laktdcia a ihned po porode
opétovne zahdjila liecbu nilotinibom. Po 3 mesiacoch opét’
dosiahla kompletnd molekulovi remisiu och. Zaver: Ma-
nazment liecby pacientky s CML vo fertilnom veku uzi-
vajucej ITK sa zacina uz v prekoncepénom obdobi pou-
¢enim o ucinnej antikoncepcii. Pacientka, ktora otehotnie
pocas liecby ITK, musi zvézit riziko rozvoja fetdlnych ab-
normalit plodu pri pokracujicej liecbe na jednej strane
a riziko straty lieCebnej odpovede, ¢i relapsu zdkladného
ochorenia pri preruseni tejto lieCby na strane druhej. ITK
by sa po pdrode mali do liecby opétovne ihned vritit’, doj-
Cenie sa vSak v kombindcii s liecbou neodportca, nako-
I'ko dostupné tidaje poukazuji na ich prienik do materské-
ho mlieka.

1868.

Nova mutace fibrinogenu v coiled-coil regionu
ovliviiujici polymeraci fibrinu, fibrinolyzu a agregaci
krevnich desticek

Reicheltovd Zuzana, Mijek Pavel, Riedel Tomas, Sutt-
nar Jif, Stikarovd Jana, Kotlin Roman, Dyr Jan E.
(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Varianty fibrinogenu byvaji ¢asto vyuZzivany ke studiu
struktury a funkce fibrinogenu, interakci regionii jeho mo-
lekul, polymerace fibrinu atd. Predmétem této studie by-
lo sledovat vliv nové mutace v coiled-coil regionu fibri-
nogenu na jeho funkci. U pacienta s trombofilii byly pro-
vedeny zdkladni koagulacni testy. DalSimi pouZzitymi me-
todami byly SDS-PAGE, DNA analyza, imunologické sta-
noveni hladiny fibrinogen, skenovaci elektronovad mik-
roskopie, odstépovan{ fibrinopeptidd, vytvareni fibrino-

vého klotu po iniciaci trombinem a reptilasou, fibrinoly-
za a agregace krevnich desticek. Byla nalezena nova he-
terozygotni bodovd mutace v Ao fetézci fibrinogenu na
pozici 98, kde je zaménén Phe za Ile. Tento fibrinogen byl
pojmenovan Vizovice. Mutace se nachdzi v RGDF se-
kvenci (Ao 95-98) v coiled-coil regionu, v blizkosti dd-
lezitého mista, kde dochdz{ ke §tépeni plasminem, a kryp-
tického mista zodpovédného za laterdlni asociaci proto-
fibril. PfestoZe pfi analyze odstépovani fibrinopeptidu ne-
byly nalezeny Zadné odliSnosti ve srovnani s normdlnim
fibrinogenem, findlni turbidita byla vyrazné sniZend jak
pri polymeraci iniciované trombinem, tak reptilasou. Mu-
tace vyrazné ovliviiuje fibrinolyzu a zptisobuje zvySenou
agregaci krevnich desticek v pritomnosti ADP i TRAP.
Oproti normdlnim fibrinovym vldknim byly vldkna u fib-
rinogenu Vizovice signifikantné tenci s vyrazné odliSnou
morfologii. Data prokdzala, Ze mutace ma vyrazny vliv
na funkce fibrinogenu, které se projevuji naptiklad zvy-
Senou agregaci krevnich desticek. Opozdéna fibrinolyza,
abnormdlni morfologie fibrinové sité a zvySend agrega-
ce krevnich desticek mohou byt pfimou pficinou trom-
botickych komplikaci pacienta. Podékovani: Tato prace
byla podpofena granty AVCR KAN200670701, VZ
UHKT MZ 02373601 a MZ NS10633-3/2009.

199%4.

Heparinom indukovana trombocytopénia - kazuistika
Plamenova Ivana, Chudej Juraj

(KHaT JLF UK a U, Martin - SK)

Heparinom indukovand trombocytopénia (HIT) je Zi-
votohrozujica komplikdcia liecby heparinom. HIT je
charakteristickd sicasnou pritomnostou trombocytopé-
nie a trombdzy v artériovom alebo vendznom systéme,
nebyva spojend s krvdcavymi prejavmi. Prokoagulac-
ny stav pri HIT je spdsobeny iminne podmienenou ak-
tivaciou trombocytov (Tr) protildtkami proti komplexu
heparin-dostickovy faktor 4 (PF4). Na vznik HIT treba
mysliet pri poklese poctu Tr o >50% oproti ich hodno-
te pred zacatim liecby heparinom medzi 5.-15. diiom li-
ecby. Uz pri podozreni na HIT je potrebné vysadit’ he-
parin a pokracovat’ v antikoagulacnej liecbe alternativ-
nymi antikoagulanciami (napr. lepirudin, priamy inhi-
bitor trombinu). Autori uvadzaji kazuistiku pacienta so
Zivotohrozujicou masivnou plicnou embdliou, v liec-
be ktorej bola pouzitd trombolytickd liecba nasledova-
nd kontinudlnou infiziou UFH, pocas ktorej doslo
k progresii ndlezu na angiopulmoCT vySetreni a zhor-
Seniu klinického obrazu, poklesu poctu Tr a vzniku HIT.
Zivotohrozujici stav sa podarilo tspesne zvladnut’ fon-
daparinom, ktory bol pouZzity z vitdlnej indikdcie pre
aktualnu nedostupnost’ lepirudinu. Fondaparinux sa vi-
aze na PF4, ale nedokdzala sa skrizena reaktivita s HIT-
protilatkami, preto je jeho podanie v indikacii HIT moz-
né (stupen odportcania IIC, ACCP 2008).
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1911.

Sekundarna AML ako komplikacia liecby
relabujiceho Hodgkinovho lymfému

Kotuli¢ovd Daniela, Chudej Juraj, Chudy Peter, Cama-
jova Radoslava, Pizurovd Rendta

(Klinika hematoldgie a transfuziologie JLF UK a UNM,
Martin - SK)

Klasicky Hodgkinov lymfém sa vo vSeobecnosti spa-
ja s dobrou progndzou a relativne priaznivym priebehom.
Relabujuci priebeh tohto ochorenia si vyzaduje agresiv-
nejsiu liecbu, ktord sa spdja s rizikom vzniku neskorych
komplikdcii. Autori v kazuistike prezentujui pripad 52-
ro¢ného muza, ktorému bol v 07/2007 diagnostikovany
klasicky Hodgkinov lymfém, typ noduldrna skleréza
(podtyp NS1), klinické stadium III.A (generalizovana pe-
riférna, mediastindlna a retroperitonedlna lymfadenopa-
tia, bez infiltracie kostnej drene). V I. cykle liecby absol-
voval 8 kur chemoterapie schémy ABVD a v 04/2008 do-
siahol kompletni remisiu zdkladného ochorenia verifiko-
vani PET/CT. O necely rok neskor bol u pacienta pozo-
rovany 1. relaps zakladného ochorenia (cervikdlna lym-
fadenopatia vl'avo). Preto bol zahdjeny II. cyklus chemo-
terapie 3xDHAP a 4XENAP, na ktorom dosiahol 2. kom-
pletnd remisiu verifikovand PET/CT. Nasledne planova-
nd autolégna transplantdcia periférnych kmenovych bu-
niek (v 02/2010) nebola realizovana pre nedostatoént mo-
bilizdciu CD34+ buniek, napriek podavaniu liecby zvy-
Sujlcej vytaznost Stepu. Pacient bol d'alej v ambulantnom
sledovani, bez vyraznejSich tazkosti. V 02/2011 bol na
kontrolnom PET/CT popisany novy nélez rozsiahlej lym-
fadenopatie v oblasti retroperitonea a ojedinelych lymfa-
tickych uzlin v mezentériu. Pre vysoko suspektny 2. re-
laps zékladného ochorenia bol pacient hospitalizovany za
ucelom zahdjenia III. cyklu chemoterapie, restagingovym
histologickym vysetrenim kostnej drene sa vSak dokaza-
la akitna leukémia zo spektra AML. Neskoré komplika-
cie liecby lymfémov, akymi su aj sekunddrne malignity,
predstavuji zavazny problém. Vzhl'adom na kumulativnu
toxicitu predchadzajuicej liecby su terapeutické moznos-
ti u nich zna¢ne obmedzené.

1871.

Rituximab v liecbe Hodgkinovho lymfému
Chudej Juraj, Sokol Juraj

(KHaT JLFUK a UNM, Martin - SK)

Patologické, genetické a imunofenotypové diagnostické
kritéria pre klasicky hodgkinov lymfém (cHL) a non-hodg-
kinov lymfém (NHL) jasne definuje WHO klasifikécia kr-
votvornych neoplazii. Napriek tomu ostrd hranica medzi
cHL a NHL neexistuje. ,.Sed4 z6na“ predstavuje prienik
hranic medzi cHL a d'al§imi morfologicky a imunofenoty-
povo pribuznymi entitami. Vzdjomné konzultacie morfo-
logickych, imunofenotypovych a molekulovych vlastnos-
ti jednotiek Sedej zony publikovanych v kazuistikach a ich
porovndavanie, prispelo k redukcii pripadov ocitajticich sa

v tejto oblasti. Hlavné ,Sedé zény“ existuji medzi
TCRBCL a DLBCL, cHL a ALCL/DLBCL. Kazuistika:
37- rocny muz od roku 2007 lieceny pre diagnézu NHL,
typu DLBCL, KS 1. Po prvej linii lie¢by (4x R-CHOP) sa
dosiahla kompletnd remisia. V auguste 2010 zistena hmat-
nd lymfaticka uzlina (LU). Stagingové PET-CT potvrdilo
pocetné patologické lymfatické uzliny vlavo na krku. Re-
alizovand extirpacia LU, kde sa histologicky verifikoval
kompozitny maligny lymfém typu cHL a DLBCL. V su-
Casnosti je pacient po II. linii liecby 4x R-ABVD/ABVD),
bez hmatnej lymfoadenopatie, sono nalez je negativny. Za-
ver: Dévody pouzitia anti-CD20 aj u cHL su nasledovné:
Reed-Sternbergové (RS) bunky exprimuji CD20, odstra-
nenie CD20 pozitivnych reaktivnych buniek eliminuje sig-
ndly potrebné na prezivanie malignych buniek a napoma-
ha aktivacii hostitel'ského imunitného systému, RS kmeno-
vé bunky s najvécsou pravdepodobnost'ou exprimuji CD20
antigén.

1973.

Intrapleural administration of bortezomib

is effective treatment for myelomatous pleural
effusion: a case report and literature review

Klénova Magda, Klener P., Straub J., Trné&ny M., Spicka I.
(1st Medical Department — Clinical Department of Hae-
matology, First Faculty of Medicine, Charles University
in Prague and General Teaching Hospital, Prague)

Myelomatous pleural effusion (MPE) is an extremely
rare manifestation of multiple myeloma (MM). Only few
cases have been reported to date. MPE in patiens
with MM is often associated with high risk disease and
poor prognosis despite aggressive treatment. There is no
standard treatment strategy for MPE. Majority of cases
of MM presenting with MPE were associated with resi-
stance to therapy. Bortezomib (the dipeptide boronic acid
analogue) belongs to backbone therapeuticals in the tre-
atment of patients with MM. The data concerning intra-
pleural admisistration of bortezomib is scarse. A 43-ye-
ar-old female presented with MM IgG-x, ISS 1 with ex-
tensive extranodal involvement (infiltration of right ova-
ry and left breast with massive chest wall tumor). Initial-
ly, the patient was treated with 6 cycles of CTD (cyclop-
hosphamide, thalidomide, dexamethason) with no objec-
tive response (stable disease). As the second line thera-
py, the patient received 2 cycles of velcade+thalidomide
resulting in progression of extranodal massess with ple-
ural effusions. At this point, MPE was detected by flow
cytometry - the flow cytometry analysis showed 34%
plasmacytic infiltration in the pleural effusion. Repeated
evacuation of pleural fuid resulted in a short alleviation
followed by rapid replenisment of the effusion. The pati-
ent was indicated to the third line therapy and received 1
modified cycle of PAD (bortezomib, doxorubicine, de-
xamethasone), in which on days 8 and 11 of the schedu-
led 1.5mg/m?2 bortezomib administration one half of the
bortezomib dose (i.e.0.75mg/m?) was administered intra-
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pleurally and the other half (i.e. 0.75mg/m?2) intravenous-
ly. The patient thus received two doses of intrapleural bor-
tezomib 0.75mg/m? three days apart, namely in an attempt
to alleviate the symptoms associated with pleural effusi-
on refractory to thorakocentesis. After intrapleural admi-
nistration of bortezomib, the patient became thorakocen-
tesis-independent, and in two-week period the CT scan
showed significant regression of pleural effusion. Subse-
quently, the patient received two more cycles of PAD with
lenalidomide (added to combination due to progression
of extranodal disease). Consequently, tandem autologous
and allogeneic stem cell transplanation was planned, ho-
wever, the patient succumbed to infectious complicati-
on. Conclusion: intrapleural administration of bortezomib
is effective treatment for MPE.

1965.

Delece dlouhého ramena chromosomu 5 u pacienta
s esencialni trombocytémii

Zmolikova Jana, Simov4 J., Kubova B., Skalikovéa R., He-
inzova V., Adamova J., Tichy M., Uvirova M., Dvoracko-
val.

(CGB laborator a.s., Ostrava; Slezskd nemocnice, Opa-
va, Ostravskd univerzita, Ostrava)

Uvod: Esencidlni trombocytémie (ET) je chronické
myeloproliferativni onemocnéni postihujici primarné me-
gakaryocytdrnf linii. Pacienti s ET maji typicky klinicky
nélez: trombocytemie v periferni krvi =450x10%/L, v kost-
ni dfeni makrocytarni anémie, monolobulované zvétsené
megakaryocyty a priblizné v 50% je zjiSténa mutace
VO617F v JAK2 genu. Cytogenetické zmény u pacientt
s ET jsou pomérné vzdcné - pouze asi v 5% je moZno na-
1ézt chromosomové zmeény, u kterych vSak nebyl potvr-
zen prognosticky vyznam. Mezi nejfrekventované;si pat-
i{ trizomie chromosomu 8 a 9 a delece 20q. V nékolika
ptipadech byl popsan pro ET méné obvykly nélez delece
dlouhych ramen chromosomu 5 jako jediné aberace v ka-
ryotypu, ktera je typickd pro pacienty s myelodysplastic-
kym syndromem (MDS) s izolovanou deleci 5q a poctem
blastti v kostni dfeni mensim nez 5% , tzv. 5q- syndro-
mem. Dalsi klinické znaky 5g- syndromu jsou trombo-
cytemie, hypolobulované mensi megakaryocyty, anémie,
mirna leukopenie. Kazuistika: 79-ti lety muz byl vySetfen
na hematologii pro anémii, potvrzena anémie s trombo-
cytemii. V biopsii kostni dfené byly nalezeny jak mega-
karyocyty hyperlobulizované velkych forem, tak hypo-
lobulizované mensich forem. Erytropoeza normoblastic-
k4, granulopoeza vyzravajici, pomér G:E asi 3:1. Mole-
kuldrné-genetickym vySetfenim byla prokdzana JAK2
V617F mutace. Klasickou cytogenetickou analyzou bu-
nék kostni dfen¢ a metodou FISH byl stanoven karyo-
typ135/200.nuc ish (D5S500,D5S5413)x13/46,XY 1746,
XY.del(5)(q22q35) Zavér: Klinicky obraz naseho pacien-
ta s nalezem delece 5q spole¢né s JAK2 V617F mutaci
vykazuje v souladu s literaturou smiSené rysy ET a 5q-
syndromu. WHO klasifikace prozatim doporucuje radit

toto onemocnéni do kategorie MDS s izolovanou deleci
5q, autofi poslednich studii se vSak kloni pro zarazeni me-
zi myelodysplastické/myeloproliferativni neoplazie
(MDS/MPN). V piipad¢ ndlezu delece 5q soucasné
s JAK2 V617F mutaci se v literatufe uvadi moznost zhor-
Senf trombocytemie vzhledem k hypersenzitivité k trom-
bopoietinu zpisobené JAK2 V617F mutaci a dysregula-
ci trombopoesy, za kterou je zodpovédnd delece 5q. Cy-
togenetickd a molekuldrné-geneticka vysetfeni dokazuji
prekryvani MDS a MPN, mohou naznacit spolec¢né ces-
ty v jejich etiologii a také pomoci v obtiznych pripadech
v diferencidlni diagnostice a lécebné strategii.

2014.

Terapie systémové mastocytozy - kazuistika
Prochazkova Jana, Urbanova Renata, Indrak Karel
(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc)

Systémovd mastocytdza je klondlni onemocnéni hema-
topoetické kmenové buiiky, které je fazeno do skupiny
myeloproliferativnich onemocnéni. U vétsiny pacientt
muzZeme prokazat bodovou mutaci v genu pro receptor
¢-KIT, vzacnéji jiné bodové mutace. Pfiznaky onemocné-
ni jsou dany jednak postiZzenim organt a tkan{ pfi akumu-
laci patologickych mastocytt (kostni dfen, lymfatické
uzliny, slezina, jatra, kiiZze) jednak projevy uvoliiovani je-
jich buné¢ného obsahu (histaminu, cytokind, interleuki-
nt, protedz, ristovych faktort apod.). Diagnostika se opi-
ra o prikaz typické bodové mutace, histopatologické vy-
Setfeni postizenych tkdni, zobrazovaci vysetfovaci meto-
dy a stanoveni sérové hladiny tryptdzy. V terapii se nej-
Castéji uplatiiuji specifické inhibitory tyrozinkindz (v pfi-
padé pozitivity mutace c-KIT ¢i pritomnosti fizniho ge-
nu FIP1L1-PDGFRalfa) purinova analoga (cladribin), in-
terferon alfa a kortikoidy. Nedilnou soucdsti 1é¢by jsou
léky zmirnujici symptomy degranulace mastocyti. Pred-
métem sdéleni bude popis pripadu 55-tiletého pacienta
s diagnozou systémové mastocytdzy, prubéh diagnostiky,
terapie a zhodnoceni 1é¢ebné odpovédi po prvnim roce
l1écby, vetné obrazové dokumentace.

1982.

Kikuchi-Fujimoto lymfadenitida, kazuistika
Kujickova Jitka, Krpensky Antonin

(Hematologickd ambulance, Nemocnice, Kyjov; 1. pato-
logicko-anatomicky tistav Fakultni nemocnice u sv. An-
ny, Brno)

Uvod: Kikuchi-Fujimotova (KF) nemoc neboli histio-
cytarni nekrotizujici lymfadenitida je benigni onemoc-
néni postihujici nejcasteji kréni uzliny. Jedna se o velmi
vzéacné onemocnéni s vyss$im vyskytem v Asiatické popu-
laci. Presnd incidence neni zndma. Také etiologie one-
mocnéni nenf zcela jasnd, spekuluje se 0 mozné virové
etiologii nebo T-bunécné zprostiedkované reakci na ne-
znamy antigenni stimul. Pfiznaky onemocnéni mohou pfi-
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pominat lymfoproliferativni onemocnéni, s rizné vyja-
dfenymi B-symptomy. Generalizovand lymfadenopatie je
vzéacnd. Diagndza je stanovena histologicky z biopsie uzli-
ny, vétsinou v ramci diferencidlni diagnostiky lymfopro-
liferaci. Byly popsany pripady vyskytu KF nemoci v sou-
vislosti s virovou infekci nebo autoimunitnim onemocné-
nim typu systémového lupus erythematodes. Lécba je
symptomatickd, onemocnéni spontanné odezni do néko-
lika mésict, v nékterych pripadech jsou podavany korti-
koidy. Popis piipadu: 61 letd Zena s pllro¢ni anamnézou
zvysené unavy, poceni a dva mésices pozvolna naristaji-
cf pravostrannou kréni lymfadenopatii. Ndlez: V krevnim
obraze lehkd normocytarni anémie, FW mirné zvysena.
UZ krku prokdzal zmnoZené uzliny do 1,5cm, lymfade-
nopatie v ostatnich lokalizacich neprokdzana. Serologic-
ka vySetfeni vCetné zoonoz negativni. Histologicky na-
lez uzliny prokdzal lymfohistiocytdrni proliferaci s aty-
pickymi imunoblasty. Imunohistochemicky v oblasti z6-
ny nekrotizujici infiltrace CD68+ makrofagy a CD8+ T
lymfocyty. V screeningu autoprotildtek jen hrani¢ni pozi-
tivita ANA, dal$i provedend vySeteni nesvédci pro SLE.
Lécba: nejprve symptomatickd, nesteroidni analgetika
a aescin. Po 8 tydnech staciondrniho klinického ndlezu
pridany glukokortikoidy, dexamethazon 20mg den 1-4
a 15-18, celkem dva cykly. Vysledky: Pacientka kortiko-
idy tolerovala dobfe, po prvnim cyklu dexamethazonu do-
Slo k parcidlni regresi ndlezu, zmirnilo se poceni i Una-
va. Po druhém cyklu do dnesniho dne nélez na krku po-
zvolna regreduje. Zavér: Po 4 mésicich od stanoveni di-
agnodzy a po dvou cyklech pulsniho dexamethazonu do-
§lo k dstupu B symptomt a pozvolné regresi lymfadeno-
patie. Nutné dalsi sledovan{ vcetné kontrol autoprotilatek
a tedy potencidlnimu riziku rozvoje SLE.

1919.

Vyuzitie radioimunoterapie (RIT) v liecbe malignych
lymfémov - 2 kazuistiky

Pizurova Rendta, Hudecek J., Chudej J., Plamenova 1.,
Reznak 1., Marosovad A.

(Klinika hematologie a transfuzioldgie, Univerzitnd ne-
mocnica, Martin - SK)

Rédioimunoterapia (RIT) patri medzi relativne novsie
sposoby liecby NHL. Jednd sa o lieCbu pomocou monok-
londlnej protilatky (MoAb) konjugovane;j s radioizotopom
a predstavuje novy smer v liecbe malignych nadorov. Ra-
dioimunoterapia dokaze nicit’ nddorové elementy odlisSny-
mi mechanizmami neZ chemoterapia alebo imunoterapia
nekonjugovanou protildtkou. Jej princip vyuZiva na jed-
nej strane protinddorového posobenia MoAb samotnej, na
druhej strane ciel'ové oziarenie nddorového tkaniva navi-
azanym izotopom. Jej vyhodou je, Ze postihuje vSetky lo-
ziskd v organizme iba s obmedzenym vystavenim zdra-
vého tkaniva radidcii a je aplikovand len v jednom sede-
ni, bez nutnosti opakovania aplikdcie lieCby. V pripade
znovuobjavenia sa ochorenia je mozné pokracovat' v liec¢-
be d'al§imi chemoterapeutickymi rezimami. Prvou Mo-

Ab konjugovanou s radioizotopom schvalenou pre bez-
né klinické pouZitie bol 90Y-ibritumomab tiuxetan. Pred-
kladany poster uvadza 2 kazuistiky pacientov, u ktorych
bola podand RIT liecba s ibritumomabom: 1. pacient s dg.
B-NHL, typ folikuldrny lymfém, G1, KS IV.B., s vyraz-
nym postihnutim, s pretrvdvanim postihnutia aj po I. cyk-
le imunoterapie , preto v II. cykle podana RIT (v 03/2007)
s dosiahnutim kompletnej remisie ochorenia. Pacient je
dodnes bez potreby daliej lie¢by, v dobrom klinickom sta-
ve. 2. pacient s dg. B-NHL, typ folikularny lymfém, G2,
KS IV.B, s rozsiahlym postihnutim, po opakovanych ku-
rach polychemoterapie (3 cykly), ako 4. cyklus podana
RIT liecba (v 09/2007) s dosiahnutim kompletnej remisie
ochorenia, trvajuicej 1 rok. Po roku relaps ochorenia — po-
dany dalsf cyklus imunochemoterapie (v 01/2009) — s do-
siahnutim kompletnej remisie ochorenia, ktord pretrvava
dodnes.

1915.

Diagnostika atypického relapsu B-NHL v oblasti
mikkych tkaniv a svalu u pacienta s bimalignitou
(kazuistika)

Pizurova Rendta, Hudecek Jan, Holly Pavol

(Klinika hematologie a transfuziologie, Univerzitnd
nemocnica, Martin - SK)

Aj ked extranoddlna lokalizdcia non-hodgkinskych
lymfémov je relativne Castd (odhaduje sa na 30-40% vset-
kych pacientov s tymito ochoreniami), postihnutie méak-
kych tkaniv a svalov sa povaZzuje za vzdcne. Na zaklade
doteraz uskutocnenych analyz publikovanych stborov pa-
cientov v pracach réznych autorov sa vyskyt tychto po-
stihnuti odhaduje maximdlne do 6% zo vSetkych extrano-
délnych lymfémov. MoZe ist bud o primarne extranoddl-
ne postihnutie (ktoré je najmenej Casté), metastatické po-
stihnutie pri generalizacii ochorenia alebo o diftizne §i-
renie pri postihnuti prilahlych lymfatickych uzlin alebo
kostnych $truktir. Klinickd manifestdcia pri postihnut{
mikkych tkaniv je neSpecifickd, dominuju lokdlne prizna-
ky (edém, lokdlna rezistencia). Pri postihnuti svalov sa
moze popri o¢akavanych prejavoch (edém a zvicsenie po-
stihnutého svalu, obmedzenie pohybu u postihnutého sva-
lu, “hr¢a” / napétie / dyskomfort v postihnutom svale) ob-
javit’ aj compartment syndrom a rabdomyolyza. Z histo-
logického hl'adiska ide skor o B-bunkové lymfémy (viac
ako 95% vsetkych pripadov), pricom najcastejSim typom
byva typ DLBCL. Prognéza tychto nadorov nie je (vzhl'a-
dom k limitovanym klinickym tidajom) jednoznacne uda-
nd, vSeobecne sa v§ak povazuje za nepriaznivd. Prognoé-
za T-bunkovych lymfémov, ktorych je ovel'a menej, sa po-
vazuje za horSiu ako B-bunkovych. V nasej prezenticii
opisujeme pripad 61-rocného pacienta s dg. B-NHL, typ
DLBCL, KS L.E.,B, s dokézanou infiltraciou Favého fe-
muru v distdlnej Casti, dg. stanovend v 08/2004 so stcas-
ne stanovenou dg. adenokarcinému prostaty. Od 9/2004
do 12/2004 podana chemoterapeutick4 liecba v kombina-
cii CHOP. Sucasne prebiehala hormondlna lie¢ba na ade-
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nokarcindm prostaty. Nasledne bolo v liecbe lokalizova-
nej formy lymfému pokracované aktinoterapiou, absol-
voval radioterapiu na oblast’ l'avého femuru, celkovd TD
50 Gy. Od 03/2005 pacient bez hematologickej liecby, len
pravidelné kontroly, az do aprila 2009. Pokracuje v hor-
monalne;j liecbe pre adenokarciném prostaty, liecba ukon-
¢end v 3/2005. V 08/2010 zistené bolesti v oblasti pravé-
ho ramena, zdiagnostikovany a potvrdeny relaps s infilt-
raciou mikkych tkaniv a kostrového svalu blastickym B-
NHL, CD20+. Zah4jend imunochemoterapeutickd liecba
v kombindcii R-CHOP, po podani 4. kir imunochemote-
rapie robené kontrolné MR vySetrenie pravého ramena
s vyraznou regresiou ndlezu, t.C. bez patologickych lo-
Ziskovych zmien. T.¢. sa u pacienta pokracuje nadalej v li-
ecbe imunochemoterapiou schémy R-CHOP.

1879.

Hemovigilance 2010 - Transfiizni sluzba a.s.
Wasserburgerova Renata, Urbankovd Marie, Svubovi
Radka, Burianova Daniela, Charalambidu Jedlickova
Andrea, Kndpkova Pavla, Dobesova Eva, Prejdova Zde-
na, Minarova Lenka, Krajsova Ivana, Hnilicovd Romana,
Piknova Dagmar, Repovsky Stefan, Slézar Jit{, Chmelen-
ska Dagmar, Lasota Zenon, Kratkd Marcela

(Transfiizni sluzba a.s,. gumperk; S‘umperskd nemocnice a.s,
Sumperk.; Stiedomoravskd nemocnicni a.s., odstépny zd-
vod, Prerov; Stiedomoravskd nemocnicni a.s., odstépny zd-
vod, Prostéjov; Nemocnice s Poliklinikou, Novy Jicin)

Transfiizn{ sluzba a.s. Sumperk Hemovigilance je sou-
borem systematickych Cinnosti, které ndm umoznuji do-
hled nad vSemi postupy v zafizenich transfizni sluzby
od odbéru krve u dércti az po kone¢nou aplikaci transfuz-
niho pripravku pacientovi. V rdmci Hemovigilance se
analyzuji vSechny duilezité parametry oblasti ddrct krve,
laboratornich vysetfeni a oblast spravné vyrobni praxe.
Soucasti celého transfiizniho fetézce je expedice na krev-
ni banky jednotlivych nemocnic, kdy nékteré transfizni
pfipravky se musi pfijimat zpét jako reklamace nebo ve
formé vratek. Kazdym rokem je evidovédno urcité procen-
to potransfiznich reakci s riznym stupném zavazZnosti.
Epidemiologické sledovani darci krve je rovnéz predmé-
tem zdjmu Hemovigilance. Potfebné tdaje pro statistic-
ké zpracovani Hemovigilance za rok 2009 a 2010 na
Transfiizni sluzbé a.s. v Sumperku a v jejich odbérovych
stiediscich byly vyhodnoceny, ve vyslednych vystupech
porovnavany shody a rozdily v postupech na jednotlivych
odbérovych mistech. Nasi prioritou je jednotnd koordina-
ce vSech postupt v systému transfiznich zafizeni holdin-
gu AGEL, spole¢nd snaha hledat stdle nové moznosti
zlepSeni a vzdjemné inspirace, abychom dosdhli maximal-
ni kvality a bezpe¢nosti transfiznich pfipravkd s mini-
mem nezadoucich G¢inkl hemoterapie.

2083.

Tretia alogénna sirodenecka transplantacia
kmernovych krvotvornych buniek u pacienta

s akitnou lymfoblastovou leukémiou - kazuistika
Kubalova S., Bojtarova E., Ziakové B., Demetkovd E.,
Mistrik M. (Klinika hematologie a transfuziologie LFUK,
SZU a UN, Bratislava - SK)

Uvod: Alogénna transplanticia krvotvornych buniek
(TKB) je najoptimélnejSou konsolidacnou liecbou akiit-
nej lymfoblastovej leukemie (ALL) u dospelych pacien-
tov s vysokym stupniom kurability. Pritomnost’ vhodného
surodeneckého darcu umoziiuje opakovanu realizaciu
TKB aj u relabujicich ALL. Pacient: 25 rocny pacient
s dg. ALL v¢asného B-fenotypu s koexpresiou CD34 bez
cytogenetického a molekuldrneho markera s vysokym ri-
zikom bol lie¢eny od oktébra 2007. Po dosiahnut{ 1.kom-
pletnej remise (1. KR) bola 25.11.2008 zrealizovana
1.alogénna pribuzenskd TKB. Darcom periférnych kme-
novych krvotvornych buniek bol HLA identicky brat,
ABO kompatibility. Pripravny reZim Standardne pozosta-
val z kombindcie TBI+Cly. Step obsahoval CD34 pozit.bb.
6.3x10° bb/kg hmotnosti pacienta. V ramci profylaxie
GvHD bol poddvany MTX a cyklosporin A v davke
5 mg/kg. Dent +188 (29.5.09) po transplanticii bol dia-
gnostikovany 1. systémovy relaps ochorenia vratane leu-
kemickej infiltrdcie CNS. Pacient absolvoval reindukc-
nd chemoterapiu (RICHT) vratane CHT intratekdlnej. Po
dosiahnuti 2. KR (13.7.2009) bola dna 19.8.2009 zreali-
zovand 2. alogénna pribuzenskd TPKB s pripravnym re-
Zimom dla schémy Bu+Cy. Step obsahoval CD34
pozit.bb. 5.46x106/kg hmotnosti pacienta. K posilneniu
GvL efektu bola redukovana imunosupresivna liecba. Po
450 dnoch od 2. TPKB (12.11.2010) bol zaznamenany
2. relaps ochorenia, imunofenotypovo common-B-ALL
s koexpresiou znaku CD38, bez CNS infiltracie. Po 2.
RICHT a dosiahnuti 3. KR. (28.12.2010) sa pacient pod-
robil 18.1.2011 3. alogénnej transplantdcii PKB od rov-
nakého darcu. Zdrojom kmenovych buniek bola v tomto
pripade kostnd dreri. TKB sa robila po pripravnom rezi-
me podl'a upraveného protokolu FLAMSA (namiesto am-
sacrinu idarubicin), s intratekdlnym podanim 12 mg
MTX. Celkova vytaznost bola 3,17x10%/kg pacienta. Imu-
nosupresivna terapia cyklosporinom A v ddvke 5mg/kg
pacienta a mykofenoldt mofetilom v ddvke 15mg/kg bo-
la postupne redukovand az vysadend. Po zregenerovani
v hemograme bol pacient den + 30 prepusteny domov. Za-
ver: Uspesné opakované alogénne transplanticie krvo-
tvornych buniek st zriedkavé a sd spojené s vysokou pe-
ri a posttransplantacnou mortalitou. DIhodobé preZivanie
(> 2 roky) sa uddva priblizne v 10%. K relativne priazni-
vym faktorom patri relaps po viac ako 1 roku, pritomnost’
c¢GVHD, kompletnd remisia pred TKB a pouzitie kostne;j
drene ako zdroja krvotvornych buniek.
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Bfizova Helena 72 Drgona Lubos 9

Buchalova Edita 94 Dudikova Marie 74

Bulikova Alena 85, 88 Dusek Ladislav 49,59, 60
Burckova Katefina 21,61 Dvorackova J. 105

Burda Pavel 31,37 Dvorakova Barbora 99

BureSova Ivana 44, 88, 89, 98 Dvordkova Dana 16, 22, 50, 60, 67
Buridnkova Eva 28 Dvorakova Zdenka 56

Burianova Daniela 107 Dyr Jan E. 68,71,72,99, 103
Busikova L. 54 Faber Edgar 10, 16, 18, 32, 33,52,
Bystrickd Eva 30, 34 56,59, 69,79, 85, 94
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Fabryova Viera 24 Hnilicovd Romana 107
Farkasova Anna 50 Hoblova J. 46
Farkasova Denisa 81 Hochova Ivana 24
Fatkova Romana 35 Holickd Monika 24
Feixova Hana 84 Holikova Marta 19
Ferreiro Julio Finalet 43 Holly Pavol 106
Filip Stanislav 76,78 Holuskova Iva 47,75
Filova Elena 71 Holy Ondrej 78
Fisarkova H. 46 Holzerova Milena 25,26,49, 55, 66,
FisSer Karel 21 69, 82,93
Flodr Patrik 25,26,32 Holzmannova Hana 99
Flochova Emilia 32 Horacek Jan 51,86
Foltankova Veronika 97 Hordkova Jidlia 16
Foralova Renata 9 Horalkova Lenka 56, 87
Forgacova Katarina 77 Horky Ondfej 16
Forsterova Kristina 9 Hornofova L. 7
Fran¢eova Andrea 96 Horvathova Monika 24,36
Fronkova Eva 19, 20, 21, 49, 52 Hrabankova-Navratilova Darja 34
Fuchs Ota 24, 67 Hrabétova Marcela 15
Furkova J. 40 Hrdlickova Alena 7,9,21,51
Galuszkova Dana 40,47,49,73, Hrdlickova R. 40
75, 82 Hrncitova K. 85
Gasovd Zdenka 40 Hrncifova Kristyna 83, 84
Gazdovd Jana 69 Hromkova Magdalena 29
Grecova Veronika 21,51,52 Hruba Petra 46, 56
Gregora EvZen 39 Hrubisko Mikulas 58,80
Greslikova Henrieta 44, 88 Hrusdk Ondrej 21,48
Grycova Petra 86 Hruskova Dana 97
Guman Tomas 9 Hubacek Jaromir 16,49, 66
Gyarfas Jan 50 Hubécek Petr 7,9
Haber Jan 9 Hudecek J. 16, 50, 106
Hiéjek Roman 37,38,39,44,45, Humplikova Lenka 82
55, 88,89,90, 91, Huskova Hana 31
92,93,97, 98 Charalambidu Jedlickova Andrea 107
Héjkova Hana 24,37, 66, 67,82 Charouzkova Jana 95
Hak Jiri 21,48 Chiecchio Laura 43
Halmo Renata 33 Chlup4c Jaroslav 71
Halova Katefina 55 Chmelenskd Dagmar 107
Hanakova Bozena 37,98 Chovancova Jana 22
Hanzlikova Jana 55, 66,93 Chrastinova L. 99
Hapalova Jolana 80 Chrenkova Ol'ga 74
Hardekopf D. Warren 53 Chudej Juraj 59,103, 104, 106
Harrison Christine J. 43 Chudy Peter 104
Hartl Pavel 30 Church K. Amy 12
Hastka Jan 85 Chytilikova R. 66
Haskovec Cedrik 37,66, 67 Chytilikova Radka 25,26,55,93
Hatalova Antdnia 58 Ilemova Veronika 94
Hautlerova Tereza 47 Ilencikova Denisa 43
Hayes C.A. 42 Indrak Karel 8,10, 12, 16, 18,
Heiderova Alena 34 23,24,25,26, 27,
Heinzova V. 105 28,32,33,49,52,
Hemker H. Coenraad 13 59,79, 82, 85, 66,
Henzlova Lenka 28 93,105
Hefmanova Zuzana 38 Indrdakova Vanda 14
Hilska Irena 72 Izrael Gergely 14
Hlavackova A. 99 Jabali Yahia 48
Hlavacova Monika 14 Jacobs H. 42
Hlusi Antonin 10,70 Jakubikova J. 42
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Jancuskova Tereza
Janikova Andrea
Janikova Petra
Jankovska Milada
Janotova Iveta
Jarkovsky Jif{
Jarolikova Viera
JaroSova Marie

Jebavy Ladislav
Jedlickova Ivana
Jelinek F. Diane
Jindra Pavel
Jonasova Anna
Jugova Alzbéta
Jungova Alexandra
Juranova Jarmila
Juréek Tomas

Kabatova-Maxova Klara

Kabickova Edita
Kacirkova Petra
KadI¢kova Eva
Kadlecova Jana
Kahraman D.
Kaisarova Petra
Kajaba Vaclav
Kalandrova Eliska
Kalasova Jitka
Kalina Tomas
Kalincova Jana
Kalinova Markéta
Kaminkova Jitka
Kantorova Barbara
Kapitanovd Zuzana
Karas Jan

Karas Michal
Karaskova Eva
Karban Josef
Kastritis E.
Katrincsakova Beata
Keslova P.
Kissova Jarmila
Klabusay Martin
Klamova Hana
Kldnova Magda
Klapalova Martina
Klaskova Katefina
Klener P.

Klimes Daniel
Klincova Maria
Klippel S.

Klubal Radek
Kluko$ové Stefdnia
Knépkova Pavla
Kobe Carsten
Kocingerova R.
Kocmanova Iva
Kodet Roman

53
22

67

19

48

27

30
25,26,43,49,52,53
55,59, 66, 82, 93
51

71

12

15,55
24,37, 66
43

15

85, 86

60

33,34
7,27

85

24

86

11

37, 88,90
29,34, 85
24

46, 100
21

83, 84

72

56

63

27,28

14
15,53, 59, 86
23

31, 54

42

49

7

88

22
56,57, 59, 60, 61
104

31

11,62
104

37

44

42

80

48

107

11

100
9,83, 84
27,72

Kohlikova Eva
Kolac¢kova Monika
Kolar Milan
Kollinerova Somna
Kopecky Jindfich
Koranda Pavel
Korecka K.

Koren J.

Koristek Zdenék
Koristka M.
Kostecka Arnost
Kost’al Milan
Kost’dlova Milada
Kotlin Roman
Kotuli¢ova Daniela
Ko-Tung Chang
Kouba Michal
Koudelkova Lucie
Koudova Monika
Koukalova Alena
Koupilovd Milena
Kovacova Monika
Kovarova Lucie
Koza Vladimir
Kozik Tomas
Krajsova Ivana
Kral Zdenék
Kratka Marcela
Kréova Véra
Krej¢i Marta
Krejéik Zdenék
Kreutzman Anna
Kropackova Jitka
Krpensky Antonin
Krupova Katefina
Kryukov Fedor
Kfivanova Andrea
Kubalova Stanislava
Kubova B.
Kubova Zuzana

Kubri¢anova Zaliova Markéta
Kucerova Jana
Kucerova Marie
Kuglik Petr
Kujickova Jitka
Kulvait Vojtéch
Kupsa Tomas
Kupska Renata
Kiusova Jana
Kusikova Maria
Kutkova Dagmar
Kvasnicka J.
Kviatkovska Zuzana
Kyjovskad Drahomira
Kyn¢l Martin
Labudikova Monika
Lacko Anton

14
24

78

82

73

28

54

39

16

40

24

76

76

103

104

36

7,9

29

14

34

56

35

37,45, 88,90, 93
12, 15,53, 86
9,11, 12,53, 62, 86
107

12

107

70
16,22,39, 44
68

32

55,66, 93
105

30

44,91,92

44

79,107

105

10, 8, 19, 25, 26, 27,
32,95

21

36

34
44,88,91,92
105

31

51

44,88

55

81

42

54

50

55,97,98

27
29,34,94, 95
74

110
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Lakota Jan
Langerova Eva
Langova Katefina
Langova Marta
Langrovd Hana
Léanskd Miriam
Lapc¢ikovd Anna
Lasota Zenon
Laubach J.
Lavicka Eva
Lawasut P.
Legartova Sona
Leitnerova Michaela
Lelabousse B.
Lemmens Heidi
Lengerova Martina
Létalova Eva
Letenska M.
Libiger Jifi

Lipsic Tomas
Lochman Pavel
Lopot F.

Lopotové Tereza
Lubusky Marek
Ludikova Barbora
Lukasova Marcela
Luxova Alena
Lysak Daniel
Lysak Radek
Mackova Klara
Machova Poldkova Katefina
Maisnar Vladimir
Maijek Pavel
Majer Michal
Malakova Jana
Malcikova Jitka
Malinova Karla
Mallitova Nad'a
Maly Jaroslav
Marcinek Juraj
Mareckova Andrea
Mareckova Jitka
Maresova Ivana
Marinov luri
Markova Jana
Markova Markéta
Markuljak Imrich
MaroSova A.
Martinka Jan
Martisova Michaela
Masarova Katarina
Masarova Lucia
Matouskova Ivanka
Matyskova Miloslava
Mayer Jifi

Mazal Jakub

16

72

10

74

75

75,76

85, 86

107

42

14

42

43

69

7

43

83, 84, 85

95

46, 100

24

87

38

91

56,57

75

13,23

25

84

15

96

55
59,6,61,98
37,39,90
68,71,72,103
14

68

61, 63

22

9

10, 11,51, 68,75,76
17,50, 57
21,22

95

52

84

11,12
7,14,25,59,61, 82
59

106

80

101

80,91

9

78

46, 85
8,9,12,16,21,
22,31, 50,59, 60,
61, 83, 84,85
40

Mazal Oldfich
McMillin D.W.
Mejstitkova Ester
Mickova Pavla
Micuda Stanislav
Mihal Vladimir
Michalka Jozef
Michalkova Jana
Michilkova Kamila
Michalova Jana
Michalova Kyra
Mikula Peter
MikuldSova Aneta
Mikuldsova Zuzana
Mikulenkova Dana
Milojkovic Dragana
Minarik Jifi
Minéarova Lenka
Mistrik Martin

Mitsiades Constantine
Mitura Juraj
Mocikova Heidi
Modriansky Martin
Mojzikova Rendta
Mokry Jaroslav
Mollova Klara
Molnar Maridn
Moravcova Jana
Motyckova Monika
Mouckova Darina
Mraz Marek

Mréazek FrantiSek
Mrhalova Marcela
Mudry Petr
Miillerova Dana
Mustjoki Satu
Muthu Raja Karthick Raja
Muzik Jan

Muzikova Dana
Muzikova Jana
Muzikova Katefina
Myslivecek Miroslav
Nadvornikova Sylvie
Nausova Jitka
Navratil Milan
Navratilova Jana
Necas Emanuel
Nekvindova Jana
Némec Pavel
Nenic¢kova Marie
Neuwirtova Radana
Nosal’ Milo§

Novak J. Anne
Novak Martin
Novédk Zbynéek
Novakova Ludmila

86

42
7,21,27,48,49
55, 66,93

78

21,48

12,22

101

13

77
24,43,59, 61
101

44, 88

69

45,46, 85

31

28,38, 39
107

16, 50, 58, 59, 67,
72,79, 80, 81,91,
101

42

74

11,12

82

23,24,69

78

97

70
56,57, 60, 61
19,62

57

12,31

81

72

9

35

32,85
37,45, 88
49,59, 60

97

90, 97
9,19,20,21,51,52
28

56,59

36

16

15
31,36,37,77
68
44,88,44,91,92
74

24

67,72

12

49, 87

13,23

24, 66

Transfuze Hematol. dnes, 17, 2011

111



Supplementum 2/2011 — XXV. olomoucké hematologické dny

Novosadova Libuse
Novotny Jif{
Novotova Elena
Nowakowski S. Grzegorz
Obr Ales
Obrtlikova Petra
Ocadlikova Darina
Oltova Alexandra
Onderkova Alice
Onderkova Jana
Ondrackova Zuzana
Ooi M .G.
Otahalova Eva
Pacasova Rita
Palasthy Stanislav
Palousova D.
Palova Miroslava
Papackovd A.
Papajik Tomas

Partschovd Martina
Pavlicova Vladislava
Pavlicek Petr
Pavlikova Daniela
Pavlova Sarka
Pecka Miroslav
Pecankova Klara
Pekova Sona
Pelcova Jana
Pelkova Vendula
Penka Miroslav
Petera Jifi
Petrbokova Radka
Petfek Martin
Pika Tomas
Pikalova Zuzana
Piknovd Dagmar
Pimkova Kristyna
Pirnos Jan
Piterkova Lucie
Pizurova Renata
Plachy Radek
Plamenova Ivana
Plank Lukas

Plasil Martin
Plevova Karla
Pohlreich D.
Polak Jaroslav
Polakova Helena
Polakovic V.
Polivkova Vaclava
Porka Premysl
Porkka Kimmo
PospiSil Vit
PospiSilovd Dagmar
PospiSilova Pavla
Pospiiilova Sarka

101

69

46

12

27

31

55

60

29

81

57

42

98

74

16

83,85

28

100
8,10, 18, 19, 25, 26,
27,28,32,63,75,
82,85,95

24

34,96,97

39

58

61

68

68

53, 86

37

21
37,88,90,93
73

66, 67

81
38,87,90,93
26,49, 66, 82, 87
107

72

19

24

104, 106

53, 86

70, 103, 106
17,50, 57

45

61

7

67, 82

97

91

59

35

32

31,37
13,23,24,36
23
12,21,22,31,61

Potacova Anna
Poul Hynek

Pour Ludék
Prajzlerova Klara
Prejdovéd Zdena
Prekopova Ivana
Prchal Josef
Pribulova Hana
Priester Peter
Prochazka Martin
Prochazka Vit

Prochazkova Daniela
Prochazkova Jana
Prochazkova Jifina
Ptak Jan

Pulejkovi¢ Dejan
Pytlik Robert

Racil Zdenék
Radocha Jakub
Radova Alice

Raida Ludék

Rézga Filip
Reicheltova Zuzana
Rencova Eva
Repovsky Stefan
Reznak 1.

Riedel Tomas
Richardson P.G.
Richter Jif{

Rohon Peter
Rolencova Monika
Rollovd Olga

Ross Fiona M.
Rozsival Pavel
RoZmanové Sarka
Rusinakova Zuzana
Russell Lisa J.
RuZbacky Rastislav
Rychtrmocova Hana
Rykrova Hana
Rysava Jana
Rysava R.
Rehofova Iva
Reznitkova Leona
Sablikova Barbora
Sandecka Viera
Sauer Pavel
Savvulidi Filipp
Seckarova Martina
Sedlacek Petr
Sedlakova E.
Seibertova Katarina
Seifertovd Nad'a
Sejnovd Daniela
Semerdk Pavel
Sevcikova Sabina

89

62

39, 44,90, 98
80

107

55, 66,93

35

80

73

75

10, 18,26, 27, 28,
62, 63, 85, 87
21,48
10,70, 105
50

70

27

19,83
8,9,50,60, 83, 84,85
39,90

73
8,10, 16, 18,27, 29,
78,79, 96

60

68,71, 103
75

76,107

106

71,103

42

42

10, 32,33,52,62
8,83

94

43

75

52
8,10,28,79
43

67

83

96

60, 61

39

34,94
21,51,52

90

16,39

78
31,36,37,77
56
7,9,19,48
32

31

24

9

51

44,91

112
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Schonfeldova Eva
Schutzova Miroslava
Schwarz Jifi
Sicova Katefina
Skalikova R.
Skalova M.

Skapa P.
Skopalova M.
Skoumalova Ivana
Skrakova Marcela
Skuhrova Francova Hana
Slaby Ondfrej
Slanska Markéta
Slavik Ludék
Slavikova Margita
Slepickova Ilona
Slezakova Katarina
Slovacek Ladislav
Smejkalova Jana
Smetana Jan
Smetana Karel
Smolej Lukas
Smolova Lada
Smrckova Alena
Smutna Veronika
Sninskd Zuzana
Snopkova S.
Sokol Juraj
Stanislav Filip
Starostka David
Starostova Lenka
Stary Jan

Stehlik David
Stehlikova Olga
Steinerova Katefina
Stejskalova Ivana
Stemnicka Denisa
Stixova Lenka
Stopka Tomas
Stossova Jana
Straub Jan

Streit Libor
Studnicka Jan
Studnickova Martina
Sulovska Lucie
Sumerauer David
Suskd Renata
Suttnar Jif{
Svoboda Tomas
Svoren Zdenko
Sykora Viktor
Sykorova Alice
Szabbova Zofia
Szépe Peter
Szotkowski Tomas
Sélek Cyril

Sdlek David
Sauerovd Renata

99

15

66

10, 49
105

54

7

11
33,56, 87,94
58
21,22, 61
90

99

70, 86
47,73

14

81

73

97

44

53

19, 62

35

9

49

101

46

104

73

19, 101
94,95
9,19,21,27, 48,49
83

22

15,59

13

81

43

31,37

45
39,89,91, 104
95

75

75

13,23

27

37, 88
68,71,72,99, 103
15

67

36

10, 11

67
17,50, 57
10, 16,49, 66,75, 87
66,67, 82
22,95

54

S¢udla Vlastimil
Sefc Lud&k
Sev&ikova Eva
Sev&ikova Sabina
Simkové Michaela
Simkovi¢ Martin
Simova J.

Siskova Magdalena
Slechtova M.
Slézar Jit
Smardové Lenka
Spacek Martin
Spicka Ivan
Spitikova Ivana
Sponerova Dana
Sramkové Lucie
Stefanikova Zdena
Stefanikova Zdenka
Stépénkova Marika
Stépénkova Pavla
Stérba Jaroslav
Stikarova Jana
Stossové Jana

Stulpova Hana
Sturmova Adéla
Sustackova Gabriela
Svachova Hana
Svachova M.
Svéra F.

Svecova Dagmar
Svojgr Karel
Svubovd Radka
Tesarova Eva
Thiirner Daniel
Tichy Boris

Tichy Michal
Tichy Milo§
Tkacova Vlasta
Tomaskova Vendula
Tomiska Miroslav
Toskova Martina
Té6thova Elena
Tousseyn Thomas
Trhlikova Petra
Trka Jan

Trnavska Irena
Trnény Marek

Trnkova Marie
Trunda Miroslav
Tupéd Miriam
Tupy Jaromir
Turcsanyi Peter
Ulehlova Jana
Urbankova Helena
Urbankova Marie

38,39,90,93
36,77

9

90, 93

73

62

105

24

46

107

95

9,62

19,39, 89,91, 104
46, 56

24

19

58

80

80

10,11, 12,19
21,48

71,99, 103
37,44, 88,89, 90,
93,98

96

33

43

90, 93

32

91

73

49

107

41

21,51

21,22,61
32,105

51

80, 84

96

16

8,50, 83, 85
9,16, 58,59

43

47,73
19,20, 21, 48, 49,
51,52

46, 88

19,31, 37,39, 59,
60, 61, 83,91, 104
29

80

48,74

48,74
8,27,63,72

70
25,26,43, 66, 82
107
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Urbanova Renata 8,10,27,63, 105 Vozobulova Véra 12,15
Uvirova M. 105 Vrana Milena 14
Vackova B. 39 Vranova Milena 101
Vilkova Veronika 14,82 Vrbacky Filip 68

Valova Tat'dna 51 Vrbova Olga 86

van de Donk N. 42 Vydra Jan 9,53, 86
Van Ness Brian 33,42 Vylitové Lucie 34
Vandenberghe Peter 43 Vyrutova Radmila 96
Vargova Karin 31,37 Wasserburgerova Renata 107
VarmuZova Tamara 37, 88,93 Weinbergerova Barbora 8,9,83,85
Vasatova Martina 51 Wild Alexander 12,16
Vasikova Alzbéta 68 Winterova Jana 8, 83,85
Vavrouchova Katefina 95 Witzig E. Thomas 12
Vavrova Jifina 78 Wlodarska Iwona 43
Venigova Petra 55 Zahradova Lenka 39,44,55,89
Valkova Veronika 80 Zachova Silvie 81

Veseld B. 99 Zajac Miroslav 7,9

Veselda Romana 83 Zaoralova Romana 44, 89,90
Veselkova Jana 46, 56 Zapletalova Jana 38,52, 82
Vestenicka Veronika 72 Zarbochova Pavla 37,88
Vidlakova Petra 55,97 Zavielova Alzbéta 53
Vilimova Zuzana 98 Zborilova Romana 94,95
Vitek Antonin 25,82 Zdrahal Zbynék 89

Vitkova Jitka 29 Zemanova Karla 59,61,98
Vl1c¢anova Katefina 59,98 Zemanova Markéta 75
VI¢kova Romana 14 Zent S. Clive 12
Vodickova Elena 27 Zikmund Tomas 31
Vodickova Marcela 96 Zini Gina 85
Vodickova Marta 47 Zitkova Marie 34
Voglova Jaroslava 32,59, 60, 68, 85 Zuna Jan 21,48,52
Vokurka Samuel 15, 30 Zwiewka Michal 80
Volejnikova Jana 49 Z4¢kova Daniela 59, 60
Volfova Pavlina 83, 84, 85 Z4¢kovd Markéta 57
Vondrackova B. 54 74k Pavel 51,53, 68, 86
Vondrakova Jana 8,10,24,79, 85 Zakova Alexandra 40,73
Vopénkova Katefina 97 Zejskova Lenka 53,86
Vostry Martin 24 Ziakové Barbora 9,79, 107
Vosahlikové Sarka 80 Zikavska Lubica 19
Votavova Hana 68 Zmolikova Jana 105
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