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Suplementum 1/2016 - 30. Olomoucké hematologické dny

PREZIDENTSKE SYMPOZIUM

2927. GRANULOCYTOPENIE - .
PATOFYZIOLOGIE, DIAGNOSTIKA, LECBA

Cermak J. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Abstrakt sdéleni neni k dispozici.

2966. DIFERENCIALNI

DIAGNOSTIKA EOZINOFILIE

Doubek M., Brychtova Y., Adam Z, (Interni hematolo-
gickd a onkologickd klinika, LF MU a EN, Brno)

uvob

Eozinofilie je ¢astym nalezem u fady onemocnénti,
véetné onemocnéni onkologickych ¢i internich. Na
druhou stranu klonalni hypereozinofilie sama o sobé
muZze mit zhoubny pribéh.
Tab. 1 Priciny eozinofilie.

Sekundarni eozinofilie

helmintdze

Infekce - nejcastéji helmintické. Vyraznéjsi eozinofilie pfi parazitech infiltrujicich
tkané (strongyloides, trichineldza, filariaza, toxocardza), méne vyrazna pfi stfevni

INCIDENCE

Udaje o incidenci eozinofilie v Ceské ¢i slovenské po-
pulaci nezname. Podle zahrani¢nich dat je eozinofilie
pritomna u < 0,2 % pacientli s normalnimi parametry
krevniho obrazu. Incidence zivot ohrozujiciho idiopa-
tického hypereozinofilniho syndromu je pak asi 0,5
pfipadti na 100 000 obyvatel a rok.

Z3akladni déleni eozinofilii

Eozinofilie se déli na:

« Sekundarni eozinofilie - cytokiny indukovany reak-
tivni fenomén

« Primarni (klonalni) eozinofilie - pfitomny histologic-
ké, cytogenetické nebo molekuldrni znamky klonality

« Idiopaticka eozinofilie - neni prokazana neklonalni
¢i Klonalni pri¢ina. Hypereozinofilni syndrom je pak

Primarni (klonalni) eozinofilie

Akutni leukémie (nejc¢asteji myeloidni)

alergie,

Reakce na léky (antikonvulsiva, antibiotika, antirevmatika, allopurinol), potravinova

indukovana léky)

atopické choroby (atopicka dermatitis, alergické astma bronchiale, plicni eozinofilie | Chronické myeloproliferativni nemoci (Ph negativni)

pneumonie, akutni eozinofilni pneumonie, prosta plicni eozinofilie)

Plicni eozinofilie - eozinofilni syndromy s plicnimi projevy (chronicka eozinofilni

Chronicka myeloidnf leukemie (Ph pozitivnf)

Dal$i priciny souvisejici s autoimunitou a zanétem ¢i toxickou reakcf

Eozinofilni myeloproliferace obsahujici prestavbu genu

PDGFRA
Eozinofilie-myalgie syndrom, syndrom asociovany s podanim L-tryptofanu Eozinofilni myeloproliferace obsahuijici pfestavbu genu
v toxickém oleji PDGFRB

Omenn(v syndrom

Eozinofiln fasciitis, Schulmanlv syndrom, Kimurova choroba, Wellsv syndrom,

Systémova mastocytoza (¢asto s mutaci genu KIT)

lupus erythematodes, revmatoidni artritis

Choroby pojiva (sleroderma, polyarteritis nodosa), granulomatéza s polyangiitidou, | Syndrom 8pT1

Sarkoiddza, zanétlivé stfevni nemoci, chronicka pankreatitis

Myelodysplasticky syndrom

Maligni nemoci (metastazujici karcinomy, Hodgkinova nemoc T-lymfomy)

Endokrinopatie, Addisonova nemoc, deficit rlistovéno faktoru

syndrom, infekce HIV a HTLV-1 retrovirem).

Defekty imunity (hyper IgE syndrom, Selektivni IgA deficit, Wiscott Aldrichlv

angioedém s eozinofilif, eozinofilni celulitis)

Eozinofilni syndromy s koznimi projevy (hypereozinofilni dermatitis, episodicky

eozinofilni myositis, eozinofilni fasciitis, sklerodermie)

Eozinofilni syndromy s postizenim pojiva a svalli (eozinofilni perimyositis,

polyangiiticky syndrom s eozinofilif, syndrom eozinofilni vaskulitidy)

Eozinofilni syndrom s vaskulititdou (Churglv-Straussové syndrom, smiseny

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 22, 2016, SUPLEMENTUM
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podmnozinou idiopatické eozinofilie, kdy je ptfitomno
vice nez 1,5.10%1 eozinofild a je prokazano poskozo-
vani organti a tkani eozinofily.

Prehled pticin eozinofilie uvadi tabulka 1.

Pii diferencidlni diagnostice eozinofilie je vhodné
prihlédnoutik absolutnimu poctu ezinofila v periferni
krvi, i kdyz pravdépodobnost ireverzibilniho organo-
vého postizeni pfi eozinofilii nezavisi na absolutnim
poctu vSech eozinofila.

VYBRANE PRICINY EOZINOFILIE
1) Infekce

Eozinofilie nejcastéji provazi parazitarni choroby.
Tyto 1ze nomenklaturné rozdélit na parazitujici prvoky
(protozoa) a na parazitujici Cervy (vermes), pro které se
v 1ékatstvi pouziva terminu helminti.

2) Alergické choroby

V pramyslovych zemich jsou alergie nejcastéjsi
pric¢inou eozinofilie (sennd ryma, alergickd ryma, ast-
ma, reakce na 1éky ¢i jiné latky, alergicka cystitida).
Tyto alergie v§ak zptisobuji nejéastéji jen mirny (0,5 -
0,7.10°/1), vyjimecné stfedni vzestup poctu eozinofila.

K alergicky eozinofiliim patfi rovnéz tzv. DRESS syn-
drom (drug rash with eosinophilia and systemic symptomes), ktery
je formou alergické reakce na 1éky. Z 16kt mohou vyvolat
eozinofilii antibiotika, antituberkulotika, antimykoti-
ka, antiflogistika, antipsychotické 1éky, fenothiaziny,
chlorpromazin, antiepileptika, hydantoinaty, barbi-
turaty, antidiabetika, antikoagulancia a protinadorové
1éky. Nejcastéjsimi reakcemi, doprovazejicimi lékovou
alergickou reakci, je kozni ra§, makulopapulézni exan-
tém, vyjimecné jina forma postizeni kiiZe az exfoliativni
dermatitis, casto i teplota s bolestmi kloubli a svalti.
Méné Casta je hmatna lymfadenopatie. Interval mezi
zahajenim uzivani 1éku a vznikem polékové alergické
reakce je nejcastéji 2 - 6 tydnd.

3) Eozinofilni syndromy s plicni manifestaci a dalsi
plicni nemoci

Eozinofilie provazi ¢asto fadu plicnich onemocnéni
- plicni karcinomy, sarkoidézu ¢i astma (viz alergické
choroby). Mize jit jak o désledek plicniho postiZeni,

vy

tak i o pricinu.

4) Maligni choroby

Mnoho malignich chorob je provazeno vzestupem
poctu eozinofilli. Nejcastéji jde o pokrocilé malignity
smetastazami. Casto je eozinofilie nalézana u pacientti
s plicnimi tumory nebo hematologickymi choroba-
mi (neklonalni eozinofilie u Hodgkintiva lymfomu,
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nehodgkinskych lymfoma obzvlasté T typu, akutni
lymfoblastické leukemie). V pfipadech malignich lym-
foproliferativnich onemocnéni miéZze eozinofilie pred-
chézet roky jejich dalsi manifestaci. Po ispésné 1écbé
maligniho lymfoproliferativniho onemocnéni miize
eozinofilie vymizet a relabovat miize opét az mésice
pred zfetelnym relapsem maligni choroby.

5) Imunologické priciny eozinofilie

Imunologické pficiny eozinofilie zahrnuji hyper-
-1gE syndrom, izolovany deficit IgA nebo Wiskottiv-
-Aldrich@v syndrom.

Hypereozinofilni syndrom vyvolany T lymfocyty

T-lymfocyty stoji v pozadi vSech reaktivnich eozi-
nofilii. V nékterych pfipadech zname pric¢inu, a pak je
eozinofilie kKlasifikovana dle této priciny (1éky, paraziti
apod.), nebo pficinu nezndme a pak jednotka spada
to kategorie idiopatického hypereozinofilniho syn-
dromu, pokud spliiuje jeho kritéria uvedena vyse. Na
hypereozinofilni syndrom mediovany T-lymfocyty lze
usuzovat v pfipadech neprokazané klonalni eozinofilie,
nebo pfi prokdzané klonalni populaci T-lymfocyti,
produkujicich vysoké koncentrace vySe uvedenych
interleukint, signalizujicich Th2 profil téchto bunék.
Pacienti s hypereozinofilii zptisobenou T-lymfocyty
maji castéji vysokou koncentraci imunoglobulinu IgE
a polyklonalni hypergamaglobulinemii. Za fyziologic-
kych okolnosti dochazi k T-lymfocyty mediované eozi-
nofilii pfi parazitarnich infekcich. Za patologickych
okolnosti dochazi k této reakci u alergickych stavi,
autoimunitnich onemocnéni a nakonec i u malignich
lymfom, obzvlasté T-typu.

DalSi stavy spojené s eozinofilii

Mezi eozinofilni syndromy ne zcela jasné etiologie,
ale pravdépodobné rovnéz souvisejici s T-bunécénou
imunitni odpovédi patfi nasledujici choroby: idiopatic-
ky epizodicky angioedém s eozinofilii, hypereozinofilni
dermatitis, eozinofilni celulitida (Wellstv syndrom),
eozinofilni myositidy, eozinofilni fascitida, eozinofilni
gastroenteritidy ¢i Crohnova nemoc nebo ulcerozni
kolitida spojené s eozinofilii. Tyto relativné benigni
nemoci s eozinofilii obvykle poskozujijen jeden organ
a pocet eozinofild v krvi m@iZze a nemusi byt zvyseny.

Eozinofilie mlize provazet i revmatoidni artritidu
a dalsi kolagendézy. Odborna literatura popisuje tak-
zvanou eozinofilni myopatii.

Syndrom eozinofilni fascitidy (Schulmandv syn-
drom) je pribuzny sklerodermii, které se zna¢né podoba
makroskopickym postiZenim kiize a podkozi a odlisuje
se eozinofilii, infiltraci podkozi eozinofily a pfitomnos-
ti hypergamaglobulinemie.
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Kimurova choroba je podobné onemocnéni mla-
dych muzi. Projevuje podkoznimi infiltraty v oblasti
hlavy a krku a je spojena s regionalni lymfadenopatii.
Histolocky obraz zahrnje folikularni hyperplazii a eo-
zinofilni infiltraty.

6) Klonalni eozinofilie

Klonalni eozinofilie jsou zpisobena primarni poru-
chou v kostni dfeni. Klonalitu lze pak prokazat cyto-
geneticky nebo molekuldrné genetickymi metodami.
Klonalni eozinofilie spada do skupiny myeloprolifera-
tivnich nemoci. Ke klonalnim eozinofiliim patfi podle
Klasifikace Svétové zdravotnické organizace chronicka
eozinofilni leukemie (CEL) a myeloidni a lymfoidni
neoplazie spojené s eozinofilii a abnormalitami gent
PDGFRA, PDCFRB nebo FGFR1.

Chronicka eozinofilni leukemie

Ke kritériim CEL patfi: 1) zvySeny pocet nezralych
eozinofild v krvi (nad 1,5 x 10°/1) a v kostni dfeni, ktera
navic muZe obsahovat az do 20 % blasti, 2) infiltrace
tkani nezralymi eozinofily, 3) jsou pfitomny hematolo-
gické abnormality: degranulace, vakuolizace, hyposeg-
mentace, hypersegmentace eozinofilii, hepatomegalie,
splenomegalie, zvySena koncentrace vitaminu B12,
abnormalnim skére leukocytarni alkalické fosfatazy,

které byva spisSe zvySené nez snizené, myelofibroza,
myeloidni dysplazie a bazofilie a 4) je vyloucena ab-
normalita genti PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 ¢i BCR-ABL1
(byva u chronické myeloidni leukemie). V literatufe
jsou popsany i morfologické odchylky patologickych
eozinofilll od jejich fyziologickych protéjska pfi vy-
Setfeni elektronovou mikroskopii. OdliSeni CEL od
idiopatického hypereozinofilniho syndromu mitze
byt ale nékdy komplikované. K odliSeni miize pomoc
prikaz chromozomalnich abnormalit v burikach eo-
zinofilni fady u CEL, které u HES pfitomny nebyvaji,
nebo zmoZeni blastdl v kostni dfeni enbo periferni krvi.

Kardidlni, neurologické a dalsi komplikace (viz nize)
se mohou vyvinout v pfipadé CEL stejné jako u idi-
opatického HES s polyklonalnimi eozinofily, nebo pri
parazitarni chorobé, a proto nepredstavuji rozlisSovaci
ukazatel.

Diagnostické kritéria CEL jsou pfesné uvedena v ta-
bulce 2.

Myeloidni a lymfoidni neoplazie spojené s eozinofi-
lii a abnormalitami genti PDCGFRA, PDGFRB nebo FCGFRI

a) Eozinofilni myeloproliferace spojené s prestavbou
gent PDGFRA nebo PDGFRB

V nékterych pripdech lze prokazat souvislost klo-
nalni eozinofilie s mutacemi ¢i pfestavbami gent pro

Tabulka 2. Kritéria chronické eozinofilni leukemie a hypereozinofilniho syndromu podle Svétové zdravotnické organizace.

Pozadavek: Trvajici eozinofilie s absolutnim poétem eozinofilti v periferni krvi 1.5.109/1 a vice, zvyseny pocet eozinofilii v kostni dieni,

pocet myeloblastt v krvi nebo kostni dieni < 20 %.
1. Vylouceni véech pricin eozinofilie zplsobené:

« alergi,

* parazitarnimi chorobami,

« infekénfmi chorobami,

« kolagennimi vaskularnimi chorobami.

« plicnimi chorobami (hypersenzitivni pneumonitis, Lofflerdv syndrom atd),

2. Vylouc¢eni malignich chorob se sekundarni, reativni plazmocytézou

» T-bunécné lymfomy véetné mykosis fungoides a Sézaryho syndromu,
» HodgkinGv lymfogranulom,

« akutni lymfoblasickou leukemii/lymfom,

* mastocytozu.

« chronicka myeloidni leukemie (Ph chromozom ABL/BCR fuzni gen),
* akutni myeloidni leukemie,

« ostatni myeloproliferativni choroby,

» myelodysplasticky syndrom.

3. Vylouc¢eni malignich chorob, u nichz jsou eozinofily ¢asti maligniho klonu

4. Vylouceni T-bunécné populace s aberantnim fenotypem nebo abnormalni produkei cytokin(.

5. Pokud neni pritomna nemoc, kterd mize zplsobovat eozinofilii, neni pritomen abnormalni T-bunécna populace a neni prikazu klonalni e «
myeloidni choroby, je mozné uzavrit diagndzu jako hypereozinofilni syndrom.

 prokazanou chromozomalni klonalitu,
* nebo jejich klonalita byla prokazana jinym zpdsobem,

* je diagnostikovana chronicka eozinofilni leukemie.

6. Pokud jsou splnény vsechny pozadavky 1-4 a pokud myeloidni bunky maji

* nebo pokud pocet blastl v periferni krvi > 2 % nebo v kostni dieni > 5 %, ale <19 % vsech jadernych bunék,
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takzvany platelet derived growth factor receptor alfa (PDGFRA)
a beta (PDGFRB). Klinickymi projevy se tyto pfipady
eozinofilie podobaji HES (viz niZe), systémové masto-
cytéze nebo CEL. Z klinického pribéhu nelze tedy na
pritomnost mutace PDGFRA usuzovat.

Gen PDCFRA kéduje tyrozinkinazovy receptor
PDGFRA a je lokalizovan na chromosomu 4 (4q12). Jako
prvni byla popsana translokace t(1;4)(q44;q12), ktera
ma za nasledek fazi genu PDCFRA s genem FIPIL] za
vzniku fizniho genu FIPILI-PDCFRA. K aktivaci PDGFRA
muze dojit také v disledku dalSich chromosomalnich
translokaci. Napriklad t(4;22)(q12;ql1), kterd ma za na-
sledek vznik fizniho genu BCR-PDGFRA. Postupné byly
rozeznavany dalsi geny, které po fizi s genem PDGFRA:
KIF5B, CDKSRAP2, STRN nebo ETV. Kazda z vysSe uvedenych
cest vede ke konstitutivni aktivaci genu PDGFRA.

Fazni gen FIPIL] byl nalezen asi u 12-14 % vSech pa-
cientd s eozinofilii, vétSinou u muzi.

Gen PDCFRB je lokalizovan na chromosomu 5, v ob-
lasti 5g33. K jeho aktivaci dochazi riznymi chromoso-
malnimi translokacemi, napfiklad t(5;12)(q33;p13), kte-
ra vede ke vzniku fazniho genu ETV6-PDGFRB. Popsano
bylo dal§ich nékolik genii, které mohou byt fiznimi
partnery genu PDGFER.

Velmi vyznamnym faktem, ktery se tyka tohoto
podtypu eozinofilie je fakt, Ze zde existuje velmi ii¢inna
terapeutickd moznost tyzozinkinazovymi inhibortory,
napriklad imatinibem (1, 2, 3, 11, 12, 13).

b) Eozinofilni myeloproliferativni syndrom 8pll
(FGFR1 eozinofilni myeloproliferativni syndrom)

Myeloproliferativni syndrom 8pll je znamy pod
oznacenim human stem cell leukemie/lymphoma syndrome.
Je asociovan s mutaci ¢i translokaci receptoru 1 fib-
roblastového rstového faktoru (fibroblast growth factor
receptor-1 FGFR-1).

Klinicky se tato myeloproliferace projevuje eozinofi-
lii, myeloproliferativnimi a myelodysplastickymi zna-
ky, lymfadenopatii, zvySenym vyskytem soucasného
maligniho T-lymfomu. Nemoc ma agresivni pribéh.

7) Idiopaticky hypereozinofilni syndrom (HES)

Termin idiopaticky HES je vyhrazen pro ptipady zvy-
Seného poctu eozinofill, u nichz nebyl prokazan Kklo-
nalni ani reaktivni ptivod. Definice HES je nasledujici:

Pocet eozinofild v periferni krvi je > 1,5 x 10%/1 po
dobu 6 mésicli, nebo do smrti zplisobené disledky
eozinofilie.

Neni pfitomna jind rozpoznatelna pri¢ina hyper-
eozinofilie.
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Jsou ptfiznaky organového posSkozeni, naptiklad
kardiomyopatie, hepatosplenomegalie, plicni poruchy,
horecky, anémie, ale i neurologické poruchy.

Incidence hypereozinofilniho syndromu je pomérné
mala. Chorobou primeérné rocné onemocni jeden clo-
vék z 200 000 obyvatel. MuZi jsou postizeni 9x castéji
nez zeny. Nejvice se manifestuje u lidi ve véku 20 - 50
let.

Castym nalezem u HES je postiZeni fady tkani
a organi. Nejcastéjsi je postizeni srdce (58 %), pri-
padné mozku a perifernich nervi (54 %). K prizna-
ktim HES tedy patfi: eozinofilni endomyokardialni
choroba (k po§kozeni srdecniho svalu dochazi ve tfech
stadiich: 1) akutni nekrotické, 2) pozdéjsi trombo-
tické, 3) pozdni fibrotické stadium; prvni zanétlivé
stadium je charakterizovano eozinofilni infiltraci
endomyokradu; vznik poskozeni srdce neni zavisly
na poctu eozinofild) (13, 14), postizeni centralniho
nervového systému, trombembolickd nemoc, plicni
projevy (plicni infiltraty, které jsou prchavé, trvaji od
nékolika hodin do nékolika dni), postizeni zazivaciho
traktu, postizeni pohybového aparatu (bolesti svalt
a kloubii), kozni postizeni (napt. koprivkovity vysev),
postiZzeni ledvin, postiZeni zraku (suché konjuktivi-
tidy, episkleritidy a abnormality cév sitnice), imu-
nologické poruchy (nékdy extrémneé zvysSené hladiny
imunoglobulinu E).

8) Eozinofilie provazejici dalsi myeloproliferativni
choroby

Euzinofilie mize provazet chronickou myeloidni
leukémii (CML), pravou polycytémii (PV), esencidlni
trombocytémii (ET) i primarni myelofibrézu (PMF).
Dale se miize vyskytovat u chronické neutrofilni leu-
kemie (CNL), neklasifikovatelnych myeloproliferaci,
chronické myelomonocytarni leukemie (CMML) i sys-
témové mastocytozy (Casta mutace genu KIT).

ZAVER

ZvySeny pocet eozinofild mtiZe provazet velky pocet
chorob, z nichZ nechteré jsou dobfe, jiné hiife 1éCeb-
né ovlivnitelné. V nékterych ptipadech je eozinofilie
zcela asymptomaticka a je otazkou, zda se priznaky
nemoci neobjevi aZ po nékolika letech trvani eozi-
nofilie.

Kazdopané kazdy nalez zvyseného poctu eozinofill
vyzaduje peclivého vySetfeni a pokud je rozpoznan
patologicky podklad tohoto zvySeni, tak i odpovidajici
1écbu.
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2861. NOVE POHLEDY NA PREVENCI

A LECBU ZILNiCH TROMBOEMBOLICKYCH .
KOMPLIKACI U ONKOLOGICKYCH PACIENTU
Hlusi A., Kréova V. (HOK, FN, Olonouc)

Zilni tromboembolické komplikace (HZT - hluboka
zilni tromboéza, PE - plicni embolie) patfi k hlavnim
komplikacim malignich onemocnéni a jsou druhou
nejcastéjsi pricinou smrti u této skupiny pacientt.
Z celkového poctu pacientll postiZzenych tromboem-
bolickou nemoci (TEN) tvoii nemocni s niddorovym
onemocnénim asi 20-30 %. Nalez TEN pii autopsii byl
zjistén u vice nez 50 % zemrelych pro zhoubné nado-
rové onemocnéni, za Zivota byla pfitom diagnéza HZT
¢i EP potvrzena u 15 % pacienti. Uvedené komplikace
vedou nejen ke zkraceni prezivani, ale i k vyznamné-
mu zhorSeni kvality zivota a maji vyznamny vliv na
dalsi prognézu nemocnych. Riziko TEN komplikaci
u onkologickych pacienttl je 7 nasobné zvySeno oproti
nemocnym bez nadoru, prevysuje tak riziko spojené
s nejcastéjsimi vrozenymi trombofilnimi stavy.

Patofyziologie vzniku TEN komplikaci u pacientdi
s nadory je komplexni. Hyperkoagulacni stav je spojen
s aktivaci endotelu zanétlivymi cytokiny (napt. TNF-
-alfa, IL-1, IL-6) uvolniovanych makrofagy po kontaktu
s malignimi bunikami. Endotel m@Ze byt poskozovan
i pfimo malignimi butikami. Prokoagulacné pliso-
bi nadprodukce tkarnového faktoru, zvySené hladiny
FVIII, fibrinogenu, PAI-1. Trombogenné piisobi né-
které ,cancer procoagulans“ uvoliiované samotnymi
nadorovymi elementy (napf. tkanovy faktor ¢i mucin
u adenokarcinomi). Dale prispiva zvySend adhezivita
a agregabilita trombocytl, miiZe se podilet i sekundar-
ni trombocytémie pfi malignité. Vyznamneé se mtze po-
dilet spontanni nebo chemo- ¢i radioterapii indukovany
rozpad nadoru. Nezfidka se podili i mechanicky cévni
utlak samotnym nadorem. Riziko TEN dale navysuje
potfeba operacnich zakrokli. Trombofilni riziko narista
pfiimobilizaci, cytostatické terapii, ozafovani, hormo-
nalni nebo antiangiogennilécbé, zavedeni centrdlniho
zilniho pristupu ¢i septickych komplikacich. K vyjme-
novanym faktorim se dale mohou pridruzovat klasické
vrozené i ziskané trombofilni stavy a pisobeni dal§ich
rizik vyplyvajicich z pfipadné dalsi komorbidity.

Individudlni rizikovy profil pacienta s nddorovym
onemocnénim se odviji od typu nadorového onemoc-
néni, jeho pokrocilosti (stadium), lokalizace nadoru
vzhledem k moZnému cévnimu utlaku, charakteru
protinddorové 1écby a dalsich faktorech nesouvisejicich
s vlastnim nadorem (vék, anamnéza prodélané TEN
ptfihody, vrozena trombofilie, komorbidita, obezita,
kardialni insuficience). K nejrizikovéj$im nemocnym

patii pacienti s karcinomy pankreatu, plic, zaludku,
stfeva, tumory mozku, zvlasté metastazujici, dale
lymfomy a myelomy. Postoperacni riziko je nejvyssi
u rozsahlych resekénich vykonti, zejména v oblasti
bficha a panve. Vysoké riziko spojené s protinadoro-
vou léc¢bou predstavuji napt. tamoxifen, cisplatina,
L-asparaginaza, thalidomid, antiangiogenni 1éky jako
bevacizumab, sorafenib aj.

Indikace a kontraindikace antikoagulac¢ni terapie
u pacientli s nddorovym onemocnénim a zilnimi TEN
komplikacemi se shoduji s postupy u pacientti bez na-
doru. Cilem antikoagulac¢ni 1é¢by je zabranit progresi
trombdézy ¢i embolie, pfedchazet jejich recidivam pri
minimalizaci rizika krvacivych komplikaci. Oproti béz-
né populaci je antikoagulaéni terapie TEN u pacientli
s nadory spojena jak se zvySenym rizikem krvaceni,
tak s vy$$im rizikem recidivy trombéz. Antikoagulaéni
terapie je doporucena u vSech pacientd s naddorovym
onemocnénim s novou i rekurentni HZT a EP. Nelélend
PE ma 30% mortalitu, vétSinou z recidivy embolizace.
U nelécené symptomatické HZT je riziko plicni embolie
50%

Pro inicialni 1é¢bu prvni epizody TEN u nadorovych
onemocnéni jsou vyuzivany nizkomolekuldrni hepa-
riny (LMWH), fondaparinux, pfipadé nefrakciono-
vany heparin (UFH). Srovnavaci studie u uvedenych
modalit nejsou. Extrapolaci dat z klinickych studii
u neselektovanych pacientl vychazi nejlepsi pomeér
ucinnosti a bezpe¢nosti pro LMWH, které jsou tak pri
inicialni1é¢bé jednoznacné doporucovany. Dalsi vyho-
dy nizkomolekularnich heparinti jsou v pfiznivéjsich
ekonomickych parametrech, jednoduchém davkovani
imoznosti ambulantni terapie. Lepsi parametry prezi-
vani u pacientd 1é¢enych LMWH vyvolaly védecky za-
jem o mozZné pfimé antineoplastické vlastnosti LMWH.,
Data srovnavajici jednotlivé druhy LMWH dostupna
nejsou, nejrozsahlejsi zkusenosti jsou s enoxapari-
nem, deltaparinem, tinzaparinem a nadroparinem.
UFH byva v uvedené indikaci vyuzivan pouze okrajové.
Pouziti fondaparinuxu mtiZe byt vyhodné u pacientti
s anamnézou heparinem indukované trombocytope-
nie. Lécba pomoci novych antikoagulancii (NOAC)
dabigatranem, rivaroxabanem, apixabanem, neni
t.C. pro nedostatek klinickych dat u TEN a nadorovych
onemocnéni v soucasnosti doporucovana. I pfes vyraz-
né mensi vyskyt 1ékovych interakci ve srovnani s VKAs
miiZe jejich plasmatickou hladinu ve smyslu zvyseni
i snizeni ovliviiovat fada cytostatik a imunosupresiv.

Pro inicidlni pouziti trombolyzy u pacientl s na-
dorovym onemocnénim a extenzivni EP ¢i HZT neni
evidence dostatecnd. Neexistuji nicméné data, kterd by
jeji pouziti vylucovala. Indikace trombolyzy by méla byt
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peclivé individualné zvaZena s posouzenim benefitu,
bezpecnosti a rizik. Neni doporucena pro pacienty s CNS
postizenim a pritomnosti dalsich rizikovych faktorti
pro krvaceni.

V dlouhodobé antikoagulacni terapii TEN kom-
plikaci asociovanych s nddory a sekundarni profylaxi
jsou dle konsenzualnich doporuceni (ACCP 2012, NCCN
2011, ASCO 2013) rovnéz prefeferovany LMWH pied an-
tikoagulacni terapii antagonisty vitaminu K (VKAs).
Vysledky studii srovnavajici uvedené modality po 3-6
meésicich 1é¢by prokazaly lepsi i¢innost LMWH v reku-
renci HZT. Meta-analyza 7 studii tyto zavéry potvrdila
s redukci relativniho rizika o 53 %. Vyhody LMWH
jsou znamy: odpada nutnost rutinni monitorace, ne-
jsou 1ékové a potravinové interakce, krat$i polocas je
rovnéz bezpecnostni vyhodou. Mezi negativa LMWH
patii vyssi ekonomicka naroc¢nost a injekcéni aplikace
v porovnani s VKAs. Pouziti VKAs uvedena doporuceni
ponechavaji pro ptfipady, kde LMWH neni dostupny.
Doporucena cilova hladina INR je 2-3.

Délka antikoagulalni 1é¢by pfi prvni epizodé HZT
je minimalné 3-6 mésicli. Pfinos dal§iho pokracovani
nad toto obdobi je tfeba individualné zvazit s peclivym
posouzenim rizika rekurence TEN a rizika vyznamnych
krvacivych komplikaci. Posuzujeme, zda jde o trombé-
zu provokovanou, vysledky biomarkerii, zobrazovacich
metod, toleranci dosavadni 1é¢by i preference pacien-
ta. Pokracovani v antikoagulac¢ni terapii je pfinosné
u pacientli s progresivni ¢i metastazujici malignitou
nebo u pacientdl v chemoterapii, u kterych neni pti-
tomno vysoké riziko krvaceni. Volba antikoagulancia
vychazi ze zkuSenosti s dosavadni terapii. V pfipadé
prolongované terapie LMWH je tfeba brat v ivahu
iriziko osteopordzy.

Zavaznym klinickym problémem je rekurence TEN
komplikaci béhem antikoagulacni 1é¢by. V pripadé
rekurence trombdzy pti subterapeutické hladiné INR
béhem terapie VKAs je mozna premostujici 1é¢ba pl-
nou davkou LMWH s navratem k G¢inné peroralni
antikoagulaci nebo pokracovani v plné 1é6cbé LMWH.
Pokud dojde k recidivé trombdzy pti 1é¢bé LMWH, es-
kaluje se davka nizkomolekularniho heparinu o 20 az
25 %, U€innéjsi mlze byt davkovani LMWH 2 x denné.
V prfipadech rekurentnich TEN komplikaci je Castéji
vyuzivana monitorace 1é¢by pomoci anti-Xa.

Mezi specifické problémy pacienti s naddorovymi
chorobami a vyskytem trombotickych komplikaci patti
antikoagulac¢nilécba u pacientli s renalnim selhanim,
ktefi vyzaduji dlislednou laboratorni monitoraci bio-
chemickych a koagula¢nich parametra v¢. anti-Xa
pti 1é¢bé LMWH. Pro ¢ast pacientli mtze byt vhodna
i terapie UFH. Pro dlouhodobou 1é¢bu je u této skupi-
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ny pacientli za bezpecnou povazovana peroralni 1é¢ba
VKAs. Dalsi specifickou skupinu pacientli predstavuji
nemocni s implantovanymi kavafiltry. Jednoznacné
doporuceny jsou u pacientl s akutni TEN komplikaci
a kontraindikaci antikoagulanci 1é¢by. Nelze opome-
nout ani vyskyt katetrovych trombéz a Zilnich trombéz
ve splanchnickém fecisti, které jsou u pacientli s na-
dory téz Castéjsi.

V klinické praxi se pomérné ¢asto setkavame s pri-
pady incidentdlni HZT, tzn. klinicky asymptomatické
trombédzy zjisténé pii zobrazovacim vysetfeni provede-
ném z jiného diivodu (nejcastéji v rameci stazovani na-
dorové choroby). Vyskyt téchto ptipadil je dle nékterych
studii vice nez 50%. Nalez incidentalni TEN piihody
zhor$uje prognézu i kvalitu Zivota pacientti. Pokud neni
kontraindikace, méla bytiv téchto pfipadech zahijena
plnd antikoagulacni 1é¢ba.

Management antikoagulacni 1é¢by TEN u nadoro-
vych onemocnéni u pacientd s vysokym rizikem krva-
ceni patfi mezi nejslozitéjsi klinické situace. U téchto
nemocnych je tfeba individualné zhodnotit miru rizika
krvaceni se zohlednénim stadia a typu malignity,
potfebné délky antikoagulacni 1é¢by, potfeby invaziv-
nich zakrokdi, pfitomnosti ¢i pravdépodobnosti rozvoje
trombocytopenie, vychozich koagula¢nich parametra,
jaterni insuficience, rizika sepse a DIC. Zhodnotit je
tfeba pritomné i potenciadlni zdroje krvaceni a dle moz-
nosti je sanovat. V pritomnosti mensich krvacivych
komplikaci 1ze vést plnou antikoagulacni 1é¢bu za jeji
dtisledné monitorace. V pripadé absolutni kontraindi-
kace antikoagulacni terapie je doporuceno zvazit im-
plantaci kavalniho filtru. V pfipadé trombocytopenie je
za bezpecnou hranici povazovan pocet Tr nad 50x10%/1.
U hodnot niz$ich nebo pfi vyznamném riziku krvaceni
zjinych pricin Ize 1é¢it sniZenou davkou LMWH. VKAs
jsou u vysoce rizikovych pacientii nevhodné.

Stejné jako spravné vedena antikoagulacni 1écba
u pacientl s nadory a TEN komplikacemi sniZzuje mor-
biditu a mortalitu, tak indikované podani antikoagu-
lacni profylaktické 1é¢by je pro pacienty obrovskym
pfinosem a jejich kvalitu zivota i pfezivani ovliviiuje
jesté vyraznéji. K primarni profylaxi jsou pouzivany
vétSinou LMWH, své misto ma rozhodné i fyzikalni pre-
vence. Ke stanoveni rizika TEN a indikaci profylaxe jsou
k dispozici prediktivni modely; napt. Khoraniiv bodovy
systém jako rizikové faktory hodnoti tumory pankrea-
tu, zaludku, lymfomy, karcinom plic, gynekologické
tumory, pocet Tr nad 350x10°/1, hemoglobin od 100 g/1,
pouziti 1éka stimulujicich erytropoesou, leukocytozu
nad 11x10°/1, BMI nad 35. Samozfejmosti je perioperacni
profylaxe chirurgickych zakrokdi. Bézna doba profyla-
xe je kolem dvou tydni nebo do plné mobilizace a do
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dimise. Urozsahlych vykont v oblasti panve a bficha
se prodluzuje az na 4 tydny i po propusténi pacienta.
Rovnéz pacienti s malignitou hospitalizovani z ne-
chirurgického diivodu by profylakticky byt zajiSténi
méli. Pausalni profylaxe u ambulantnich pacientt
v chemoterapii doporucena neni. Tézit zambulantni
profylaxe mohou pacienti s metastatickym nebo lo-
kalné pokrocilym tumorem v chemoterapii s nizkym
rizikem krvaceni. Profylaxe je rutinné doporucena pro

pacienty s mnohocetnym myelomem lé¢enych IMiDs
(thalidomid, lenalidomid). Pfinos primarni ambu-
lantni profylaxe by mél byt individualné hodnocen
opakované v pribéhu lé¢by malignity se zohledro-
vanim vyvoje samotného nadorového onemocnéni,
komplikaci, komorbidit, vyskytu ptidatnych trom-
bofilnich stavii ¢i rizikovych faktor a aktualniho
rizika krvaceni.
Podporeno grantem IGA- LF 2016-001.

POSTGRADUALNI SEKCE 1

2975. SOUCASNE MOZNOSTI

A NOVE PERSPEKTIVY V LECBE
MNOHOCETNEHO MYELOMU

Spic¢ka 1., Straub J., Pohlreich D., Klanova M.
(I. interni Klinika, 1. LF UK a VEN, Praha)

Mnohocetny myelom (MM) musime i v soucasné
dobé povazovat za vétSinou nevylécitelné onemocnéni.
Také se v§ak jednd o malignitu, u které 1ze vyvoj 1écby
ve 21. stoleti oznacit za prevratny. Historii 1écby MM
muzeme rozdélit do 4 fazi. Témér 40 let trvala faze
konvencni chemoterapie se ,zlatym standardem* -
kombinaci melfalanu a prednisonu. Pétileté preziti
bylo lehce vy$$inez10% a vice nez 95% pacientdi umiralo
béhem 10 let (1). Fazi druhou je zavedeni jednoho ¢i
dvou cykld autologni transplantace kmenovych bu-
nék (ATKD) v 90. letech, které vedlo k 5-letému preZziti
u cca 30% pacientl a dlouhodobéjsi kontrole choroby
u méné nez jedné ctvrtiny (2). ATKD se stala (a zatim
zlistava) standardem 1é¢by, pouzitelnym vSak u méné
nez poloviny pacientdi.

Teprve tfeti faze znamenala podstatnou zménu
ucinnosti 1é¢by pro vSechny nemocné s MM. Diky
tzv. novym ¢i cilenym 1ékim, inhibitoru proteazomu
(PI) bortezomibu a imunomodula¢nim 1éktm (IMId) -
thalidomidu a lenalidomidu, se MM zménil z jednoho
z nejméné prognosticky priznivych hematologickych
nadorl na potencialné dlouhodobé kontrolovatelnou
malignitu s moznosti vyléceni alesponl ¢asti pacientli
(3). Pétiletého preziti (ve velkych Kklinickych studiich)
dosahuje az 50% nemocnych.

Soucasnost miizeme oznacit za 4., opét zfejmeé pre-
vratnou fazi v historii MM. Kombinované rezimy,
at jiz s preparaty 1. generace nebo novéjsimi, vedou
u mlads$ich pacienti témeér k 100% terapeutické od-
povédi s nadpoloviéni vétSinou kompletnich remisi
(jeden z hlavnich prognostickych ukazatel) jeSté pred
provedenim ATKD. V soucasné dobé je podle nékterych

autor( doba 10 let nikoli maximalni dobou Zivota, ale
predikovanym medidnem doby preziti pacientl s MM.
Na druhé strané je vSak nutné uvést, ze vysledky 1éc-
by v bézné klinické praxi nedosahuji téch uvadénych
v ramci klinickych studii. Prokizala to napf. nedavna
analyza v CR (4).

SOUCASNA SITUACE

Lécba pacientd mladsich 65 let (resp. 70 let v dob-
rém klinickém stavu) zahrnuje rezimy s novymi 1éky
ve dvoj- Ci Castéji trojkombinacich, pficemzZ cilem in-
dukeni terapie je dosaZeni co nejrychlejsi a nejhlubsi
odpovédi pred ATKD. Zakladem je rezim bortezomib
+ dexamethason (VD) (5), ke kterému je nejspiSe ide-
alni pridat lenalidomid. Mimo klinické studie vSak
tato kombinace zatim neni casto schvalena, proto je
nejcastéji jako tfeti 1ék uzivan thalidomid ¢i cyklofos-
famid (podle rtiznych autor s rozdilnou i obdobnou
ucinnosti). Indukce by méla byt kratka (tj. obvykle 4
cykly) a u vSech pacientti, kdy je to mozné, by méla byt
provedena ATKD. Lécba na bazi bortezomibu miiZe pte-
konat také neptiznivy vliv nékterych cytogenetickych
zmén - naprt. t(4;14).

Pro ktery postup se rozhodneme po ATKD, zalezi na
dosazené 1écebné odpovédi - pacienty s alespon velmi
dobrou castecnou odpovédi (VGPR) 1ze dale pouze sle-
dovat, nebo zahdjit udrZovaci 1é¢bu (povolen v CR je
zatim thalidomid), u pacientd s horsi 1écebnou odpo-
védi se provadi konsolida¢ni 1é¢ba - nejcastéji druha
transplantace ¢i nékolik cykli kombinované terapie
(v nékterych protokolech obé varianty). Ucelem konso-
lidace je zvySeni hloubky odpovédi, udrzovaci 1é¢ba pak
ma vést k dlouhodobé kontrole onemocnéni.

U nemocnych pro ATKD nevhodnych je v 1. linii
hlavni kombinaci VMP (Velcade, Melfalan, Prednison).
Rezim VMP se stal soucasti standardnich doporuceni
na zakladé studie VISTA. Median doby do progrese
(TTP, primarni cil studie) byl 24 mésict ve skupiné MPV
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proti 16,6 mésicti u kontrol (P<0,001). Vyrazné zlepseni
efektu terapie bylo nezavislé na vSech zkoumanych pro-
gnostickych faktorech: véku, pohlavi, regionu, tvodni
hodnoté beta-1 mikroglobulinu, albuminu, klinickému
stadiu dle ISS (,,International Staging Systém*) a clea-
rance kreatininu. (6)

Uvedené postupy, standardné pouZivané v CR (a fa-
dé, nikoli vSak vSech vyspélych zemich) v poslednich
cca 10 letech vedou u ¢asti pacienti k dlouhodobé re-
misi, zatim je vSak pro tuto éru tvrzeni o trvalém vy-
1éceni problematické. Proto bylo dalsim dil¢im cilem
prodlouzeni dosazené remise pomoci udrzovaci tera-
pie. Ta je v pfipadé MM, pravé z divodt dlouhodobé
neuspokojivych vysledkil, staronovym tématem. Jeji
historii neni mozné ani nutné predstavovat, zkracené
1ze pouze uvést, Ze kromeé velmi malého prinosu IFN-
alfa (pfi vysokém vyskytu nezddoucich ucinkdi) nebyl
identifikovan efekt jakéhokoli ze zkouSenych postupti.
I v této oblasti situaci zménily nové 1éky, v soucas-
nosti zejména IMIDy. Zatimco dlouhodobé podavani
thalidomidu neniz divodu vysokého rizika vedlejsich
c¢inkd (hlavné neuropatie) mozné, trvalé nebo alespori
nékolikaleté podavani lenalidomidu (spolu s dexa-
metazonem) jiz podminky efektivni udrzovaci 1é¢by
splniuje (signifikantni prodlouZzeni doby remise, rela-
tivni bezpecnost, snadna aplikace). Na tuto skutecnost
upozornily v kratkém casovém rozmezi (vysledky byly
prezentovany béhem 2 let) tfi randomizované klinické
studie. Ve studii CALGB 100104 vedla udrzovaci terapie
k signifikantnimu sniZzeni rizika tmrti a prodlouzeni
doby do progrese (48 vs. 30.9 més.) bez ohledu na to,
zda bylo pfedchozi vysokodavkovanou lécbou dosazeno
kompletni remise ¢i nikoli (7). Obdobné ve dvojité slepé
studii IFM 2005-02 doslo u transplantovanych pacien-
t s udrzovaci 1écbou lenalidomidem k prodlouzeni
doby do progrese (PFS) na dvojnasobek proti skupiné
kontrolni (42 vs.24 més.) (8). Ve tfeti ze studii, ktera
zkoumala efekt tohoto postupu u nemocnych k ATKD
nevhodnych (MM-015), snizila dlouhodoba 1éc¢ba riziko
progrese 0 69% (hazard ratio [HR], 0.314; p < 0.001) proti
placebové skupiné se stejnou indukéni 1é¢bou a vedla
k prodlouZeni PES ve 2 letech (55% vs. 16%) (9). Zatimco
téméf dvojnasobné prodlouzeni PFS prokazaly vSechny
3 studie, efekt na celkovou dobu preZiti dlouhodobé
potvrzuji pouze dvé z nich (nikoli francouzska IFM).
Z hlediska klinické praxe je nutno upozornit, ze udrzo-
vaci 1é¢ba lenalidomidem byla v EU z administrativnich
dtivodt schvalena se zna¢nym zpozdénim proti USA,
ale jejirutinni uziti by mélo byt otazkou kratkého casu.

Rozbor moznosti 1é¢by relabujici nemoci je samo-
zfejmeé samostatnd kapitola. Zkracené muiZzeme jen
konstatovat, ze pomoci stfidani riznych druht cile-
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nych 1ékt v fadé kombinaci 1ze dosahovat opakovanych
remisi (i kdyZ podstatné kratSiho trvani) a prodlouzeni
celkového preziti s uspokojivou kvalitou Zivota je dosa-
hovano neztidka vice nez 5 liniemi terapie.

BLiZKA BUDOUCNOST

Soucasna 4. etapa 1é¢by MM souvisi s vyvojem dal-
§ich 1ék1, ze kterych zminime pouze ty, které jiz pro-
kazaly svoji i¢innost v klinickych studiich faze 3 a jsou
v rliznych fazich procesu schvalovani regula¢nimi
Grady. Lze je rozdélit do 3 skupin: a/ 1éky nové generace
PIaIMID{, jez vykazuji vyssi Gcinnost, mensi toxicitu
a zachovavaji si efekt i pro nemocné resistentni na
prvni generaci téchto preparati b/ monoklonalni pro-
tildtky c/ ostatni. Proteazomovy inhibitor 2. generace
carfilzomib je schvaleny pro klinickou praxi v USA
a nové i EU. V multicentrické, randomizované studii
faze 3 u relabujicich pacienti - ASPIRE - byla doba
do progrese ve skupiné CRd (carfilzomib, revlimid,
dexametazon) signifikantné delsi proti skupiné Rd
(medidn, 26.3 mésicl vs. 17.6 mésica, P=0.0001) (10).
Ve studii pfimo srovnavajici ii¢innost nového PI a je-
ho prfedchiidce doslo k dvojnasobnému prodlouzeni
PFS (18.7 més. vs 9.4 més., hazard ratio [HR] 0.53
[95% CI 0.44-0.65]; p<0.0001) (11). Dytfeld et al uvadi
dosazeni alespon parcidlni remise u 100% pacientl
s nové diagnostikovanym MM po rezimu CRd (12). Na
trhu je také prvni peroralni PI - ixazomib (MLN9708).
Pomalidomid je IMID tfeti generace, uc¢inny u témeér
poloviny pacientti rezistentnich jak na lenalidomid, tak
bortezomib (13). K monoklonalnim protilatkam, které
zfejmé dale vyznamné zméni efektivitu 1é¢by MM (proti
nehodgkinskym lymfom se 30-letym zpozdénim) patii
elotuzumab a daratumumab. Léky z dalsi skupiny -
inhibitory histon-deacetyldzy (HDACIs) ¢i aplidin jsou
acinné zejména pro sviij potencidlni ii¢inek spolu se
jmenovanymi dfive (14). HDAC inhibitory maji syner-
gicky efekt s PI v indukci apoptézy a autofagie u fady
nadorti. Pro klinickou praxi je v USA schvaleny pano-
binostat, mnoho se ¢eka od preparatli nové generace,
napf. ricolinostatu. Vycet perspektivnich 1é¢ebnych po-
stuptl musi obsahovat i téma cilené imunoterapie, kde
vedle dlouhodobé zkoumané vakcinace se stale castéji
zminuji (jako u NHL ¢i CLL) chimernimi antigennimi
receptory modifikované T buriky (CARs-T).

FILOZOFICKE ASPEKTY SOUCASNE
SITUACE V LECBE MM

Prvni pfevratna fize v moderni 1é¢bé myelomu by-
la spojena s identifikaci 2 skupin 1éka (PI a IMID{) se
zcela odliSnym mechanizmem dc¢inku proti do té doby
uzivané chemoterapii. Soucasna druha ,revoluce“
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je charakterizovana nejen vyvojem novych generaci
téchto preparatti (které prinasi v rizné mife zvyseni
ucinnosti, moznost pfekonani rezistence na starsi
varianty, zvySeni bezpecnosti ¢i komfortu 1é¢by),
ale hlavné dal$im vyznamnym rozsifenim spektra
ucinnych 1ékdi. Pfi zndmé vice-klondlni povaze MM
je tento faktor zvlasté dalezity. Prvnim disledkem
je moznost uziti §ir§ich kombinaci jizZ od ivodnich
fazi terapie bez drivéjsiho rizika, Ze tim vycerpame
vSechny uc¢inné postupy. Druhym je samoziejmé
vyuziti v pfipadé rezistence na ,,standardni“ nové
1éky. Tfetim je pak rozsifeni indikaci, hlavné do ra-
néjsich fazi onemocnéni - asymptomatického, resp.
doutnajiciho myelomu.

Odvracenou stranou soucasné situace je fakt, Ze
vzhledem k vysokym nakladiim se po dlouhé dobé
zacinaji rozevirat nlizky dostupnosti 1é¢by v raz-
nych zemich ¢i oblastech podle jejich ekonomické
vykonnosti nebo zdravotnického systému. Za¢atkem
tohoto trendu bylo pozdni schvaleni carfilzomibu
a udrzovaci 1é¢by lenalidomidem) v EU proti USA, po-
kracovanim pak schvaleni 4 novych preparatt zatim
jen FDA (daratumumab, elotuzumam, panobinostat,
ixazomib). Tato situace je Siroce diskutovana i v eko-
nomicky nejvyspélejsich statech EU. Kromé jinych
aspektl tim z védeckého hlediska roste tlak na pres-
néjsi urceni mista novych preparati do klinickych
standardii, at ve smyslu faze 1é¢by ¢i identifikace
spravnych skupin pacientt (,,tailored therapy*). Tato
snaha se jisté bude s rozsifujicim se spektrem 1éki
dale stupnovat, jasnym cilem pak bude 1é¢ba indi-
vidualizovana. Odrazi to naptiklad soucasné snahy
o identifikaci prfesnéjsich prognostickych systému
(R-ISS a dalsi) (15). Vycet postupli, metodik a jejich
pfinosu pro individualizaci 1écby MM presahuje ra-
mec tohoto sdéleni.

Souhrnem lze fici, ze diky zavedeni cilenych 1ékdl
v1é¢bé MM znamena jeden z nejvyznamnéjsich pokro-
kit v onkologii za poslednich 15 let. Zcela se zménilo pa-
radigma 1écby této dfive prognosticky velmi neptiznivé
malignity a pfeziti pacientfi se nejméné dvojnasobilo.
Od soucasné druhé ,,viny*“ novych 1k se ocekava, ze
myelom bude patfit mezi potencialné vylécitelné one-
mocnéni pro vyznamnou ¢ast nemocnych. Na druhé
strané z{istava nefesitelnym problémem primarné resi-
stentni forma MM - potvrzenim je nedavné doporuceni
transplantologickych spolecnosti zvazit (u MM dosti
nepopuldrni) alogenni transplantaci u vS§ech vhodnych
pacientl s dobou remise méné nez 2 roky po ATKD a/ne-
bo neptiznivymi prognostickymi faktory (cytogenetika,
extramedularni choroba, plazmablasticka leukémie,
vysoka hodnota LD) (16).
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2857. STATE OF THE ART 2016:

DIAGNOSIS AND TREATMENT

OF LIGHT CHAIN AMYLOIDOSIS

Schonland S. (Medizinische Universitdtsklinik,
Universitdtsklinikum, Heidelberg - D)

Abstrakt sdéleni neni k dispozici.

2990. CHANGING LANDSCAPE OF
ALLOGENEIC DONOR HEMATOPOIETIC CELL
TRANSPLANTATION: IMPACT OF DONOR
CHOICE, CONDITIONING AND DISEASE
STATUS ON TRANSPLANT DECISIONS
Bachanova V. (Division of Hematology, Oncology and
Transplantation University of Minnesota, Minnesota - USA)

The fundamental goal of successful allogeneic
transplantation is to deliver potent immune mediated
anti-tumor responses while mitigating graft-versus-
-host disease and infectious complications. Transplant-
related mortality and relapse continue to be the largest
hurdles facing patients following allograft. Recent
advances and controversies using reduced intensity
conditioning platform and alternative graft sources
such as HLA-haploidentical related donors and um-
bilical cord blood to treat adult malignancies will be
discussed. Disease status and minimal residual disease
impacts on relapse and survival and should be conside-
red in decision making particularly for acute leukemia.
We will also exploit the evolving use of immunothera-
peutic strategies including combinations of allograft
with NK cell infusions, pathogen-specific T cells, Treg
manipulations, and chimeric antibody receptor T cells.

WIEDERMANNOVA PREDNASKA

2867. OHLEDNUTI ZA 30 ROCNIKY OHD,
PRAVIDELNE HEMATOLOGICKE AKCE

S NEJDELSI TRADICIi V CR V KONTEXTU
OLOMOUCKE HEMATOLOGIE

Indrik K. (HOK, FN, Olomouc)

Abstrakt sdéleni neni k dispozici.
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2967. MANTLE CELL LYMPHOMA:
GOOD TIME FOR A CHANGE

Le Gouill S, Chiron D., Callanan M, (Service d’héma-
tologie clinique CHU de Nantes, Nantes - F, Team 10, UMR
892, IRCNA INSERM, Nantes - F; Centre de recherche
Université Grenoble Alpes / Inserm U1209 / CNRS UMR
5309, Institut Albert Bonniot, Grenoble - F)

Mantle cell lymphoma (MCL) represents 5-10% of
all lymphomas, its annual incidence is 0.45/100,000
persons. Despite major therapeutic progresses, MCL
remains incurable. A recent epidemiological nationa
survey showed that median overall survival (OS) of
French MCL patients is only 40 months (7). This high-
lights the need for new therapeutic options but also
the need of a change in the way we treat MCL patients.

Induction immuno-chemotherapy including high-
dose cytarabine followed by autologous stem cell trans-
plantation (ASCT) consolidation is recommended for
young patients while elderly patients should be treated
with R-CHOP followed by Rituximab maintenance (2).
For elderly, the use of bendamustine upfront is also
recommended in some countries. More than 80% of pa-
tients reach complete remission (CR) at end of therapy
(EOT) but all patients eventually experience iterative
relapses and response duration decreases from one
salvage therapy to the next. At relapse, a new line of
immunochemotherapy or new drugs such as Ibrutinib,
bendamustine, Velcade, Temsirolimus alone or in
combination with other chemotherapies are proposed.
Allogeneic stem cell transplantation for young, fit
patients are the only curative procedure. Prospective
Phase II-III trials conducted by the LYSA group and or
the EU MCL network shows that there are 3 prognostic
groups of patients: a high-risk (HR) group of 15-20% of
patients having a duration of response <lyr after EOT;
an intermediate-risk (IG) group that includes patients
remaining in response one year after EOT but with an
incidence of relapse of 10-15%/yr thereafter; and a low-
-risk (LR) group of nearly 30% of patients who reach CR
for more than 5 years but that remain at risk of late re-
lapse (2), (Le Gouill ASH 2014, Hermine O et al, Lancet in
revision). It is not currently possible to classify patients,
at the time of diagnosis, into one of these 3 risk-groups
and thus to treat patients according to risk factors. The
MIPI score and its biological variant (bio-MIPI) are the
most widely used prognostic scoring systems. Both
classify patients according to clinical (age and disease

stage) and biological (lymphocyte count, LDH level,
percentage of K167 pos cells) parameters (3). These scores
have majorlimitations in clinical practice and were not
designed to decide treatment strategy.

New tools in MCL. Minimal residual disease
(MRD) detection using qPCR directed to clonogenic
V(D)] rearrangements is a powerful tool for predic-
tion of response duration. In line with findings by
the EU-MCL network (4), a LYSA work confirms that
molecular response is a strong prognostic marker for
response duration (Callanan, Abstract 338, ASH 2015).
A drawback with current MRD strategies, is that 10%
of patients cannot be monitored (no MRD target) and
MRD responses are defined according to quantita-
tive criteria without regard to the initial molecular
features of the MCL cells. Screening for loss-of-func-
tion mutations in DNA repair checkpoint-encoding
genes, (ex TP53 and CDKN2A) could identify HR patients
(Delfau-Larue, Blood). However, this requires valida-
tion in larger independent patient series and is not yet
utilized for risk stratification.

[(18)F]Fluorine-Deoxyglucose Positron Emission
Tomography (PET) has changed response assessment
and therapy strategy in many lymphoma entities, but
not in MCL where PET imaging has not been studied (5).
PET imaging is also poised to contribute new insights
into MCL pathogenesis since increasing evidence points
to metabolic cues as key integrators of genetic and epi-
genetic adaptation in tumours and to identify patients
susceptible to respond agents that target metabolic
signaling. However, few is known today about how
tu use PET in MCL.

New drugs in MCL. New drugs that target BCR
signaling, Bcl-2 family proteins, the mTOR, PI3K or
NFKB pathways are under investigation in phase I/
II/1II clinical trials in MCL. These drugs are showing
promise but treatment resistance is problematic. For
example, Ibrutinib a first-in-class BTK inhibitor ap-
proved for clinical use in relapse/refractory (R/R) pa-
tients, induces response rates of 70% but 30% of patients
are refractory to therapy (6). Point mutations in BTK
have been described in a subset of MCL patients with
acquired resistance to Ibrutinib (7) while activation of
the alternative NF-kB pathway may be linked to denovo
Ibrutinib resistance (8). Targeted therapies may also
be responsible for clonal selection that can ultimately
jeopardize patient outcome, suggesting that targeting
of a single target is probably not the solution to cure
patients (Martin, Blood).
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MCL represents a challenge for clinicians and re-
searchers. New drugs are already available, new tools
(FDG-PET, MRD ..) are ready to use in everyday cli-
nical practice but the complexicity of the disease (9)
requires to change the treatment dogma. We need to
identify theranostic markers, to better predict pati-
ents’ outcome, to understand resistance of MCL cells
etc ... The presentation of Prof. Le Gouill will present
the new advances in MCL and discuss how to change
the treatment dogma in order to propose a tailored
personalized approach.
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2895. SOUCASNE MOiNQSTI LECBY
CHRONICKE LYMFOCYTARNI LEUKEMIE
Papajik T., Urbanova R., Turcsanyi P., Prochazka V.
(Hemato-onkologicka klinika, LF UP a FN, Olomouc)

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL), jedno z nej-

Castéjsich nadorovych onemocnéni krvetvorné tkané
s incidenci zhruba 4 - 5 pfipadi na 100.000 obyvatel
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arok, postihuje prevazné muze (pomér muzti a zen -1,7
-2,0 :1). Median véku pfi diagnéze ¢ini zhruba 71 let
a vice jak 2/3 z nemocnych je star§ich 65 let. Pfevazna
vétSina nové diagnostikovanych je zcela asymptoma-
ticka a nachazi se v pocatecnim stadiu onemocnéni
(stadium A dle Bineta). Tito nemocni jsou dle platnych
mezinarodnich doporuceni sledovani (NCI-WG, IWCLL
2008) a 1éc¢ba je zahajovana az v pripadé symptomatic-
ké, aktivni choroby ¢i u pacientli v pokrocilém stadiu
choroby.

Posouzeni biologického stavu nemocného a jeho
vykonnosti, zhodnoceni genetické podstaty choroby
a stanoveni prediktivnich faktorti pfedstavuji zasadni
faktory pro vybér vhodné a i¢inné primarni terapie.
Primérna doba od diagndzy k zahdjeni terapie dosa-
huje 4 - 5let, a tak vétSina téch, kteti vyzaduji 1é¢bu,
je star§ich 70 let. U znacné ¢asti pacientil nachazime
nejméné jednu, castéji vSak vice pridruzenych cho-
Tob, tito jedinci maji vékem sniZené funkéni kapacity
Klicovych organt (ledviny, jatra, srdce, kostni dfen),
omezeny nékteré z aktivit denniho Zivota a nékteii maji
dokonce pfitomen jeden ¢i vice zavaznych geriatrickych
syndromil. Tyto faktory limituji nas vybér terapie a ta-
ké cile, jichzZ ma terapie dosdhnout (remise choroby
s prodlouzenim bezptiznakového obdobi a celkového
preziti ¢i jen potlaceni symptomd a zajisténi kvality
zbyvajiciho zivota).

Nastésti revoluce v oblasti vybéru aéinnych 1éceb-
nych moznosti v posledni dekaddé umoznuje pouzit
pro vétsinu pacientli a situaci, v nichZ se nachazi,
odpovidajici typ a intenzitu terapie. U mladsich ne-
mocnych je standardem inicidlni 1é¢by kombinace
fludarabinu, cyklofosfamidu a rituximabu (FCR).
Tato terapie dokdzala vyznamnym zpiisobem zvy-
§it pocet kompletnich 1écebnych odpovédi (CR; 44 %
vs 22 %), prodlouzit obdobi bez progrese choroby
(PFS; 56,8 vs 32,9 mésice) a celkové preziti (OS; 86
meésich vs median nedosazen) sledovanych jedinct
(studie CLL8). Z dlouhodobé analyzy studie je patrné,
Ze z 1éCebné kombinace FCR maji vyrazné vétsi prospéch
pacienti s mutovanym stavem gentl pro tézké fetéz-
ce imunoglobulinii (IGHV), kde kfivka OS dosahuje
naznaku dlouhodobé stabilizace (plateau) u vice nez
80% pacienttli, zatimco pro nemocné s nemutovanym
stavem IGHV je tato 1é¢ba vyznamné méné ucinna.
Také je nutné zminit, Ze 26% pacientl 1écenych FCR
nedokoncilo planovanou 1é¢bu a u témeér poloviny ne-
mocnych byla intenzity terapie redukovana o vice nez
10%. Infekce se vyskytly u 25% 1écené populace, jejich
Castéjsi vyskyt byl pozorovan u nemocnych starsich 65
let. Také vyskyt sekundarnich nadort (13,1%) spojeny
s kombinaci FCR neni zanedbatelny.
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Ve snaze nabidnout $irsi skupiné pacientti i¢innou
a pritom méné toxickou 1é¢bu byl v fadé studii testovan
rezim zahrnujici bendamustin a rituximab (BR), ktery
byl posléze ve fazi III studie porovnan s FCR (CLL 10).
1 kdyzZ celkovy pocet CR (47 % vs 38 %) a délka PFS (85 %
Vs 78 % ve 2 letech) hovori ve prospéch kombinace FCR,
pri detailnéjsi analyze je patrné, Ze vyhoda této 1é¢by
oproti BR je vyhrazena pro pacienty mladsiho véku
s nemutovanym stavem IGHV. Na druhé strané paci-
enti star$iho véku (nad 65 let) a nemocni s mutovanym
stavem IGHV dosahuji stejnych vysledk jak pfi pouziti
FCR, takiBR, ktery ma vSak nizsi toxicitu (neutropenie
56,8 % vs 81,7 %; infekce 26,5 % vs 47,4 %) ve srovnani
s fludarabinovym rezimem.

Nicméné i nezddouci G¢inky terapie BR jsou limitu-
jicim faktorem pro jeho pouziti u starsich a komorbid-
nich nemocnych s CLL. U této skupiny pacientti proka-
zalo velmi dobré vysledky spojeni anti-CD20 protilatky
nové generace s konvencnim alkyla¢nim cytostatikem
(obinutuzumab a chlorambucil, GC). Data faze III stu-
die (CLL 11) potvrdila vyssi t¢innost GC oproti 1é¢bé
rituximabem a chlorambucilem, a to v parametrech
dosazeni CR (22,3 % vs 7,3 %) a délky PFS (26,7 vs 16,3
meésice) pti podobném vyskytu a tizi infekénich kom-
plikaci u obou lécebnych moznosti.

Vsechny zminéné rezimy imunochemoterapie (FCR,
BR, GC) vS§ak majiznacné omezenou uc¢innost u nemoc-
nych, jejichz nadorové buriky nesou ve svém genomu
deleci 17p- ¢i mutaci genu TP53. Zhruba 5 - 10 % nové
diagnostikovanych nemocnych s CLL ma monoalelic-
kou deleci 17p- , druha alela genu TP53 byva mutovana
a nefunkcni. Dalsich témét 5 % jedinc ma gen TP53
mutovany, a to bez strukturalnich zmén oblasti 17p.
Navic je nutné poznamenat, Ze u 25 % nemocnych v po-
catec¢nich stadiich onemocnéni, ktefi nejsou 1éceni,
dochazi béhem 5 let sledovani k evoluci leukemického
klonu a zhruba 1/3 nové zjisténych genetickych zmén
ovliviiuje drahu TP53 (17p-, 11g-). Nemocné se zménami
17p-/TP53 muizeme oznacit jako velmi rizikové (ultra-
-high-risk) s vyrazné omezenou citlivosti k imuno-
chemoterapii, resp. kratkym medianem do opétovné
progrese onemocnéni (obvykle krat§inez1rok). U téch-
to nemocnych je v soucasné dobé indikovana terapie
inhibitory pfenosu signalu z B-bunécéného receptoru
(BCR) - ibrutinibem (blokator Brutonovy tyrosinkinazy)
aidelalisibem (blokator p 110 delta izoformy fosfatidy-
linositol 3-kindzy) v kombinaci s rituximabem. Faze I
studii totiz prokazaly vysoce prfiznivy profil tc¢innosti
jak ibrutinibu, tak idelalisibu v primolécbé nemocnych
s CLL a 17p-/mutaci TP53, s vysokym poctem lé¢ebnych
odpovédi a dlouhym intervalem PFS, jehoZ medianu
zatim nebylo dosazeno. Nicméné malé procento CR

a klesajici charakter kfivky PFS naznacuji, Ze - zejména
pro mladsi nemocné - nebude ani tato 1é¢ba dostatec-
nou zarukou dlouhodobého preziti. Nadéji na zlepseni
progndzy ¢i dokonce trvalé vyléceni stdle prinasi jen
alogenni transplantace krvetvornych bunék od HLA-
-shodného darce. Alternativnim feSenim v budouc-
nosti miiZze byt pouziti novych 1éki a jejich kombinaci
¢i terapie T-lymfocyty namifena proti antigennimu
receptoru CD19.

Jak je z vySe uvedeného textu patrné, vétSina ne-
mocnych s CLL po inicidlni 1é¢bé relabuje a dostava se
do faze aktivniho onemocnéni, vyzadujiciho zapoceti
dalsi linie terapie. Relapsy stran doby vzniku a také
jejich zavaznosti (rizika) mtiZeme obecné délit na casné
a pozdni. V obou pripadech je nutné pred zapocetim
dalsi linie 1é6¢by vySetfit geneticky profil nddorovych
bunék (cytogenetika, fluorescencni in situ hybridiza-
ce, stanoveni mutaci gent TP53, ATM, SF3B1, BIRC3,
NOTCHI) a strategii 1é¢by upravit zejména dle pfitom-
nosti 17p-/mutace TP53. Casny relaps choroby po ivodni
terapii zaloZené na fludarabinu (trvani remise kratsi
nez 3 roky) byl do nedavné minulosti spojen s velmi
$patnou prognézou a kratkym OS (median 2 roky) bez
ohledu na vybér nasledného typu a intenzity imuno-
chemoterapie. Jen alogenni transplantace dosahovala
v dlouhodobé perspektivé povzbudivéjsich vysledki,
nicméné moznost pouziti této 1é¢ebné metody zlistava
omezena na Uzky okruh mladsich nemocnych. Nadéji
na zlepsSeni progndézy prinesly nové 1éky (inhibitory BCR
signalizace - ibrutinib, idelalisib; bcl-2 antagonisté/
BH3 mimetika - venetoclax; nové generace monoklo-
nalnich protilatek, bunécna terapie) a zejména jejich
podaniv kombinacich (napf. ibrutinib + benadmustin
+ rituximab; venetoclax + benadamustin + rituximab,
venetoclax + obinutuzumab). I pfes nové 1écebné moz-
nosti zistavaji nemocni s ¢asnym relapsem CLL jednou
s nejrizikovéjsich kohort nemocnych s vysoce neptizni-
vou prognézou. Na druhé strané nemocni s dlouhodobé
trvajici remisi po inicidlni 1é¢bé (trvani delsi nez 3 roky)
bez novych genetickych zmén maji vétSinou pfiznivou
prognoézu i pti opakovani totozné 1écby, kterou jiz ab-
solvovali. I pro tuto skupinu nemocnych mohou nové
1éky prinést dalsi zlepSeni 1écebné odpovédi a doby do
opétovného relapsu a progrese choroby. Samostatnou
kapitolu s nutnosti specifického terapeutického algo-
ritmu tvoifi nemocni s transformaci CLL v agresivni
lymfoidni neoplazii (Richteriv syndrom). LéCebné
vysledky i prognoéza zde zlistavaji velmi Spatné i v éfe
novych protinadorovych 1é¢iv.

Zavérem muZeme Konstatovat, Ze exploze poznatki
transla¢niho vyzkumu u CLL umoznila zatadit do ru-
tinni 1éCebné praxe nové skupiny 1ékii, které vyrazné
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vékovych skupinach nemocnych.
Podpofeno grantem MZ CR VES16-32339A a projektem IGA_
LF_2016_001.

2959. SOUCASNE MOZNOSTI A NOVE
PERSPEKTIVY V LECBE DIFUZNIHO
B-VELKOBUNECNEHO LYMFOMU

Trnény M. (I. interni Klinika, VEN a 1.LF UK, Praha)

Diftizni velkobunéény lymfom (DLBCL) je
nejcastéjs§im podtypem Non-Hodgkinova lymfomu
(NHL), v Ceské republice tvofi zhruba 40% vSech
lymfoma (Trneny, Vasova et al. 2007). Od pocatku
Klasifikace zaloZené na morfologickém a imunohisto-
chemickém vySetfeni bylo zfejmé, Ze se jedna o hetero-
genni skupinu onemocnéni, coz je stale potvrzovano
dalsimi poznatky, zaloZenymi zejména na molekularné
biologickém vySetfeni genomu. Genovy expresni profil
(GEP) definuje dva podtypy - ABC a GCB (Alizadeh, Eisen
etal. 2000), které maji odliSnou patogenezu (cell of ori-
gin, COO) avtadé praci také odliSnou prognézu (Lenz,
Wright et al. 2007, Molina, Canioni et al. 2014). Pouziti
imunohistochemické diskriminace, nejcastéji stale
algoritmus Hansové, vede v§ak k riznym vysledkm.
Hypotéza o rozdilnosti vysledkl 1é¢by u téchto dvou
podtypt byla zpochybnéna nékterymi soucasnymi stu-
diemi (Cunningham, Hawkes et al. 2013, Davies, Caddy
et al. 2015, Pfreundschuh 2015). Existuji vSak prace,
které pfedbézné naznacuji rozdilny efekt cilené tera-
pie rozdilnych podtypt lymfomu (Vitolo, Chiappella
et al. 2014, Nowakowski, LaPlant et al. 2015, Wilson,
Young et al. 2015). Kromé rozdilti v COO vsak je vSak ob-
jevovana celd fada mutaci a molekularné biologickych
zmén, které definuji dalsi podskupiny. Mezi nejvice
diskutované patii tzv. “double-hit” (DH) nebo “double-
-expression” (DE) DLBCL spocivajici v translokacich
postihujicich gen pro bcl-2 ¢i myc, nebo v jejich over-
expresi (Aukema, Siebert et al. 2011, Green, Young et
al. 2012). Z klinického pohledu zlistava pro stanoveni
prognézy nemocnych nejvyznamnéj$im mezinarodni
prognosticky index (IPI)(Shipp, Harrington et al. 1993).
Lécba je v soucasnosti zaloZena na imunochemoterapii
- rituximab v kombinaci reZimem CHOP. Tento rezim
je zdkladem lécebné strategie pro vSechny skupiny
nemocnych, i kdyz existuje fada variaci podle rizika,
véku, Casné 1éCebné odpovédi, ale Zadna z téchto va-
riaci neni obecné akceptovana. Prestoze R-CHOP je
pouzivan jiz témeér 15 let, stale existuji otazky tykajici
se jeho optimalniho vyuziti, zejména z s ohledem roz-
dilnou farmakokinetiku rituximabu u muzi a Zen
a z toho vyplyvajici mozny benefit vyssiho a del§iho
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davkovani u muza (Pfreundschuh, Miiller et al. 2014,
Pfreundschuh, Poeschel et al. 2014, Jaeger, Trneny et
al. 2015). Pfes tuto vyhradu je standardnim reZimem
pro mladsi nemocné s nizkym a stfedné nizkym rizikem
dle IPI (L a LI IPI) R-CHOP 21 (Pfreundschuh, Trumper
et al. 2006). U star$ich nemocnych je standardem
R-CHOP 21, zadna z randomizovanych studii neprokaza-
la, Ze zkraceni cyklu na 14 dni pfinasi signifikantni
benefit (Cunningham, Hawkes et al. 2013, Delarue,
Tilly et al. 2013). U nemocnych star$ich 80 let dochazi
u velké vétsiny nemocnych k redukci davky chemotera-
pie, pouzivané jsou naptiklad rezimy R-miniCHOP
(Peyrade, Jardin et al. 2011) nebo dalsi redukce ¢i
substituce a signifikantné stoupa pocet nemocnych,
ktefi dostavaji pouze paliativni chemoterapii (R-COP)
nebo pouze symptomatickou podptirnou 1éébu. Vék
sam vSak nemuze byt kritériem k redukci terapie,
nemocni schopni 1é¢by antracykliny ve véku mezi
80-85 lety profituji z R-CHOP ve srovnani s R-miniCHOP
(Trneny, Janikova et al 2016). RovneZ nemocni, kteii se
“nekvalifikuji” k terapii antracykliny a dostavaji redu-
kovanou chemoterapii (naptiklad COP) stale profituji
z pridani rituximabu (Trneny, Janikova et al. 2016).
Nejvétsi riznorodost v terapii je u mlads$ich nemocnych
s vy$$im rizikem dle IPI. Terapie R-CHOP 21 je stdle
standardem, pfestoZe je obecné povazovana za sub-
optimalni. R-CHOP 14 se neukazal jako signifikantné
lepSi neZ CHOP21 - ani pro mladsi nemocné, nebo
pro nemocné s vys$sim IPI (Cunningham, Smith et al.
2011, vidal, Shpilberg et al. 2016). Existuje fada vari-
ant chemoterapii pfidavanych k rituximabu: ACVBP
(Recher, Coiffier et al. 2011), CHOEP (Pfreundschuh,
Lorenz et al. 2001), EPOCH (Wilson, Dunleavy et al.
2008), MegaCHOP (Pytlik, Belada et al. 2015), (Vitolo,
Chiappella et al. 2011). Jen vyjimecné bylo provedeno
primé srovnani s reZimem R-CHOP (Recher, Coiffier
et al. 2011, Molina, Canioni et al. 2014), u nékterych
dalSich je hodnoceni vyznamu samotného imunoche-
moterapeutického rezimu komplikovano skutecnosti,
Ze byla pouzita i vysokodavkovana terapie s autologni
transplantaci (ASCT). Vyznam vysokodavkované tera-
pie jako soucasti 1é¢by prvni linie nepfineslo v éfe ritu-
ximabu signifikantni vyhodu nad kontrolni standardni
terapii jak ukazala némecka skupina (R-CHOEP vs
R-MegaCHOEP s podporou ASCT)(Schmitz, Nickelsen
et al. 2012), stejné tomu bylo i v pfipadé francouzské
studie (R-CHOP vs R-CEEP + HDMTX/Ara-C + ASCT)
(Milpied, Legouill et al. 2010). Naproti tomu studie
italska (R-CHOP nebo R-MegaCHOP s randomizaci
mezi ASCT a ramenem bez ASCT) naznacovala bene-
fit ASCT (Vitolo, Chiappella et al. 2012), stejné jako
studie americka (CHOP+/- R +/-ASCT)(Stiff, Unger et al.
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2013), ktera vsak je problematicky hodnotitelna, nebot
velka ¢ast nemocnych nebyla lé¢ena rituximabem.
Obecné se zda, napric studiemi, Ze doba do progrese
(PES) se u skupiny nemocnych lé¢enych ASCT pohybuje
kolem 70% ve 3 resp. v 5 letech a o tom, zda studie je
pozitivni ¢i ne, rozhoduje vysledek kontrolniho ra-
mene. Intenzifikovana terapie at jde o HyperCVAD/
HDMTX-AraC, CHOEP ¢i dalsi, pripadné s ASCT se
pouziva u tzv. double hit lymfom@ (Petrich, Gandhi
et al. 2014, Howlett, Snedecor et al. 2015). UdrZovaci
terapie u DLBCL zatim neslibuje zlepSeni PFS ani pfi
pouziti rituximabu v 1.linii ¢i relapsu (Habermann,
Weller et al. 2006, Gisselbrecht, Schmitz et al. 2012)
nebo jinymi 1éky jako je enzastaurin (Crump, Leppi
et al. 2013). Vyjimkou by mohl byt rituximab u muzil
(Jaeger, Trneny et al. 2015, Witzens-Harig, Benner et al.
2015). Ceka se na vysledky studie REMARC s udrZovaci
terapii lenalidomidem. Radioterapie ustupuje obecné
do pozadi, obzvlasté pti vyuziti PET hodnoceni, jsou
zpravy o jejim vyznamu pti 1é¢bé double hit lymfoma
(Dabaja, Tzankov et al. 2013), nicméné tato analyza
nebyla dosud publikovana ¢asopisecky.

Vyznamnym prognostickym faktorem je odpovéd
na lécbu. V soucasné dobé je zalozena na hodnoceni
PET (Cheson, Fisher et al. 2014). Nemocni s dosazenim
PET negativity (kompletni remise) na konci 1é¢by maji
signifikantné lepsi prognézu nez nemocni s PET pozi-
tivitou (parcialni remise a méné). Otazka, zda lze vyuzit
PET k iipravé terapie pii casném hodnoceni v pribéhu
1é¢by je oteviena. Nemocni s PET negativitou maji
opét velmi dobrou prognézu, nemocni s PET pozitivi-
tou v fadé studii prognézu horsi, ale v fadé prospek-
tivnich studii se intenzifikaci 1é¢by nepodafilo zlepSit
jejich osud (Moskowitz, Schoder et al. 2010, Duehrsen,
Hiittmann et al. 2014).

S nadsazkou lze fici, Ze DLBCL je onemocnéni
s jednim 1é¢ebnym pokusem. Vysledky 1é¢by relapsit
jsou limitovany, obzvlasté v pripadé ¢asnych relapst.
U mladsich nemocnych je zakladem pouziti rezimu
zalozeného na platinovém cytostatiku (DHAP, ESHAP,
ICE, GDP) s naslednou ASCT (Gisselbrecht, Glass et
al. 2010, Crump, Kuruvilla et al. 2014). U starSich
nemocnych je mozné pouzit rekudované davky vyse
zminénych rezim, rezimy zaloZené na oxaliplatiné
(Mounier, El Gnaoui et al. 2013), samotny gemcitabin,
pripadné s kortikoidy. Ze ,,star$ich“ chemoterapeu-
tickych 1ékd, byt (zatim) nemaji thradu, se pouzivaji
zejména pixantron (Pettengell, Coiffier et al. 2012)
a bendamustin (Ohmachi, Niitsu et al. 2013). Pouziti
rituximabu v 1é¢bé relapst nebylo formalné testovano
na populaci dfive predlécené rituximabem, ale na
zakladé zlepSeni vysledki pfi jeho pouziti v relapsu

urituximabem neptedlécenych nemocnych (Vellenga,
van Putten et al. 2008) a synergismu s chemoterapii
in vitro je rituximab povazovan za standardni soucast
1écby.

Z novych 1éki1, které se testuji v 1é6cbé DLBCL lze
zminit pfidani bortezomibu, kde se vSak z prvnich
dat zda, Ze nepfinese zlepsSeni PES ani ve skupiné ABC
lymfom (Davies, Caddy et al. 2015, Leonard, Kolibaba
et al. 2015). V roce 2016 se cekaji vysledky randomi-
zované studie CHOP s obinutuzumabem vs ritux-
imabem (studie Goya), vysledky jiz zminéné studie
s udrzovacim lenalidomidem (Remarc). Ukoncen byl
nabor do studie s nonGC DLBCL srovnavajici CHOP
s inhibitorem Brutonovy kindzy ibrutinibem ¢i bez
néj (Phoenix), probihd nabor do studie srovnavajici
CHOP s lenalidomidem ¢i bez néj (Robust). Testuje se
pouziti 1éku blokujiciho antiapoptoticky protein bcl2
venetoclax (ABT-199) spolu s CHOP (studie Cavalli),
pouziti antiCD79b protilatky konjugované s auristati-
nem. Slibné jsou vysledky s ovlivnénim epigenetick-
ych mechanismi, napf. inhibice EZH2, testuje se
i poziti hypometylac¢nich latek azacytidinu a dalsich.
Kromé cileného ptisobeni na lymfomovou buriku
jsou testovany pristupy ovliviiujici interakci lymfo-
mu s mikroprostfedim a imunitnim systémem. Sem
v posledni dobé patfi zejména inhibitory tlumivych
drah PDI1-PDL1/2 a CTLA-4 (nivolumab, ipilimumab)
(Lesokhin, Ansell et al. 2014), vyuziti tzv BITE protilatek
(blinatumomab) (Viardot, Goebeler et al. 2014) a vyuziti
CAR (chimeric antigen receptor) modifikovanych
T lymfocytd (Kochenderfer, Dudley et al. 2015).

2958. SOUCASNE MOZNOSTI TERAPIE
HODGKINOVA LYMFOMU

Prochazka V., Lukasova M. Papajik T. (Hemato-
-onkologicka Klinika, LF UP a FN, Olomouc)

Hodgkintv lymfom (HL) pfedstavuje s incidenci 2-3
pfipady na 100.000 obyvatel a rok nejcastéjsi nadoro-
vé onemocnéni adolescenti a mladych dospélych. Je
pravem povazovan za symbol ispéchu v 1é6¢bé hemato-
logickych malignit. Souc¢asnymi protokoly chemotera-
pie v kombinaci s lokalizovanou radioterapii 1ze vylécit
drtivou vétSinu nemocnych s limitovanym stadiem
nemoci a az 70-80 % pacient s pokrocilou chorobou.

Soucasny koncept terapie pacientti s HL je postaven
na riziku uzplisobené terapii za pouziti rezimu ABVD
(Casna stadia), pripadné pomoci intenzivni terapie
BEACOPPesc (stfedni a pokrocila stadia). Pfes nepopi-
ratelné vysledKky je stavajici terapie u fady pacientd spo-
jena s akutni (hematologickou a infekéni) a nezaned-
batelnou pozdni toxicitou. Soucasna tvodni terapie HL

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 22, 2016, SUPLEMENTUM

21



22

je proto vedena snahou o maximalni lé¢ebny vysledek
za cenu co nejmensich nasledka 1é¢by. Objevuji se proto
pokusy o zménu terapeutického paradigmatu tvodni
terapie prostfednictvim de-eskalace (pfipadné zkraceni)
1é¢by, vysazeni (redukce) radioterapie, pfipadné nasa-
zeni inovativnich 1ékd biologické povahy.

V ivodni terapii limitovaného stadia HL dominu-
je snaha redukovat, pfipadné vynechat radioterapii
(RT), pfipadné snizit pocet cykld chemoterapie ABVD.
Standardni terapie ¢asnych stadii HL se nyni opird
o podani 2 cykli ABVD a radioterapii postiZeni loka-
lity (involved field, IF) v davce 20Gy. Vynechani RT
po chemoterapii (Radford, NEJM 2015) v této populaci
bohuzel vede k hor§imu pfeziti bez zndmek lymfomu
ve 3letech (90,8 % vs 94,6%). Nadéji, jak omezit pozdni
nasledky 1é¢by je zmenseni ozafovaného pole na oblast
postizeného mista (involved site). Tento postup vsak za-
tim ceka na ovéteni v klinickych studiich. V pripadé ne-
mocnych stfedniho stadia HL je s ispéchem pouzivana
kombinace 2 cykld BEACOPPesc a 2 cykld ABVD
s naslednou RT IF v davce 30 Gy, ktera byla shledana
ucinnéjsi nez podani 4 cykli ABVD (studie HD14).
Recentné probihajici studie HD10 odbornych skupin
EORTC/LYSA/FIL testovala koncept nahrazeni rezimu
BEACOPPesc rezimem ABVD a neprovedenim RT u PET
negativnich pfipadd. I v tomto pripadé se ukazuje, ze
nemocni stfedniho stadia neprofituji z redukce 1é¢by.

Nemocni s pokrocilym HL jsou populaci nejvice
zatiZenou toxicitou intenzivni 1é¢by. Soucasny lécebny
standard 6 cykli rezZimu BEACOPPesc. predstavuje
prasecik efektivity a smysluplné akceptovatelné to-
xicity. Cestou jak redukovat zatéz nemocnych cyto-
statiky pfi zachovani tcinnosti rezimu je pouziti ci-
lené anti-CD30 terapie brentuximab-vedotinem (Br).
Byly testovany dvé varianty ,imunochemoterapie“ na
bazi BEACOPP: prvni s akronymem BrECAPP vznikla
vynechanim vinkristinu a bleomycinu a druha -
BrECADD, kromé vynechani vysSe uvedenych cytostatik
pridal nahradu prokarbazinu za dakarbazin a zaménu
prednisonu za dexamethason. Celkem bylo dosazeno
88 % (BrECADD) a 86 % kompletnich remisi (BTECAPP),
coz se projevilo v pfiznivém podilu nemocnych bez
progrese lymfomu v 18-mésicich (89 % u BrECADD a 93
% u BrECAPP). Celkové byla pozorovana vyssi hema-
tologicka a organova toxicita u rezimu BrECAPP, coz
rezim BrECADD nominovalo jako rezim pro budouci
randomizovanou studii oproti standardu BEACOPP.

Unemocnych s relabovanym nebo refrakternim HL
(R/R HL) je standardem podani zachranné (salvage)
chemoterapie, nejcastéji pomoci platinového nebo
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gemcitabinového rezimu a provedeni autologni trans-
plantace krvetvornych bunék (ASCT). ZlepSeni vysledkl
1é¢by R/R HL se odviji od zlepSeni ti¢innosti salvage
terapie. Jako velmi efektivni se jevi kombinace Br s cy-
tostatikem bendamustinem. Tato kombinace dosahuje
74 % kompletnich remisi a celkem 93 % nemocnych na
1é¢bu odpovida. Drtiva vétSina pacientdl (93 %) byla
schopna nasbirat dostatecny $tép krvetvornych bunék.
Dal$i moznosti je kombinace Br s klasickym platinovym
zachrannym rezimem ESHAP (BRESHAP). Pilotni data
ukazuji, Ze procento KR pfesahuje 90 %. Klicovym
prilomem v terapii R/R HL je moznost vyuZzit molekulu
Br jako post-transplantacni udrzovaci terapii. Tento
postup byl testovan v prospektivni, placebem kontro-
lované studii (AETHERA) Nemocni 1éceni udrzovaci
terapii Br dosahli témér o 20 % lepsi 3-leté preziti bez
progrese, nez nemocni v rameni s placebem (61 % vs
43 %). Tento poznatek nominuje podani Br v této indi-
kaci jako standardni postup u vSech nemocnych v riziku
selhani 1écby po ASCT. Zasadnim prilomem v terapii
rezistentnich forem R/R HL je aplikace molekul obnovu-
jicich protinddorové T-lymfocytarni funkce pacienta
- tzv ,immune checkpoint inhibitors“. Pfikladem je
molekula nivolumab - blokator drahy programované
bunécéné smrti (programmed death, PD), ktery u téZce
predlécenych nemocnych dosahuje az 87 % lécebnych
odpovédi (Ansell AM, NEJM 2015). Nadéji je také kom-
binace Br a preparatu ipilimumabu. Jedna se o mo-
noklonalni protilatku proti CTLA-4 (s T-cytotoxickymi
lymfocyty asociovany protein 4). Ipilimumab ma po-
tencidl obnovit cytotoxickou reakci organismu na na-
dor. Pilotni data ukazuji dobrou toleranci kombinace
bez dosazené maximalni tolerovatelné davky a velmi
dobrou efektivitu s 67 % celkovych a 42 % kompletnich
remisi.

Terapie HL prodélava v poslednich letech dy-
namické zmény. Snaha o redukci zatéZe u nemocnych
s priznivou prognézou pravdépodobné povede k dalsi
upravé davek chemoterapie a radioterapie. Nastup
novych cilenych molekul umoznuje rozvinout kon-
cept imuno-chemoterapie, ktery ma potencial reduko-
vat chemoterapii i u pokrocilych forem onemocnéni.
Obnoveni imunitniho dozoru pomoci ,,immune check-
-point inhibitors“ pak pfinasi novou nadéjii pro rezis-
tentni pfipady nemoci a hypoteticky otevira i moznost
1é¢by bez podani cytostatik. Aplikace novych 1é¢ebnych
postupt vsak klade naroky na revalidaci soucasnych
prediktivnich nastrojii tak, abychom byli schopni iden-
tifikovat kandidaty téchto novych 1écebnych postupt.
Podporeno granty: IGA_LF_2016_001 a Takeda IISR-2015-101289.
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IN MOLECULAR HEMATOLOGY 1:
LYMPHOMA PATHOGENESIS

2915. ABILITY TO DOWNREGULATE THE
LEVEL OF CYCLIN-DEPENDENT KINASE
INHIBITOR P27KIP1 AFTER DNA DAMAGE

IS RETAINED IN CHRONIC LYMPHOCYTIC
LEUKEMIA CELLS WITH FUNCTIONAL
ATM/P53 SIGNALING PATHWAY

Raskova Kafkova L., Jarosova M., Navrkalova V., Loja
T., Chovancova J., Fialova Kuderova J., Simkova D.,
Prochazka V., PospiSilova S., Divoky V. (Department
of Biology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University, Olomouc; Department of Hemato-oncology,
Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University and
University Hospital, Olomouc, Center of Molecular Medicine,
CEITEC - Central European Institute of Technology, Masaryk
University, Brno)

DNA-damage response (DDR) plays a key role in
sensitivity of CLL to chemotherapy. The activity of
the key DDR kinases, ATR and ATM, is largely com-
promised in CLL cells. Non-cycling CLL cells lack ATR
protein expression, and ATM is commonly targeted
for inactivation by genetic abnormalities of the ATM
gene, such as deletion of 11g22.3-q23.1 chromosome
bands involving ATM. Biallelic inactivation of ATM
(often a mutation on one allele and a deletion of the
other allele, mut/del ATM) results in impaired DDR.
In this study, we combined genetic screening of ATM
and TP53 with functional assay of DDR and searched
for a marker that would enable a rapid evaluation
of sensitivity of CLL samples carrying 11g22-q23 dele-
tion to DNA damage. Since decreased p27Kipl level by
caspase cleavage represents a key step in chemothe-
rapy-induced apoptosis in CLL cells, we hypothesized
that p27Kipl function may represent a marker link
between functionality of the canonical DDR pathway
and non-DDR cell cycle regulatory proteins in CLL, and
therefore, can serve as a surrogate marker for ATM/
p53 deficiency. We analyzed 18 CLL samples carrying
11g22-q23 deletion for the presence of mutations on
the residual ATM allele using next-generation deep
sequencing. Based on the results we divided our sam-
ples into two groups - a group with samples carrying
wild type ATM allele (wt/del ATM samples) and the

second group with samples carrying mutated form
of ATM allele (mut/del ATM samples). Next we aimed
to unravel the functionality of ATM by analysis of
phosphorylation of p53 on Serl5, an ATM target site,
in response to ionizing radiation (IR). This screening
divided our CLL samples into two groups - with ATM/
p53 functional and ATM/p53 non-functional pathway.
We found apparent functionality of ATM/p53 pathway
in some mut/del ATM samples and on the contrary
non-functionality of ATM in some wt/del ATM sam-
ples. Apparently, some ATM mutations do not com-
pletely abolish ATM activity. On the other hand, we
assume the involvement of other factors impacting on
the expression and activity of ATM in the wt/del ATM
samples with lack of p53-Serl5 phosphorylation. Next
we characterized changes in p27Kip levels in response
to IR in our groups with ATM/p53 functional and ATM/
p53 non-functional pathway. To assess degradation or
accumulation of p27Kip after DNA damage, we used
western blotting and flow cytometry (FACS) analyses.
Our comparative experiments suggest that retention of
ATM kinase activity in CLL cells is essential for downre-
gulation of the level of p27Kipl after DNA damage, or,
in reverse, our data suggest a close association between
the non functionality of ATM/p53 pathway and accu-
mulation of p27Kipl in CLL cells in response to DNA
damage. In conclusion, we propose that accumulation
of p27Kipl after DNA damage is a suitable marker for
characterization of non-functionality of ATM in CLL
cells, i.e. it is associated with lack of ATM/p53-Serl5
activity. Our experiments also highlight importance of
functional test assessing ATM activity in CLL as some
wt/del ATM CLL B-cell samples lack phosphorylation
of p53-Serl5 and accumulate p27Kipl levels in response
to DNA damage, i.e. behave as samples with mut/del
ATM genotype. We also provide evidence that multi-
color flow cytometry is a powerful tool for p27Kipl level
quantification in B-CLL samples after experimentally
induced DNA damage and that such measurement
of p27Kipl degradation or accumulation can serve
as a surrogate marker for ATM/p53 functionality in
B-CLL cells. Supported by: IGA NT13576 from Ministry
of Health, Czech Republic
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2858. IBRUTINIB INHIBITS CD20 UP-
REGULATION ON CLL B CELLS MEDIATED

BY THE CXCR4/SDF-1 AXIS

Pavlasova G., Borsky M., Seda V., Cerna K., Doubek
M., Mayer J., Pospisilova S., Davids S. M., Brown R,
J., Mraz M. (IHOK EN, LF MU a CEITEC MU, Brno - CZ;
FN, Brno - CZ; IHOK, EN, Brno - CZ; IHOK FN a CEITEC
MU, Brno - CZ; Dana-Farber Cancer Institute, Boston - USA;
FN a CEITEC MU, Brno - CZ)

BACKGROUND: It was shown that BCR inhibi-
tors such as ibrutinib interrupt microenvironmen-
tal interactions and mobilize CLL cells from lymph
node niches and bone marrow into the blood stream.
Therefore, it has been suggested that a combinatorial
therapy of BCR-inhibitors with anti-CD20 or other
antibodies might be an effective therapeutic combi-
nation. AIMS: The aim of this study was to test for the
effect of ibrutinib on the expression of selected CLL
cell-surface molecules that could be potentially tar-
geted by available monoclonal antibodies. RESULTS:
We performed gene expression profiling in samples
obtained from CLL patients treated with ibrutinib as
a single agent (pre-ibrutinib vs. day 15 and/or week
5/12) and analyzed changes in >20 cell-surface mole-
cules that could be potentially targeted by different
available therapeutic antibodies. Surprisingly, we
observed that CD20 mRNA had the most significantly
changed expression (down-modulation of 3.4-fold;
P<0.0001). This suggested that CD20 expression
might be regulated by a yet unknown mechanism
in the context of microenvironmental interactions
impaired by ibrutinib. The co-culture of primary CLL
cells with stromal cell line HS-5 induced higher CD20
surface levels on CLL cells, and ibrutinib inhibited
this CD20 up-regulation. Then we assessed the CD20
expression on CLL cell populations defined accor-
ding to CXCR4 and CD5 levels. CLL cells that have
recently exited the lymph node microenvironment to
the peripheral blood express lower levels of chemo-
kine receptor CXCR4 and higher levels of activation
marker CD5 (CXCR4dimCD5bright cells) than those
cells circulating in the blood stream for a long time
(CXCR4brightCD5dim cells). The CXCR4dimCD5bright
cells had 2-times higher CD20 surface as well as mR-
-NA expression (P<0.01) suggesting that changes of
CD20 levels within immune niches reflect the chan-
ges in its transcription. Moreover, CD20 expression
gradually decreased with the transition of CLL cells
from CXCR4dimCD5bright to CXCR4brightCD5dim
(P<0.01). This led us to hypothesize that CXCR4/SDF-1
is directly implicated in CD20 regulation. Indeed, in
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vitro treatment of CLL cells with SDF-1a (ligand for
CXCR4 produced by stromal cells) up-regulated CD20
expression (P<0.01). The application of plerixafor
(CXCR4 inhibitor) or ibrutinib abolished the SDEF-1
mediated CD20 up-regulation (P<0.01). CONCLUSION:
We have described the first known mechanism of
CD20 regulation in CLL cells. The CXCR4/SDF-1 axis
up-regulates CD20 expression in CLL B cells, thisis in-
hibited by ibrutinib. Supported by the MSMT project
CEITEC 2020 (LQ1601); GACR (GA16-13334Y); Ministry
of Health of the Czech Rep, grant nr. 16-29622A; TACR
(TEO2000058/2014-2019); MUNI/A/1028/2015; MSMT
COST CZ (LD15144); Horizon 2020 (No. 692298); and
G.P. is a city of Ostrava scholarship holder. This
publication reflects only the author‘s views and the
Union is not liable for any use that may be made of
the information contained therein.

2976. MICROENVIRONMENT-DEPENDENT
DRUG RESISTANCE THROUGH BCL2 FAMILY
UNBALANCE IN MANTLE CELL LYMPHOMA
Chiron D., Bellanger C., Dousset C., Maiga S.,
Touzeau C., Le Gouill S., Amiot M., Pellat-
-Deceunynck C. (INSERMU892 CNRS6299, Université de
Nantes, Nantes - F)

Extrinsic signaling from soluble and cellular surroun-
ding environment supports the progression of most
cancers, including B-cell lymphomas. Mantle cell
lymphoma (MCL), which initially accumulates in
lymphoid organs, disseminates early on in extranodal
tissues but the nature of pro-tumoral signals resulting
from these various microenvironments is still unclear.
In the present study, we observed that both survival
and cell-cycle progression are strongly dependent on
extrinsic signals in MCL. The evaluation of cytokine
receptors expressed in situ and comparison of mesen-
chymal or lymphoid-like interactions allowed us to de-
velop a unique ex-vivo model that supported long-term
expansion of primary malignant cells. To identify mic-
roenvironment-dependent molecular modulations we
have initiated the transcriptomic analysis of primary
MCL in coculture. Preliminary results confirmed that
our model efficiently mimicked molecular modula-
tions observed in lymphoid tissues, such as prolifera-
tion and NFKB signatures and unbalanced regulation
of the Bcl2 family towards survival. The latter led to
a decrease in mitochondrial priming and a consequent
selective drug resistance to BH3-mimetics or alky-
lating agents. Integration of extrinsic signals from
the multiple components of the microenvironment
increases our understanding in drug resistance and
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will offer opportunities to develop novel mechanism-
-based therapeutic strategies in incurable lymphomas.

3001. CRISPR/CAS9-MEDIATED
MUTAGENESIS OF MIR-155 REPRESENTS
POTENTIALLY EFFICIENT TOOL

IN SEARCHING FOR NOVEL MIR-

155 PROTEIN TARGETS IN CHRONIC
LYMPHOCYTIC LEUKEMIA

vVargova K., Simersky R., Lenobel R., Vargova J.,
Zikmund T., Savvulidi F., Sebela M., Stopka T.
(Depts. Biocev and Pathophysiology, 1st Faculty of Medicine,
Charles University, Praha; Centre of the Region Hana for
Biotechnological and Agricultural research, Faculty of
Science, Palacky University, Olomouc)

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is most preva-
lent B-cell leukemia with lymph node involvement,
leukemization and relatively heterogeneous outcome.
The CLL pathogenesis involves distinct cytogenetic
changes and somatic mutations, however, the under-
standing of the disease heterogeneity and its aggre-
ssiveness is not complete. Therapy of CLL is usually
initiated when malignant clone accelerate proliferation
or infiltrates bone marrow (to suppress myelopoiesis)
or causes un-tolerated enlargement of liver, spleen
or lymph nodes. Therapy of CLL is oriented to sup-
press viability of B-cells using immuno-chemotherapy.
MicroRNAs are ~22-nt long hairpin like structures that
are posttranscriptional inhibitors of gene expression

via associating with mRNAs within the miRNA-indu-
ced silencing complex. miRNAs are transcribed similar-
ly as mRNAs from genes or gene clusters. Among over
thousands of miRNAs, there exist miR-155, which has
been repeatedly found overexpressed in CLL and other
hematologic malignancies. Mouse model of miR-155
overexpression confirmed its role as oncogene. Number
of target mRNAs was reported including transcription
factor PU.1or Src homology-2 domain-containing inosi-
tol 5-phosphatase 1 (SHIP1). To advance our understan-
ding of CLL pathogenesis we utilized genome-editing
technology of clustered regularly-interspaced short
palindromic repeats (CRISPR) and introduced muta-
tions of the miR-155 sequence that is known to inhibit
expression of PU.1 and SHIP1 and utilized for this the
MEC-1 (CLL-derived) cell line. Individual clones were
isolated and the miR-155 level as well as levels of its
targets was determined. We asked what other targets
than PU.1and SHIP1 were upregulated (or alternatively
downregulated) upon loss of miR-155 and performed
a quantitative proteomic analysis. Our data suggest
that hundreds of protein targets are differentially
expressed upon miR-155 mutagenesis, some of them
being not yet predicted on mRNA level using tools
such as miRBase or TargetScan. We can conclude that
nucleotide-specific CRISPR edited mutations of miR-
-155 in CLL cells revealed a candidate set of proteins
that are potentially important therapeutic targets for
developing CLL-specific therapies.

KONFERENCE OSETROVATELSTVI 1

2971. NEPRIBUZENSKE DOBROVOLNE
DARCOVSTVI KOSTNI DRENE JE
ALTRUISMEM V PRAXI. AKTUALNI STAV

VE SVETE | V ER SE ZAMERENIM NA €ESKY
NARODNI REGISTR DARCU DRENE

Jindra P., Navratilova J., Pagaé D. (Cesky Ndrodni
Registr Ddrcii Dfené, Plzefi)

Program registrii nepfibuznych dobrovolnych dar-
cli krvetvornych bunék (KB) vznikl pred vice nez 40
lety v Anglii (v roce 2014) jako vyraz snahy maminky
nemocného syna bez darce v rodiné nalézt pro néj né-
jakého darce. V nasledujicich letech doslo etablovani
tohoto programu prakticky ve vSech vyspélych zemich,
takZe aktualné je pro vSechny pacienty potfebujici
transplantaci KB bez darce v rodiné k dispozici témér
28 miliént darct v 53 zemich. V soucasnosti tento

program zajiStuje 70-80 % celosvétové provadénych
alogennich transplantaci a rocné je provedeno vice nez
16 000 nepfibuznych transplantaci, coZ predstavuje 46
vykon® denné. Priblizné 50% neptibuznych daruje pro
pacienta v zahranici, ktery nenalezne darce vdomacim
registru, cozznamena, ze denné 23 $tépl KB prekracuje
hranice stati. Cely program registrli a procedura da-
rovani véetné transporttl $tépi k pacientovi jsou velmi
striktné regulovany a standardizovany tak, aby byla
zarucena kvalita KB a zarucena bezpecnost jak darcii,
tak transplantovanych pacientli. Tyto standardy jsou
zpracovany organizaci sdruzujici vsechny registry - tzv.
World Marrow Donor Association (WMDA). Registry
splnujici vSechna pfisna kritéria a standardy jsou touto
organizaci akreditovany a je uspéchem, Ze Cesky na-
rodni registr darch dfené tuto akreditaci ziskal jako 4.
registr na svété jiz v roce 2005 a nasledné ji 2x tispésné
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0bhajil (2010,2014). V CR byl program neptibuzenského
darcovstvi KB zahajen pocatkem 90. let, kdy byly sou-
Casné zalozZeny 2 registry - Registr darc kmenovych
bunék (CSCR) fungujici pfi IKEM Praha a Cesky narodni
registr darci dfené (CNRDD) v Plzni, ktery jako non-
-profitni, nestatni organizaci spolu s rodinami nemoc-
nych déti zalozil prim. MUDr, Vladimir Koza. Prazsky
registr ma vice nez 23 000 darcti zatimco mezinarodné
akreditovany CNRDD vice neZ 63 000. Dohromady je tak
pro Ceské pacienty k dispozici takfka 90 000 neptibuz-
nych darcti. CNRDD v soucasnosti zajistuje nepfibuzné
darce (vlastni i ze zahranici) pro vSechna transplantacni
centra a celkové tak zabezpecuje cca 2/3 nepribuzenské-
ho transplanta¢niho programu v CR. CNRDD je nejvét-
§im a nejkvalitnéjsim registrem v postkomunistickych
zemich. Je ispéchem, Ze takika 20% neptibuzenskych
transplantaci pro ¢eské pacienty je zajiSténo ,,narod-
nim* darcem - tj. timto registrem, coZ je i ve srovna-
ni s ostatnimi vyspélymi staty mimoradny vysledek
(napf. Svycarsko ¢i Nizozemsko maji pouze 3%, respek-
tive 4% darct z vlastnich narodnich registri). Vlastni
prezentace dale uvede podrobnéjsi tidaje tykajici se
globalnich i ndrodnich dat a obecné problematiky dob-
rovolného nepifibuzenského programu darcovstvi KB.

2890. DIAGNOSTIKA A LECBA
AKUTNICH LEUKEMIi U DOSPELYCH .
NEMOCNYCH - HISTORIE, SOUCASNE
MOZNOSTI A PERSPEKTIVY

Szotkowski T.

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

Akutni leukemie (AL) jsou velmi riznorodou skupi-
nou zhoubnych nemoci krvetvorby. Jde o vzacna one-
mocnéni - pocet nové diagnostikovanych dospélych
nemocnych nepfesahuje 4 / 100.000 obyvatel za rok.
Jsou vSak vyznamna svou zavaznosti. V nedavné mi-
nulosti (v Ceské republice do za¢atku 90. let 20. stoleti)
§lo o nemoci, které témét vzdy koncily smrti pacienta
béhem nékolika tydnd ¢i mésich od zjisténi diagnézy.
Nebyl znam jejich geneticky podklad. Nebyla k dispozici
fada diagnostickych metod, dnes rutinné vyuzivanych
a povazovanych za samoziejmost, jako jsou priitokova
cytometrie, cytogenetika, molekularni genetika. Velmi
omezené byly 1é¢ebné moznosti. BEhem 60. az 80. let mi-
nulého stoleti bylo sice do 1é¢by zavedeno nékolik dodnes
§iroce pouzivanych a ani moderni 1é¢bou nenahrazenych
cytostatik, jejichZ podani v tehdejsim Ceskoslovensku
vSak Casto znemoziovala jejich nedostupnost a také
chybéni podptrné 1é¢by. U¢inné 1éky tlumici nevolnost
a zvraceni, Sirokospektra antibiotika, antimykotika
a antivirotika, moderni transfuzni pfipravky a derivaty,

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 22, 2016, SUPLEMENTUM

centralni Zilni katetry, transplantace krvetvornych bu-
nék - to vse je ve stale §irsi mife dostupné az v poslednich
20-25 letech. V soucasnosti je znamo nékolik desitek
subtypli AL, které jsou definované svym genetickym
podkladem. Ziskané genetické zmény v krvetvorné buri-
ce jsou pricinou zmény jejiho chovani a vzniku leuke-
mického klonu. Konkrétni genetické zmény jsou obvykle
spojeny s urcitym pritbéhem nemoci a predevsim citli-
vosti k protinadorové 1é¢bé ¢i naopak odolnosti vii¢i ni.
V nékterych pfipadech je pritomnost genetické zmény
dvodem k tiprave 1écby (podani 1éku cilené zasahujiciho
nadorové buriky) a také k i¢innému odhalovani zbytkl
nadorovych bunék v organismu po probéhlé 16¢bé. Zcela
zasadné se s objevy cilené 1é¢by (transretinova kyselina,
arsenik) zménila prognoéza akutni promyelocytarni leu-
kemie (APL), dnes dokaZeme vylécit 80% nemocnych.
Pokroky v podptrné 1é¢bé umoznily podavani vysoko-
davkované chemoterapie a transplantace krvetvornych
bunék, které zlepsily vysledky 1é¢by nemocny s mnoha
dalsimi subtypy AL. Dlouhodobé preziti a snad i vyléceni
je dnes dosazitelné u 35-40% vSech nemocnych. Velkym
problémem i dnes z@istavaji tyto nemoci u pacientli nad
60-65 let. U téch se Castéji nez u mladsich vyskytuji ne-
priznivé subtypy AL (s neptfiznivymi cytogenetickymi
zménami, sekundarni leukemie). Jejich pridruzené
nemoci a celkové horsi zdravotni stav casto omezuji ¢i
znemoznuji podani intenzivni chemoterapie ¢i provede-
ni transplantace. Pro tyto nemocné je jedinou moznosti
vedouci ke zlepseni vysledki 1é¢ba cilend, zasahujici
acinné nadorové buriky, bez fady nezddoucich uéinkd
zminované intenzivni chemoterapie. Kromeé APL je tato
1é¢ba jiz dostupna napt. pro nemocné s akutni lymfo-
blastickou leukemii s pfitomnosti Ph chromozomu ¢i
fazniho genu ber/abl. Tzv. tyrozinkindzové inhibitory
(imatinib a dalsi) sice nemoc nevyléci, ale v kombinaci
s kortikoidy ¢i chemoterapii dokazi navodit a fadu mé-
sicti udrZet remisi nemoci, ktera dfive casto nereagovala
ani na intenzivni chemoterapii. Dalsi cilené 1éky ¢i 1é-
cebné postupy jsou pfedmeétem intenzivniho vyzkumu
a prvni vysledky jsou pfinejmensim slibné. Podpofeno
grantem ICA_LF_2016_001.

2919. KONTROLOVANY PODTLAK

V LECBE DEHISCENCE RANY PO

EXSTIRPACI PILONIDALNIHO SINU

U PACIENTA S AKUTNI LEUKEMIIi

Vodic¢kova M., Labudikova M., Bébarova L. (Hemato-
onkologicka klinika, FN, Olomouc; 1. Chirurgicka Klinika,
EN, Olomouc)

NPWT- Negative Pressure Wound Therapy je mecha-
nicka lécebna metoda k podpore a urychleni hojeni kom-
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plikovanych chronickych a akutnich ran.Podtlakova
terapie rany je neinvazivni metoda aktivniho uzavéru
rany,ktera vyuziva lokalné pisobiciho negativniho tla-
ku ke zvySeni prokrveni spodiny rany,zvyseni parcial-
niho tlaku O2 v okoli defektu,zvySeni dostupnosti Zivin
azmenSeni intersticidlniho otoku spodiny a okoli rany.
Vysledkem je zvySena tvorba granula¢ni tkané,podpora
autolytického debridementu, sniZeni bakteridlni a to-
xické zatézé u infikovanych ran, urychleni a zkraceni
faze debridementu.Tato neinvazivni metoda nezaté-
Zuje organismus pacienta,aktivné zmensuje ranou
plochu rany a prispiva k rychlejsimu uzavéru defektu.
Prispévek demonstruje,na nasi klinice prvni,konkrétni
pfipad pacienta s akutni leukemii a dehiscenci infi-
kované operacni rany v oblasti sakra,u kterého byla
pouzita podtlakova terapie k urychleni zhojeni de-
fektu.Tim bylo umoznéno zahajeni 1é¢by zakladniho
onemocnéni a nasledné zhojeni rany pomoci produk-
tl s obsahem mofské vody a singletového kysliku.

2998. PRACE EDUKACNI SESTRY

NA HEMATOLOGICKE KLINICE

Havrdova M., Pavlicova V,, Komarkova 1., DoleZalova
M. (IV.interni hematologickd Kklinika, FN, Hradec Krdlové;
FN Hradec Krdlové)

PRACE EDUKACNI SESTRY NA HEMATOLOGICKE
KLINICE V. interni hematologicka klinika Fakultni
nemocnice v Hradci Krdlové je vyznamnym pracovistém
v 1é¢bé hematologickych onemocnéni. Pacienti pficha-
zeji na kliniku k vySetfeni a 1é¢bé hematologickych
onemocnéni cestou hospitalizace nebo ambulantni
péce. Mimo podavani chemoterapie zde provadime
iautologni a alogenni transplantace. Na nasem sepa-
ratorovém centru zajistujeme mimo jiné i terapeutické
aferézy. Proces edukace je pfirozenou a neoddélitelnou
soucasti poskytovani zdravotnickych sluzeb. Slouzi
jako podpora a vychova nemocného a jeho blizkych
k lep$i informovanosti a samostatnéjsi péci o vlastni
zdravi. Pacienti a jejich blizci jsou edukovani o zaklad-
ni diagnéze, diagnostickych a terapeutickych postu-
pech, potlacené imunité v pribéhu terapie, spravné
Zivotospravé a vhodnych ¢i méné vhodnych potravi-
nach v pribéhu lé¢by. Poskytujeme informace z ob-
lasti nutri¢ni péce, psychologické pomoci v ramci nasi
kliniky s podporou klinického psychologa, socialni
péce, sluzbach nemocnice, pravech a povinnostech
pacienta. V centru pro poruchy hemostazy vedeme
pacienty k samostatné obsluze pristroje na méreni
INR a aplikaci subkutannich injekci. Dale edukujeme
k obsluze specidlni pumpy k podavani imunoglobulinu
a spravné aplikaci v domacim prostfedi. Podavame

informace o pacientskych klubech a obcanskych sdru-
Zenich, které pomahaji pacientim s hematologickym
onemocnénim v riznych oblastech jejich Zivota, jako
je Obcanské sdruzeni LYMFOM HELP, Klub pacientl
s mnohocetnym myelomem a Dobry andél. Novinkou
v ramci edukacéniho procesu, ktery je rovnéz jako psy-
chologicka podpora, jsou zkusSenosti jinych klientt
s danym onemocnénim. Cely projekt jsme nazvali
Nadéje pro ostatni a je k dispozici k nahlédnuti a pre-
¢teni na nasi ambulanci. Zahrnuje pfibéhy pacientd,
jejich pocity, obavy, zkuSenosti, radosti, vnimani
celého obdobi 1é¢by a nasledného zivota. Zavérem
1ze Tici, Ze edukace ma velky vyznam pii 1é6¢bé ne-
mocnych, protozZe dobfe informovany pacient ma d-
véru v oSetfujici persondl a je i 1épe spolupracujici.

2906. LYMFOM S VYSKYTEM MALIGNi RANY
- NASE PRVNI ZKUSENOST (KAZUISTIKA)
Kalodova Hadacdova J., Sebelova H., Jelenova 1.,
Spackova J., Dvofackova K., Kubénova Z. (EN, Brno)

Uvod: Maligni rdna byva spojovana s nadorovym
onemocnénim a pro pacienta predstavuje velkou fy-
zickou, psychickou, ale také socidlni zatéz. Tento typ
rany se nejcastéji vyskytuje u pacientl s pokrocilym
nadorovym onemocnénim a u vét§iny z nich nelze
ocekavat uplné zhojeni. Spole¢nym cilem zdravotni-
ki je zlepsit kvalitu Zivota nemocného, protoZe rana
mnohdy silné zapacha, secernuje a boli. Nejcastéjsim
zplisobem oSetfeni je pravidelné prevazovani a vyuziti
modernich materialti podporujicich hojeni maligni
rany. Metody: V ptispévku je prezentovana kazuistika
pacienta s Diftiznim velkobunécnym B-lymfomem
(DLBCL), jehoz onemocnéni se demonstrovalo v prvotni
fazi otokem kotniku levé dolni koncetiny s naslednym
zarudnutim bérce a po nékolika mésicich doslo ke
vzniku oteviené maligni rany. PfestoZe pacient od
prvnich pfiznaki vyhledal odbornou pomoc a podro-
boval se opakovanym vysSetfenim, doslo ke stanoveni
zakladni diagnézy az po vzniku maligni rany. Tedy
Sest mésicll po prvnich pfiznacich, a to i pfes to, Ze
pacient projevoval zvySené usili a samostatné vyhle-
dal odborné zdravotnické zatizeni, kde nakonec doslo
ke stanoveni diagnézy.V této fazi byl pacient pfijat
na nasi kliniku. JelikoZ pfi pfijeti pacienta rana silné
zapachala, secernovala a po odstranéni obvazového
materidlu byla objevena rozsdhla nekréza, bylo ne-
zbytné ranu oSetfit. Ve sdéleni za pomoci fotodoku-
mentace prezentujeme postup pii oSetfeni maligni
rany vjednotlivych stadiich a shrnujeme vysledky nasi
prace. Poukazujeme také na psychiku nemocného,
kdy pacient byl vyCerpany opakovanymi navstévami
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odborniki bez vysledného efektu a naslednou hrozbou
amputace dolni koncetiny. Zpocatku s nami pacient
moc nekomunikoval, byl uzavfeny a smutny. S prvnimi
vysledky nasi prace se psychika nemocného zlepsila.
Zavér: Cilem ptispévku je vyzdvihnout naroc¢nost pé-
¢e 0 maligni ranu a psychiku nemocného u pacien-
ta s DLBCL. Dale prispévek poukazuje na nezbytnost
souhry celého tymu, Kktery se na oSetfovani podilel.

2893. EMOCE - JAK S NIMI ZACHAZET
NA ONKOLOGICKEM PRACOVISTI
Neudertova H.

(Oddéleni Klinické psychologie PMDV, FN, Brno)

Klinicka prace na onkologickém pracovisti je naroc-
na v mnoha smérech. M4 vysoké naroky na odbornost,
znalosti, zru¢nost. Kromé vykonovych a odbornych po-
Zadavkd se od zdravotnikil o¢ekava schopnost adekvatneé
reagovat a orientovat se v emocné naro¢nych situacich
tak, aby onkologického pacienta podporovali pii 1éCbé.
Syndrom psychického ohroZeni se objevuje v nadlimitni,
ohrozujici a bezvychodné situaci, kdy je ohroZena psy-
chicka a fyzicka jednota ¢lovéka. Pacient, at uz s nové
sdélenou onkologickou diagndzou ¢i v prubéhu 1écby
samotné, se v takovém stavu psychického ohrozeni
nachazi. Onkologicka diagnéza je neptijemny ortel a je
tfeba, aby pacient realitu nemoci kognitivné a emoc¢né
prijal. Tento stav s sebou nese rizné afektivni reakce.
Jevhodné, aby se umél s emocemi zkonfrontovat a odzit
je. Nejcastéjsi emoce jsou kromé tizkosti a strachu, také
i vztek, bezmoc a smutek. Pokud pacient neumi zrale
a adekvatné emoce zpracovat nebo pokud zdravotnicky
personal nevédomé pacientovi nedovoli emocni reakci

odzit, pak mizeme ocekavat neadaptivni, dysfunkéni
reakci. Ta se miiZe projevit panickou, agresivni reakci,
utékovym (i regresivnim chovanim nebo az stavy de-
realizace. Pokud se tyto emocni a behavioralni projevy
zafixuji, miizeme ocekavat klinické obrazy, které se
v MKN 10 diagnostikuji jako reakce na zavazny stres
F43.0, poruchy prizplsobeni F43.2, posttraumaticka
stresova porucha F43.1. Je tedy s vyhodou, pokud pacient
nanarocné obdobi s onkologickou diagnézou, zareagu-
je tzv. sympatikovou reakci, kterd ma podobu akutni
stresové reakce s ve§kerou vegetativnimi a behavioral-
nimi projevy oproti parasympatikové. Ta se vyznacuje
pasivni reakci, reakci tzv. mrtvého brouka, kdy neni
zfejma zadnd emocni ¢i behavioralni reakce. Pacient
jakoby ve svém prozivani ,,ztuhne* a svoji situaci bere
vklidu a snadhledem. Z pohledu zdravotnika je takovy
pacient statecny, bezproblémovy a rozumny, ale z psy-
chologického hlediska tato skupina pacientd inklinuje
k rozvoji syndromu psychického ohrozeni, ktery miize
vést az k rozvoji disociativnich poruch, posttraumatické
poruchy, afektivnich poruch ¢i k riznym typam soma-
tizace potizi. Proto je vice nez zadouci, aby zdravotnik
si byl védom téchto rizikovych faktord pfi snaze tlumit
emocni reakce pacienta a pti snaze ,,apelovat® na dospélé
chovani. Mél by nabidnout bezpec¢ny prostor pro odziti
emoci, mél by mit dovednost pacientovi emoce zrcadlit
a mél by nabidnout ujiSténi o ,normalité“ rizné pro-
jevenych reakci. Obecné pravidlo zni: Mohu reagovat,
nesmim vSak pacienta zatiZit a zahltit vlastni emocni
reakci! Kazdy zdravotnik by mél umét pracovat s vlast-
nimi reakcemi a reakcemi pacienta s citem, empatii
a autenticitou. Tyto kvality by mély patfit do standarda
1éCebné péce kazdé sestry ¢i 1ékate.

SYMPOSIUM ON ADVANCES IN MOLECULAR
HEMATOLOGY 2: STRESSED HEMATOPOIESIS

2918. JAK2 V617F PROGENITORS

EXHIBIT INTRINSIC INFLAMMATORY
SIGNALING AND PROTECTION AGAINST
INFLAMMATION INDUCED DNA DAMAGE
Stetka]., Luzna P,, Lanikova L., Koralkova P., Hodny
Z., Bartek J., Divoky V. (Department of Biology, Faculty
of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc -
CZ; Department of Histology and Embryology, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc - CZ;
Laboratory of Cell and Developmental Biology, Institute
of Molecular Genetics of the ASCR, v. v. i., Praha - CZ;
Laboratory of Genome Integrity, Institute of Molecular
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Genetics of the ASCR, v. v. i., Prague - CZ; Danish Cancer
Society Research Center, DK-2100, Copenhagen - DK)

Recent clinical observations recognize chronic in-
flammation as an essential component of development
and progression of oncogenic JAK2 V617F mutation-po-
sitive polycythemia vera (PV) and other Philadelphia
chromosome-negative myeloproliferative neoplasm
(MPNSs). However, much remains to be understood
about how inflammatory and oncogene-induced sig-
naling interact in disease initiation and clonal evolu-
tion into final burn-out state of fibrosis or neoplastic
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transformation. Using induced pluripotent stem cell
(iPSC) clones with distinct JAK2 genotypes derived from
female PV patient and immunohistochemistry staining
(IHC) of patients‘ bone marrow (BM), we show presence
of IFNg and its transcription program to be intrinsic for
hematopoietic progenitors with JAK2 V617F mutation.
As this potent immunomodulatory cytokine with broad
functions has important role in mediating inflam-
matory response, we hypothesize that IFNg is the key
inflammatory cytokine present at the very beginning
of JAK2 V617F transformation and driving BM microen-
vironment remodeling. Our IHC stainings during the
course of disease progression, as well as recently pub-
lished data show continuously increasing expression of
inflammatory cytokines TNFa and TGFBI, suggesting
their important role in senescent-associated fibrosis of
later disease stages. Such observation prompted us to
test the effects of IFNg in combination with TNFa and/
or TGFB1 on the expression of inflammatory signature
in JAK2 V617F-positive progenitors. This treatment
spurred more than 100 times fold increase in expres-
sion of CXCL10 and CXCL9 specifically in JAK2 V617F
progenitors, but not in wild-type progenitors. Both of
these chemokines have been previously shown to have
important roles in fibrogenesis. As pro-inflammatory
cytokines are known to induce high levels of reactive
oxygen species (ROS) causing DNA damage, we analy-
zed DNA damage response (DDR) in PV progenitors in
vitro and in vivo. We show that both DDR markers,
gH2AX and ATMpS1981, were weakly detectable in
PV, with increased trend of gH2AX and ATMpS1981
foci accumulation in later disease stages. The same
applied for the presence of oxidative-stress marker
8-Oxoguanine, suggesting involvement of protection
mechanisms against inflammation-evoked DNA da-
mage, thus allowing rapid propagation of premalig-
nant clone in inflammatory BM microenvironment
and creating a barrier that delays transformation of
chronic myeloproliferation to senescence-associated
fibrosis. As the main source of DNA damage induced by
inflammatory cytokines is mediated by ROS, we have
measured activity of ROS-buffering anti-oxidative sys-
tem. We observed significantly increased intrinsic and
inflammation-stimulated activity of most of the tested
enzymes (G6PD, glutathione reductase, glutathione
peroxidase and 6-phosphogluconate dehydrogenase)
in VG17F cells, compared to wild-type cells, suggesting
metabolic protection against inflammation-induced
DNA damage in PV, which might be overrun in later
disease stages by gradually increasing cytokine storm.
If we take into account recently published function of
DNA helicase RECQL5, which acts as a suppressor of

replication stress-associated genomic instability in
MPNs, addition of our data create a novel model of mul-
ti-level protection of premalignant clone in PV, with
cooperative interplay between the cell-intrinsic and
tissue environment-dependent fail-safe mechanisms
that jointly serve as a barrier that delays transforma-
tion of chronic myeloproliferation to senescence-li-
ke condition in myelofibrosis. Support: GP14-10687P.

2991. GENE VARIANTS OF THE
ATM-NFKB-IL6 SIGNALING AXIS:
IMPLICATIONS IN PREDICTION OF
ALLOGENEIC HEMATOPOIETIC STEM

CELL TRANSPLANTATION (HSCT)

RELATED COMPLICATIONS

Kuba A., Raida L., Mrazek F., Schneiderova P.,
Kriegova E., Furst T., Fiirstova J., Faber E.,
Ambruzova Z., Papajik T. (Department of Hemato-
Oncology, University Hospital and Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University, Olomouc; Department of
Immunology, University Hospital and Faculty of Medicine
and Dentistry, Palacky University , Olomouc; Department
of Mathematical Analysis and Applications of Mathematics,
Faculty of Science, Palacky University, Olomouc)

Introduction Acute and chronic Graft-versus-Host
Disease (aGVHD/cGVHD) - donor’s immunocompetent
cells mediated adverse reaction damaging target organs
and tissues of HSCT recipients and conditioning regi-
men-related gastrointestinal toxicity (RR-GIT) as result
of chemo(radio)therapy preceding grafting represent
the most frequent causes of non-relapse mortality and
morbidity in allografted patients. ATM-NFkB-IL6 axis
links DNA-damage response (DDR) with inflammatory
signaling. We hypothesize that analysis of germline
genetic variation of genes implicated in DDR and se-
nescence-associated inflammatory signaling could
provide a tool for prediction of HSCT-related complica-
tions. Patients and Methods In a single-center study,
we analyzed 109 patients allografted between 2009-2015
for: AML (41%), MDS/MPN (19%), ALL (17%), CLL (8%),
NHL (6%), CML (4%), and other hematological disor-
ders (5%). The median age of the cohort was 50 (20-63)
years. Patients were allografted after myeloablative
(14%), non-myeloablative (20%) and reduced intensity/
toxicity (66%) conditionings from HLA identical donors
(matched-related 40%). GVHD prophylaxis was done by
solo cyclosporine-A (76%) or cyclosporine-A and myco-
phenolate mofetil (20%) or low-dose methotrexate (4%).
Patients were genotyped for 5 single-nucleotide poly-
morphisms (SNPs) (rs4585 T/G, rs189037 A/G, 1rs227092
T/G, 15228590 C/T, and rs664677 T/C) of the ATM gene,
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2 SNPs (rs3774937 C/T, 153774959 A/G) of the NFKB1 gene
and 1 SNP (rs1800795 G/C) of the IL6 gene. SNP geno-
typing was performed with Sequenom MassARRAY
platform using allele-specific MALDI-TOF mass spect-
rometry assay (Sequenom, San Diego, USA). Primers
were designed using the Sequenom SNP Assay Design
software version 3.0 for iPLEX reactions. Logistic re-
gression was used in the study with significance le-
vel set to 0.05. Results During the post-transplant
neutropenic period 78 recipients (72%) suffered from
RR-CIT. Crade I/II and III/IV were documented in 48
(44%) and 30 patients (28%), respectively. Thirty-three
patients (30%) developed aGVHD. Grade I/II and III/
IV were observed in 20 (18%) and 13 recipients (12%),
respectively. Twenty-seven of 91 evaluable patients
(30%) developed cGVHD and extensive form was ob-
served in 14 patients (15%). The type of conditioning,
ATM gene haplotypes (rs4585*T, 1s189037*A, 1s227092*T,
1s228590*C, and rs664677*T), female sex, and EBMT
score were associated with RR-GIT grade III-IV [OR=3.0,
95%CI(1.8-5.1) p=0.004; OR=9.7, 95%CI(2.0-47.0),
p=0.006; OR=2.4, 95%CI(1.0-5.6), p=0.05; OR=2.1,
95%CI(1.4-3.2), p=0.0001, respectively]. The effect of
the ATM haplotype was maintained after accounting
of the above mentioned risk factors in the multivariate
analysis (p=0.006). Patients homozygous for NFKB1
gene haplotypes (rs3774937*T, 1s3774959*G) were at lower
risk for aGVHD (OR=0.12, 95%CI [0.03-0.52], p=0.005).
Furthermore, patients homozygous and heterozygous
for NFKB1 gene protective haplotype (haplotype car-
riers) had significantly less cGVHD (OR=0.1, 95%CI
[0.02-0.58], p=0.01 and OR=0.13, 95%CI [0.02-0.74],
p=0.02, respectively). Moreover, patients homozy-
gous for both protective haplotypes suffered from the
extensive form of cGVHD less frequently (p=0.04). We
have not confirmed any significant impact of the IL6
gene SNP on aGVHD and/or cGVHD. Conclusions This
is the first report addressing ATM-NFKB-IL6 signaling
in HSCT setting. Based on our preliminary data ATM-
-NFKkB-ILG6 signaling merits further investigation which
may bring new information for patients‘ pre-transplant
risk assessment. Supported by IGA_LF 2016_001

3002. A NOVEL MUTATION OF

RIBOSOMAL PROTEIN S7 IN THREE

FAMILY MEMBERS WITH MARKEDLY
DIFFERENT SEVERITY OF DIAMOND-
BLACKFAN ANEMIA IN A SINGLE FAMILY
Pospisilova D., Vojta P., Maceckova Z., Koralkova
P., Kone¢ny P., Hajduch M., Horvathova M.
(Department of Pediatrics, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University Olomouc and University
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Hospital, Olomouc; Institute of Molecular and Translational
Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University, Olomouc; Department of Biology, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc)

We present here the case of three women suffering
from macrocytic anemia with markedly different seve-
rity, in whose a new mutation of gene coding for ribo-
somal protein S7 (RPS7) was identified. However, seve-
re anemia with the need of repeated transfusions was
diagnosed in the youngest female patient at newborn
age only. She had normal birth weight, no physical
anomalies were found. Until one year of age, she was
transfusion-dependent. She showed a good response
to steroids, and has been steroid-dependent for the
last 10 years (intermittent low dose). The mother and
older sister were examined within the family genetic
counseling. Interestingly, they were diagnosed with
mild macrocytic anemia, however, never required any
treatment. In all three women, increased erythrocyte
adenosine-deaminase (e-ADA) was proved with the
highest levels in the patient and lowest in her mo-
ther, respectively (5.29+0.340, 4.18+0.150, 3.20+0.218
IU/g Hb, reference range: 0.8-2.51U/g Hb). So far,
only five RPS7 mutations clinically associated with
DBA were published, all of them in splice sites. We
found novel heterozygous nonsynonymous mutation
g[3580153G>T] in exon 6 of the RPS7 gene leading to
V134F substitution in all three women. Subsequently,
this mutation was confirmed by Sanger sequencing
method on both gDNA and cDNA levels. Furthermore,
role of the RPS7 V134F mutation was established on
the cellular model. MRC-5 fibroblasts (deficient for
RPS7) were transiently transfected with plasmid con-
struct carrying WT and V134F RPS7 cDNA. Mutant
but not WT transfectants exhibited altered protein
synthesis, nucleolar and ribosomal stress, consistent
with previously reported cellular phenotypes in DBA
patients. Patients described previously for the RPS7
mutations in splice sites showed milder form of DBA
compared to our V134F patient and similarly had only
minimal physical anomalies. Our DBA patient is to
the best of our knowledge the first case identified with
pathogenic heterozygous nonsynonymous mutation
of RPS7 gene and demonstrates the importance of
complex diagnostics and validation of sequence al-
terations in suspect DBA individuals. Grant support:
Czech Science Foundation (GA15-13732S) and Ministery
of Health of the Czech Republic (AZV 16-32105A).
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2985. CHROMATIN DEFECTS INDUCED

UPON KNOCKOUT OF MAJOR

CHROMATIN REMODELING FACTOR

ISWI ATPASE SMARCAS IN MOUSE

ARE SENSED VIA P53 PATHWAY AND

BLOCK CELL CYCLE PROGRESSION

Zikmund T., Kokavec J., Savvulidi F., Turkova T.,
Paszekova H., Skoultchi A. 1., Stopka T. (Biocev,
1st Faculty of Medicine, Charles University, Prague - CZ;
Department of Pathological Physiology, 1st Faculty of
Medicine, Charles University in Prague - CZ; Department
of Cell Biology, Albert Einstein College of Medicine, Bronx,
NY-USA)

Chromatin structure is a major prerequisite of pro-
per developmental processes. Chromatin structure is
established, maintained and disrupted by SWI/SNF2

superfamily of ATP-dependent helicases. Sensing
of irregularities of chromatin structure is not fully
understood. Subfamily of ISWI ATPases has been pro-
posed to regulate developmental processes although
the particular mechanisms of its activity were elusive.
We herein utilized conditional deletion of major ISWI
member, Smarca5, in murine early thymic progeni-
tors. Phenotype of Smarca5 mutants is not indica-
tive of being mediated via defective T-cell receptor
(TCR) rearrangement or dysregulation of gene repair.
Smarca5 deficiency resulted in proliferation defect
together with activation of DNA damage pathway.
Production of double Smarca5-/- Trp53-/- mutants
partially restored proliferation blockade but neither
rescued developmental disruption of the thymocyte
development nor aggravated lymphomagenesis in the
Trp53-/- mutants.

SYMPOSIUM ON ADVANCES IN MOLECULAR
HEMATOLOGY 3: STATE OF THE ART
INVITED LECTURE

3003. DNA DAMAGE RESPONSE, AGING

AND CANCER: MECHANISMS AND
OPPORTUNITIES FOR TREATMENT

Bartek J. (Danish Cancer Society Research Center,
Copenhagen - DK; Institute of Molecular and Translational
Medicine, Palacky University, Olomouc - CZ)

Abstrakt sdéleni neni k dispozici.

KONFERENCE OSETROVATELSTVI 2

2983. VYBER OPTIMALNIHO

ZILNIHO VSTUPU S OHLEDEM NA

SPECIFIKA HEMATOLOGICKEHO

A HEMATOONKOLOGICKEHO PACIENTA
Mariasek V., Duras J., Jelinek T. (Komplexni onkologic-
ké centrum Novy Jicin, Spolecnost pro porty a permanentni
katetry, Novy Jicin; Klinika hematoonkologie, Fakultni ne-
mocnice, Ostrava)

Hematologie a hematoonkologie jsou obory, které
vyuzivaji dominantné parenteralni formu 1é¢by, a pro-
to je spravny vybér zilniho pfistupu stéZejni pro opti-

malni aplikaci 1é¢iv. Vyuzivame pfitom vstupi kratko-
dobych, stfednédobych i dlouhodobych. Volba zilniho
pristupu je vysledkem rozvahy, hodnotici charakter
a délku podavané 1é¢by, vlastnosti pacienta a stav zil-
niho systému. V pripadé indikace centralniho pfistupu
nejcastéji volime mezi klasickou centralni kanylou (ne-
tunelizovanou), tunelizovanou centralni kanylou, PICC
(centralni kanylou zavadénou z periferie) a portem.
Kazdy z téchto druhli vstupl ma své vyhody i nevyhody,
a to nejen pri inzerci, ale predevsim pfi dlouhodobém
pouzivani, kdy je pacient obecné vystaven vyssimu
riziku komplikaci, a to pfedevsim infek¢énich a trombo-
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tickych. Shrnujeme technické potiZe, které mohou do-
provazet inzerci konkrétnich druhti vstupi a uvadime
komplikace v souvislosti s Zilnim pristupem, specifické
pravé pro hematologii/hematoonkologii. Prezentujeme
rovnéz vlastni zkuSenosti s inzercemi cévnich vstupii.

2905. PICC KATETRY - NASE
PRVNI ZKUSENOST
Sebelova H., Spaékova J., Koufilova P. (EN, Brno)

Uvod: PICC katétr je periferii implantovany cent-
ralni katétr, ktery se zavadi pod ultrazvukovou kon-
trolou. V poslednich letech se za¢ina ¢astéji vyuzivat
i v Ceské republice. V zajidténi Zilniho pfistupu ho
mizZeme zatadit do oblasti stfednédobého vstupu,
ktery zajiStuje komfort pii 1é¢bé nejen onkologicky
nemocnym pacientim. Doba zavedeni PICC katétru
se pohybuje v primeéru okolo tii mésicli, ale mlize byt
zaveden i déle (az jeden rok). Jelikoz pfi chemotera-
peutické 1écbé casto dochazi k devastaci periferniho
Zilniho systému, je zavedeni PICC katétru jednou
z vyhodnych alternativ, které vyuzivime na naSem
pracovisti. Zavedenim PICC katétru se snazime pred-
chazet komplikacim spojenym s 1é¢bou onkologicky
nemocnych pacientdi. Metody: PICC katétry na naSem
pracovisti zavadime od roku 2015 a jiz byly zavedeny
99 pacientiim. Nejcastéji ho zavadime u pacientt
s diagnézou Nonhodgkinsky lymfom, karcinom prsu,
ale i u ostatnich onkologickych diagnéz. V ptipa-
dé vyskytu komplikaci se je snazime konstruktivné
a efektivné feSit. Ke zlepSeni kvality oSetfovatelské
péce o PICC katétry jsme vytvorili informacni brozu-
ru, kterd slouzi nejen pacienttim, ale i oSetfujicimu
personalu. Ziskaji zde zakladni informace, které jsou
pro manipulaci s PICC katétrem nezbytné. Brozura
obsahuje podrobnosti o fungovani PICC katétru, popis
moznych komplikaci, jejich pfedchazeni a feSeni.
Soucasti brozury je také Prlikaz nositele PICC katét-
ru, zaznamy o pripadnych komplikacich, prevazech
avneposledni fadé také zaznamy o aplikované 1é¢be.
Soucasné jsme také vytvofili algoritmus prace s PICC
katétrem, ktery nam napomaha pfi feSeni komplikaci,
jako jsou napfiklad trombéza PICC katétru, neprii-
chodny PICC katétr nebo jeho povytazeni. Zavér: Cilem
nasi prace je zajisténi bezpecného zilniho pfistupu
predevsim u onkologicky nemocnych pacientd a pfed-
chazeni komplikaci, které mohou vzniknout béhem
podani chemoterapeutické 1écby. Za timto Gcelem
byla vytvofena informacéni brozZura a navrzen algo-
ritmus prace pri feSeni komplikaci s PICC katétrem.
Tato prace vznikla v ramci projektu NIG FN BRNO
4/2014. ,,Podpofen MZ CR - RVO (ENBr, 65269705).
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2969. AUTOLOGNI ODBERY NA
TRANSFUZNIM ODDELENI FAKULTNI
NEMOCNICE (TO FNOL) V LETECH 2011-2015
Hlavkova E., Chmelova S., Koukalova A., Entrova
A., GaluszKkova D. (Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc)

Autologni odbéry na Transfuznim oddéleni Fakultni
nemocnice Olomouc (TO FNOL) v letech 2011-2015 E.
Hlavkova, S. Chmelova, A. Koukalova, A. Entrova, D.
Galuszkova Transfuzni oddéleni, Fakultni nemocnice
Olomouc (FNOL)

Uvod: Autotransfuze je povaZovana za nedilnou sou-
cast hemoterapie u operacnich vykont jako nahrada
krevnich ztrat pii operaci. Ve sledovaném obdobi jsme
na Transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc
provedli autologni odbéry u 1624 pacientli. Nejcastéjsi
indikaci k autolognim odbértim byli pacienti pfed orto-
pedickymi operacemi v 92%, pted urologickymi opera-
cemi v 3,60% a pred dalsimi opera¢nimi vykony (napft.
stomatochirurgickymi operacemi) v 4,40%. Cil: Cilem
jezmapovatindikace, kontraindikace k odbéru, vlastni
provedeni autologniho odbéru u pacienta, druhy kom-
plikaci. Odebrané a neaplikované autologni odbéry.
Metodika: Data v této prezentaci jsou zpracovana za
obdobi 2011-2015 u autolognich odbéra provedenych na
TO FNOL. Autologni odbéry odebrané na odbérovych
stfediscich zpracovavané na nasem pracovisti nejsou
predmétem prezentace. Dle indikace 1ékafe jsou pacien-
tim odebirany 1-3 TU plné krve v tydennich intervalech.
Standardné je pti odbéru odebirano 405 ml plné krve.
Odbér plné krve provadime manualné pomoci odbéro-
vych vah do odbérovych vaki s ndslednym zpracovanim,
nebo pomoci separatort krevnich bunék, kdy jsou ode-
brany jednotlivé slozky krve. Vysledky: Ve sledovaném
obdobi jsme provedli 3027 autolognich odbéra u 1624
pacientl v zastoupeni - muzi 809 (49,80 %) a Zeny 815
(50,20%). Z uvedenych odbért bylo vyrobeno 2952TU
AEBR, 47TU AERD a 2994TU AP. Dalsi odbéry byly 1éka-
fem zruSeny v 291 (8,77%) ptipadech. Divodem byly ne-
vyhovujici hodnoty krevniho obrazu 16,84%, Spatny Zilni
pristup 38,49%, polymorbidita 35,74%, jiné 2,75% (napft.
pozitivita infek¢nich markeru, zména terminu operace
a pacient bez vysledkd nutnych pfed vlastnim odbérem).
Neaplikovano bylo 640 (21,68%)TU AEBR, 9 (19,14%)TU
AERD, 298 (9,95%)TU AP. Komplikaci pii autolognich
odbérech ve sledovaném obdobi bylo zaznamenano 71
(2,34%). Nejcastéjsi komplikaci pfi odbéru byl insufici-
entni Zilni pristup 43 (60,56%), nevolnost 26 (36,62%),
technické komplikace 2 (2,81%). Autologni odbéry jsou
skladovany samostatné. Exspirace autologni plazmy
na nasSem pracovisti je z provoznich diivoda 3 mésice.
Pacientiim nebylo aplikovano 22% odebranych erytrocy-
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tarnich autolognich TP (649TU/2999TU) a 10% odebrané
autologni (298TU/2994TU) plazmy. Zavér: Autologni
odbéry jsou pro pacienty bezpecné, vyskyt komplikaci
jeminimalni (méné nez 2,5%). Podani autologni krevni
transfuze sniZuje u ptijemce riziko potransfuznich re-
akci, které by mohly nastat pfi aplikaci alogenni krevni
transfuze. Jde o 1é¢ebnou metodu, kterd ma své vyhody,
jevSak nutno pocitat i s ur¢itymi riziky a komplikacemi.
U autotransfuzi vsak vyhody pfevazuji.

3008. PROE DOBROVOLNIEIT
- PRIKLAD DOBRE PRAXE
Chudikova K. (UNO, FN, Olomouc)

Dobrovolnicky program se osvédcil jako jeden z na-
strojQ, ktery prostfednictvim lidského kontaktu dob-
rovolnika s pacientem napomaha aktivizaci, motivaci
a psychické podpote hospitalizovanych pacientli, pfi-
spiva k efektivnéjsi organizaci prace a casu personalu
pro odbornou ¢innost i ke zlepSeni celkové atmosféry
nemocnice. Tim vS§im se podili na zvySovani trovné
kvality péce o pacienta. Cinnost dobrovolnikl byla
v nasem zdravotnickém zatizeni zahdjena koncem ro-
ku 2014. V tomto kratkém obdobi se do naseho centra
prihlasilo jiz pres tfi desitky zdjemct o pravidelnou
¢innost a pres 40 zajemct o nepravidelnou ¢innost.
Zprvu dobrovolnici zacali pisobit na Détské klinice
a Oddéleni geriatrie. Na prelomu roku 2015/2016 zacali
dochédzet mimo jiné i na Hemato-onkologickou kliniku.
Nase Dobrovolnické centrum respektuje legislativni
pozadavky stanovené zakonem ¢. 198/2002 Sb. Zakon
o dobrovolnické sluzbé a je realizovan dle platné me-
todiky programu doporucené ve Véstniku Ministerstva
zdravotnictvi CR &. 6/2009 a ¢. 11/2011 Metodické dopo-
ruceni pro zavedeni dobrovolnického programu v ne-
mocnicich v souladu s procesy fizeni rizik a bezpe¢nosti
pacientli. Zavérem musime konstatovat, Ze se jedna
o smysluplnou a uzite¢nou ¢innost. Navstévy pacien-
tl prispivaji ke zmirnéni osameélosti, zlepSeni jejich
psychosocidlniho stavu a k urychleni rekonvalescen-
ce. Snahou nasich dobrovolniki je vypliiovat volny
Cas hospitalizovanych pacientdi a zlepSovat atmosféru
nemocnicniho prostfedi. Dobrovolnici navstévuji pa-
cienty ve svém volném Case, nejcastéji si s nimi povi-

vy

daji, predcitaji z novin ¢i casopisti nebo lusti kiiZzovky.

2974. KLINICKE HODNOCENI

V HEMATOONKOLOGII Z POHLEDU SESTRY
Kajaba V., Sedlackova R., Papajik T. (OVaV a HOK
FNOL a LF UP, Olomouc)

Klinicka hodnoceni novych 1é¢iv patii k nabidce
1é¢ebnych moznosti nejen v komplexnich onkologic-
kych centrech (KOC), ale rovnéz v mensich centrech
a ambulancich. Moznost nabidky zkouSeni nové-
ho 1éku pacientl prichazi v ramci klinickych studii
v rliznych fazich zkouseni (zejména II-1II faze), ve
kterych je dtlezitou soucasti tymu vyzkumna sest-
ra - zapojena do studii nejcastéji v pozicich studij-
ni koordinatorky (study co-ordinator), manazerky
(data manager) ¢i sestry (study nurse). Studijni tym
ma své presné definované kompetence, kde kazdy
z tymu znd svou roli, jenzZ je pred zacatkem defino-
vana a v Case aktualizovana hlavnim zkousejicim.
Zivotni cyklus nového 1éku prochézi jasné definovanym
postupem (preklinické hodnoceni, klinické hodnoceni
a po registraci uvedeni do praxe s ptipadnym postmar-
ketingovym sledovanim léku), ale pouze mala cast
vyvijenych a zkouSenych preparatti se nakonec objevi
v praxi a splni pozadavky na néj kladené - vysoka
farmakologicka aktivita, nizka toxicita, moznost per-
oralni aplikace ad. Cena nékterych nové zavedenych
1é¢iv presahuje desitky az stovky tisic K¢, coZ podporuje
snahu koncentrace 1é¢by/omezeni preskripce na vétsi
onkologicka centra. Vzhledem k ochrané duSevniho
vlastnictvi dochazi k uvedeni generickych 1é¢iv (které
by mély snizit cenu novych 1éki1) az ptiblizné po 8, resp.
11 letech po registraci nového 1éc¢iva. Zkouseni bio-
ekvivalence - novych 1éki se stejnou ucinnou latkou,
je jedna z dalSich moznosti, jak zavést do praxe nové
1é¢ivo a snizit cenu pivodniho originalniho pfipravku.
Hematoonkologie patfi v oblasti vyzkumu mezi nejvi-
ce se rozvijejici obory - v poslednim desetileti jsou do
praxe zavadény monoklondlni protilatky ¢i inhibitory
proteinkindzy. Klinické zkouSeni klade na zdravotni
sestry specifické pozadavky, které jsou nezbytné pro
spravny prubéh zkouseni. Tymova spoluprace a komu-
nikace je jednim z top pozadavki kladenych na tuto
pozici. Prezentace ukazuje obecné vyznam klinickych
studii a reflektuje zkuSenosti z této oblasti z nékolika-
leté praxe.

2995. CHLAPEC, KTERY CEKAL NA ZELENOU
Medkova P., Hiilkova E., Karaskova E., Jureckova
L., Hradilova M., Mihalova H. (DK 21 B EN, Olomouc;
Détskd Klinika, EN, Olomouc; KARIM, EN, Olomouc; SANCE
ops.)

Kazuistika je vénovana chlapci, ktery byl pfi-
jat na hemato-onkologické oddéleni Détské kliniky
v Olomouci v zari 2010. Celd kazuistika seznamuje
posluchace s komplexni 1é¢bou poskytovanou multi-
disciplinarnim tymem. Chlapec byl 1é¢en dle proto-
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kolu ESPhALL s dg. ALL. Prodélal nékolik zavaznych
komplikaci (Aspergilova pneumonie, opakované téz-
ké mukozitidy, febrilni neutropenie, ARDS). Jedné
z nejzavaznéjsich komplikaci se vénuje MUDr. Eva
Karaskova - stendze jicnu. Seznamuje s diagnostikou
a 1é¢bou stendzy jicnu. Pohled anesteziologa prinasi
MUDr. Lucie Jureckova, pod jejim vedenim chlapec
absolvoval celkem 65 anestezii (diagnostika onemoc-
néni, implantace CZK, bronchoskopie, dilatace jicnu,
torakotomicka resekce plic, exstirpace uzlin atd.). Do
multidisciplindrniho tymu patfi i klinicka psycholozka

s vz

Mgr. Michaela Hradilova, ktera ve své ¢asti prezentace
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informuje o dopadu dlouhodobé hospitalizace a vlast-
nim prozivani nemoci jak u samotného chlapce, tak
u jeho sourozence a celé rodiny. Tato cast je doplné-
na vypovédi feditelky obecné prospésné spolecnosti
SANCE - Herty Mihdlové o socidlni pomoci vénované
celé rodiné. V Cervnu 2013 dochazi k relapsu onemoc-
néni a pribuzenska transplantace u chlapce probiha
v listopadu 2013. V bieznu 2014 dochazi u chlapce k dru-
hému hematologickému relapsu a nasledné paliativni
chemoterapii. Posledni ¢ast prezentace je vénovana
kvalité Zivota chlapce béhem paliativni 1é¢by.
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MNOHOCETNY MYELOM

2876. LECBA MNOHOCETNEHO MYELOMU

U NETRANSPLANTABILNICH NEMOCNYCH
Minafik]., PikaT., Baéovsky]J., Krhovska P., S¢udla V.
(HOK EN, Olomouc)

V soucasné dobé zazivame jeden z nejzasadnéjsich
posuntl v 1é¢bé mnohocetného myelomu (MM). Mezi
hlavni pfi¢iny patii jednak pfinos novych 1éka s biolo-
gickym mechanismem Uc¢inku a soucasné téz lepsi po-
chopeni patogeneze onemocnéni, umoznujici drivéjsi
diagnostiku a casné zahajeni 1écby. Obé tyto slozky jsou
vzajemné propojeny, nebot teprve zafazeni novych 1ékti
do 1é¢by prinasi pfinos v casnych stadiich onemocnéni
(jako napriklad u rizikového doutnajiciho myelomu),
Casna diagnostika a zahajeni 1é¢by jesté pred rozvojem
organového postiZzeni zase napomaha k plnému vyuziti
potencialu novych plisobka.

Prognéza star$ich nemocnych neindikovanych
k transplantaci perifernich kmenovych bunék jesté
v nedavné dobé znacné zaostavala a pouze diky kvalit-
ni podplirné péci nedoslo ke stagnaci délky celkového
preziti v obdobi od roku 1965 do roku 2000, kdy byl za
zlaty standard povazovan rezim melfalan s predniso-
nem (MP).

Prvnim z 1ékdi, ktery prolomil zavedena schéma-
ta a nastavil novy smér 1lé¢by MM, byl thalidomid,
prvni preparat ze skupiny imunomodulac¢nich 1ékt
(IMiD1). Tento 1ék s pohnutou historii byl znovuob-
jeven pro nemocné s mnohocetnym myelomem v roce
1997 a vysledky néaslednych klinickych hodnoceni zcela
jednoznacné dokladovaly jeho pfinos. Velmi rychle se
roz8ifil a stal se soucasti zavedenych schémat 1é¢by
MM, zejména pro moznost plné ambulantniho poda-
ni tabletové formy s absenci hematologické toxicity.
Jeho hlavni limitaci je vznik periferni neuropatie pti
dlouhodobém podavani a také nedostatecny efekt na
onemocneéni s rizikovym cytogenetickym profilem.
Jiné nezadouci ucinky (zacpa, riziko trombembolie,
riziko fetalnich malformaci) jsou obvykle ii¢inné eli-
minovany pfi dodrzovani bezpecnostnich opatfeni
¢i fadné profylaxe. V soucasnosti jsou v ramci Ceské
republiky (CR) preferovany kombinované reZimy tha-
lidomidu s bortezomibem, diky zna¢nému rozvoji no-
véjsich preparatli s vyssi ucinnosti je vsak thalidomid
odsouvan do vyssich linii 1écby MM. 1 zde ma potencial
k dosazeni 1é¢ebné odezvy a diky své minimalni he-
matologické toxicité jej 1ze s vyhodou pouZzit zejména
v pozdnich fazich onemocnéni s vyCerpanim jinych

1écebnych moznosti. Mezi doporucované kombinace
patii rezimy s cyklofosfamidem (CTD), melfalanem
(MPT), doxorubicinem (TAD) nebo jen s dexametazo-
nem (TD).

Klicovym lékem v 1é¢bé MM je v soucasnosti borte-
zomib, prvni inhibitor proteasomu (PI), ktery bezpro-
stfedné po zavedeni do 1lé¢ebnych rezim zcela vyvratil
dosavadni schémata a stal se stéZejni molekulou ve
vSech fazich onemocnéni. Jeho tcinek byl dokladovan
jak v induk¢ni fazi, tak i v 1é¢bé relapsti a dokonce
i v udrzovaci terapii. Navic ma diky ¢asné 1écebné
odezvé vyznamny potencial ke zvraceni ledvinného
selhani a prekonava téz nékteré rizikové faktory, napft.
t(4;14) ¢iprolifera¢ni index myelomovych plazmocyti.
Bohuzel v§ak, stejné jako thalidomid, plisobi periferni
neuropatii. Ta je sice vétSinou jen sensitivni a do jisté
miry reverzibilni, m@ze v§ak byt znacné zavazna a li-
mitovat pokracovani1é¢by ¢i dokonce zhorsovat kvalitu
Zivota. Perspektivni jsou nova 1écebnd schémata se
sniZenou intenzitou davkovani ,,weekly“ (jednou tydné
namisto 2x tydné) vedouci k niz$i incidenci i zavaznosti
neuropatii. Rozporuplné se jevi sniZeni tiZe neuropatie
pomoci podkozni aplikace bortezomibu, ta je nicméné
vyhodna predevsim pro usnadnéni aplikacniho pti-
stupu (namisto nitroZilniho podani) se zachovanim
stejného 1écebného tucinku. V nasich podminkach se
nejlépe osvédcily rezimy s dexametazonem (VD) a dale
trojkombinace s cyklofosfamidem (CVD), melfalanem
(VMP) ¢i doxorubicinem (BDD). V posledni dobé zacina
nabyvat na vyznamu velmi a¢inny kombinacni rezim
s thalidomidem (VTD), ktery vhodné kombinuje ii¢inek
inhibitorti proteasomu a IMiD1. Jina 1é¢ebna schémata
napt. v kombinaci s lenalidomidem, uzivana s vytec-
nym Gc¢inkem u vSech skupin nemocnych s MM véetné
vysoce rizikovych kategorii na pfednich pracovistich ve
Spojenych statech, nejsou t.¢. v CR béZné dostupna,
stejné jako moznost udrzovaci 1é¢by. Jejich zavedeni
jisté prinese dalsi posun v 1é¢ebném efektu i prognéze
nemocnych.

Prvni molekulou cilené syntetizovanou k 1é¢bé mno-
hocetného myelomu je lenalidomid. Jedna se o derivat
thalidomidu s cilenou snahou o potlaceni nezadoucich
acinkd. Tato 2. generace IMiDG neplisobi neuropatii
a ma podstatné vyssi lécebny efekt nez thalidomid
véetné ucinku na nékteré rizikové prognostické uka-
zatele. Na rozdil od thalidomidu vSak ma nezane-
dbatelnou hematologickou toxicitu s nutnosti ipravy
davky ¢i podpory ristovymi faktory v piipadé vyznamné
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neutropenie, a stejné jako u thalidomidu ztistava zvyse-
né riziko trombotickych komplikaci i teratogenity, pro
které je nezbytné dodrZovat profylakticka a preventivni
opatfeni. Jeho podani s konvenc¢nimi cytostatiky se
vétSinou nedoporucuje pro kumulaci hematologické to-
xicity a také pro zvySené riziko sekundarnich malignit
(zejména kombinace s melfalanem), na druhou stranu
se jako velmi pfinosné jevi kombinace s dal$imi novymi
plisobky, jako jsou inhibitory proteasomu (bortezomib,
carfilzomib, ixazomib), monoklonalnimi protilatkami
(elotuzumab, daratumumab) ¢i dal§imi biologickymi
1éky, které vSak t.¢. nejsou schvalenymi protokoly
vramci CR, a mlZeme se s nimi setkat pouze v ramci
klinickych hodnoceni. Pfesto i pouha dvojkombinace
lenalidomidu s dexametazonem ma dokladovanou
vyznamnou i¢innost a zejména dlouhodobé podani do
progrese, které snad v nejbliz$i dobé bude schvaleno
ivCR, signifikantné pfispiva k prodlouZeni parametrii
celkového preziti. Aktualné je mozné rezim RD pouZit
ve 2. linii 1é¢by a je jen otazkou Casu, kdy jej budeme
moci zatfadit i do prvolécby, ve které dramaticky zlep-
Suje kiivky preziti pfedevsim v kategorii netransplan-
tabilnich nemocnych s MM.

Do druhé generace IMiD{ zafazujeme rovnéZ poma-
lidomid, ktery je zatim nejnovéj$im IMiDem v 1é¢bé
MM. Ma obdobny 1é¢ebny profil jako lenalidomid, je
vSak tcinnéjsi vinvitro podminkach a ma odlisny zpa-
sob metabolismu, kdy vétSina uc¢inné latky podléha
metabolismu v jatrech a jen minimum je vylucovano
ledvinami, coZ umoznuje podani plné davky i u ne-
mocnych s porusenou funkci ledvin. Zatim je mozné
jej v CR podavat pouze v dvojkombinaci s dexame-
tazonem a ve vys$$ich liniich 1é¢by (minimalné dvé
predchozi linie véetné bortezomibu a lenalidomidu
a musi progredovat na posledni linii 1é¢by), 1ze ale
ocekavat posun do casnéjsich linii i 1é¢bu v kombino-
vanych rezimech.

Nova generace inhibitori proteasomu zahrnuje car-
filzomib a ixazomib. Carfilzomib je prvnim PI s absenci
periferni neuropatie. Podava se obvykle v nitrozilni
inflzi 2x tydné a je i¢innéjsi neZ bortezomib. Ma exce-
lentni téinnost v kombinacich a neni hematotoxicky.
V soucasnosti je diskutovana jeho mozna kardiotoxicita
u predisponovanych jedincti, vétSina ostatnich neza-
doucich ucinkdl je spiSe mirného razu, pripadné ka-
zuistickd. V soucasné dobé je mozné jej v CR pouZit pou-
ze pti splnéni ptisnych zdkonnych podminek v pozdni
fazi onemocnéni. Ixazomib je prvnim perordlnim PI,
uzivanym v jedné tableté tydné a dosud s absenci neuro-
patie, hematologické toxicity a minimem jinych neza-
doucich i¢inkl. Vjednom klinickém hodnoceni navic
demonstroval potlaceni negativniho prognostického
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dopadu t(4;14) i del(17p). Zatim byl nicméné schvalen
pouze FDA a v Evropé na jeho schvaleni ¢ekame.

Skupinou 1éka s nejvétsim vkladanym ocekavanim
jsou monoklonalni protilatky. Prvni z nich, ktera se
jiz chysta i na nas trh, je elotuzumab, protilatka proti
povrchovému receptoru SLAMEF7 (nebo téZ CS1). Lék
samotny mél nicméné v prvnich klinickych hodnoce-
nich jen omezenou ucinnost, jeho hlavni doménou
budou kombinované rezimy (dosud dokladovany efekt
v kombinacich s bortezomibem ¢i lenalidomidem). To
miiZe byt soucasné i jednou z hlavnich prekazek jeho
Sirsiho uplatnéni, zejména s ohledem na farmako-
ekonomickou otazku. Daratumumab je jinym typem
protilatky, namifené proti povrchovému znaku CD38,
kterd navic prokazala i jako samostatna molekula velmi
slibny efekt u tzv. ,,dvojité refrakternich“ nemocnych
(refrakterita na PI a IMiD). Aktudlné je daratumumab
zkouSen v ramci kombinacnich rezZimi a stejné jako
ixazomib byl jiZ schvalen ve Spojenych statech, za-
timco v Evropé na jeho schvaleni ¢ekame. S ohledem
na mechanismus uc¢inku a prvni klinické zkusenosti
1ze predpokladat jeho brzké uplatnéni v ramci nasich
1écebnych protokold.

Kromé zavadéni novych 1éka do 1lécby MM lze za
revolucni pocin povazovat téz predstaveni novych dia-
gnostickych kritérii z roku 2014. Dosud vSechna krité-
ria od roku 1975 indikovala zahajeni 1é¢by MM az pfti
pritomnosti zjevnych znamek organového postizeni
(CRAB - hyperkalcémie, renalni nedostatecnost, ané-
mie, kostni 1éze). V roce 2014 publikovala Mezinarodni
myelomova pracovni skupina (International Myeloma
Working Group, IMWG) nova kritéria se zavedenim
tzv. myeloma defining events (MDE), mezi které patti
infiltrace kostni dfené >60% plazmatickych bunék,
pritomnost >11éze (nad 5mm) na magnetické rezonanci
a pomér dominatnich a nedominantnich lehkych fetéz-
clivséru =100. Diky MDE zac¢iname 1é¢it nové skupinu
nemocnych s dfive doutnajicim myelomem, ktefi jesté
nemaji projevy organového postizeni, ale jsou jiz ve
vysokém riziku transformace do aktivniho onemoc-
néni. Casna 1é¢ba vede k lepsim vysledktim, nebot cili
onemocnéni, které je vulnerabilnéjsi, brani rozvoji
rozsahlejsich zmén v DNA spojovanych s transformaci
myelomu a soucasné brani rozvoji dalsiho organového
postizZeni. JiZnyni jsou zkoumany dalsi rizikové fakto-
1y, které by 1écbu posunuly dale k casnéj$im stadiim
a nékteré 1é¢ebné protokoly potvrzuji spravnost indika-
ce 1é¢by v ranych stadiich nemoci. Cilem zfejmé bude
skloubeni fadné rizikové stratifikace a volba rezim
s maximalnim lécebnym tc¢inkem a minimalni toxici-
tou, ktera miize vést v disledku i k vyléc¢eni podstatné
casti nemocnych s MM.
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2900. SOUCASNE POSTAVENI
TRANSPLANTACE KRVETVORNYCH BUNEK
V TERAPII MNOHOCETNEHO MYELOMU

Krejéi M., Adam Z., Pour L. (Interni hematologickd
a onkologickad klinika, LF MU a FN, Brno)

Autologni transplantace perifernich krvetvornych
bunék (auto-HCT)

Aplikace vysokodavkované chemoterapie a nasled-
né podani vlastnich, tedy autolognich perifernich
krvetvornych bunék u vhodnych nemocnych s nové
diagnostikovanym symptomatickym mnohocetnym
myelomem (MM) v ramci prvni 1éCebné linie je pouziva-
najizod 90. let dvacatého stoleti. Auto-HCT lze obvykle
provést u nemocnych s MM do 65-70 let bez pfitomnosti
zavaznych komorbidit. Cilem této terapie je zlepsSit
1éCebné vysledky a zvlasté prodlouzit celkové preziti
(1). Dle vysledk® riznych mezinarodnich klinickych
studii byly po provedeni auto-HCT pocty dosazenych
kompletnich remisi (CR) 30-40%, celkové 1é¢ebné od-
povédi 80-90%, mediany doby do progrese (PES) 25-30
meésicli a medidny celkového preziti (OS) 50-56 mésict
(1). Provedeni auto-HCT u MM je bezpecné pro vétsinu
nemocnych, peritransplantacni mortalita (NRM) je
nizka, nepresahuje 2-3% (1). U vétSiny pacienti s MM
dochazi po Case i pfes provedeni auto-HCT Kk relapsu/
progresi MM (2).

I vdnesni dobé (rok 2016), kdy mame k dispozici ce-
lou fadu novych cilenych 1ékdi v terapii MM (inhibitory
proteasomu, imunomodulac¢ni 1éky, monoklonalni
protilatky a dalsi), je auto-HCT nadale povazovana za
velmi tcinnou lécebnou metodu u vSech vhodnych
nemocnych s nové diagnostikovanym MM. Provedeni
auto-HCT u MM v ramci terapie prvni linie patii stale
mezi standardni 1é¢ebné indikace (2).

Nejvice Géinnym postupem v soucasnosti (rok 2016)
v ramci terapie prvni linie u MM (z hlediska Cetnosti
CR, prodlouzeni PFS a prodlouzeni OS) je ivodni kom-
binace zahrnujici 1-2 nové 1éky (inhibitor proteasomu
a/nebo imunomodulacni 1ék spolu s dexamethasonem)
vindukéni fazi, nasledné mobilizace perifernich krve-
tvornych bunék (PBSC) a poté provedeni 1-2 autolognich
HCT (1). Vysokodavkovana chemoterapie s auto-HCT by
meéla byt soucasti primarni 1lé¢ebné strategie u vhod-
nych pacientl s nové diagnostikovanym MM do véku
70 let ¢i vhodného biologického véku. Nejlepsi vysledky
jsou dosahovany u pacientl s chemosenzitivnim one-
mocnénim, nicméné i ostatni nemocni s MM mohou
profitovat z transplantacni 1é¢by (2).

Opakovana (tandemova) autologni HCT m{ize byt
pouzita jako konsolidace u vSech nemocnych s MM,
ktefi nedosahli maximalni 1écebné odpovédi po prvni

auto-HCT (1). Tato terapeuticka strategie vede k dosa-
Zeni vyssiho poctu 1é¢ebnych odpovédi a prodlouzeni
PES (1). Na druhé strané je spojena s mirné vyssi pe-
ritransplantacni mortalitou a nebyl prokazan zcela
jednoznacny benefit pro celkové preziti (3).

Optimalnim pfipravnym predtransplantac-
nim reZimem pro auto-HCT je melfalan 200 mg/m?2.
Vysokodavkovana chemoterapie u pacient s tézkym
poskozenim ledvin (clearence pod 50 ml/min) vyzaduje
vzdy redukci davky melfalanu, obvykle na 100-140 mg/
m? (1).

Autologni HCT lze ispésné vyuzit také jako sou-
cast 1é¢by relapsu/progrese MM (4). Provedeni dalsi
auto-HCT po pfedchozi reindukéni terapii je 1é¢ebna
moznost, ktera je efektivni zejména u nemocnych
s relapsem/progresi MM po vice nez 18 mésicich od
prvni auto-HCT (3,4).

Alogenni transplantace perifernich krvetvornych
bunék (alo-HCT)

Alogenni transplantace krvetvornych bunék (alo-
-HCT) je terapeutickd metoda s moznym kurativnim
potencidlem pro nemocné s MM, je vSak zatiZena vy-
znamnou peritransplantacni mortalitou, ktera se po-
hybuje mezi 20-30% a je vysledkem kombinace nékolika
faktortl, které tvori toxicita pripravného rezimu, tézké
formy reakce $tépu proti hostiteli a zavazné infekce (1,
2). I po provedeni alo-HCT miiZe dojit k relapsu MM.

Alogenni HCT u MM lze individualné indikovat
u mladsich nemocnych s relabujicim onemocnénim
bez pritomnosti zavaznych komorbidit, u kterych je
vSak ucinné i opakovani auto-HCT. Za moznou indi-
vidualni indikaci k provedeni alo-HCT lze povaZovat
prvni chemosenzitivni relaps MM u vysoce rizikovych
nemocnych s casnou progresi (do 12 mésicii) po vstupni
1é¢bé (1,2).

Zavér

Transplantace krvetvornych bunék u mnohocet-
ného myelomu zistava i v soucasné dobé (rok 2016)
dileZitou terapeutickou modalitou, dle recentni ana-
lyzy Evropské skupiny pro transplantace krvetvornych
bunék (EBMT) je rocné v Evropé provedeno celkem
39 000 HCT (5), z toho HCT u myelomu pfedstavuje
kolem 10 000 ptipadili (26% vSech HCT, pres 9500 auto-
-HCT a pfes 500 alo-HCT). Mnohocetny myelom je jed-
nou z nejcastéjsich indikaci pro provedeni auto-HCT.
Optimalni 1é¢ebny pristup u vhodnych pacientti s MM
do 70 let je kombinovana terapie obsahujici 1-2 nové
1éky s naslednym provedenim auto-HCT v ramci 1é¢by
prvni linie. Vyuziti novych 1ékli v rdmci konsolida¢ni
a udrzovaci terapie po auto-HCT je testovano v ramci
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fady klinickych studii, je obvykle dosahovano prodlou-
Zeni PFS, vysledky prozatim nejsou zcela jednoznacné
stran prodlouzeni OS (2,3). V pfipadé relapsu/progrese
MM po prvni auto-HCT je jedna z 1éCebnych alternativ
provedeni druhé auto-HCT obvykle po predchozi rein-
dukéni terapii. Alogenni HCT u MM lze individualné
indikovat u mlads$ich nemocnych s relabujicim che-
mosenzitivnim onemocnénim bez pfitomnosti zavaz-
nych komorbidit, limitaci provedeni alo-HCT je vyssi
peritransplantac¢ni mortalita.
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2881. PODPURNA PECE U PACIENTU

S MNOHOCETNYM MYELOMEM

Radocha]. (IV. interni hematologickd klinika, LFUK a FN,
Hradec Krdlové)

Pacienti s mnohocetnym myelomem jsou v pribéhu
dlouhého pribéhu svého onemocnéni vystaveni celé
fadé infekénich i neinfekénich komplikaci spojenych
jak s povahou jejich onemocnéni, tak s ¢asto opako-
vanou terapii.

Infekéni komplikace jsou zdrojem signifikantni
morbidity a mortality pacientli s mnohocetnym my-
elom. Pfi tvorbé tohoto sdéleni byly jako zakladni pre-
misy vyuzity NCCN guidelines, ECIL guidelines, dopo-
rudeni vytvofend skupinou CELL pro Ceskou Republiku
a v neposledni fadé doporuceni EBMT pro pacienty po
transplantacich. Pro poznani dalsich detaild a zakouti
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infek¢énich komplikaci doporucuji prostudovani téchto
zakladnich texti. Dtvody pro vysokou incidenci infekei
u pacientdl s mnohocetnym myelomem jsou mnohocet-
né. Na trovni humoralni imunity existuje dysfunkce
B lymfocytli, ktera je manifestovand hypogamaglobu-
linémii, jsou pfitomny funkéni abnormality dendri-
tickych antigen prezentujicich bunék a v neposledni
fadé také dysfunkce T lymfocyth charakterizovand in-
verzi CD4:CD8 pomeéru T lymfocytli, abnormalni pomér
Th1/Th2 lymfocyth a celkové globalni porucha diverzity T
lymfocytli. Pfitomen mze byt i funkéni deficit NK bu-
nék. Ackoli neni zcela jasné, ktery z uvedenych defektti
je nejvice relevantnim rizikovym faktorem pro vznik
infekci u pacinet s myelomem, nejcastéji pfitomna hy-
pogamaglobulinémie je nejcastéji spojovana s rozvojem
infekci zplisobenych opouzdfenymi bakteriemi, jako je
Streptococcus pneumoniae a Haemophilus influenzae.

Nejcastéjsimi infekcemi, které postihuji pacienty
s MM, jsou infekce bakteridlni. Nejcastéji jde o in-
fekce respira¢niho traktu, predev§im pneumonii.
Antibakteridlni profylaxe se proto nabizi jako jedno
ze zakladnich opatfeni. U pacientli s MM v$ak rutinni
antibakteridlni profylaxe neni indikovana, s vyjimkou
pacientd po autologni transplantaci (ACST), kdy je
ocekavané obdobi neutropenie delsi nez 7 dni. Zde je
pak mozné podat profylaxi chinolonovymi antibiotiky,
i kdyz od této praxe se v posledni dobé upousti. Zcela
zasadni je prihlédnout k aktudlni epidemiologické
situaci na daném pracovisti. S rostoucim mnozstvim
polyrezistentnich gramnegativnich kment je pravdé-
podobné, Ze vyznam chinolonové profylaxe bude do
budoucna dale jesté klesat. Vybér spravné empirické
antibiotické 1é¢by je mnohdy tim zdsadnim krokem
k tspésnému vyléceni infekci imunosuprimovanych
nemocnych. Naopak chybny vybér antibiotika miize
mit pro pacienta dopad na zvysSeni mortality. Pfi vybéru
antibiotika je kromé spektra i¢inku nutné prihlédnout
kjeho organové dostupnosti a farmakokinetice. Peclivé
je nutné také upravovat davkovani predevsim s ohle-
dem na mozné poddavkovani antibiotika. Spoluprace
s klinickym mikrobiologem byva pro rozhodovani v kli-
nické praxi velkym piinosem.

Antimykoticka profylaxe je opét v pfipadé MM vy-
¢lenéna pouze pro pacienty, ktefi podstupuji ASCT. Zde
priocekavané neutropenii a mukositidé je standardné
doporucovana profylaxe flukonazolem. Preventivni
podani antimykotik 1ze v pfipadech mimo ASCT zva-
Zit u pacientl se slizni¢ni mykézou pii podavanych
steroidech. Profylaxe pneumocystové pneumonie ma
své misto zejména u pacientl 1écenych dlouhodobé
vys$$imi davkami steroidti (nad 20mg prednisonu po
déle nez 4 tydny nebo ekvivalent dle NCCN guidelines)
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a u pacientd po ASCT, kde NCCN doporucuje profylaxi
3-6 mésicli po ASCT. Individualné lze samozfejmeé tuto
profylaxi zvazit i u jinych pacientli s MM.

Protivirova profylaxe se tyka pfedevsim pacientd
1écenych bortezomibem, carfilzomibem a ixazomibem
a pacientti po ASCT. Pfilé¢bé inhibitory proteazomu je
nutna profylaxe acyklovirem ¢i valacyklovirem s ohle-
dem na vysoky vyskyt herpes zoster, ktery je udavan
az u 13 % pacienti. Davkovani acykloviru je v tomto
pripadé pfedmétem vyzkumu, dle praci z brnénského
pracovisté 1ze efektivné snizit davku acykloviru az na
200-400mg 1x denné. Po autologni transplantaci je dle
doporuceni NCCN doporucena profylaxe acyklovirem
po dobu minimalné 1 mésice, dle EBMT minimalné do
engraftmentu. Na nasem pracovisti dodrzujeme poda-
vani acykloviru po ASCT minimalné 3 mésice po ASCT,
zejména s ohledem na moznost vzniku herpes zoster.

Doporuceni pro vakcinaci pacientdi jsou velmi po-
drobné shrnuta v doporuc¢enich EBMT. V CR se rutinné
uplatnuje standardni ockovaci schéma pro dospélé
(tetanus, ...). Je mozna vakcinace kterymikoli nezivy-
mi vakcinami, nicméné vzhledem k Cetnosti vyskytu
jednotlivych infekci v populaci se soucasné klonime
k nazoru, Ze o¢kovani nad ramec bézného je individu-
alni véci kazdého pacienta. S ohledem na kazdoro¢né
se opakujici epidemie respira¢nich nakaz s dominanci
viru chfipky HINI je nutna vysoka obezfetnost v dobé
téchto epidemii. Mortalita na pneumonii HIN1 dosahu-
je u imunokompromitovanych nemocnych zhruba 40
%, proto jsou nutna preventivni opatfeni. Jednoznacné
nejucinnéjsi je kazdoroc¢ni ockovani proti sezénni chtip-
ce. Nutné je zdliraznit, Ze je tfeba ockovat nejenom pa-
cienty, u nichz mfiZze byt ié¢innost ockovani vyznamné
sniZena, ale také rodinné prislusniky a vSechny pecujici
osoby, zdravotni personal nevyjimaje.

Komplexni pfistup, mezioborova spoluprace, ag-
resivni diagnostika a 1é¢ba jsou nezbytné pro uspésné
1éceni infekénich komplikaci hematologicky 1é¢enych
pacientdl.

2902. MOZNE VYUZITI STANOVENI .
HEVYLITE PRO STANOVENI PROGNOZY

U NEMOCNYCH SE SMOLDERING
MNOHOCETNYM MYELOMEM - VYSLEDKY
SPOLECNEHO VYZKUMNEHO PROJEKTU CMG
Maisnar V., Pika T., Pour L., Straub J., Machalkova
K., Walterova L., Kessler P., Jarkovsky J., Hijek R.
(IV. interni hematologickad Klinika, FN a LF UK, Hradec
Krdlové; FN a LF UP, Olomouc; FN a LF MU, Brno; VEN
a LF UK, Praha; Krajskda nemocnice, Liberec; Nemochice,
Pelhfimov; Institut biostatistiky a analyz MU, Brno; FN
a LF OU, Ostrava)

Uvod: Hledanim dal$ich prognostickych faktori se
unemocnych s mnohocetnym myelomem (MM) zabyva
fada pracovist po celém svété. Cilem je nalezeni pokud
mozno jednoduchych laboratornich vySetfeni, kterd by
umoznila identifikovat skupiny nemocnych s riznym
stupném rizika. Mezi takova vySetfeni patfii stanoveni
imunoparézy, kterou mtizeme posoudit pomoci vySetie-
nikoncentraci polyklonalnich imunoglobulin (Ig) ne-
bo nové urcenim miry suprese alternativniho paru mo-
noklonalniho imunoglobulinu (MIG) pomoci metody
HevylLite. Cil: Cilem spolecného vyzkumného projektu
CMG bylo posouzeni vyznamu stanoveni imunoparézy
pomoci metody HevyLite u nemocnych se smoldering
formou (dfive asymptomatickym) MM pro uréeni miry
rizika jejich pfechodu do formy symptomatické, sou-
Casné bylo nasim cilem i porovnani pfinosu této nové
metody hodnoceni stupné imunoparézy oproti klasické-
mu stanoveni koncentraci polyklonalnich Ig. Metody:
Posledni analyzovand sestava v ramci této pilotni studie
zahrnovala vzorky séra jiz 96 nemocnych se smoldering
MM (51 muzl a 45 Zen; 71 nemocnych s IgG typem a 25
nemocnych s IgA typem MIG). V dobé konani OHD
jiz budeme mit k dispozici vysledky konecné analyzy
u téméf 150 nemocnych. K stanoveni koncentraci part
tézkych/lehkych fetézcti imunoglobulinu a nasled-
né stanoveni miry imunoparézy bylo vyuzito metody
HevyLite na platformé turbidimetru SPA Plus. Projekt
je podporovan vyzkumnym grantem vyrobce metody,
firmou The Binding Site, UK. Statistické zpracovani
vysledkil a zakladnich parametr analyzovanych ne-
mocnych z registru CMG pro nas dlouhodobé zajistuje
Institut biostatistiky a analyz MU Brno. Vysledky:
Z 96 nemocnych doslo v dobé zpracovani vysledkil jiz
u 41(42,7%) k progresi onemocnéni do symptomatické
formy. Metoda HevyLite byla statisticky vyznamneé spo-
jena s rizikem progrese pouze u nemocnych s IgG typem
MIG, kdy prokazana statisticka vyznamnost (p = 0,026)
zde byla o néco lep§i nez pti posuzovani stupné imuno-
parézy pomoci klasické metody stanoveni koncentraci
polyklondlnich Ig (p = 0,043). Naopak u nemocnych
s IgA typem MIG se pti pouziti metody HevyLite Zadnou
statisticky vyznamnou zavislost prokazat nepodafilo.
Zavér: Zhodnoceni stupné imunoparézy patii k vy-
znamnym prognostickym faktorim MM. Jako takovy se
dnes objevuje i v nékterych stazovacich prognostickych
systémech véetné nové navrzeného systému CMG pro
nemocné se smoldering, dfive asymptomatickym MM.
Vysledky nasi pilotni studie zatim potvrdily pfinos
metody HevyLite jako nového prostifedku pro posouzeni
imunoparézy pouze u nemocnych s IgG typem MIG, coz
je ve shodé s dosud publikovanymi daty. Projekt byl
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podporovan vyzkumnym grantem firmy The Binding
Site a grantem ICA MZ NT 12215/3.

2870. LECBA 14 PRIPADU
CASTLEMANOVY NEMOCI
Adam Z., Pour L., Krej¢i M., Sandecka V. (Interni
hematologickd a onkologickd Klinika, LF MU a FN, Brno)

Castlemanova choroba je termin pro reaktivni lym-
focytarni a plazmocytarni proliferaci, ktera se vyskytuje
bud ve formé lokalizované, unicentrické, obvykle bez
systémovych pfiznaki, nebo ve formé generalizované,
multicentrické, obvykle se systémovymi pfiznaky.
Vysoka koncentrace celkové bilkoviny,pfipadné plaz-
mocytarni infiltrace odebrané lymfatické uzliny tyto
pacienty casto pfivede na ambulanci pro mnohocetny
myelom a dal$i monoklonalni gamapatie. V posled-
nich 25 letech jsme diagnostikovali, 1é¢ili a sledova-
li celkem 14 histologicky jednoznacné prokazanych
pfipadti Castlemanovy nemoci. Sedm pacienti mélo
lokalizovanou formu nemoci. V péti ze sedmi pripada
bylo patologické lozisko uloZeno intrathorakalné ¢i
intraabdominalné a pouze u dvou bylo na povrchu
téla. U zadného nemocného s unicentrickou formou
nemoci nebyly pfitomny klinické pfiznaky a u vsech
téchto osob vedla operac¢ni 1é¢ba k totalnimu odstra-
néni nemoci. Naproti tomu u vSech sedmi pacientti
s multicentrickou formou Castlemanovy nemoci se
vyskytovaly febrilie nebo subfebrilie. Tti z téchto sedmi
pacientd si stéZovali na vyrazné a obtézujici no¢ni po-
ceni. Klinické projevy vaskulitidy, ktera byla pri¢inou
cévni mozkové ptihody, byly pfitomny u 1ze7 pacienti.
Osteosklerotické zmény na skeletu jsme detekovali
u jednoho nemocného, u néhoz byla i retence tekutin,

pravdépodobné souvisejici s touto nemoci. Polyklonalni
zmnozeni imunoglobulin®, dominantné imunoglobu-
linu typu IgG, bylo pfitomno u péti ze sedmi pacientli
s multicentrickou formou. V jednom ptipadé byla navic
pritomna kompletni molekula monoklonalniho imu-
noglobulinu a v jednom ptipadé byly zvySené volné
lehké fetézce kappa. Pro diagnostiku multicentrické
formy nemoci bylo tfeba u Sesti ze sedmi pacienti
vice nez jednoho odbéru materidlu pro histologické
vySetfeni zvétSenych lymfatickych uzlin. Pro diagnos-
tiku této nemoci se ukazalo pfinosné provést operacni
odstranéni a histologické vySetfeni téch uzlin, které
nejvice akumulovaly fluorodeoxyglukézu pfi PET-CT
vySetfeni. Zakladem 1é¢by byla v poslednich letech
monoklonalni protilatka antiCD20 rituximab, anebo
thalidomid ¢i lenalidomid, pfipadné jejich kombina-
ce. Nejnovéjsim lékem pro tyto nemocné je protilatka
proti interleukinu-6 zvana siltuximab (Sylvant), s ni
vSak zatim vlastni zkuSenosti nemame. Z nasich sedmi
pacientli s multicentrickou formou bylo 1éceno pét, je-
den pacient 1é¢bu odmital a u jednoho nejsou znamky
aktivity nemoci natolik vyjadfené, Ze by vyzadovaly
1é¢bu. Lécba obsahujici rituximab docilila kompletni
remise u dvou pacient a 1é¢ba obsahujici thalidomid
a lenalidomid dovedla tfi pacienty do kompletni remise
nemoci. V jednom z téchto pfipadli nemoc nereago-
vala na inicialni 1é¢bu rituximabem a remisi navodil
thalidomid a lenalidomid a v jednom z téchto pripadt
nemoc nereagovala na inicidlni 1é¢bu thalidomidem
a kompletni remise bylo dosazeno rituximabem. Zatim
doslo k recidivé jen u jednoho pacienta s multicentric-
kou formou Castlemanovy nemoci po ukoncené 1écbé
a u néj probiha 1écba obsahujici bortezomib po schva-
leni reviznim 1ékafem.

AKUTNI LEUKEMIE/CHRONICKA
MYELOIDNI LEUKEMIE

2885. TOWARDS ERADICATING STEM

CELLS AND ACHIEVING CURE IN CML
Burchert A. (Klinik fiir Himatologie, Onkologie und
Immunologie Universitdtsklinikum Gieflen und Marburg,
Marburg - D)

Abstrakt sdéleni neni k dispozici.

2865. ALTERNATIV'NI' DA'RC'I o
U TRANSPLANTACI AKUTNICH LEUKEMII
Jindra P. (HOO, FN, Plzeii)
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U akutnich leukémii (AL), pfedevsim myeloidnich,
je alogenni transplantace krvetvornych bunék (aloTKB)
je stale 1écbou s nejvétsim protileukemickym potenci-
alem, pro fadu typi pak jedinou kurativni 1é¢bou. Na
rozdil od ostatnich hematologickych malignit, pfede-
v§im lymfoidnich, je konvencni 1é¢ba postavena nadale
na klasickych, po desetileti znamych cytostatickych
schématech, protoZe moderni cilena necytotoxicka 1é¢-
ba (protilatky, inhibitory kinaz apod..) zatim prakticky
neexistuje. Tudiz aloTKB zprostifedkovany graft-versus
leukemia (GVL) efekt je stale pilifem nejen zachranné
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(tedy mimo 1. remisi), ale i postremisni (konsolidacni)
1é¢by AL (Cornelissen a kol 2016). Historicky byla aloTKB
omezena toxicitou vlastni procedury, ktera limitovala
jeji aplikaci pouze na mladsi nemocné, nicméné nastup
tzv. nemyeloablativnich rezima (nebo také rezim s re-
dukovanou intenzitou pfipravy) umoznil jeji uplatnéni
iu starsich leukemickych pacientt, ktefi tvoti vétSinu.
Dals$im dfive limitujicim faktorem byla casta absence
vhodného darce, nicméné rozvojem registrti nepiibuz-
nych darcti, bank pupecnikové krve a moznosti vyuzit
castecné shodné pribuzné darce (haploidentické) bylo
toto eliminovano a AL se tak v poslednim desetileti staly
hlavni indikaci k aloTKB. Dle dat EBMT i CIBMTR z roku
2012 predstavuji AML shodné priblizné 35% a ALL 15%,
1ze tedy fici, Ze globalné je 50% provedenych aloTKB
indikovano pro diagnézu akutni leukémie.

Uspésnost aloTKB v soucasnosti determinuji 2 hlav-
ni faktory - vlastni toxicita procedury (transplantacni
mortalita) a relaps. Oba tyto faktory jsou pfitom vyraz-
né ovlivnény vybérem darce a optimalnim nacasovanim
transplantace. Jinymi slovy lze fici, Ze v€asna identifi-
kace a vybér optimalniho darce zasadné ovliviiuje jak
transplantacni mortalitu, tak riziko relapsu a je tedy
pro aloTKB zasadni.

Historicky byl za jediného mozného darce povazo-
van HLA-genoidenticky sourozenec. Bohuzel na zakladé
dédicnosti HLA systému je tento dostupny pouze pro
25-30% pacientli, navic u typického pacienta s AML
jde Casto o sourozence pokrocilejsiho véku a tedy s ko-
morbiditami kontraindikujicimi odbér krvetvornych
bunék. Tato omezend dostupnost darcti byla divodem
zalozeni registrl dobrovolnych nepfibuznych darct
avsoucasnosti je v téchto registrech k dispozici vice nez
28 miliont dobrovolnych darcti (vizwww.bmdw.org),
takZe 9-10/10 HLA shodného darce nalezneme pro >80%
»kavkazoidnich* pacient1. Problémem zlstavaji etnic-
ké minority, které nejsou v registrech zastoupeny. To
vedlo k etablovani bank pupecnikové krve, nebot pupec-
nikova krev miize byt diky mensi imunogenicité Stépu
transplantovanais vyrazné mensi HLA shodou. V sou-
Casnosti je takto k dispozici takika 700 000 pupecniko-
vych krvi (www.bmdw.org). Dal§im problémem byla
rychlost nalezeni shodného neptibuzného darce, nebot
pro optimalni vysledek aloTKB je tfeba transplantovat
v 1. ¢i jiné remisi a zdlouhavé vyhledavani shodného
darce v registrech mize vysledek transplantace kom-
promitovat. To vedlo od 90. let k intenzivni snaze vyuzit
jako darce i pouze castecné HLA shodné piibuzné -tzv.
haploidentické darce. Poc¢atecni narocné manipulace
se Stépem (CD34 selekce, in vivo T-deplece), které vedly
k opozdéné imunitni rekonstituci, vysoké transplantac-
nimortalité s vysokym rizikem relapsu a neumozrovaly

masivnéjsi rozsifeni metody, byly v poslednich 10 le-
tech nahrazeny jednoduchou a elegantni imunosupresi
postransplantacnim cyklofosfamidem. To umoznilo
rutinni zavedeni haploidentickych transplantaci do
bézné klinické praxe.

V soucasnosti tedy pro pacienty s AL mame celkem
4 zakladni typy darct ¢i zdroj krvetvornych bunék: (1)
HLA genoidenticky sourozenec, (2) neptibuzny 10/10 ¢i
9/10 shodny, (3) pupecnikovou krev a (4) haploidenticky
pribuzny (Castecné HLA shodny). Historické rozdéleni
oznacovalo vSechny darce kromé HLA identického sou-
rozence (tedy darce skupiny 2-4) jako darce alternativni.
Nicméneé od této Klasifikace je v soucasnosti jiz upou-
§téno jak doloZeno dale v textu. Jednotlivé typy darci,
jejich hlavni vyhody a nevyhody lze stru¢né shrnout
nasledovné:

HLA genoidenticky sourozenec je historicky pova-
Zovan za primarniho a preferovaného darce. Vyhodou
je garance imunogenetické kompatibility v klasickych
HLA genech. Na druhou stranu polymorfismus v non-
-HLA genech (mHA, cytokiny, apod.) zajistuje zadou-
ci GVL efekt, ktery chybi u syngennich sourozenca.
Nevyhodou je limitovana dostupnost - maximalné
pro 25-30% pacientli, ktera je dale kompromitovana
Klesajicim poctem sourozencl v populaci a rostoucim
vékem transplantovanych leukemiki, kdy logicky roste
ivék sourozenct a tim i pfitomnost kontraindikaci od-
béru krvetvornych bunék. Potencidlné negativni efekt
vys$iho véku shodnych sourozenct oproti mladsSim,
HLA shodnym neptibuznym darcim nebyl pfesvédcive
doloZen a v soucasnosti je proto dostupny HLA identic-
ky sourozenec nadale povazovan za darce prvni volby
(prvni preferovany darce ).

Neptibuzny 10/10 shodny darce je v soucasnosti
povazovan za zcela rovnocennou alternativu oproti
pfibuznym HLA shodnym sourozenctim. Rada studii
dolozila v podstaté identické vysledky aloTKB u obou
typt darcli, kdy mirné zvySenou TRM u nepiibuzného
darce vyrovnava diky vyraznéjsi GVL reakci mensi riziko
relapsu. Vyhodou je (alesponl u béznych ,kavkazoid-
nich“ genotypt) obvykle pfitomnost nékolika 10/10
shodnych darcti. Tak je mozZno optimalizovat vybér
toho nejlepsiho darce i dle tzv. non-HLA faktor® (vék,
pohlavi, KIR genotyp, CMV, DPB1 kompatibilita...).
Timto je mozno do zna¢né miry personalizovat vybér
darce pro specifického pacienta s leukémii dle relativni-
ho rizika relaps versus TRM, coz u sourozencti obvykle
mozné neni. Nevyhodou je kromé financ¢ni naro¢nosti
predevsim cCasova narocnost. Celd procedura vyhle-
davani a organizace vlastniho odbéru neptibuzného
darce totiz trva primeérné 2-3 mésice, coZ u rizikovych
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leukémii mliZze znamenat transplantaci mimo 1. CR
a tim i zhorSeni prognézy transplantace. Pokud jde
o transplantace s 9/10 HLA shodnymi nepfibuznymi
darci, tak ty je spojena s vySsim rizikem TRM v disled-
ku GVHD a tedy s cca 0 10% horsim celkovym prezitim
po aloTKB, nicméné u vysoce rizikovych leukémii (re-
zistentni, monosomalni karyotyp u AML, Ph+ALL) pii
nedostupnosti pfibuzného ¢i 10/10 shodného nepfti-
buzného darce jsou i tito darci obecné akceptovatelnou
a doporucovanou alternativou.

Transplantace s pupecnikovou krvi bylo primarné
vyuzivano u pacientl etnickych minorit, ktefi neméli
darce vrodiné ani nepribuzné darce v registrech. Centra
se zkuSenosti v tomto typu transplantaci zaznamenala
vysledky srovnatelné s transplantacemi s dospélymi
nepiibuznymi darci. Principem a hlavni vyhodou byla
kromé okamzité dostupnosti, niz§i imunogenicita Sté-
pu pupecnikové krve, kterd umoznila transplantovat
i pfes nékolik HLA neshod. Nevyhodou byla vyraz-
na finanéni naro¢nost, maly obsah krvetvornych bu-
nék limitujici vyuziti u dospélych a v neposledni fadé
i nemoznost pripadné dalsi adoptivni imunoterapie
(napf. DLI). V soucasnosti diky rozvoji haploidentic-
kych transplantaci dochazi globalné k astupu od pu-
pecnikovych krvi, data EBMT i CIBMTR zaznamenavaji
v poslednich 2 letech jejich signifikantni pokles a stejné
tak systematicky klesa pocet nové zafazenych pupec-
nikovych krvi. V CR je tento typ transplantaci okrajo-
vou zaleZitosti omezenou prakticky jen na pediatrické
transplantacni centrum v Praze-Motole.

Transplantace s haploidentickymi darci jsou in-
tenzivné zkoumany jiZz od 90. let 20. stoleti, kdy se
této problematice zacala vénovat italska skupina dr.
Velardiho a Ruggeriho. Nicméné jejich postup spoci-
vajici v extenzivni in vivo a ex vivo T-bunécné deple-
ci byl jednak velmi komplikovany, jednak spojeny
s opozdénou imunitni rekonstituci a z toho plynouci
vysokou incidenci oportunnich infekci a relapsu, takze
se nedockal obecného rozsifeni. Priilom znamenalo
az zavedeni potransplantacniho cyklofosfamidu bos-
tonskou skupinou (Luznik, Brunstein a kol.), coz diky
jednoduchosti, finanéni nenarocnosti a predevsim
efektivity tohoto postupu vedlo k jeho celosvétovému
rozsifeni a v soucasnosti zaznamenavame az explozivni
vzestup provedenych vykonti. Dalsi zadsadni vyhodou
je predevsim okamzita dostupnost darce prakticky
pro kazdého pacienta s AL, pficemZz TRM (respektive
GVHD) je srovnatelna s HLA shodnymi sourozenecky-
mi ¢i nepfibuzenskymi transplantacemi. Nevyhodou
oproti transplantacim s nepfibuznym darcem je vyssi
riziko relapsii a mirné vyssi riziko oportunnich infekci.
Celkoveé se dle recentnich dat (Ciurea a kol, 2015) zdaji
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byt vysledky srovnatelné jak s 10/10 shodnymi nepti-
buznymi dérci.

Je stale zjevnéjsi, Ze termin ,,alternativni darce“ na-
byva v roce 2016 zcela jiny vyznam nez v letech minulych.
V soucasnosti jiz prakticky neexistuje pacient s akutni
leukémii, ktery by nemél viibec Zidného darce, obvykle
dokonce mame k dispozici rizné typy darct (napf. ne-
pribuzensky 10/10 shodny a haploidenticky). PrestoZe
zlatym standardem a primarni volbou zistava shodny
sourozenec, vSechny vyse uvedené typy darci je vicemé-
né mozno povazovat za standardni darce a soucasné jsou
vSechny ialternativnimi. A to alternativnimi ve smyslu
moznosti vybéru nejlepsiho darce pro daného pacienta se
specifickym typem leukémie, tj. dle specifického rizika
relapsu ¢i naopak TRM. S urcitou mirou nadsazky lze
Tici, Ze podobné jako v 1écebnych protokolech vstupuje-
me do éry ,,personalizovanych* darci.

Prace byla podpofena grantem MZ CR-RVO (Fakultni
nemocnice Plzeni-FNP1, 00669806), granty MZ 15-
-30661A, 15-25809A , grantem TA-CR TA04010727 a gran-
tem Nadace pro transplantaci kostni dfené.

2863. MODERNI' DIAGNOSTIKA

A RIZIKOVA STRATIFIKACE ALL

POMOCI GENOMICKYCH METOD

Trka J., Kubri¢anova Zaliova M., Frofikova E. (CLIP,
Klinika détské hematologie a onkologie, 2. LF UK a FN
Motol, Praha)

Béhem poslednich nékolika let umoznil rychly roz-
voj ,high-throughput“ metod kompletni genomickou
charakterisaci leukemickych bunék i genetického po-
zadi pacienta. Masivné paralelni sekvenovani (znamé
jako sekvenovani nové generace - NGS) umoznuje cist
sekvenci celého genomu, exomu, transkriptomu nebo
provadét velmi hlubokou sekvenacni analysu vybra-
nych amplikonii. Vysledkem je identifikace bodovych
mutaci, malych inserci a deleci, genovych presta-
veb, fliznich gen® a genového expresniho profilu.
Sekvenacni metody mohou byt dale komplementovany
metodu detekce jednonukleotidovych polymorfisma
(SNP arrays), kterd identifikuje rozsahlejsi amplifikace
¢idelece. Identifikace genetickych zmén mize byt vy-
uzita pro presnéjsi stratifikaci pacientt do rizikovych
skupin ¢i pfimo pro cileni terapie - napft. kinasovymi ¢i
jinymi inhibitory, monoklonalnimi protilatkami nebo
dalsimi novymi 1éky. PrestoZe se objevuji jednotlivé
kasuistiky ¢i malé studie dokumentujici takové vyuziti
genomickych informaci v 1é¢bé, v oboru akutnich leu-
kemii dosud neexistuje jednotny pristup k algoritmu
vySetfovani ani aplikaci ziskanych informaci.
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Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) je nejcastéj-
$im malignim onemocnénim u déti. BEhem poslednich
desetileti dosahuje $ance na preziti détskych pacientt
1é¢enych modernimi protokoly azZ 90%. Poslednim vel-
kym kvalitativnim skokem v 1é¢bé nové diagnostikova-
né détské ALL bylo zavedeni metod detekce minimalni
residualni nemoci (MRN) pomoci molekularnich tech-
nik - priitokové cytometrie a kvantitativni PCR. Pfes
tento pokrok a dokonalejsi stratifikaci pacientt stale
15% pacientl prodéla relaps nemoci, ktery vyznamné
sniZuje jejich $anci na celkové vyléceni. Céast téchto
pacientlh pochazi ze skupiny déti identifikovanych
jako vysoce rizikové jiz v pribéhu inicidlni faze 1é¢by,
pocetné vétsi skupinu relapst vSak tvori déti ze skupi-
ny stfedniho rizika bez pfitomnosti znamych vysoce
rizikovych genetickych znakl a s primérnou odpovédi
na lé¢bu mérenou pomoci MRN. Vytipovat tyto déti
anabidnout jim intensivnéjsi nebo alternativni 1é¢bu
je tedy nasim hlavnim soucasnym tkolem.

V posledni dekddé byly popsany zajimavé nové ri-
zikové znaky, napt. delece genu IKZF1, vysoka exprese
genu CRLF2 ¢i mutace genli JAK1/2 vedouci k aktivaci
drahy JAK/STAT. Pii vyuziti stratifikace zaloZené na
MRN je vsak jejich vyznam oslabeny a samy o sobé
nemohou byt vyuzity k rizikové stratifikaci. Nicméné
§irsi aplikace genetickych, pfipadné genomickych me-
tod odhaluje dalsi, 1épe definované podskupiny - napft.
pacienti s deleci v genu ERG maji dobrou prognosu bez
ohledu na pfitomnost aberaci genu IKZF1, a naopak
pritomnost nékterych dal§ich aberaci spolecné s deleci
IKFZ1 definuje prognosticky velmi $patné leukemie
nazyvané ,,IKZFlplus®.

Expresni profilovani zase odhalilo podskupinu pa-
cientl s expresnim profilem podobnym Ph positivnim
ALL, ¢ast z nich s velmi $patnou prognosou. Tvori
cca 15% ze vSech pacientdi s B prekursorovou ALL a azZ
polovinu z pacientli oznacovanych v anglické literatu-
fe jako ,B-others“, neboli ALL z prekursorti B bunék
bez pfitomnosti znamé translokace nebo jiné klasické
genetické aberace. Navazujici genomické studie u né-
kterych z téchto ,,Ph-like“ ALL odhalily pfitomnost
fiznich genl s aberantni kinasovou aktivitou, resp.
mutace gent v kinasovych drahach. Tyto aberace jsou
potencialné cilitelné JAK inhibitory nebo kinasovymi
inhibitory. BohuZzel, metodika expresniho profilovani
jejako diagnosticka metoda obtiZné standardisovatelna
aidentifikace ,,Ph-like* pacientl timto zptisobem neni
mozna. Alternativou je tedy zahrnout do genomického
screeningu S$irsi skupinu pacientil, idedlné vSechny
pacienty s ,B-other“ ALL, nebo §ifeji vyuzit metody
zalozené na PCR nebo FISH pro prescreening dosud
znamych kinasovych translokaci.

Postupy NGS se postupné uplatniuji i ve sledovani
MRN. Mezinarodni konsorcium EuroClonality NGS
dokoncuje standardisaci amplikonovych sekvenacnich
paneld cilenych na pfestavby imunoreceptorovych ge-
nl pro pouziti pti screeningu cild i kvantifikaci MRN
v pribéhu 1é¢by. Prvni publikované vysledky ukazuji,
Ze NGS je minimalné stejné citlivou, rychlejsi a méné
pracnou alternativou klasického postupu zalozeného
na individualnich gqPCR systémech pro jednotlivé pa-
cienty.

V laboratofich CLIP jsme zavedli vySetfovani pomoci
SNP arrays u vSech nové diagnostikovanych détskych
pacienttll a pacientd s relapsem ALL. Timto vySetfenim
komplementujeme tradi¢ni screening prognosticky vy-
znamnych fiznich genti a spolehlivé uréujeme ploidii
a pritomnost rozsahlejsich amplifikaci ¢i deleci, vcet-
né napt. deleci genu IKZF1 ¢i ERG. Dalsi genomicka
vySetfeni - tedy NGS analysu exomu a transkriptomu
- reservujeme pro pacienty kategorie ,,B-other“, paci-
enty velmi vysokého rizika relapsu (s pretrvavajicimi
vysokymi hladinami MRN i v pribéhu blokové 1é¢by
ve vysoce rizikovém rameni protokolu) a pacienty s re-
lapsem. V soucasné dobé pracujeme pomoci genomic-
kych pfistupli na zmapovani vyskytu dosud popsanych
i nepopsanych aberaci v téchto skupinach pacientt
a testujeme moznosti validace novych nélezi - at uz
na genetické trovni, nebo pomoci funkcnich pristupt,
napf. pritokové cytometrie zaméfené na fosforylaci
proteinti v signalnich drahach. Podle nalezu cilitelnych
aberaci pak hodlame sméfovat pacienty ke specifické
1é¢bé, v pripadé nalezu necilitelnych aberaci ¢i velmi
vysoce rizikovych znak k alternativni 1écbé zaloZené
na bispecifickych protilatkach ¢i genetickych modi-
fikovanych T burnikach. Pokud se prokaze prakticka
proveditelnost tohoto postupu a mozny benefit pro
pacienty, je tento pfistup cestou k individualisované
a u¢innéjsi 1é¢bé pacientd s ALL.

Podporeno granty NV15-30626A a GBP302/12/G101.

2981. INFEKCNi KOMPLIKACE INDUKCNI
LECBY AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE BEZ
POUZITI ANTIBIOTICKE PROFYLAXE: 10

LET ZKUSENOSTIi JEDNOHO CENTRA

Cerfian M., Szotkowski T., Koldaf M., Hubadek J.,
Faber E., Indriak K., Papajik T., Fiirst T., Fiirstova J.
(Hemato-onkologickd Klinika, LF UP a FN, Olomouc; Ustav
mikrobiologie, LF UP a FN, Olomouc; Katedra matematické
analyzy a aplikaci matematiky, Pfirodovédecka fakulta UP,
Olomouc)

Induk¢ni 1é¢ba predstavuje jednu z nejrizikovéjsich
fazi terapie akutni myeloidni leukemie (AML). Vyskyt
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infek¢énich komplikaci je v diisledku téZce redukované
normalni krvetvorby velmi casty. Infekce predstavuji
vyznamny rizikovy faktor mortality primarniho one-
mocnéni. Cilem prace bylo komplexné popsat a vyhod-
notit vyskyt infekénich komplikaci v pribéhu prvniho
cyklu indukéni chemoterapie. Soubor reprezentuje
168 nemocnych s akutni myeloidni leukemii (non-M3
AML) 1écenych na Hemato-onkologické klinice LF UP
a FN v Olomouci v letech 2006-2015. V souboru nebyla
uzadného z nemocnych pouzita antibioticka profylaxe.
Induk¢ni 1é¢bu podle protokolu 7+3 s mitoxantronem
podstoupilo 88 (52,4%) a indukci 7+3 s daunorubicinem
80 (47,6%) nemocnych. Celkem bylo dokumentovano
249 febrilnich epizod (FE). Febrilni epizoda byla defino-
vana jako obdobi za¢inajici prvnim dnem s febriliemi
a koncici dnem, kdy teploty byly nejméné 3 po sobé
nasledujici dny pod 37,5°C bez medikace antipyretik ¢i
kortikosteroidii. Ze 168 pacienth mélo 157 (93,5%) v pri-
béhu indukéni chemoterapie febrilni epizodu. Jedna FE
byla zaznamenana u 78 (46,4%), dvé u 67 (39,9%) a tfi
u11(6,5%) nemocnych. Jeden pacient mél 4 FE. Klinicky
a/nebo mikrobiologicky dokumentovana infekce byla
pritomna u 140 (56,2%) FE. Sepse byla pti¢inou u 44
(17,7%) FE a sepse provazejici jinou lokalizovanou in-
fekci byla pfitomna u 25 (10,0%) febrilnich epizod. G+
agens bylo zachyceno u 44/69 (63,8%) a G- agens u 31/69
(45,0%) sepsi. 12 (17,4%) sepsi bylo provazeno septickym
Sokem. Klinicky definované infekce byly pfitomny u 71
(28,5%) FE. Zanétlivy plicni infiltrat byl nejcastéjsi kli-
nicky definovanou infekci, pfitomnou u 52 (20,9%) FE.
Jako horecka nejasného ptivodu (FUO) bylo uzavieno 109
(43,8%) FE. Prokazané invazivni mykotické infekce byly
popsanyu 2(0,8%), pravdépodobné u 11 (4,4%) a mozné
u 49 (19,7%) FE. 13 (7,7%) nemocnych mélo v pribéhu
indukce virovou (suspektné herpetickou) kozni ¢i sliz-
nicni infekci a 5 (3,0%) klostridiovou enterokolitidu.
Bez znamek infekce probéhla indukéni chemoterapie
u11(6,3%) pacientl. Infekéni komplikace byly pficinou
amrti u 9 (5,4%) nemocnych ve sledovaném souboru.
Dosazeni hematologické remise onemocnéni mélo
vyznamny pozitivni vliv na délku neutropenie (23,2 vs.
27,0 dni, p=0,0002), pocet FE v pribéhu indukce (1,4 vs.
1,6 FE, p=0,01) a celkovou délku trvani febrilnich epizod
(6 vs. 9dni, p=0,025). SloZeni induk¢ni chemoterapie
(mitoxantron vs. daunorubicin) ani davka daunoru-
bicinu (45 vs. 60/90 mg/m2) nemély vyznamny vliv
na pocet FE v pribéhu indukce (1,4 vs. 1,6 FE, p=0,52,
resp. 1,4 vs. 1,6 FE, p=0,2). DosaZeni remise, sloZe-
ni indukéni chemoterapie ani davka daunorubicinu
obecné nemély vyznamny vliv na rozdily v zastoupeni
jednotlivych pfi¢in FE v pfislusnych podsouborech
nemocnych. Vyskyt infek¢nich komplikaci u paci-
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entd léCenych na Hemato-onkologické klinice LF UP
a FN Olomouc bez antibiotické profylaxe se vyznamné
nelisil v porovnani se skupinami pacientti uvadénymi
v literatufe, ktefi dostavali antibiotickou profylaxi.
Podani indukéni chemoterapie bez antibiotické profy-
laxe obecné vede k niz§imu selekénimu tlaku a poma-
lejsimu vyvoji antibiotické rezistence se zachovanim
ucinnosti inicidlni antibiotické terapie febrilni ne-
utropenie. Kontrola vyvoje rezistence, monitorovani
nezadoucich G¢inka a sledovani klinické dc¢innosti
by mélo byt podminkou pouzivani antibiotické 1écby
v priibéhu indukéni chemoterapie AML. Prace byla
zpracovana s grantovou podporou IGA_LF 2016_001.

2883. JED!IOTN? LECEBNY PROTOKOL

A VCASNA INDIKACE K TRANSPLANTACI
KRVETVORNYCH BUNEK VYZNAMNE
ZLEPSILY VYSLEDKY LECBY DETI

A DOSPIVAJICICH S RELAPSEM

AKUTNIi LYMFOBLASTICKE

LEUKEMIE V CESKE REPUBLICE

Sramkova L., Sedliéek P., Frofikova E., Janotoval.,
StérbaJ., Bernatikova H., Mihil V,, Novak Z., Blazek
B., Kuhn T., HakJ., Prochizkova D., Votava T., Timr
P., Sukova M., Smisek P., Keslova P., Houdkova A.,
Mejstiikova E., Hrusak O., ZunaJ., TrkaJ., Stary J.
(Klinika détské hematologie a onkologie, 2.LF UK a FN
Motol, Praha; FN, Brno; FN, Olomouc; FN, Ostrava; FN,
Hradec Krdlové; Masarykova nemocnice, Usti nad Labem;
EN, Plzeii; Nemocnice, Ceské Budéjovice)

Relaps akutni lymfoblastické leukémie (ALL) zna-
menal po dlouhou dobu konec nadéji na vyléceni pro
vétSinu déti i dospivajicich. V devadesatych letech
probéhlo v Ceské republice sjednoceni 1é¢by relapsu dle
intenzivnich némeckych BFM protokoldi, byl zahajen
program transplantace krvetvornych bunék (HCT) od
pribuznych i nepfibuznych darcli, optimalizovalo se
Casovani transplantace v 1é¢ebném schématu. 10lety
EFS/OS 97 déti s relapsem ALL v obdobi 1992-2002 byl
18,6/22,7%. V 12-letém obdobi 7/2002 - 6/2014 postihl
prvni relaps 94 pacientt (11 starSich 18 let), jejichzZ ini-
cialni 1é¢ba probéhla dle pediatrickych protokolti. 88
z nich bylo 1é¢eno ve studii ALL-REZ BFM 2002 a jsou
predmétem analyzy. Lécba ve studii byla stratifikovana
dle intervalu mezi iniciadlni diagnézou a relapsem, mis-
tem relapsu a dle imunofenotypu. Do nizkého rizika
(skupina S1) byly fazeny pozdni izolované mimodre-
nové relapsy, do stfedniho rizika (S2) casné izolované
relapsy , pozdni izolované a vSechny kombinované
relapsy BCP-ALL, vysoké riziko (S3+S4) tvorily vSechny
drenové relapsy T-ALL a Casné izolované dferiové relapsy
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BCP-ALL. Déti v S1 skupiné byly 1é¢eny pouze chemote-
rapii, pacienti stfedniho rizika byli indikovani k HCT
dle vySe minimalni residualni nemoci po skonceni in-
dukce a pacienti vysokého rizika byli k HCT indikovani
vSichni. Izolovany dferiovy relaps prodélalo 61 déti,
kombinovany dferiovy relaps 11 pacientii, izolovany
extramedularni relaps 16 (testikularni 7, CNS 9). Remisi
dosahlo 92% (81) pacientti souboru, k HCT v druhé remi-
si bylo indikovano 54 déti a 51 ji podstoupilo (2 prodélaly
druhy relaps pred HCT a zemfely a 1 rodice odmitli
transplantaci). Osm déti (15%) zemfelo na potrans-
plantac¢ni komplikace a 9 prodélalo relaps. 5lety EFS/OS
transplantovanych je 66,7+6,6%/69,7+6,6%. Dvacet osm
déti bylo indikovano pouze k chemoterapii, zadné ne-
zemfelo v remisi, 11 prodélalo druhy relaps. Jejich EFS/
0Sje 59,4+9,5%/81,5+7,5%. Deset déti podstoupilo HCT
v tfeti remisi, 2 zemfely na potransplantacni komplika-
ce, 4 prodélaly relaps. Celkem Zije 59 déti (67%) souboru
(vCR2: 48, CR3: 6, CR4: 1, floridni relaps: 1). Tti déti Ziji

po 1é¢bé sekundarni malignity. S medidnem sledovani
8,31 (1,5 - 13,51) je 8 lety EFS/OS celé skupiny 88 déti
57,0+5,4%/66,1+5,2%. Analyza vysledk{ podle stupné
rizika relapsu: relaps nizkého rizika (testikularni: 3,
CNS: 1) prodélaly ¢tyti déti (5% souboru) a vSechny Ziji.
Z 56 déti stfedniho rizika (63% souboru) dosdhly vSechny
druhou remisi, 33 z nich (59%) bylo indikovano k HCT
v 2. remisi a 32 ji podstoupilo, EFS/OS této skupiny
je 66,2+6,5/81,0+5,4%. Z 28 déti vysokého rizika (32%
souboru) dosdhlo druhou remisi 75% (21) pacientt, 19
podstoupilo HCT v 2. remisi a EFS/OS této skupiny je
32,1+8,8/31,0+8,9%. Zavér: Vysledky 1éCby relapsu ALL
v Ceské republice jsou lep$i neZ publikované vysledky
vétSiny prednich leukemickych pracovnich skupin.
Jsou dtisledkem volby optimalniho lé¢ebného protoko-
lu, velmi dobré spoluprace leukemickych center, ¢as-
ného hledani darce k transplantaci ihned po diagnéze
relapsu, optimalniho ¢asovani HCT. Pro déti s relapsem
vysokého rizika je nutné hledat nové 1écebné postupy.

PSYCHOLOGIE

2874. UMENI KOMUNIKOVAT -

UZASNY LECEBNY NASTROJ

Kalvodova L., Skrobankova A. (Psychoonkologickd sek-
ce COS CLS JEP, Brno; Hematoonkologickd klinika, EN,
Olomouc)

Budouci pacient onkologické kliniky pfichazi domt
po komplexnim vysetfeni a v§ichni jemu blizci se ptaji:
,» Tak co, jak to dopadlo, CO TI RIKAL PAN DOKTOR?“
A zmateny budouci pacient nedokaze odpovédét, ne-
vzpomina si na 1ékafova slova, bylo jich tolik, mnoha
znéla cize, v paméti si podrzel jedinou ucelenou infor-
maci, ZE MA RAKOVINU.

Rozmluva pacienta s jeho 1ékarem je v kazdém oka-
mziku 1écby témér stejné dllezita jako postupy a 1éky
samotné. A pfece uméni vést dialog s pacientem miize
Casto byt pro 1ékate nepfijemna, zradna a cas berouci
disciplina. Pokud nema v sobé dar feci, Skola jej na ni
nepfipravila, zvlada rozhovor jak nejlépe umi/neumi.

Psychologtim se to dobfe mluvi, jazyk a fec je jejich
1éCebny nastroj, umi s nim zachazet, poznaji, jak
v kazdé chvili uzit nejen slova, ale také mimoslovni
techniky. Poznaji, kdy s pacientem mlcet, kdy infor-
maci opakovat, kde zvysit hlas, kdy nabidnout odpo-
¢inek s douskem vody. Oni se to také museli naudit,
i kdyZz dokaZou odhadnout, jakou maji pred sebou
osobnost pacienta a vjakém psychickém rozpolozeni
se nachazi.

Chceme posluchactim kombinaci obecného poznat-
ku a konkrétniho pfibéhu ukazat, jak psycholog resi
slovem kazZdou mozZnou situaci, ve které se pacient
octne v 1é¢bé i po ni.

Uzijeme $ablonu, kterou jisté vSichni zdravotnici
znaji, ktera je vSeplatna pro chovani a prozivani vsech
lidi, ktefi se dostanou do tézké, krizové, Zivot ohrozu-
jici situace.

E. Kubler - Ross postulovala zakonité lidské psychic-
ké reakce na zavaznou zpravu, udalost.

SOK

Jak se chovat k ¢lovéku, ktery si pravé vyslechl Soku-
jiciinformaci. Co vidime? Obrannou pozici téla schou-
lenim do fetdlni polohy a ztuhnuti v ni, nechapava
mimika, odvraceni zraku, zrychlené dychani, poceni,
zoufald snaha porozumét informaci, kterou dostava.

PRIBEH p.Véry, kteri téméf ze dne na den zaéala
,bojovat“ o Zivot - ,, ... vSechno zacalo zacatkem
bfezna, kdy jsem vyrazila se svymi détmi na ko-
leckovych bruslich na vylet, PFi cesté domu jsem
se stfetla s pejskem ... byla z toho zlomena ruka.
Rana se nehojila, postupné se miij zdravotni stav
zhorsoval ...“

POPRENI - ODMITANI

Po odeznéni Soku nastupuje otdzka PROC JA? CO
JSEM UDELAL/A SPATNE? a vzapéti popfeni TO NEJSOU
ME VYSLEDKY, SPLETLI JSTE SE, ODCHAZIM OVERIT
SIINFORMACI K TEM, KTERYM VERIM. Je to vét§inou
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bojovy postoj s uzitim jasnych neverbalnich prostfedki
odmitani, narovnani téla, klopeni zraku, odvraceni se,
hlasitd jasna fec, opakovani negativnich argumentt
proti informaci.

PRIBEH p.Marie, ktera musela ujit dlouhou ces-
tu, aby dokazala nazyvat véci pravym jménem - ,,
... mam néjaké problémy s Kkrvi, ale nemyslim si,
Ze je to rakovina, Tim, Ze mi vySetfuji krev, musim
byt tady, ale nic to nebude a zase pijjdu domu ...“

AGRESE

Tak prece je to pravda, mam rakovinu. A znovu
zpocatku sebeobviniovani, co bylo v Zivoté pacienta
$patné, Ze dostal nemoc se velmi brzy preklopi v zlost-
nou, az nenavistnou reakci jak verbalni, tak nonver-
balni. Psychickym zpracovanim pravdy o nemoci je
litost nad zradou svého téla a samotnou neschopnosti
s tim néco sam aktivné udélat. Smutek se tu preklapi
do razantniho odmitani vSech zdravych lidi ve svém
okoli - blizkych - NECHODTE ZA MNOU A NIC MI
NENOSTE, sester - CO MI TO DELATE? NIC NECHCI,
svého téla - NEBUDU NIC JIST NEMAM HLAD,
DEJTE MI POKOJ. Nemluvi nebo kdyZ mluvi, tak na-
dava, kritizuje, je nenavistny a je pfipraven k boji
se vSemi.

PRIBEH p.Marka, ktery s ismévem dokizal ubli-
zit a néjakou dobu trvalo, nez si priznal proc - ,, ...
vZdyt to sama vidite! To fakt nema3 cenu!...“

SMLOUVANI

Pacient vycerpany pfedeslymi agresivnimi vypady
se ve svém psychickém nastaveni méni v pokorného
prosebnika, ktery se obraci k vesSkeré moci svétské
ibozské a prosi. O moznost dokonceni svého Zivotniho
poslani, o Cas, ve kterém bude moci pfivitat narozeni
vnoucat, o prodlouzeni Zivota za pokoru a usmireni.
Prosby adresuje vSem Kkolem sebe, ¢asto se sepjatyma
rukama a s o¢ekavanim magického détského zazraku,
dychtivé, upfimné.

PRIBEH p.Liby, ktera zvlidla rubinovou svatbu
a jesté o dost vic - ,, ... jsem s jednim chlapem 55
let a kdyZ nic jiného tak to s témi chemoterapiemi
do ¢ervence zvladnu ...“

DEPRESE

Vysvobozeni nepfichazi, pacientova psychika se
prudce propada do bezmoci a beznadéje, iizkost prinasi
intenzivni pocity blizkosti smrti, VSE JE ZTRACENO,
NENI MI POMOCI a v bezesnych nocich v hlavé koluje
emoc¢ni smycka o par slovech MAM RAKOVINU, BUDU
UMIRAT V BOLESTECH, NEMAM SANCI ZIT. Hluboki
sebelitost, nekonecna frustrace, zmarnéni Zivotnich
prani a tuzeb, obrovska, nekonecna tinava. Patologicky
stav tézké deprese. Tento stav by mél byt véasné roz-
poznan a lécen.
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PRIBEH p.Ivana, ktery se znovu zacal usmivat
-, ... v2dycky jsem Dyl spiSe smutny muZ, ale aZ ted
si s tim moc nevim rady, zvlast kdyZ je to nejen
nemoc, co mne trapi...«

Prekonanim deprese se zavrSuje cely cyklus marty-
rii, psychickych krizi, provazejicich pacienta v 1é¢bé.
Potteba blizkych se stava nezbytnosti, dokaze se i za-
smat se sestrami, mluvi, kone¢né mluvi o tom, Ze chce
Zit a véri, Ze se mu to spolu s 1ékati podaii. PohliZi na
nemoc jako na nutné zlo, kterého je nutno se zbavit.
Kooperuje s porozumeénim.

PRIBEH sl.8irKky, kterd méla krasné oci a v sobé
obrovskou silu - ,, ... Pfijde mi, Ze je to pro mne
jednodussi neZ pro ostatni. Ja jsem pfipravena,
onine...“

Psycholog si sice oddechne, ale stdle je na strazi,
protoze velmi dobfte vi, Ze kfehkost pacientovy psychi-
ky je v 1é¢bé i dlouho po ni rozvratitelnd a nachylna
krizovym selhdnim. Psycholog svého pacienta provazi
nejen u lizka, ale je mu nablizku, je mu k dispozici,
kdykoliv pacient potfebuje najit rovnovahu v novém
Zivoté. Nejvétsi poctou praci psychologa je, kdyz byvaly
pacient po kontrole u onkologa jde si povidat se SVYM
psychologem.
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2916. ROZHOVORY LEKARU
A OSETRUJICIHO PERSONALU S RODINOU

Kynkorova H. (KOC, Krajskd nemocnice, Liberec)

Rozhovory s rodinou (jak se postarat o sebe i o né)
V pfednasce se snazim popsat jednoduchou strukturu
rozhovoru 1ékard a oSetfujiciho personalu s rodinou
pacienta. Zamérim se na jednoducha doporuceni, kon-
krétni kroky. Pokud to 1ze, komunikujte s rodinou
spolu s pacientem (pokud pacient vyslovi souhlas o je-
jich informovani). Vyhnete se tak vét$iné (ne vSem)
yinformacnich Sumt“, nedorozumeéni a pripadnému
zaml¢ovani mezi ¢leny rodiny a pacientem. Planované
rozhovory (seznameni s diagnézou, seznameni s prii-
béhem 1é¢by, s vysledky kontroly apod.) 1. postarejte
se o své vlastni pohodli (zizen, hlad, wc) 2. méjte po
ruce kapesniky, sklenici vody 3. predstaveni, pfivi-
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tani (dilezité z hlediska ,usazeni“, ziskani dtvéry)
Privitejte podanim ruky (pfipadnym predstavenim).
4. strukturovani ¢asu a obsahu - sdélte, kolik zhruba
na sebe mate ¢asu a co bude obsahem sdéleni. 5. obsah
a forma - Pouzivejte co nejméné odbornych vyraza (i ty
pro Vas bézné vétsSina pacientll neznd), méjte po ruce
brozurky, nakresy, snimky apod. - Pocitejte s tim, Ze
mnoho véci si pacient ani rodina nezapamatuji (vliv
emoci, stresu) - I vzhledem k tomu, Ze si mnoho véci
nezapamatuji, hledaji pak informace na internetu
- dejte rodiné i pacientovi tip na weby, kterym dtveé-
fujete a informacni brozury 6. prace s emocemi rodiny
a pacienta: - Pla¢ (smutek, Sok) - podejte pacientovi
kapesniky, dejte najevo, Ze takova reakce k tomuto roz-
hovoru patfi. Zeptejte se, zda miizete pokracovat (i kdyz
pokracovat musite v kazdém pripadé). - Zlost - projevte
pochopenti, ale obratte pozornost k tady a ted (Chapu,
Ze mate vztek, Ze se nemoc Vaseho tatinka nepoznala
drive, ale jsme tady a ted proto, abych Vas informoval,
co 1ze délat nyni, jaké jsou moznosti) - Strnulost (Sok)
- pacient nebo pribuzny nereaguje nebo reaguje zpo-
malené - popiSte, co vidite (vidim z vyrazu Vasi tvate
a z Vasich reakci, Ze Vas tento rozhovor asi zaskocil
- jste schopen pokracovat?), pokud to lze, navrhnéte
dalsi schlizku (mtiZe byt i ten samy den odpoledne).
7. zavér hovoru - je dobré stru¢né shrnout, co jste
fekli, dat prostor otaizkam. Doporucte schiizku s psy-
chologem, socialni pracovnici apod. - s kym je potfeba,
idedlni je mit po ruce konkrétni kontakty a ty rodiné
dat do ruky (aZ odezni emoce, mohou vyuzit). 8. prace
s vlastnimi emocemi (po skonceni hovoru) - Uvédomit
si, co ,,to se mnou udélalo* - Vyvétrani, prodychani,
napiti (= zastaveni se, ukonceni, uzavieni). - Pfi opa-
kovani nebo nartistani intenzity nepfijemnych pociti
to fesit (napf. na balintovské skupiné) - prevence vyho-
feni Neplanované rozhovory - Pokusit se dodrzet vyse
uvedené hlavni body - Kdyz nemtiZete zrovna mluvit,
asertivné odmitnéte a navrhnéte hodinu, kdy ma za-
telefonovat nebo pfijit (mam tu pacienta, zavolejte po
13 hodiné). - Radu Zivelnych a neplanovanych hovort
1ze omezit planovanymi rozhovory

2922. PSYCHOLOG V TYMU

Lhotova P., Jirsova K., Garnolova P.
(Nemocnice Na Plesi, Nova Ves pod Plesi)

V péci o onkologicky (i jinak nemocné) pacienty se
dlouhodobé hovoii o pozitivnim vlivu tzv. celostniho
pristupu, tj. rozsifeni medicinské péce o psychologické
a sociadlni faktory. Prospésnosti tohoto pristupu bylo
jiz vénovano mnoho vyzkumfi, prednasek a odbornych
publikaci. Vétsina z nich se zaméruje na monitorovani

potfeb pacienta a moznosti, jak tyto potfeby uspokojit.
Jen malo stati se vSak zabyva tim, jak pfistup realizovat
v praxi. Na nasem matefském pracovisti, Nemocnici
Na Plesi, se o to snazime jiz nékolik let. K diskuzi v této
oblasti bychom tak radi prispéli predstavenim naseho
modelu spoluprace a ukazali, co se dafi a zminili i pro-
blémy, se kterymi se potykame.

V nasi nemocnici ma onkologie dlouholetou tradici,
jsou zde dvé oddéleni, ktera ¢itaji dohromady padesat
1Gzek, dalsich 50 pacientdi tydné projde onkologickou
ambulanci. Spektrum diagnéz je velmi Siroké, péci
unasnajdou v§ichni pacienti se solidnimi nadory. Nasi
1ékafti pracuji s pacienty ve vSech klinickych stadiich
onemocnéni, 1écbu provadi chemoterapii, ozafovanim,
symptomaticky. K takto Sirokému spektru pacientl
nelze pristupovat pouze podle jednoho vzorce, indivi-
dudlni je pristup je nezbytny.

Zdravotni tym tvoti 1ékafi, sestry, oSetfovatelé, fy-
zioterapeutka, socidlni pracovnice, nutri¢ni terapeutka
a psycholozka, do Sir§iho tymu patfii duchovni a dob-
rovolnici. Tento Siroky tym pracuje podle vnitfnich
pravidel a zvyklosti, u jednotlivych pacientli ma vzdy
hlavni slovo 1ékar, ktery indikuje dalsi péc¢i a u néjz se
schazi vSechny informace o pacientovi. V ojedinélych
pfipadech je psychologicka konzultace iniciovana paci-
entem, jeho rodinou nebo nékym dal$im z tymu. 1v ta-
kové chvili v§ak konziliu pfedchazi schiizka psychologa
s 1ékafem, kde si pfedame informace a pfidavame mezi
cile setkani i jeho potfeby. Jednotlivi ¢lenové tymu se
setkavaji volné dle potfeby, vSichni spole¢né pak pri
tydenni velké vizité, kde se tvoti cileny plan pro kaz-
dého pacienta a vysledky prace se pravidelné hodnoti.
Kromeé toho ma velka vizita funkci i psychohygienickou
a supervizni, diskuze v tymu pomaha 1épe reflektovat
vnitini pohnutky a pocity, které maji ¢clenové tymu ve
vztahu k pacientovi.

Prace psychologa na oddéleni je pestra, pracuje
s pacienty, poskytuje podporu rodinam, diskutuje
s 1ékati. Nejpodstatnéjsi ¢ast prace na oddéleni travi
psycholog s pacienty. Povaha této prace se odviji od
mnoha c¢initeld (aktudlni kondice, psychicky stav,
ochota spolupracovat). K pacientovi by v§ak psycholog
mél jit vzdy se zadanim, které je rozliSeno minimalné
v typu prace - krizova intervence, psychoterapeuticka
prace, psychodiagnostika. Zadani se m@ze v pribéhu
spoluprace s pacientem meénit, rozsifovat nebo naopak
zuzovat, vzdy s ohledem na aktudlni potfeby pacienta,
resp. oSetfujiciho 1ékarte.

Role psychologa ma byt odlehcujici. Lékat, ev. dalsi
zdravotni persondl, na néj prenese ¢innost tykajici se
psychické pohody pacienta a jeho rodiny. UZ z podstaty
neni vztah pacienta k 1ékafi rovnocenny, pacient od
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néj oCekava odborné vedeni 1é¢by a Cerpa z jeho ,auto-
ritativni“ pozice jistotu a klid. To samo Casto staci pro
zvladnuti 1é¢by, dalsi podporu potfebuji jen nékteri
pacienti. A pravé zde je role psychologa, jehoZ pozice
je nékde mezi zdravotnikem a laikem, odbornikem
a blizkou osobou. Pohybuje se na oddéleni, hovoii s pa-
cienty i pfibuznymi, je blizko 1ékaftim a sestram, ale
pomaha ,,pouze“ slovem. Pravé psycholog tak mtiZe byt
osobou, se kterou je pro mnohé pacienty snazsi hovofit
o svych pocitech a o nemoci. Nékdy je to proto pravé
psycholog, komu pacienti svéri i vice o svych obtiZich.
Kromé podphrné role pro pacienta (o té nékdy jindy)
se tak mliZe dozvédét, jak pacient své nemoci rozumi,
co si pamatuje z rozhovort s 1ékafi, jak chape 1écebny
plan, jaka ma jesté télesna trapeni atd., a maze tak
v roli prostfednika podpofit komunikaci mezi paci-
entem a lékafem. Je velmi zajimavé, Ze tento proces
funguje, i kdyzZ pacient vi o blizké spolupraci 1ékate
s psychologem.

Aby vSe vySe uvedené mohlo fungovat, je tfeba -
aby v§ichni v tymu vzdjemné znali své role a odborné
moznosti, respektovali praci ostatnich a neprekracovali
vlastni kompetence. VSe zastfeSuje podpora vedeni,
kterd praci tymu fakticky umoznuje. TreSinkou na
dortu je pak vzajemna souhra a diivéra, ktera se tvori
postupné, se spole¢nymi tspéchy i netispéchy.

I na nasem oddéleni mame mnohé starosti, jako
tym ndas nejvice tizi pracovni vypéti. Rikdme si, jaké
by to bylo, kdybychom méli vice asu - na pacienty,
na svou praci, na rozhovory s kolegy, na vzdélavani.
Miuzeme vSak Tict, Ze vSichni prikladaji ruku ke spo-
lecnému dilu, k realizaci komplexniho bio-psycho-
-socialniho pfistupu a komplexni pomoci a podpote
téch, které potkala onkologickd diagnéza. Ve svém
disledku se domnivame, Ze prace v tymu prispiva
nejen ke kvalitnéjsi a efektivnéjsi péci o pacienty,
ale také k vétsi spokojenosti téch, co péci poskytuji.

KONFERENCE ZDRAVOTNICH LABORANTU 1

2868. Z HISTORIE HEMATOLOGICKYCH
LABORATORI HOK OLOMOUC
Indrik K., Jarosova M. (HOK, FN, Olomouc)

Abstrakt sdéleni neni k dispozici.

2986. HISTORIE VYVOJE
LABORATORNICH METOD V HEMATOLOGII
V POSLEDNICH 30 LETECH

Slavik L., Juranova J., Pikalova Z., Sykorova M.,
Zadrazilova V., Lap¢ikova A. (Hemato-onkologickd
Kklinika, FN, Olomouc)

V poslednich 30 letech doS$lo k bouflivému vyvoji
hematologie, kdy fada metod nalezla velké vyuziti
vdiagnostice mnoha chorobnych stavli at uz malignich
¢i nemalignich. Jak oblast analyzy krevnich buneék,
tak oblast srazeni krve prochézela velmi bouflivym
vyvojem z diivodu roz§ifovani poc¢tu a vyuZziti tohoto
vySetfeni. Laboratof cytomorfologie uz pred 30 lety
vyuzivala prvnich poloautomatickych pocitacti krvinek.
V nasich laboratofich, které se nachazely v suterénu
1. interni kliniky, byl prvnim analyzatorem Coulter S.
Ten pfinasi zasadni zefektivnéni prace v hematologické
laboratofi a zkraceni ¢asu vySetfeni. Nasledovalo mno-
ho dal$ich hematologickych analyzatorti, které postup-
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né prinasely dalsi parametry véetné prvnich model
pro tfi- a péti-populacni diferencial leukocytti. V druhé
poloviné 80. let byla analyza leukocytli doplnéna o fluo-
rescen¢ni mikroskopii jako pfedstupen pro zavedeni
pritokové cytometrie, ktera je dnes nedilnou soucasti
diagnostiky hematologickych malignit. Vyvoj na poli
koagulace byl neméné zajimavy. Rozvoj koagulacnich
metod prinesl aZ nastup automatizace, ktera odstra-
nila v provedeni vySetfeni, ktery odstranil manualni
detekci fibrinového vldkna (detekce hackem ve vodni
1azni). Prvni poloautomatické piistroje Schnitzer und
Gross prichazeji v roce 1970 a stejné jako na poli krev-
nich obrazii prinasi revoluci v dostupnosti vySetfeni.
Dalsi rozvoj laboratote pfichazi v 80. letech s rozvojem
péce o hemofiliky, kdy byla zavedena vysetfeni F VIII
a F IX a zejména ruku v ruce s rozvojem diagnostiky
trombofilnich stavil v 90. letech minulého stoleti.
Prvnim plné automatickym koagulometrem je ACL100
s centrifugacnim systémem detekce a kapacitou dosud
neuveéritelnych 100 testl za hodinu. Prichazi éra velké-
ho rozvoje fady testll a nutnost statimové dostupnosti
fady vySetfeni, kdy na koagulaéni pole vstupuji random
access analyzatory dosud dostupné pouze pro bioche-
mii. Unds je to pristroj ACL Futura a Advance, coZ jsou
predchlidci dnes vyuzivanych piistroji ACL Top, které
prinaseji plnou automazaci do koagulac¢nich vysetfeni
véetné cap piercingu a preanalytickych moduld.
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2931. LABORATORE TRANSFUZNiHO
ODDELENi FAKULTNi NEMOCNICE
OLOMOUC- HISTORICKE OHLEDNUTI

Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc)

Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc
ma vice nez Sedesatiletou tradici. Svoji ¢cinnost zahajilo
v dubnu roku 1949. Imunohematologické laboratotfe
transfuzniho oddéleni tvofi zaklad pro rozvoj fady
obort, které se bez hemoterapie neobejdou. Patfi k nim
urcité chirurgické obory, zejména traumatologie, kar-
diochirurgie, ale i interni obory jako hematologie,
gastroenterologie. Samostatny obor transfuzniho 1é-
katstvi vznikl po objeveni krevnich skupin, jedno-
ho z nejvyznamnéjsich objevli v historii mediciny.
Samotné pocatky imunohematologie jsou spojeny se
jménem Ceského psychiatra Jana Janského, ktery v roce
1907 publikoval praci, v niz pfedstavil systém Ctyt krev-
nich skupin I- IV. V soucasné dobé zname jiZ pres 300
erytrocytarnich antigent, jejichz klinicky vyznam je
dan jejich protilatkami. Vyznamné klinické protilatky
jsou ty, které jsou schopné zplisobit destrukci erytro-
cytl nesoucich dany antigen a tim zhor$it zdravotni
stav pacienta. Nase laboratofe se vénuji diagnostice
erytrocytarnich antigend a jejich protilatek k pripravé
bezpecné hemoterapie, ale i erytrocytarni aloimunizaci
v téhotenstvi. Pfi svém vzniku se provadély serologické
testy ve zkumavkach,vizualné se hodnotila sila reakce,
ktera vznikla mezi antigeny na cervenych krvinkach
a protilatkami v séru. Novinkou byly mikrotitracni des-
ti¢ky, na které se ru¢né kapalo ... sérum pacienta. V roce
1998 se nainstaloval rozpliiovaci automat KEMBLE
Guardian SP 1I, ktery umoznil automatické rozplnéni
diagnostickych sér a krevnich vzorkil. Soucasti byla

jednotka k odec¢itani krevnich skupin na mikrotitrac-
nich plotnach. Od roku 2001 pouzivame k serologickym
testiim metodu sloupcové aglutinace. Pln4 automati-
zace diagnostickych procest byla zahdjena v roce 2007,
kdy oddéleni ziskalo analyzdtor WADiana Compact
firmy Grifols. Analyzator, vyuzivajici systém sloup-
cové aglutinace DG gel, samostatné rozkapaval vzorky
i diagnostika za pouziti ¢arovych kéddi, analyzoval,
vyhodnocoval, dokumentoval a on - line presouval
vysledky do informacniho systému transfuzniho od-
déleni. Maximalni kapacita byla 48 krevnich vzorkd
a vySetfovaci cyklus trval pfi maximalnim zatiZzeni
1,5 hodiny. Spektrum vySetfeni, které se provadélo na
analyzatoru, obsahovalo vySetfeni krevnich skupin,
screening protilatek, zkousky kompatibility a identifi-
kace protilatek. V dubnu 2008 byl pofizen na oddéleni
plné automatizovany imunohematologicky analyzator
Techno Twin Station. Analyzator vyuziva soucasné
ID- karty a tfi mikrotitra¢ni destic¢ky. Zavedenim ana-
lyzatort do rutinniho provozu laboratoti doslo k redukci
manualni prace, odpadlo popisovani zkumavek a karet
a tim se vyznamné omezila psana dokumentace, mini-
malizoval se vliv lidského faktoru na proces vlastniho
zpracovani; vyhodnoceni a pfenos dat probiha on line.
Cely proces se vyznamné standardizoval. Zaroven doslo
ke zvySeni bezpecnosti personalu, jelikoZ se vyznamné
omezil kontakt zameéstnanci s potencialné infek¢nim
materidlem. Mezi vyznamna omezeni serologickych
vySetfovacich metod patfi vysledky u polytransfundo-
vanych, silné pozitivnich PAT pacient a diagnostika
zeslabenych, variantnich a vzacnych antigenti. Novym
trendem je genetickad analyza erytrocytarnich a des-
tickovych antigenii, ktera je ale mnohem narocnéjsi
financné i ¢asoveé.

MYELODYSPLASTICKY SYNDROM/
MYELOPROLIFERATIVNi ONEMOCNENI

2951. LECBA PH NEGATIVNICH
MYELOI"ROLIFERATIVNI'CH
NEOPLAZIi V ROCE 2016

Weinbergerova B., Bélohlavkova P., Racil Z.,
Mayer ). (Interni hematologickd a onkologicka Klinika, LF
MU a EN, Brno; IV, Interni hematologicka Kklinika, LF UK
a FN, Hradec Krdlové)

Uvod: Ph negativni myeloproliferativni neoplazie je
skupina onemocnéni hematopoetické kmenové bunky
charakterizovana naslednou aberantni proliferaci gra-

nulocytarni a/nebo erytrocytarni a/nebo megakaryo-
cytarni linie a zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich
komplikaci, progresi do myelofibrézy nebo leukémie.
Mezi nejcastéjsi, tzv. klasické, Ph negativni myelopro-
liferativni neoplazie patfi 3 klinické jednotky: prava
polycytémie, esenciadlni trombocytémie a primarni
myelofibréza. V roce 2011 vydala Evropska leukemicka
sit doporuceni pro jejich diagnostiku a 1écbu. Cilem
1é¢by Ph negativnich myeloproliferativnich neoplazii
je primarné sniZeni rizika trombotickych komplikaci
bez navyseni rizika krvaceni a hematologické progrese.
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Sekundarnim cilem je zmirnéni ostatnich priivodnich
priznakid (manifestace vazomotorickych poruch, sple-
nomegalie a jinych). Mezi obecna doporuceni patii
redukce nadvahy, abstinence koufeni, télesny pohyb,
kontrola krevniho tlaku, glykémie a metabolismu tu-
kli. Léc¢ba pravé polycytémie a esencidlni trombocyté-
mie: VéK > 60 let a tromboticka udalost v anamnéze
tvorii kritéria rozdélujici pacienty s pravou polycytémii
a esencialni trombocytémii do nizko- a vysokorizikové
skupiny pro rozvoj trombotickych komplikaci. Mezi
dalsi rizikové faktory néktefi autori fadi pfitomnost
mutace v Janusové kinaze 2 (JAK2), kardiovaskularni
rizikové faktory a jiné vrozené ¢i ziskané trombofilni
stavy (napf. faktor V Leiden, mutace protrombinu
20210A a jiné). zakladni doporuceni pro 1é¢bu nizkori-
zikovych pacientli s pravou polycytémii jsou nizkodav-
kovana acetylsalicylova kyselina (LD ASA) a venepunkce
a pro vysokorizikové pacienty navic cytoredukéni 1é¢ba
hydroxyureou a/nebo interferonem alfa v 1. linii. V po-
sledni dobé je mozno vysokorizikové pacienty s pravou
polycytémii neodpovidajici na 1é¢bu hydroxyureou nebo
netolerujici tento pripravek 1écit JAK2 inhibitorem,
ruxolitinibem, s vysokou efektivitou ve zmirnéni kon-
stitu¢nich symptomf (event. splenomegalie). Pro 1lé¢bu
nizkorizikovych pacientd s esencidlni trombocytémii je
indikovana LD ASA a pro vysokorizikové pacienty navic
cytoredukéni 1écba hydroxyureou v 1. linii. Pacienti
s esencidlni trombocytémii ve vysokém riziku neodpo-
vidajici nalécbu hydroxyureou nebo netolerujici tento
pripravek mohou byt v 2. linii 1éceni anagrelidem.
V Ceské Republice je mozné pouZit anagrelid u vyso-
korizikovych pacienti s esencidlni trombocytémii jiz
v 1. linii. Lé¢ba myelofibrézy: Jedinou 1écbu s kura-
tivnim potencidlem predstavuje u pacientdi s myelo-
fibrézou (primarni myelofibrézou a myelofibrézou
po pravé polycytémii nebo esencidlni trombocytémii)
v soucasnosti pouze alogenni transplantace krvetvor-
nych bunék, nicméné vzhledem k vysokému riziku
komplikaci s ni spojenych je nutna pecliva selekce
vhodnych kandidathi. Obecné je alogenni transplan-
tace krvetvornych bunék rezervovana pro pacienty ve
stfednim-2 a vysokém riziku podle tzv. prognostic-
kych skérovacich systémi zaloZenych na pritomnosti
negativnich rizikovych faktor. V posledni dobé se
nabizi také moznost 1é¢by JAK2 inhibitorem, ruxoliti-
nibem, s dobrym efektem na zmensSeni splenomegalie
azmirnéni konstitu¢nich symptomi u pacientdi s my-
elofibrézou. Ostatni 1écebné modality (hydroxyurea,
busulfan, interferon alfa, erytropoézu stimulujici 1éky,
androgeny, imunomodulacéni 1éky, ozafeni sleziny
a splenektomie) jsou prevazné paliativni, vétSinou
pouze prechodné zmirniujici symptomy onemocnéni.
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2907. ZILNi TROMBOTICKE

KOMPLIKACE PH NEGATIVNICH
MYELOPROLIFERATIVNICH CHOROB

Palova M., Hlusi A., Indrak K., Szotkowski T.,
Papajik T. (Hemato-onkologickd Kklinika, Olomouc)

UOvod:

Do skupiny Ph negativnich myeloproliferativnich
nemoci (Ph- MPN) patfi prava polycytemie (PV), esen-
cidlni trombocytemie (ET) a primarni myelofibréza
(PMF). Zilni trombdzy jsou jedny z nejzavaznéjsich
komplikaci, které nepfiznivé ovliviiuji kvalitu i délku
Zivota téchto nemocnych.

Epidemiologie:

Realny vyskyt vyznamnych trombotickych kompli-
kaci je tézko stanovitelny diky heterogenité metodiky
a vybéru pacientli jednotlivych studii. Popisovana
celkova incidence trombotickych ptihod (arteridlnich
ivenéznich)je 5,5/100 pacientorokd u PV, 1-3/100 paci-
entorokd u ET a 2/100 pacinetorokdl u PMF. Ve tfetiné
pripadi se jedna o trombézy vendzni s incidenci 0,7% -
1,3% pacientorokli u PV a 0,5% -1,2% pacientoroki u ET.
Pro srovnani ro¢ni incidence Zilniho tromboembolismu
(TEN) v obecné populaci se udava mezi 0,1% az 0,2%.
Riziko rekurence trombézy u Ph- MPN po ukonceni
antikoagulacni 1écby je vysoké, pohybuje se mezi 33-42%
a ve véku nad 60 let je riziko rekurence 1,7 krat vyssi
nez u mladS§ich nemocnych. Hlavnim terapeutickym
cilem u PV a ET je snizZeni rizika trombézy ¢i krvaceni.
U PMF je tato problematika ponékud zastinéna rizikem
leukemické transformace a komplikacemi vyplyvaji-
cimi z cytopenie, nicméné frekvence trombotickych
komplikaci je minimalné srovnatelna s ET.

Patogeneze:

Patogeneze trombdz u pacientti s Ph- MPN je kom-
plexni a souvisi nejen s kvantitativnimi, ale také
s kvalitativnimi zménami klonalnich bunék. Jednim
zhlavnich faktorfi v patogenezi trombdzy je trvale zvy-
Sena aktivace trombocytli, vyustujici ve vyssi expresi P
selektin{l, tkaniového faktoru, vyssi generaci trombinu,
zvySenym uvolniovanim trombocyarnich a endotelial-
nich mikropartikuli - protrombogennich fragmentt
bunéénych membran uvolnénych po aktivaci bunék.
Také zvySené mnozstvi tzv. retikularnich (nezralych)
trombocytd u ET v krvi je asociovano s vySsim rizikem
trombbézy. U PV zvyS$uji riziko trombézy hyperviskozita
krve a kvalitativni zmény membrany erytrocyt vedou-
ci k tvorbé jejich agregatli. V neposledni radé se mtize
na patogenezi podilet pfitomnost pfidatnych vrozenych
a ziskanych trombofilnich stavi (Leidenské mutace ge-
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nu faktoru V (G1691A), mutace protrombinového genu
G20210A, deficitu antitrombinu, proteinu C a proteinu
S). Ziskany trombofilni stav asociovany s Ph-MPN je
multifaktoridlni etiologie. Vyplyva nejen z protrom-
bogenniho fenotypu cirkulujicich bunék MPN klonu,
ale také z imunitni odpovédi hostitele na pritomnost
nadorového klonu se zvySenou produkci zanétlivych
cytokind s naslednou aktivaci leukocytdi a endotelu.

Rizikova stratifikace a 1é¢ba:

Rizikova stratifikace nemocnych s PV a ET se opi-
14 o pfitomnost nebo chybéni rizikovych faktord pro
trombézu. Jednoznacénymi nezavislymi rizikovymi
faktory jsou vék nad 60 let a pozitivni anamnéza trom-
bézy, dale obecné kardiovaskularni rizikové faktory
(koufeni, diabetes, hypertenze), pozitivni mutacni
stav JAK2VG617F. Vyznam leukocytézy je tfeba validovat
v prospektivnich studiich. Samotna trombocytémie je
jako rizikovy faktor stale kontroverzni.

Naproti tomu extrémni trombocytédza (nad 1000 az
1500x109/1) je spojovana s vysSsim rizikem krvaceni,
zejména pii soucasné medikaci kyselinou acetylsalicy-
lovou (ASA). Tento fenomén je vysvétlovan ziskanym
von Willebrandovym syndromem.

Hlavnim lé¢ebnym cilem u PV a ET je minimalizace
vyskytu dlouhodobych s chorobou spojenych kompli-
kaci, predevsim trombotickych, které jsou napiiklad
nejcastéjsi pri¢inou smrti u PV. V ramci primarni pre-
vence trombotickych komplikaci je u vSech pacientti
s PV indikovana nizce davkovana ASA spolu s kontrolou
hematokritu pomoci venepunkce nebo erytrocytaferézy
s cilovou hodnotou hematokritu <45% u muzl a <42%
u zen. Podkladem ucéinnosti venepunkce je navozeny
relativni ¢i absolutni deficit Zeleza - jeho suplementace
v téchto pripadech je kontraproduktivni. U vysoce rizi-
kovych pacientd (starsi 60-ti let, anamnéza trombdzy)
je indikovana také cytoredukéni 1é¢ba.

Trombotické komplikace u nizce rizikovych paci-
entli s WHO definovanou ET jsou pomérné vzacné,
srovnatelné s jejich vyskytem v obecné populaci. Pfinos
ASA je u této skupiny nejasny, s vyjimkou nemocnych
s pritomnosti kardiovaskuldrnich rizik, gravidity ¢i
pritomnosti vasomotorickych symptomi (bolesti hla-
vy, vertigo, erytromelalgie, livedo reticularis, akralni
parestezie atd.), vjejichZ prevenci a 1é¢bé je nizce dav-
kovany aspirin efektivni. U vysoce rizikovych pacient
s ET je indikovana cytoredukce spolu s antiagregacni
1é¢bou. U vSech nemocnych s Ph- MPN je kladen dtiraz
naredukci nadvahy, abstinenci koufeni, kontrolu krev-
niho tlaku, glykémie a metabolismu lipidd.

Optimalni davkovaci rezim ASA u ET neni zcela pres-
né zndm. Zatimco u zdravych jedincii nizce davkovany

aspirin jednou denné dostatecné inhibuje trombocytar-
ni cyklooxygendzu-1(COX-1) a tim syntézu tromboxanu
A2 (TXA2), tak stejny davkovaci reZim neni schopen
plné inhibovat produkci TXA2 u asi 80% pacienti s ET.
Divodem mtize byt rychlejsi obnova COX-1 diky zvy-
Senému obratu trombocytl u ET se vznikem mladych
trombocytl s intaktni aktivitou COX-1 béhem 24ho-
dinového davkovaciho intervalu. Tento pfedpoklad je
podporovan prikazem zlepSeni odpovédi na ASA pri
davkovacim intervalu dva krat denné, klinicky benefit
zatim ale nebyl ve studiich dostatecné testovan. V pti-
padé zjisténé aspirinové rezistence je mozno zvazit
pravé uziti divkovaciho intervalu dva krat denné ¢i za-
meénu za alternativni antiagregans (napt. clopidrogel).

Pacienti s Ph-MPN a prodélanou zilni trombézou
jsou indikovani k dlouhodobé antikoagulacni 1é¢bé
snizujici riziko rekurence zilni trombézy. Optimalni
délka antikoagulacni 1é¢by neni zatim jednoznacné sta-
novena a u nékterych nemocnych bude nutno uvazovat
i o dozivotni antikoagulacni 1é¢bé. Na druhou stranu
je potfeba brat v avahu také zvySené riziko krvacivych
komplikaci u nemocnych s Ph-MPN, coz mnohdy ¢ini
takové rozhodnuti v klinické praxi obtiznym. V této
souvislosti jsme realizovali retrospektivni analyzu 16
pacientd s diagnézou Ph- MPN (dle kriteri{ WHO 2008)
sledovanych na nasi klinice, u nichz byla objektivné
verifikovana zilni trombdza v letech 2004-2015. V deviti
pripadech se jednalo o trombézu v atypické lokalizaci
véetné splanchnickych zil (n=7). V dobé trombotické
komplikace 11 nemocnych spliiovalo diagnosticka kri-
téria pro PV, pét pro primarni myelofibrézu. Median
véku pacientti v dobé piihody byl 57,5 let (26 - 72), me-
dian poctu leukocytt 11,2x109/1 (6,9 - 30,9), median
poctu trombocytl 415x109/1 (142 - 1892), mutacni stav
JAK2VG617F pozitivni (n=13), mutace v exonu 12 (n=1),
CALR pozitivni (n=2). Pfidatny trombofilni stav (kom-
binovany vrozeny trombofilni stav, pfitomnost lupus
antikoagulans) byl zjistén u tfi pacient. Rekurence
zilni trombézy po ukonceni antikoagulac¢ni 1é¢by byla
prokazana u Ctyr z Sesti pacienti v medidnu 2 let. U ne-
mocnych s trvalou antikoagulacéni 1é¢bou warfarinem
byla zaznamendana recidiva ve dvou pripadech pii net-
¢inném INR. Ve dvou pfipadech vznikla Zilni trombédza
béhem ucinné antikoagulacni 1écby, a to dabigatranem
a LMWH. Vyse popsana skupina pacientti byla soucasti
recentni multicentrické studie s 206 pacienty s Ph-MPN
a prodélanou zilni trombdzou, jez ukazala, Ze riziko
rekurence zilni trombézy po ukonéeni antikoagulacni
1é¢by v péti letech bylo 42%, coZ je ve srovnani s non-
-MPN populaci signifikantné vyssi. V 80% pripadi
vznikla recidiva zilni trombdzy ve stejné lokalizaci jako
inicidlni pfihoda. Taktéz vyskyt vyznamnych krvaci-

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 22, 2016, SUPLEMENTUM

51



52

vych komplikaci béhem 1é¢by antagonisty vitaminu
K byl ve studiové kohorté pacient mirné vyssi (2,4%)
oproti non-MPN populaci.

Zaveér:

V souladu s publikovanymi daty je dlouhodobd anti-
koagulace antagonisty vitaminu K efektivni ve snizeni
rizika rekurence trombotickych komplikaci. Av§ak
i pfes dostupné 1éCebné moznosti zlistava riziko vzniku
a rekurence trombézy relativné vysoké a je tfeba dalSich
klinickych studii s cilem zlepSeni efektivity primarni
a sekundarni prevence trombéz a piesnéjsi identifikace
rizikovych nemocnych. Vzhledem ke krvacivym kom-
plikacim pfi medikaci warfarinem se otevira moznost
uplatnéni, ale také potfeba ovéfeni icinnosti a bezpec-
nosti novych antikoagulancii v této indikaci.

Podporovdno grantem IGA-LF-2016-001.

2880. SYSTEMOVA MASTOCYTOZA,
ZKUSENOSTI JEDNOHO PRACOVISTE

Kozik T., Cerna O., Gahérova L., Tichiakova P.,
Vrbkova K., Vernerova Z, (IHK, 3. LF UK a FN Krdlovské
Vinohrady, Praha; Ustav patologie, 3. LF UK a FN Krdlovské
Vinohrady, Praha)

Mastocyty bylo poprvé jako mezenchymalni buriky
popsany na konci 19. stoleti Paulem Ehrlichem. WHO
rozlisuje dle kliniky a laboratornich projevi 4 zakladni
typy SM: indolentni SM, SM-AHNMD (s mastocyté-
zou spojené hematologické klondlni nemastocytar-
ni onemocnéni), agresivni SM (ASM) a mastocytarni
leukémii (MaCL). Suspekce na diagnézu SM vznika
u pacientd s alergickymi epizodami pfi trvale zvySené
hladiné tryptazy a soucasnou UP a/nebo u pacientli
s nejasnymi kostnimi lozisky, UP a organomegalii
nebo lymfadenopatii. Potvrzeni diagnézy SM se opira
o histologicky priikaz infiltrace tkané atypickymi mas-
tocyty (nejcastéji kostni dren - KD), podpofenou FACS
a prikazem mutace c-kit D816V, event. cytogenetic-
kym vySetfenim. Kromé parametri krevniho obrazu
je k posouzeni agresivity onemocnéni vhodné provést
RTG skeletu a zobrazovaci vySetfeni hrudniku a bficha
(CT) k odhaleni organomegalie. V nasem souboru je 36
pacientdl s touto vzicnou diagnézou, z tohol6 muzi,
vékovy median v dobé stanoveni diagnodzy je 57 let (25
- 84). V osmi ptipadech jde o agresivni formu SM, u 3
pacientd probihalo soucasné jiné hematoonkologické
onemocnéni (AML, ET, HL), u 25 pacientl se jedna
o indolentni formu SM. Median sledovani je 49 mésict
(2 - 263), hladinu tryptazy méli v dobé diagnézy zvy-
Senou vsichni pacienti, flizni gen FIP1L1/PDGFRA byl
vySetfen u 20 pacientli, u zadného pacienta nebyl na-
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lezen. Pfitomnost mutace D816V v c-kit byla vySetfena
v KD u 23 pacientti, pozitivni byla u 19 pacientt (83%).
U osmi pacientli byly vySetfeny na mutaci D816V c-kit
jak periferni krev, tak kostni dfen. VSichni tito pacienti
méli pozitivitu zachycenou v KD, ale pouze 5 z nich ji
mélo prokazatelnou v krvi (63%). Urticaria pigmentosa
byla pritomna celkem u 22 pacientt (61%), v pripadé
ASM byla UP pfitomna u 3 pacientl z 8. Anafylaktické
reakce spojené s vyplavenim vasoaktivnich medidtort
byly projevem nemoci u 16 pacientti (44%). Osteolyticka
loziska nebo tézka osteoporoéza s patol. frakturami byly
pritomny u 4 pacientti (11%). Za dobu sledovani zemfeli
v souboru 2 pacienti: 1 na progresi agresivni formy
onemocnéni, jeden na relaps AHNMD (AML). Terapie
interferonem alfa (IFN-A) byla zahajena v 1. linii u 13
pacientdi, z toho u 3 pacientdi byla indikovana pro opa-
kované tézké anafylaktické zachvaty. U dvou z téchto
pacientt 1é¢ba IFN-A snizila frekvenci anafylaktic-
kych epizod a vedla k ustupu infiltrace kostni dfené.
IFN-A dale vedl k navozeni parcialni remise (PR) u 3 ze
7 pacient1 s ASM, u zadného pacienta nevedl k istupu
UP. Pacienti se SM-AHNMD byli 1é¢eni primarné pro ji-
né hematoonkologické onemocnéni. Lécba kladribinem
byla indikovana celkem u 3 pacienti s ASM v 1. linii,
u jednoho z nich vedla k navozeni kompletni remise
(CR). Ve 2. linii 1é¢by byl kladribin pouzit u 9 pacien-
tll, k navozeni CR doslo ve 2 a PR také ve 2 ptipadech.
Zavér: SM je svym Klinickym prabéhem pestré my-
eloproliferativni onemocnéni, na néz je tfeba pomyslet
zejména u pacientll s opakovanymi anafylaktickymi
zachvaty a trvale zvySenou hladinou tryptazy. Jak uvol-
nénivasoaktivnich medidtorsi, tak nddorovy syndrom
mohou byt zivot ohrozujici. U agresivnich forem je
indikovana protinadorova terapie, u indolentnich ze-
jména protialergicka profylaxe a interferon-A s korti-
kosteroidy. Slibné do budoucna mohou byt moleku-
ly v Klinickém vyvoji: masatinib nebo midostaurin.

2911. MDS 2016
Jonasova A. (I. interni klinika VEN a I. LF UK, Praha)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) predstavuje he-
terogenni skupinu klonalnich chorob hemopoetické
kmenové buriky charakterizovanych inefektivni hemo-
poézou, periferni cytopenii, morfologickou dysplazii
a nebezpecim transformace do akutni myeloidni leu-
kemie (AML). MDS, zvlasté v ranych fazich je vlast-
né premalignim (preleukemickym) onemocnénim.
Incidence, kterad se obecné pohybuje kolem 3,5-4/100
000 za rok, s vékem vyznamneé stoupa. U osob nad 60
let je pak 30/100 000, coZ ¢ini MDS jednu z nejcastéjsich
hematologickych malignit v této vékové kategorii a bo-
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huzel vede k vyznamnému zkraceni pfezivani u téchto
nemocnych. MDS se s malou pfevahou vyskytuje casté-
jlumuzi. Klasifikace. S vyvojem znalosti a kumulaci
dat o tomto onemocnénim se rozviji i klasifikace od
FAB (French, American, British) Kk WHO (World Health
Organization) klasifikaci 1999 a 2008 a nové navrzené
2015 délici onemocnéni do vice podskupin. Jednotlivé
podskupiny se 1isi svoji klinikou, prognézou, celkovym
prezivanim a Cetnosti transformaci do AML.

Co se tyce rizika progrese a pfezivani, je onemoc-
néni stratifikovano do nékolika skupin podle IPSS
(International Prognostic Scoring System) a noveéji
IPSS-R (revised) (Obrazek ¢.1) (1,2,3). Skérovaci sys-
témy jsou stéZejni pro rozhodovani o volbé terapie.
V soucasné dobé pouzivame oba systémy. Revidovany
systém, ale 1épe odhaduje pfezivani hrani¢nich ne-
mocnych a pomaha zv1lasté k rozhodovani kdy nemoc-
ného dle pvodniho IPSS nizce rizikového indikovat
k transplantaci. V dnesSni dobé se stale vice obraci
pozornost k vysledkim molekularni genetiky a nalezu
mutaci specifickych geni, které maji, jak se zda také
nezanedbatelny prognosticky vyznam (napiiklad: TP53,
ASXL1,EZH2, TET 2, SF3B1, RUNXI, CBL, NRAS) (Obrazek ¢.2)
(4,5). Krucialni stran prognézy je naptiklad mutace
tumor supresorického genu TP53 (6). Ackoli MDS je
zavazné onemocnéni znamé nékolik dekad jeho mole-
kularni patogeneze a otazka pro¢ dochazi k vyvoji do
AML zlistavaji neznamé. V patogenezi MDS nejspise
hraji roli genetické faktory, epigenetické a imuno-
patologické mechanismy (7,8,9). Globalné zminéné
poruchy vedou k dysplastické krvetvorbé. ProtoZe jsou
v podstaté nadorového charakteru, davaji patologické-
mu klonu riistovou vyhodu, takze postupné patologicka
krvetvorba nahradi normalni polyklonalni hemopoézu.
U nizce rizikovych skupin (rané faze choroby) je peri-
ferni cytopenie pravdépodobné nasledek akcelerované
apoptézy dieriovych prekursorti. Imunitni disregula-
ce, metabolické zmény, vliv prozanétlivych cytokind,
porucha mikroprostfedi a také naptiklad abnormalni
biogenese ribosomalnich proteinti v této fazi hraje
pravdépodobné téz dlilezitou roli v naruseni integrity
hemopoézy a moznosti vzniku patologického klonu.
Kjeho plné malignizaci a vzniku leukemické populace
bunék, ale nejspise prispivaji jesté dalsi faktory. Nebyla
prokazana zadna jednotliva geneticka 1éze, ktera by
mohla vést k vzniku onemocnéni. Mezi genetickymi
defekty, které jsou vyznamné v patogenezi MDS, patii
zv1asté dlilezité nebalancované ztraty genetického ma-
teridlu (méné Casto reciproké translokace) (11). Klonalni
vyvoj u MDS je charakterizovan vyvojem somatickych
mutaci, které vznikaji v kmenovych burnikach a jejich
dcetinych populacich. Sekvenovani nové generace“

s vysokou citlivosti pod 0,1% v poslednich péti letech
odhalilo sadu mutaci které mohou hrat roli ve vzniku
onemocnéni (12,13). Vétsina mutovanych gen ovliv-
nuje nastaveni genetického programu umoznujici
diferenciaci krevnich bunék, dile jde o mutace gent,
které maji vyznam jako tumor supresorické geny,
geny signalnich soustav, geny s roli v epigenetickych
procesech, geny pro apoptotické a anti-apoptotické fak-
tory, geny s roli v reparaci DNA, geny pro ribosomalni
proteiny a dalsi. Zajimavé pravé u MDS je, Ze mnoho
Casto mutovanych genti u MDS kéduje proteiny, které
jsou dlilezité v epigenetickych mechanismech, coZ na-
znacuje specificky vztah genetickych a epigenetickych
zmén. Posledni prace dokladaji, Ze u MDS nalezneme
minimalné jednu z mnoha znamych onkogennich
mutaci u zhruba 70-90% nemocnych. Role jednotli-
vych mutaci v etiopatogenezi onemocnéni neni jesté
zcela objasnén a je pfedmétem soucasného vyzkumu.
Studium mutaci stoji v poslednich letech ve stfedu
zajmu vyzkumu tykajiciho se patogeneze MDS. Vyskyt
mutaci u nemocnych je velmi variabilni, vétSina ne-
mocnych sice ma néjakou mutaci, ale vyskyt specifické
mutace v ramci celé MDS skupiny nepfesahuje 20% (ob-
razek ¢.3). Vyjimecné jsou jenom mutace sestfihového
mechanismu (spliceosom). Ty se vztahuji k jednomu
podtypu MDS RARS a RARS-T (tedy refrakterni ane-
mie s véneckovitymi sideroblasty ev. s trombocytémii)
u téchto podskupin se vyskytuje minimalné jedna
mutace splicesomu téméf ve 100% nemocnych a tak
se de facto stavaji diagnostické pro tyto podskupiny.

Ve stfedu pozornosti stran patogeneze onemocnéni
v soucasné dobé stoji samostatna podskupina MDS, coz
jsou nemocni s 5q- aberaci (delece dlouhého raménka
5. chromosomu). V roce 2008 B. Ebert dokazal, Ze
haploinsuficience genu kédujiciho ribosomalni pro-
tein RPS14, leziciho v CDR (common deleted region)
zplisobuje specificky blok maturace Cervené fady (14).
Nasledovali dalsi prace identifikujici dalsi haploin-
suficentni geny z deletovaného tiseku a jejich vztah
k patogenezi onemocnéni (15).

Terapie. I pfes staly intenzivni vyzkum je MDS
jednou z nejobtiznéji feSitelnych hematologickych
malignit. Prognéza asi poloviny nemocnych s pri-
marnim a vét§iny nemocnych se sekundarnim MDS
je relativné Spatna.

V poslednich letech se objevily nové terapeutické
moznosti v podobé imunomodulacni terapie a epige-
netické-demetylacni terapie. ODbé tyto nové skupiny
1ékli znamenaly pro MDS doslova revoluci a to nejen
stran Sanci pro nemocné, ale i zdjmem o tuto chorobu.
Hraly proto i roli v intenzivnéj$im vyzkumu patogeneze
onemocnéni. Pravé u prvni skupiny imunomodulacni
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terapie representované u MDS lenalidomidem byly
zcela recentné udélany podstatné kroky v poodhaleni
vysoké selektivni efektivity tohoto preparatu u ne-
mocnych s MDS s 5q- aberaci (16,17). V prvé fadé byl
identifikovan centralni intracelularni cil imunomo-
dulac¢nich latek- cereblon (CRBN). Nemalou mérou
k tomu prispéla pravé u MDS i naSe prace (18). CRBN je
soucasti ubiquitin E3ligdzy. Po vazbé na lenalidomid
jsou do tohoto komplexu rekrutovany specifické pro-
teiny, které podléhaji ubiquitinaci a jsou nasledné
degradovany v proteasomu. NaSe prace popisuje sta-
tisticky vyznamneé vyssi expresi CRBN u nemocnych
praveé s 5q- oproti MDS bez 5g- aberace a zdravym kont-
rolam, coz by mohlo podpofit vysvétleni proc pravé ne-
mocni s 5g- jsou tak citlivi na terapii lenalidomidem.
Nepublikovana data analyzy nemocnych z I. Interni
kliniky VEN lécenych lenalidomidem ukazuji téz, ze
nemocni, ktefi jsou dobrymi respondenty maji vyso-
kou hladinu mRNA CRBN ve srovnani s nemocnymi,
ktefi neodpovidaji na lenalidomid. V loriském roce
byla v ¢asopise Nature publikovana velice elegantni
prace identifikujici kasein kinazu 1al (CKla), jejiz
gen je na CDR a kterd je tudiZz haploinsuficentni,
jakozto cilovy protein rekrutovany do E3 ligdzového
komplexu pravé po navazanilenalidomidu na CRBN.
CKiav haploinsuficentni formé vede k riistové vyhodé
a proliferaci takto postizené buriky/klonu tedy v tomto
pripadé klonu s 5g- (19). Avsak pfi jeji degradaci (v pro-
teasomu) a dal$im podstatném snizeni hladiny, bunika
takto postiZzena propada apoptéze. Tak je vysvétlen
efekt lenalidomidu specificky u 5q-. Kdy jisté dochazi
k potlaceni ristu patologického klonu s 5q- aberaci.
Mezi zasadnéjsi novinky v terapii nizce rizikovych
nemocnych patfi dva pribuzné preparaty pro ane-
mické nemocné ovliviiujici pozdni faze erytropoézy
s ucinnosti cca 50 a vice procent podle tiZe transfusni
dependence a to Sotatercept a Luspatercept. Oba 1éky
jsou ale stale jesté ve fazi klinického zkousSeni. Stale
diskutabilni u MDS je pouziti trombopoetinovych
agonistll Romiplostimu a Eltrombopagu pro jejich
moznou potenciaci progrese onemocnéni. Klinické
studie s obéma preparaty byly z tohoto davodu pfed-
Casné ukonceny. Co se tyce terapie vysoce rizikovych
nemocnych neni zatim pfekonan azacitidin (20, 21).
Jasnou prednosti azacitidinu je prodlouzeni OS (overal
survival) v porovnani se standartni terapii nicméné
s nartstajicimi zkuSenostmi s timto preparatem je
zfejmé, Ze stéZejni problém je dosazeni skutecné dlou-
hotrvajici remise onemocnéni. Je tfeba se orientovat
na potenciaci efektli 1é¢by vhodnymi kombinacemi
a hledani dal$ich terapeutickych moznosti po selhani
azacitidinu. Transplantace tak jednoznacné hraje sta-
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le nejdtilezitéjsiroli v dosazeni dlouhodobé trvajicich
remisi (22). Azacitidin se v souvislosti s transplantaci
pouziva ¢im déle tim vice jako pfemostujici terapie.
V soucasné dobé je v klinickém zkouSeni asi 50 novych
preparatii. Nezbyva nez doufat, Ze aspon nékteré
z nich pfinesou prospéch pro MDS nemocné.

Prdce vznikla za podpory vyzkumného ziméru I. LF UK Prvouk

27 a Vyzkumného tkolu MZ CR UHKT No 00023736.
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3005. SOMATIC MUTATIONS IN HIGH-

RISK MDS PATIENTS TREATED WITH
AZACITIDINE AND LENALIDOMIDE

Polgarova K., Kulvait V., Vargova K., Minafik L.,
Jonasova A., Stopka T. (Ist Faculty of Medicine, Charles
University, Prague, 1st Clinic - Haematology, General Faculty
Hospital, Prague; 1st Faculty of Medicine, Charles University,
Prague)

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a clonal stem cell
disorder with dysplastic and ineffective haematopoiesis
with variable risk of progression to acute myeloid leu-
kaemia (AML). MDS stem cells produce clonal progeny
marked with somatic variants in previously characteri-
zed MDS/AML associated genes in 70% of patients that
undergo additional mutation events during course of
the disease such as mutation of TP53. Accumulation of
somatic mutations leads to progression in myeloblast
accumulation as well as lineage differentiation sup-
pression. To stratify the prognosis of patients several
scoring systems have been developed with IPSS-R being
currently mostly used. Although the detection of soma-
tic mutations in oncogenic drivers has been proposed to
be included into the patient prognostic stratification,
only limited guidelines for detecting and scoring these
somatic variants were recommended. Using Illumina
Myeloid TruSight panel we analysed amplicons of 54
MDS/AML-linked genes in 65 MDS patients, 5 MDS/
AML cell lines and controls including cord bloods and
normal individuals. The MDS patients were either high
risk (N=39) treated with Azacitidine or low risk (N=16)
mostly treated with Lenalidomide (N=13). Most of the
patients were sequenced before and during therapy.
In order to increase proportion of tumour cells we se-
parated out the CD3+ T-cell fractions using magnetic
sorting and sequenced these two fractions in parallel.
In addition, we analysed effect of repeating the se-
quencing step as well as duplicate library-preparation
step. While duplicating the sequencing step provided
only decent changes in variant allele frequency (VAF)
within one library without having to much of impact
on number and type of somatic variants, the duplicate
library experiment for 8 patient samples led to striking
differences on number and type of variants suggesting
presence of PCR artefacts during library preparation.
Indeed validations using Sanger sequencing provided
important information of how reliable were the indivi-
dual sequencing runs and how effective was to use du-
plicate library experiment and focus on those variants
that overlap between the two libraries per one patient.
Our results suggest caution is needed when assuming
somatic mutations for prognostic purpose to prevent
(pre)analytical sources of bias especially using single
library-sequencing experiment.
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2896. HISTOPATOLOGICKA DIAGNOSTIKA
AKUTNI NEMOCI STEPU PROTI HOSTITELI
Voska L., Markova M. (IKEM, Praha; UHKT, Praha)

Problémem alogennich transplantaci krvetvornych
bunék, jez zasadnim zplisobem ovliviiuje jejich vysled-
ky a mortalitu, je nemoc Stépu proti hostiteli (GVHD).
Diagnostika jeji akutni formy, zejména v casném po-
transplanta¢nim obdobi, mize byt slozitd, vzhledem
k dal$im moznym komplikacim (infekce, polékové
zmény atd.), které se klinicky mohou manifestovat
podobné nebo s akutni GVHD probihaji soucasné.
Zasadni misto zde ma biopsie postiZzeného organu
nebo tkané s histologickym vySetfenim. Akutni GVvHD
je multisystémovy klinicko-patologicky syndrom, kte-
1y se Klinicky projevuje nejcastéji v kizi, v hornim
i dolnim gastrointestindlnim traktu (CIT) a v jatrech.
Klinické ptiznaky jako kozni vyrazka, prijmy, zvrace-
ni nebo cholestaticka jaterni porucha, maji zpravidla
své histomorfologické korelaty, které lze v biopticky
adekvatné odebrané tkani obvykle dobfe rozpoznat,
a to bud pfimo z histologie, nebo za pouziti pomoc-
nych metodik, jakou je napfiklad imunohistochemie.
Neméné dilezita je pfitom klinicko-patologicka ko-
relace histologickych nalezli, nebot reakce tkané na
rizné etiologické podnéty mohou mit v fadé pripadi
velmi podobnou morfologii. Ufelem tohoto sdéleni
je souhrnny prehled aktualné pouzivanych klasifi-
kaci pro histopatologickou diagnostiku akutni GvHD
kiize, CIT a jater, vcetné diferencidlné diagnostické
rozvahy z pohledu patologa, doplnéné ilustrativnimi
ukazkami histologickych nélezli u konkrétnich paci-
entl z vice jak patnactileté spoluprace s UHKT Praha.

2854. INFUZE DARCOVSKYCH T LYMFOCYTU
JAKO CASNA INTERVENCE PO ALOGENNI
TRANSPLANTACI KRVETVORNYCH

BUNEK U 20 PACIENTU S RUZNYMI
HEMATOLOGICKYMI MALIGNITAMI:
ZKUSENOST JEDNOHO CENTRA

Krej¢i M., Racil Z,, Semerad L., Weinbergerova B.,
Robesova B. Prochazkova] Kéeﬁékova K. Mayer
J. (Interni hematologu:ka a onkologicka klmlka, LF MU

a EFN, Brno)

Uvod: Inftze darcovskych T lymfocytl (donor lym-
phocyte infusions, DLI) jsou aplikovany u nékterych
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pacientl s hematologickymi malignitami po provede-
ni alogenni transplantace krvetvornych bunék (HCT).
Hlavni terapeutické indikace DLI jsou predevsim ko-
rekce nestabilniho smiseného chimerismu (SC), dale
se DLI pouzivaji jako soucast 1é¢by relapsu po HCT. DLI
jsou aplikovany rovnéz preemptivné s cilem minima-
lizovat navrat nemoci. Optimalni terapeuticka stra-
tegie ohledné davky a casovani DLI prozatim nebyla
stanovena, tato topika zistava velmi heterogenni. Zde
prezentujeme nasSe zkusenosti s ¢asnou aplikaci DLI
u 20 pacientd (pac.) s riznymi hematologickymi ma-
lignitami po provedeni HCT. Pacienti a metody: Bylo
analyzovano 9 pac. s lymfoidnimi malignitami a 11
pac. s myeloidnimi malignitami. Indikace pro podani
DLI byly néasledujici: nestabilni smiSeny chimerismus
(12 pac., 60%), molekularni relaps nemoci po HCT
(6 pac., 30%) a pretrvavajici pozitivita minimalni zbyt-
kové nemoci (MRN) po HCT (2 pac., 10%). Median doby
od provedeni HCT do podani DLI byl 6 mésici. VSichni
pacienti byli v dobé podani prvni davky DLI v hema-
tologické remisi zakladniho onemocnéni, neméli
znamky reakce $tépu proti hostiteli (GvHD) a nebyli
1éCeni imunosupresivni terapii. Pacienti dostali DLI
v eskalovanych davkach v intervalu 6-8 tydnii. Patnact
pac. obdrzelo jednu davku DLI, tfi pac. dvé davky DLI
a dva pac. tfi davky DLI. Prvni davka DLI byla 5x10E6/
kg CD3+ bunék, druha 1x10E7/kg CD3+ buneék a tfeti
5x10E7/kg CD3+ bunék. Vysledky: Lécebnd odpovéd
po podani DLI byla dosazena u 16 z 20 pac. (80%).
Kompletni darcovsky chimerismus byl dosazen u 11
z12 pac. (92%), molekularni remise byla dosaZena u 3
z 6 pac. (50%) a MRN negativita metodou PCR byla
dosazena u 2 z 2 pac. (100%). Incidence akutni GVHD
byla hodnocena u 20 pac., 65% (13/20) mélo GVHD (stu-
perl I+II u 9 pac., stupenl III+IV u 4 pac.) Zadna dalsi
signifikantni toxicita nebyla pozorovana. S medidanem
sledovani 24 mésich od prvni davky DLI (rozpéti 5-41
meésicl) zije 70% pac. (14/20), vSech 14 je v remisi he-
matologické malignity, 6 pac. zemftelo (4x progrese,
1x plicni embolie, 1x infekce). Zavér: Podani DLI jako
Casné intervence po alogenni HCT se jevi jako nadéjny
pristup predevsim v navozeni kompletniho chimeri-
smu, celkova odpovéd je 92%. V nékterych pripadech
muZe byt aplikace DLI efektivni terapie molekularniho
relapsu nebo pretrvavajici pozitivity zbytkové nemoci
po HCT. Casné podani DLI miiZe zabranit relapsu he-
matologické malignity po alogenni HCT.
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2853. REDUCED-INTENSITY
TRANSPLANTATION (RIT) IN PATIENTS
WITH HIGH-RISK OR ADVANCED

CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA

(CLL) IN PERIOD 2011-2015: DECREASE
TRANSPLANT-RELATED MORTALITY

(TRM) IMPROVES TREATMENT RESULTS

- SINGLE CENTRE EXPERIENCE

Karas M., Steinerova K., Vozobulova V., Hrabétova
M., Lysak D., Jindra P. (Hematologicko-onkologické
oddéleni FN, Plzeii)

Background: RIT can improve treatment results in
patients (pts) with high-risk or advanced CLL but with
risk of transplant-related morbidity and mortality espe-
cially in older pts. New therapeutic agents and cellular
therapies for CLL are investigated and inhibitors of BCR
signalling show promising results in the treatment of
high-risk CLL. On the other hand over time transplan-
tation results have also improved but published re-
cent transplant results missing. To evaluate current
transplant results in CLL we retrospectively analysed
results of RIT for high-risk or advanced CLL in our cent-
re during last 5 years Patients and methods: from 1/2011
to0 12/2015 20 consecutive pts with median of age 61 years
(range: 36-65 years) with high-risk or advanced CLL
(15% 17p-/p53 mutation, 50% 11q-, 70% unmutated IgVH,
55% chemoresistant CLL, 50% relapse within 24 moths,
55% more than 2 treatment lines) underwent RIT (25%
related, 75% unrelated). HCT-CI was lower than 2in 16
(80%) pts. Source of stem cells was peripheral blood and
the conditioning regimen consisted of fludarabine and
melphalan (in 35% with ATG). Ciclosporine A and me-
thotrexate were used as GVHD prophylaxis. Results: all
patients engrafted. 14 pts (70%) developed acute GVHD
(10% grade I1I-1V) and among 18 evaluable pts 10 (56%)
of them developed chronic GVHD (17% extensive). With
median follow-up 29 moths (range 9-55 months) 13pts
(65%) are alive and 12 (55%) in CR. 4 pts (20%) relapsed
or progressed with median time to progression 20
months (range 3-25 months) and 3 (15%) of them died
with median time after progression 9 months (range
2-17 months). 4 pts (20%) died due to NRM (3 cases of
infections, 1 case heart failure). NRM till day +100 after
RIT was 10%. The estimated probabilities of 3-years PFS
and OS are 57% and 69%. The estimated probabilities
of 3-years PFS and OS for patients younger and older
than 60 years were without statistical significance.
Conclusion: in spite of relatively small number of
evaluated pts and retrospective type of analysis our
data show thatin last 5 years TRM in CLL transplanted
pts decreased (20%) in comparison with our previous

results (2006-2010 with TRM 44%). Our data also show
that RIT even in case of using unrelated donor and in
pts over 60 years of age achieves in about two thirds
of them long lasting disease control of high-risk or
advanced CLL with probability of 3-years PFS and OS
57% and 69%. These results are “comparable” with pu-
blished results of new therapeutic agents in treatment
of high-risk CLL. However, due to lack of informati-
on about the long-term effectiveness of new drugs,
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
should still remain a treatment option for patients with
high-risk CLL and low-risk of transplant procedure.

2855. TRENDY V TRANSPLANTACII
KRVOTVORNYCH BUNIEK NA SLOVENSKU
Mistrik M., Bojtirova E., Guman T., Horikova J.,
Hudecek J., Masiakova L., Simanc¢ikova 1., Sopko
L., Vranovsky A., Stecova N., Wild A., Bitorova A.
(KHaT LF UK, SZU a UN, Bratislava - SK, KHaOH UN LP,
Kosice - SK; II. DK DENsP, Bratislava - SK; KHaT MUN
a JLF UK, Martin - SK, NOU, Bratislava - SK; HO NsP
E.D.R., Banska Bystrica - SK)

Uvod: InformAcie o transplantaciach krvotvornych
kmenovych buniek na Slovensku sme si zacali vymienat
a zbierat s etablovanim transplantacného programu
od roku 1989. V dalsich rokoch rozsirilo s cielom ziskat
validne informacie o vyvoji a trendoch v oblasti klinic-
kej transplantacie krvotvornych kmenovych buniek.
VSetky transplantacné centra v SR sa zapojili a novo
zriadené centra sa pripojili ku kazdorocnému referova-
niu transplantacnej aktivity -poctu transplantovanych
chorych podla indikacie, zdroja krvotvornych buniek
a typu darcu. Metddy: V rokoch 1989 - 1997 sa evidoval
rocny pocet transplantovanych pacientov podla typu
transplantacie. Od roku 1998 sa pouzivaji na zbieranie
informacii o transplantac¢nej aktivite na jednotlivych
pracoviskach v SR tidaje z aktualnej verzie Standard-
ného formularu Eurépskej skupiny pre transplantaciu
krvotvornych buniek (EBMT). Vysledky: V rokoch 1989
-2015 sa v SR uskutocnilo 3 297 transplantacii krvotvor-
nych kmeniovych buniek (autolégne 2424, alogénne
873), z toho v rokoch 1998 - 2015 spolu 2986 transplan-
tacii: krvotvorné bunky periférnej krvi sa pouzili 2 801
krat (autolégne 2176 a alogénne 625 krat), dreriova krv
175 krat (18; 157), 5 pacientov dostalo naraz autolégne
krvotvorné bunky z periférnej krvi a z kostnej drene,
5 alogénnu pupocnikovi krv. Spomedzi 2896 chorych
lymfém malo 1004 (autoTx 921; aloTx 83), mnohopo-
Cetny myelém 856 (850; 6), akutnu leukémiu 694 (186;
508), solidny nador 230 (214; 16), chronickd myelocy-
tovi leukémiu 97 (23; 74), aplasticki anémiu 58 (0; 58)
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a vzacne indikacie pre TKB 47 pacientov (5; 42). V roku
2015 roény pocet chorych s TKB od nepribuzného darcu
(42; u dospelych 31 a u deti 11) prekrocil pocet TKB od
surodenca (31; u dospelych 25 a u deti 6), a urobilo sa
viac autotransplantacii pre mnohopocetny myelém (67)
ako pre lymfoproliferativne choroby (54). Od r. 1996 do
marca 2015 sa na KHaT v Bratislave 177 chorych podro-
bilo jednej TKB pre mnohopocetny myelém a 55,8% ma
pravdepodobnost 5 rocného celkového prezivania a me-
dian celkového prezivania 74,4 mesiacov. Mortalita
do 100 dni bola 1,6% (3 zo 177), pricom v podskupine 97
chorych mladsich ako 60 rokov bola mortalita do 100
dni nulova. Zaver: Dlhodobé sledovanie poskytuje in-
formacie o vyvoji a stave transplantacného programu
krvotvornych buniek v SR. Hlavné zmeny st v type dar-
cov, kde v ramci alogénnej TKB prevazuju nepribuzni
darcovia, a vindikaciach TKB, kde pri autolégnej TKB
sa stal najcastejSou diagnézou mnohopocetny myelém.

2852. OUTCOME OF ALLOGENEIC
HEMATOPOIETIC STEM CELL
TRANSPLANTATION IN NORMAL
KARYOTYPE AML WITH NPM1 MUTATION

IN COMPLETE REMISSION IS NOT

AFFECTED BY FLT3/ITD POSITIVITY -
POTENTIALLY CRUCIAL IMPORTANCE

OF PRE-TRANSPLANT LEVEL OF

MINIMAL RESIDUAL DISEASE

Karas M., Steinerova K., Hrabétova M., Pachner
M., Jungova A., Lysidk D., Jindra P. (Hematologicko-
onkologické oddéleni FN, Plzeii)

Background: detection of FLT3/ITD in normal ka-
ryotype (NK) AML even in case of NPM1 mutation
affects negatively prognosis of AML patients (pts)
treated with intensive chemotherapy alone. But im-
pact of FLT3/ITD positivity in the setting of allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (alloHSCT) in
pts with NK AML with NPM1 mutation in complete re-
mission (CR) is less clear. With the aim to evaluate the
potential role of FLT3/ITD positivity in NK AML with
NPM1 mutation on the outcome of alloSCT we compa-
red alloHSCT results in pts with NK AML with NPM1
mutation in CR with alloHSCT results of pts with NK
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AML in CR with NPM1 mutation and concurrent FLT3/
ITD positivity transplanted in our centre from 2005.
We also tried to identify the impact of other known
pre-transplant prognostic factors on alloHSCT out-
come in this cohort of pts. Patients and methods: from
2/2005 to 9/2014 60 consecutive pts with median of
age 54 years (range, 30-66 years) with normal normal
karyotype AML harboring NPM1 mutations - 53% FLT3/
ITD positivity - in 1st CR (45 pts) and 2nd CR (15pts)
underwent myeloablative (16 pts) or reduced-intensity
(44 pts) alloHSCT (27% HLA identical related, 50% HLA
matched unrelated, 23% HLA mismatched unrelated).
Source of stem cells was in 80% peripheral blood and
in 20% bone marrow. Pre-transplant prognostic factors
(age, type of donor, donor recipient sex combination,
CMV status, type of conditioning regimen, source of
stem cells, number of CR, FLT3/ITD status and MRD
level before alloHSCT - determined using quantitative
real-time polymerase chain reaction for detection of
NPM1 mutations) were included in the univariate and
multivariate statistical analysis. Results: all pts fully
engrafted with ongoing CR after alloHSCT. 36 pts (60%)
developed aGVHD and 24 pts (40%) developed chG-
VHD. With median follow-up 52 months (range, 4-101
months) 35 pts (58%) are alive. 16 pts (27%) relapsed
and 13 of them died. 12 pts (20%) died due to NRM.
The estimated probabilities of 3-years EFS and OS are
54% and 59%. Statistical analysis showed that only
age over 63 years and MRD level affected alloHSCT
outcome in univariate and multivariate analysis.
FLT3/ITD positivity did not influence alloSCT results.
Pre-transplant MRD level 10 NPM1mut/10000 ABL
copies had the strongest statistical significance. The
estimated probabilities of 3-years relapse incidence,
EFS and OS were for pts with low MRD level (< 10
NPMIlmut copies) 6%, 72% and 75% and for pts with
high MRD level (> 10 NPM1mut copies) 48%, 35% and
40%. Conclusion: our data show that FLT3/ITD positivi-
ty did not influence alloSCT results in pts with NK AML
with NPM1 mutation in CR and also show that level
of MRD in pts with normal karyotype AML harboring
NPM1 mutation in CR provides important prognostic
information, which as an independent prognostic
factor predicts transplant results.
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MALIGNI LYMFOMY/
CHRONICKA LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

2940. NON-HODGKINOVY LYMFOMY

V CESKE REPUBLICE - TRENDY

V EPIDEMIOLOGII A LECBE

Trnény M., Campr V., Janikova A., Belada D.,
Prochazka V,, Mécikova H., Pirnos J., Kubackova K.,
Duras )., Barsova L., Pukyova J., Brejcha M., Vokurka
S., Adamova D., Bar R., Starostka D., Chodacka
M., Kessler P., Pytlik R., Dusek L., BenesSova K.,
Sykorova A., Dlouha J., Blahovcova P., Boudova L.
(1. interni Klinika VEN, Praha; FN Motol, Praha; EN, Brno;
EN, Hradec Kralové; FN, Olomouc; FN Kralovské Vinohrady,
Praha; Nemocnice, Ceské Budéjovice; FN, Ostrava; KN,
Liberec; MN, Usti nad Labem; KOC, Novy Jicin; EN, Plzeii;
SN, Opava; Nemocnice, Tdabor; NsP, Havirov, Nemocnice,
Chomutov; Nemocnice, Pelhfimov; VFN, Praha; Narodni
onkologicky registr, Praha; Datacentrum KLS, Praha)

Non-Hodgkinovy lymfomy (NHL) jsou nejcastéjsi
krevni malignitou s incidenci kolem 15 na 100.000
obyvatel, spolu s dalsimi lymfoproliferacemi, jako je
CLL a HL fazenymi dle WHO do skupiny lymfom1, in-
cidence dosahuje 23na 100.000 obyvatel. Kooperativni
lymfomova skupina (CLSG - Czech Lymphoma Study
Group) zacala od roku 1999 prospektivné budovat da-
tabazi nové diagnostikovanych pacientdi (pac.) s NHL
(Lymphoma Project CLSG - LP-CLSG). V pfedklddaném
sdéleni analyzujeme incidenci a vysledky 1é¢by u NHL
za 15 let. Metodika: Pro popis vyvoje incidence a mor-
tality na zakladé populacnich dat byla pouzita data
z Narodniho onkologického registru (NOR) a UZIS. LP-
-CLSG umoznil zadavani dat z doby diagnézy, relapsit
a sledovani. Do analyzy byli zafazeni pouze nemocni
s hist. ¢tenim z referen¢niho centra - RC (7 center). LP-
-CLSG pokryva zhruba dvé tfetiny vSech nové diagnos-
tikovanych NHL, vice nez 17 center zatadilo 50 a vice
nemocnych. Vysledky: Incidence a mortalita resp. se
vyvijela nasledovné. V roce 1981 byla 6,1 a 3,6 resp.,
v roce 200110,8 a 6,0 resp. a v roce 201113,5a 5,3 (po-
Kkles) resp., vzdy na 100 000 obyvatel. Do LP-CLSG bylo
celkem zafazeno 11 828 nemocnych diagnostikovanych
v letech 1999-2014, u 10 333 byla diagnéza stanovena
v RC s potvrzenim diagnézy B- nebo T-NHL. Difuzni
velkobunécény lymfom (DLBCL) byl nejéastéj§im pod-

typem s 4187 pac. (40,5 %), nasledovany folikularnim
lymfomem (FL) s 1969 (19,5 %) pac., lymfomem z mar-
ginalni zény (MZL) s 885 (8,6 %) pac., lymfomem z plas-
tovych bunék (MCL) s 857 (8,3 %) pacienty, lymfomem
z malych lymfocyt (SLL) s 393 (3,8 %). Dalsich 1252
(12,5 %) pac. mélo jiny typ B-NHL nebo nebyli blize
Klasifikovani. Skupinu nemocnych s T-NHL tvotilo 283
(2,7 % ) pac. s PTCL NOS, 198 (1,9 %) pac. s ALCL a 309
(3,0 %) pac. mélojiny typ T-NHL. Vékovy medidn celého
souboru byl 62 let (17-97) a bylo stejné zastoupeni muzta
(51,2 %) a Zen (48,8 %). Celkem 9 718 nemocnych mélo
dostatecna data 1é¢by a sledovani. Median celkového
preziti (OS) B-NHL byl 13,0 let, median preziti T-NHL
3,4 roku. Median OS B-NHL 1é¢enych chemoterapii byl
8,7 roku, pouZiti rituximabu (R) a chemoterapie vedlo
ke 36% snizeni rizika imrti - median OS nebyl dosazen
(HR 0,64, p<0,0001). Vyznamny podil na tom mélo
zlepSeni u pacienti s DLBCL s medianem OS 5,9 roku
po chemoterapii ve srovnani s nedosaZzenim medianu
OS pfi imunochemoterapii, se snizenim rizika imrti
044 % (HR 0,56, p<0,0001). Prfidani R k chemoterapii
vedlo k signifikantnimu sniZeni rizika tmrti u FL 0 24 %
(HR 0,76, p=0,012), u SLL 0 40 % (HR 0,60, p<0,01)
aMCLo033%(HRO0,67, p<0,001). Pfi hodnoceni dopadu
pridani R do 1é¢by MZL nebylo zlepSeni signifikantni.
Pfi hodnoceni celkového dopadu pfidani R do 1é¢by
na celou populaci NHL bylo pozorovano signifikantni
zlepseni pfeziti nemocnych diagnostikovanych v letech
2009-2014 ve srovnani s lety 1999-2001. Riziko tmrti
bylo sniZeno 014 % (HR 0,86, p<0,001). To bylo zptiso-
beno zejména sniZenim rizika amrti u B-NHL 0 13 %
(HR 0,87, p<0,005). U T-NHL byl pozorovan trend s HR
0,82, ktery vSak nebyl signifikantni (p=0,2). Zavéry: 1.
V pribéhu poslednich 30 let doslo ke zvySeni incidence
NHL v CR 0100 %, mortalita vSak od roku 2001 zacala
Klesat. 2. Analyza LP-CLSG v letech 1999-2014 ukazala
signifikantni zlepSeni osudu nemocnych zafazenim
cilené terapie (rituximab) do 1é¢by. Jednalo se zejmé-
na o DLBCL s HR 0,56, FL s HR 0,76, MCL s HR 0,67
a SLL s HR 0,60. To se projevilo zlepSenim OS v celé
populaci NHL. Nelze vsak vyloucit i jiné faktory, ne-
bot i u T-NHL bylo pozorovano zlepseni (HR 0,80), byt
nebylo signifikantni.
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2972. MOZNOSTI DIAGNOSTIKY

A DIFERENQIA'LNI' DIAGNOSTIKY
B-LYMFOMU S INTERMEDIARNIMI

RYSY MEZI DLBCL A BL

Campr V., Mrhalova M., Kalinova M., Kodet R. (Ustav
patologie a mol. mediciny, FN Motol, Praha)

Burkittiv lymfom (BL) a difuzni velkobunécny
B-lymfom (diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL) jsou
v klasifikaci WHO jednoznacné definované kategorie
agresivnich B-lymfomi, které maji odlisné morfolo-
gické a klinické charakteristiky, v pfipadé dospélych
pacientd vyzaduji odliSny terapeuticky pfistup a ma-
ji riznou prognézu. Jejich odliSeni je tak krucialni.
Mezi obéma jednotkami existuje pomérné uzka ,Seda
z6éna“ pripadt s hrani¢ni morfologii a molekularnimi
zmeénami, pro kterou klasifikace WHO navrhla termin
»heklasifikovatelny B-lymfom s rysy intermedidrnimi
mezi DLBCL a BL“ (B-cell lymphoma, unclassifiable,
with features intermediate between DLBCL and BL,
BCLU). BCLU tedy neni nosologicka jednotka, ale je to
~waste basket“ pro heterogenni skupinu nadora ne-
splnujicich kritéria pro DLBCL ¢i BL, ktera umoznuje
jejich samostatnou analyzu a soucasné brani, aby je-
jich pfitomnost ovlivnila vysledky studia sestav dobfe
definovanych DLBCL ¢i BL.

Burkittuv lymfom je definovan jako vysoce ag-
resivni ne-Hodgkin@iv lymfom tvofeny monomorf-
nimi B-lymfocyty. Nadorové elementy jsou stfedni
velikosti a maji viceCetna drobna jadérka. Mitoticka
a apoptoticka aktivita jsou silné vyjadrené. Pravidlem
je obraz ,,hvézdného nebe“, ktery je na pozadi tmavsi
nadorové populace tvofen disperznimi svétlymi his-
tiocyty fagocytujicimi apoptotické buriky. Klasicky
BL je pozitivni pfi prikazu znakl zralého periferniho
B-lymfocytu CD20, CD79a, PAX5 a CD22 a ma membra-
novou expresi IgM, negativni je TdT. Silnou expresi
CD10 a BCL6 nadorové buriky odpovidaji bunkam za-
rodec¢nych center (germinal center, GC). Negativni
jsou BCL2 a MUM1/IRF4, slaba nebo parcidlni exprese
jednoho z téchto znakd v§ak sama o sobé diagnézu BL
nevylucuje. Prolifera¢ni index stanoveny pomoci Ki67/
MIBL je prakticky 100 %. Definujici je pfestavba genu
MYC, nejcastéji v ramci reciproké translokace t(8;14)
(q24;932) resp. jejich variant t(2;8)(p12;q24) a t(8;22)
(g24;ql1), ktera je spojena s imunohistologicky deteko-
vanou expresi proteinu MYC. Karyotyp BL typicky neni
komplexni, pfestavby genti BCL2 ¢i BCL6 se neprokazuji.

Difuzni velkobunéény B-lymfom je tvofen velky-
mi bunikami charakteru centroblastt ¢i imunoblasti,
pripadné mohou byt anaplastické az RS-like. Nador
exprimuje znaky zralého B-lymfocytu. Proliferace je
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vysoka a nékdy presahuje 95 %. Pomoci tzv. schématu
Hansové je imunohistologicky mozno rozli§it GC-like
subtyp s expresi CD10 a BCL6 a nonGC-like subtyp CD10
negativni a MUMI pozitivni. Tyto dvé skupiny se zhru-
ba kryji se subtypem s genovym expresnim profilem
bunék zarode¢nych center (GCB) resp. postgerminal-
nich aktivovanych B-bunék (ABC). Zejména u nonGC-
-like subtypu je bézna exprese BCL2 ¢asto s koexpresi
MYC, pficemz prestavba MYC se prokazuje max. u10 %
ptipadi DLBCL. Morfologicky typicky DLBCL s prestav-
bou MYC do kategorie BCLU nepatfi. Karyotyp DLBCL je
komplexni, béZna je prestavba BCL6 ¢i BCL2. Nadorové
buriky byvaji silné atypické, ale mohou byt i i dosti
uniformni, velikosti srovnatelné s elementy BL a pii
vysokém prolifera¢nim a apoptotickém indexu se mize
tvofit obraz ,,hvézdného nebe“. OdliSeni DLBCL s GC-
-like imunofenotypem od BL je nékdy obtizné a v ¢as-
ti pfipadli se nedaii nador presné klasifikovat. Tyto
pripady se dfive oznacovaly jako ,atypicky Burkittiv
lymfom* ¢i ,,Burkitt-like lymfom®*. Pro konfiiznost
termind se Spatnou reprodukovatelnosti klasifikace
WHO jejich pouzivani nedoporucuje a preferuje zara-
zeni nddort do kategorie BCLU.

Problematiku diferencialni diagézy DLBCL vs. BL
vs. BCLU lze shrnout do ¢tyf hlavnich okruhd.

1. Pripady s morfologii intermediarni mezi
DLBCL a BL. U nadord s intermediarni morfologii
a GC-like imunofenotypem negativita BCL2, prolife-
race nad 95 % a izolovana prestavba MYC svédci spise
pro BL. Naproti tomu pozitivita BCL2, proliferace do 90
% a nepritomnost pfestavby MYC pii event. prestavbé
BCL6 ¢i BCL2 fadi nddor do kategorie DLBCL. Jako BCLU
se oznaci pripady s proliferaci nad 95 %, expresi BCL2,
komplexnim karyotypem a prestavbou MYC at jiZ ty-
pickou (kdy jsou partnerem imunoglobulinové geny)
tak atypickou (s jinymi partnery).

2, BL s atypickym imunofenotypem, zejména
s expresi BCL2. Pokud u nadoru s jinak typickymi rysy
BL neni pozitivita BCL2 spojena s prestavbou genu
(a jednalo by se tedy o double hit lymfom resp. BCLU),
ale je zplisobena jinymi pfic¢inami, jedna se o BL.

3. BL s typickym imunofenotypem bez pfestavby
MYC, Doporucuje se provadét vysetieni FISH vice son-
dami a event. doplnit cytogenetické vysSetfeni. Pokud
je nepritomnost zlomu jedinym abnormalnim rysem,
miiZe se tumor oznacit jako BL. V opa¢ném piipadé se
jedna o BCLU.

4, Lymfomy se dvéma a vice translokacemi. Jako
BCLU se Klasifikuji vSechny lymfomy jakékoli morfo-
logie, u kterych se soucasné prokaze prestavba MYC
a BCL6 resp. BCL2, event. vzacné CCNDI, oznacované

v vz

,double hit“ lymfomy (DHL). Mens$i ¢ast DHL vznika
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transformaci folikularniho lymfomu, kdy se pfestavba
MYC objevuje v nadorové populaci s t(14;18). Vzacné
jsou popsany ptipady s tfemi prestavbami (,,triple hit“
lymfomy).

Zavér, V dobte definovanych jednotkach BL a DLBCL
ma diagnostika opfena o komplexni vySetfeni pevné
mantinely. BCLU tvoii smésice riznorodych ndlezi,
které se odklanéji od BL a DLBCL. Lze oCekavat, Ze s roz-
vojem metod typu sekvenovani nové generace se podari
charakterizovat jednotlivé varianty BCLU a zpfesnit
jejich diagnostiku, tak aby byla relevantni pro klinické
rozhodovani a predikci odpovédi na 1écbu.

,Podporeno projektem (Ministerstva zdravotnictvi) koncepcni-
ho rozvoje vyzkumné organizace 00064203 (FN Motol)“

2952. SOl!éASNE STANDARDY

V URCOVANI KLINICKEHO STADIA

A HODNOCENI LECEBNE ODPOVEDI

U NEMOCNYCH S MALIGNIMI LYMFOMY
Sykorova A., Pytlik R., Mécikova H., Belada D.,
Benesova K., Papajik T., Janikova A., Silek D.,
Prochazka V., Vokurka S., Campr V., Klener P.,
Kubackova K., Trnény M. (IV. interni hematologickd
Klinika, FN a LF UK, Hradec Kralové; 1. interni Klinika,
1.LF UK a VEN, Praha; Interni hematologicka klinika, FN
Krdlovské Vinohrady a 3. LF UK, Praha; Hematoonkologickad
klinika, FN, Olomouc; Interni hematologickd a onkologickd
Kklinika, FN, Brno; Hematologicko - onkologické oddélenti,
EN, Plzeii; Ustav patologie a molekuldrni mediciny, 2. LF UK
a FN Motol, Praha; Onkologicka klinika, FN Motol, Praha)
Uvod: Prognéza nemocnych s malignim lymfomem
je zavisla na histologickém/molekuldrné- genetickém

podtypu lymfomu, prognostickych faktorech a pfede-
v$im ji vyznamné ovliviiuje kvalita dosazené 1é¢ebné
odpovédi. Prognostické faktory jsou specifické pro urci-
té typy lymfom a vétSinou zahrnuji klinické stadium,
vék, télesnou kondici, a hodnotu laktatdehydrogenazy
(LDH). [1-4, 5] Dllezitym rizikovym faktorem ve vét§iné
prognostickych indexech je rozsah onemocnéni, které
je zakladem pro hodnoceni 1é¢ebné odpovédi.

Soucasné standardy urcovani klinického stadia
a hodnoceni 1é¢ebné odpovédi jsou zaloZzeny na tzv.
»Luganské klasifikaci 2014“. [6,7] Tato klasifikace by-
la podrobena diskusi a konsenzualnimu stanovisku
k jejimu praktickému pouziti v roce 2015 na vyrocnim
zasedani Kooperativni lymfomové skupiny (KLS) a pred-
kladané doporuceni je vysledkem tohoto konsenzu.
Doporuceni v plném rozsahu bylo v lednu roku 2016
prijato k publikaci do ¢asopisu Klinicka Onkologie. [8]

Urcovani rozsahu onemocnéni: K urcovani rozsa-
hu onemocnéni se pouziva fyzikalni vySetfeni spole¢né
se zobrazovacimi metodami. Ze zobrazovacich metod
ma dominantni postaveni PET/CT vySetfeni, které na-
hradilo samostatné CT vySetfeni, a to nejen u difuzniho
velkobunécného B - lymfomu (DLBCL) a Hodgkinova
lymfomu (HL), ale i u fady dal$ich lymfom. [9-11] PET/
CT vySetfeni se nedoporucuje provadét u (¥F)FDG nea-
vidnich lymfom - tj. ulymfomu z malych lymfocyti,
koznich lymfomi, Waldenstromovy makroglobuline-
mie/lymfoplasmocytarniho lymfomu, lymfomu z mar-
ginalni zény, pokud u téchto diagnéz neni suspekce na
transformaci onemocnéni nebo mimokozni postizeni
(v pripadé primarné koznich lymfom). [7]

Na podkladé rozsahu onemocnéni urceného zob-
razovacimi metodami se urcuje klinické stadium dle

Tabulka 1: Revidovand Ann Arbor klasifikace dle IWG z roku 2014 a doplnéng, resp. modifikovana klasifikace dle Kooperativni lymfomové skupi-

ny CR (toto oznacené kurzivou)

uzlin na téze strané branice

Stadium | postizeni 1 oblasti lymfatickych uzlin nebo 1 extralymfatického organu (IE)

lokalizované postizeni'1,velkého™ extralymfatického organu (IE)

Jakékoliv (lokalizované, diseminované, difuzni) postizeni 1,,malého” extralymfatického organu (IE)
Stadium Il postizeni 2 nebo vice skupin lymfatickych uzlin na téze strané branice nebo

stadium I a Il s postizenim sousedniho extralymfatického organu (IIE) véetné postizeni 1 nebo vice skupin lymfatickych

lokalizované postizeni 1, velkého “extralymfatického organu s postizenim LU na stejné strané branice (IIE)
Jakékoliv postizeni' T,,malého” extralymfatického organu a postizeni LU

na stejné strané branice (IIE)

Stadium II',, bulky* Stadium II's ,bulky“ postizenim

Stadium IlI postizeni lymfatickych uzlin nebo organli na obou stranach branice, které mdze byt provazeno postizenim sleziny (l1IS)
lokalizované postizeni 1, velkého extralymfatického organu s postizenim LU na obou strandch branice (IIIE)
Jakékoliv postizeni' T,,malého” extralymfatického organu postizeni LU na obou stranach branice (/IIE)

Stadium IV pridatné postizeni extralymfatické tkané (postizeni nesousedicich extranodalnich organd)

diseminované ¢i difuzni postizeni, velkého extralymfatického organu
Jakékoliv postizeni vice nez 1 extralymfatického organu s nebo bez postizeni LU

s nebo bez postizen/ LU

Legenda: ,velké” EN organy - jatra, plice, mezotel (pleura, pobrisnice, perikard), kostra, mékké tkane. ,,malé” EN organy - jiné nez,velké” organy. E - extranodalni postizeni
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Tabulka 2 ,,Deauville” kritéria pro hodnoceni metabolické odpovédi
u PET/CT vysetfeni

Cislo Skaly Charakteristika zachytu (18F)FDG
1 Bez "PFDG zachytu v tkani

Zachyt ®PFDG <= mediastinum

Zachyt ®PFEDG > mediastinum ale < v jatrech
Zachyt ®PFDG lehce > jatra

Zachyt ®PEDG vyznamné > jatra a/nebo nové léze

<|lo|x|[w ]|

Nové lokalizace zachytu ®PFDG nesouvisejici
s lymfomem

modifikované Ann Arbor klasifikace. V ,Luganské
Kklasifikaci“ z roku 2014 je pfedstavena nova modi-
fikace AA klasifikace, kdy stadium I a II je lokalizo-
vanym, stadium III a IV pokroc¢ilym onemocnénim
a navic je zvlast vyclenéno klinické stadium II s pti-
tomnosti masivniho postiZeni (tzv. KS II s , bulky*
postiZzenim). Toto ,intermediarni“ klinické stadium
vSak nema jednotny vyznam. [6] Tabulka 1 ukazuje
revidovanou AA klasifikaci z roku 2014 pro primarné
nodalni lymfomy.

Hodnoceni masivniho postiZeni (tzv. ,bulk): Pfitomnost
masivniho postiZeni je u nékterych lymfomu negativ-
nim prognostickym znakem. Velikost ,,bulku® neni
soucasnymi kritérii jednoznacné definovana a hodnoti
se v zavislosti na typu lymfomu (Hodgkintv vs. Non-
-Hodgkindv lymfom).

Urcovdni extranoddiniho postiZeni: Revize kritérii z roku
2014 neprispéla k urcovani rozsahu onemocneéni s extra-
lymfatickym postizenim, proto KLS doporucuje se ridit
u extralymfatického postizeni dohodou z roku 2010,
kdy extranodalni organy jsou z praktického hlediska
rozdéleny na tzv. ,malé“ a,velké*, pro které byl zvolen od-
lisny ptistup k urcovani rozsahu onemocnéni z divodu
rozdilného klinického dopadu pfi jejich postizeni [12,
obrazek 1]. Oznaceni ,,E“ je dle novych kritérii z roku
2014 doporucovano uvadét u extralymfatického posti-
Zeniu casnych stadii I bez nodalniho postizenia u st. II
snodalnim postizenim Sificim se ,,per continuitatem*
extralymfaticky.

PostiZeni a velikost sleziny/jater: Slezina je oznacena za
postizenou lymfomem, pokud je zvétSena v podélné
ose > 13 cm a/nebo je pfitomna PET pozitivita a/nebo
jsou pfitomna loZiska ve sleziné a/nebo probéhla histo-
logicka verifikace postizeni. [6,12,13] Pro postiZeni jater
plati stejné podminky, ale samotna hepatomegalie
neznamena postizeni lymfomem. [6,12]

Vysetreni kostni drené: Dle soucasného standardu dle
revidovanych Kkritérii z roku 2014 doslo ke zméné po-
zadované velikosti vzorku dfené z 20 mm na 25 mm
z jednostranné biopsie. [6]
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Vysoka senzitivita PET/CT vySetfeni pfi postizeni
dfené vedla k otazce, zda je nadale tfeba provadét
histologické vySetfeni dfené u vSech typa lymfoma.
Doporuceni je takové, Ze u Hodgkinova lymfomu se
vySetfeni dfené neprovadi, pokud bylo provedeno PET/
CT vySetfeni. VySetfeni dfené neni nové vyzadovano
ani u difuzniho velkobunécného B - lymfomu, pokud
nas nezajima eventualni diskordantni nalez ve dfeni
a pokud neni pacient zarfazen do klinické studie, kde je
trepanobioptické vySetfeni poZzadovano. Dle konsenzu
KLS dfen ale nadale vySetifujeme pro riziko PET/CT fa-
le$né negativity/pozitivity ¢i pro moznost pritomnosti
diskordantniho nalezu ve dfeni. [6] U vSech lymfomu
s nizkym stupném malignity a u lymfomd z bunék
plasté je nadale doporuceno bioptické vysSetfeni diené
provadét.

B - symptomy: Dle novych doporuceni z roku 2014 se
doporucuje pritomnost ,,B“ pfiznakd uvadét pouze
u Hodgkinova lymfomu, kde maji prognosticky vy-
znam. U NHL se nové uvadét nemusi, nebot nejsou
soucasti zadného prognostického indexu, a tak nemaji
zadny vliv na prognézu. [6] KLS ale doporucuje pfitom-
nost ¢i nepritomnost B - symptoma do dokumentace
zaznamenavat i u NHL na zakladé zkuSenosti, Ze jejich
pretrvavani v pribéhu 1é¢by mtize byt znadmkou nedo-
statec¢né klinické odpovédi a jejich znovuobjeveni mize
predchazet jinym projeviim relapsu.

Vstupni hodnoceni a hodnoceni 1é¢ebné odpo-
védi u (8F)FDG PET avidnich lymfom - kvalitativni
hodnoceni PET/CT dle ,,Deauville kritérii“ - rok 2014
[7]: Vysledek vstupniho zachytu (8F)FDG v postiZenych
oblastech je stéZejni pro hodnoceni metabolické od-
povédi ptfi hodnoceni 1écebné odpovédi jak v pribéhu
1é¢by (v soucasnosti pfedevsim v klinickych studiich),
tak po jejim skonceni. Hodnoceni PET nalezu je v sou-
Casné dobé hodnoceno vizualni pétistupriovou $kalou
koncipovanou nal. Mezinarodnim pracovnim setkani
tykajici se pouziti PET vySetfeni u lymfomu v Deauville
v roce 2009. [14-16] Charakteristika kritérii je uvedena
v tabulce 2.

Kooperativni lymfomova skupina doporucuje
pro hodnoceni 1écebné odpovédi pouzivat revidova-
na Chesonova kritéria z roku 2014 zaloZena u vétsiny
lymfomt na PET/CT vySetfeni. Vzhledem k tomu, Ze
stale neni mozné PET/CT pouzit ve vSech indikovanych
ptipadech a vzhledem k tomu, Ze je nashromazdéno
velké mnozstvi dat u nemocnych, kde pro hodnoceni
byla pouzita starsi 1é¢ebna kritéria, doporucuje KLS pri
slovnim hodnoceni odpovédi pouzit jak hodnoceni dle
CT, tak dle PET (pfiklad: dle CT parcialni remise, PET
negativni, celkové tedy kompletni remise).
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Tabulka 4: Zjednoduseni tabulky 3 - ,PET/CT kritéria“ (Cheson 2014)

V prabéhu lécby CR Dobra Iécebna odpoved Pokles akumulace (18F)FDG = PR
Stejna akumulace (18F)FDG = SD
Zvyseni akumulace (18F)FDG ¢i
nova léze = PD

Na konci [é¢by CR Sporna pozitivita Pokles akumulace (18F)FDG = PR

(vs.CR) Stejnd akumulace (18F)FDG = SD
Zvyseni akumulace (18F)FDG ¢i

nova léze = PD

Legenda: CR - kompletni remise, (18F)FDG -18 - fluorodeoxyglukoza, PR - parcialni remise, SD - stabilni choroba, PD - progrese

Vstupni hodnoceni a hodnoceni 1é¢ebné odpo-
védi u (®F)FDG PET neavidnich lymfomu dle CT:
Samostatné CT vySetfeni a tzv. ,,CT kritéria“ se uzivaji
u (B8F)FDG neavidnich ¢i variabilné (3F)FDG avidnich
subtypl lymfoml u nemocnych bez vstupniho (*¥F)
FDG PET/CT vySetieni nebo se vstupné negativnim (*F)
FDG PET/CT vySetfenim. Pfi CT vySetfeni se vstupné
hodnoti az 6 nejvétsich dvojrozmérné métitelnych
1ézi z riznych oblasti ve 2 na sebe nejdelsich kol-
mych rozmérech. Do hodnoceni musi byt zavzato
mediastinalni a retroperitonedlni postiZzeni, pokud je
pritomno. Vstupné tedy zjistime velikost SPD (sum of
products diameters), ktery je definovan jako soucet
nasobk® dvou na sebe kolmych nejvétsich rozmért
u 6 nejvétsich uzlin nebo uzlinovych infiltrath/ex-
tranodalnich méfitelnych 1ézi. [6,17,18] V pripadé
nepritomnosti méritelné 1éze se za neméritelnou 1ézi
povazuje postiZeni dfené a difuzni postiZeni dalSich
extranodalnich tkani (napf. ktze, jatra, ledviny,
mezotel atp.).

Dle novych doporuceni z roku 2014 je velikost nor-
malni uzliny pfi hodnoceni 1é¢ebné odpovédi simplifi-
kovana (<1,5 cm v nejdelsi ose). [6] Pfi iplné odpovédi

Tabulka 5: Zjednoduseni tabulky 3 - ,,CT kritéria“ (Cheson 2014)

musi slezina regredovat < 13 cm v podélné ose, velikost
jater neni definovana. [6]

Tabulka 3 shrnuje revidovana doporuceni pro hod-
noceni 1écebné odpovédi z roku 2014 podle PET/CT ve
srovnani s CT vySetfenim. Tabulky 4 a 5 ukazuji zjed-
nodusend ,,PET/CT a CT kritéria“.

Zaveér:

Soucasna , Luganska Kklasifikace 2014“ vznikla s ohle-
dem na $iroké pouzivani metody PET/CT, kdy 1écebna
odpovéd dle PET/CT je v soucasné dobé nejvyznamneé;j-
$im prognostickym faktorem u nemocnych s lymfomy.
Standardizace kritérii pro urcovani klinického stadia
a lécebné odpovédi u malignich lymfom vede ke zlep-
Senému hodnoceni rozsahu onemocnéni a odpovédi na
1é¢bu a napomaha hledani ticinnéjsiho zplisobu terapie
ke zlepSeni prognézy pacientd s timto onemocnénim.
Slouzi k jednotnému hodnoceni vysledkd klinickych
studif a soucasné zjednodusuje praci regulacnim agen-
turam (EMA, SUKL) v procesu registrace novych 1é¢iv.
Zaroven umoznuje i hodnoceni 1é¢ebnych vysledki
mimo klinické studie, napfiklad v ramci lymfomového
projektu Kooperativni lymfomové skupiny - prospektiv-

Lécebna odpovéd  Charakteristika zachytu (18F)FDG

CR LU <1,5 cm, nepfitomné EN postizeni, nepfitomna nova Iéze ¢i neméfitelna léze, normalnf velikost jater a sleziny (slezina
<13 cm), negativita diené (imunohistochemie)

PR =50%redukce SPD 6 LU/EN lézi, Iéze > 5x5mm se zapocitavaji do kalkulace
neméritelnd léze - nepritomna/normalni/v regresi, nepfitomna nova léze
Slezina - regrese v délce >50 %, dien irelevantni

SD Nesplnuje kritéria CR, PR, PD

PD Uzlina/1éze > 1,5cm v jakékoliv ose a = 50% zvétseni nejdelsiho rozméru uzliny/Iéze oproti nadiru a zvétseni nejdelsiho

nebo nejkratsiho rozméru oproti nadiru: 0,5cm pro léze < 2 cm, 1cm pro 1éze > 2 cm.

Progrese méfitelné léze.

Nové nebo rekurentni postizeni drené.

Nova uzlina >1,5 cm a/nebo nova EN léze > 1cm.

Zvétseni délky zndmé splenomegalie o0 > 50 % nebo zvétSeni normalni velikosti sleziny > 2 cm v délce.

Legenda: LU - lymfaticka uzlina, EN - extranodalni, IHC - imunohistochemie, CR - kompletni remise, PR - parcidlni remise, PD - progresivni choroba, S - slezina, SPD (sum of products dia-
meters = soucet nasobkl dvou na sebe kolmych nejvétsich rozmérh u 6 nejvétsich uzlin nebo infiltratd/1ézi).
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«Malé" EN organy (Gtitns #liza, déloha, slinivka bfisni,
jednostranné postizeni slinné zZlazy, nadledviny, ledviny atd.)

Klinické stadium (KS) se oznacuje jako pfisluiné stadium dle
uzlin + ,E* bez ohledv na rozsah postizeni EN organu (lokalizovar

diseminované, difuzni postiZeni).

n IE

r postizeni EN organu a LU
= stadium IIE a IlIE

er .. . Postizeni > 2 EN organ0 = stadium IV

v

.Velké" EN organy (plice, jitra, kostra, mékké tkané,
mezotel — pleura, perikard, pobfisnice)

Pri lokalizovaném postizeni ,velkého" orgéanu (1 loiis
stadium (KS) urcuje dle rozsahu postizeni LU a pridav
Pfitomnost 2 a vice loZisek anu nebo difuzni pos
hodnoti jako stadium | z ohledu na postizeni LU.
~
1 loZisko = stadium IE
A
B
1 loZisko a LU — dle LU + ,E" = stadium IIE a IlIE
o
E
2 a vice loZisek nezavisle na LU = stadium IV
_ -/

Obrazek 1: Dohoda KLS pro urcovani klinického stadia u NHL s extralymfatickym sifenim dle Ann Arbor klasifikace a modifikované Ann Arbor

klasifikace, stadium IE vs. IVE

Legenda: LU - lymfaticka uzlina, EN - extranodalni, IHC - imunohistochemie, CR - kompletni remise, PR - parcialni remise, PD - progresivni choroba, S - slezina

né vedené databazi nové diagnostikovanych pacientti
s lymfomy. Revize kritérii v roce 2014 pfinesla fadu
zjednoduseni a upfesnéni v hodnoceni rozsahu one-
mocnéni a hodnoceni 1é¢ebné odpovédi, ale soucasné
z{istavaji nezodpovézené otazky k diskusi, které by mély
byt pfedmétem dalsi revize v budoucnu.

POUZITA LITERATURA:

Shipp MA. Prognostic factors in aggressive non-Hodgkin's lymphoma:
who has ,high-risk” disease? Blood 1994; 83(5):1165-73.

Sehn LH, Berry B, Chhanabhai M et al. The revised International
Prognostic Index (R-IPI) is a better predictor of outcome than the stan-
dard IPI for patients with diffuse large B-cell lymphoma treated with
R-CHOP. Blood 2007; 109(5).1857-1861.

Solal-Céligny P, Roy P, Colombat P et al. Follicular lymphoma internati-
onal prognostic index. Blood 2004, 104(5):1258-1265.

Federico M, Bellei M, Marcheselli L. Follicular lymphoma international
prognostic index 2: a new prognostic index for follicular lymphoma de-
veloped by the international follicular lymphoma prognostic factor pro-
ject. J Clin Oncol 2009; 27(27):4555-4562.

Hasenclever D, Diehl V. A prognostic score for advanced Hodgkin s di-
sease. International Prognostic Factors Project on Advanced
Hodgkin s Disease. N Engl J Med 1998; 339(21), 1506-1514.

Cheson BD, Fisher RI, Barrington SF et al. Recommendation for Initial
Evaluation, Staging, and Response Assessment of Hodgkin and
Non- Hodgkin Lymphoma: The Lugano Classification. J Clin Oncol.
2014;32(27): 3059-3067.

Barrington SF, Mikhaeel NG, Kostakoglu L et al. Role of Imaging in the
Staging and Response Assessment of Lymphoma: Consensus of the
International Conference on Malignant Lymphomas Imaging Working
Group. J Clin Oncol 2014;32(27): 3048-3058.

Sykorova A, Pytlik R, Mocikova H et al. Ur¢ovani klinického stadia a hod-

noceni lécebné odpovedi u nemocnych s malignimi lymfomy - doporu-
Ceni Kooperativni lymfomové skupiny na zakladé revidovanych kritérii
z roku 2014 (Luganska klasifikace). KlinOnkol. Prijato k publikaci 1/16.
Hutchings M, Loft A, Hansen M et al: Position emission tomogra-
phy with or without computed tomography in the primary staging of
Hodgkin’s lymphoma. Haematologica 2006; 91(4):482-489.

Elstrom R, Leonard JP, Coleman M et al. Combined PET and low-do-
se, noncontrast CT scanning obviates the need for additional diagnos-
tic contrast-enhanced CT scans in patients undergoing staging or
restaging for lymphoma. Ann Oncol 2008;19(10): 1770-1773.

Pelosi E, Pregno P, Penna D et al. Role of whole-body [18F] fluorode-
oxyglucose positron emission tomography/computed tomography
(FDGPET/CT) and conventional techniques in the staging of patients
with Hodgkin and aggressive non Hodgkin lymphoma. Radiol Med
2008;113(4): 578-590.

Sykorovad A, Belada D, Smolej L et al. Urcovani rozsahu onemocnéni
u non.-Hodgkinovych lymfomU.-doporuceni Kooperativni lymfomové
skupiny. Klin Onkol 2010; 23(3):146.-154..

Lister TA, Crowther D, Sutcliffe SB et al. Report of a commitee conve-
ned to discuss the evaluation and staging of patients with Hodgkin’s di-
sease: Cotswolds Meeting. J Clin Oncol 1989; 7(11):1630-36.

Boellaard R, Oyen WJ, Hoekstra CJ et al: The Netherlands protocol for
standardisation and quantification of FDG whole body PET studies in
multi-centre trials. Eur J Nucl Med Mol Imaging 2008;35(12):2320-2333.
Barrington SF, Qian W, Somer EJ et al: Concordance between four
European centres of PET reporting criteria designed for use in mul-
ticentre trials in Hodgkin lymphoma. Eur J Nucl Med Mol Imaging
2010;37(10):1824-1833.

Meignan M, Gallamini A, Haioun C: Report on the First International
Workshop on Interim-PET Scan in Lymphoma. Leuk Lymphoma
2009;50(8):1257-1260.

Cheson BD, Horning SJ, Coiffier B et al: Report of an International
Workshop to standardize response criteria for non-Hodgkin’s lympho-

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 22, 2016, SUPLEMENTUM

65



66

mas: NCI Sponsored International Working Group. J Clin Oncol 1999;
17(4):1244-1253.

Cheson BD, Pfistner B, Juweid ME et al. Revised response criteria for
malignant lymphoma. J Clin Oncol 2007, 25(5):579-86.

2909. SOUCASNE MOZNOSTI
BUNECNE IMUNOTERAPIE V LECBE
LYMFOIDNICH NEOPLAZII

Lysak D., Holubova M.
(Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzeii)

Protinddorova imunoterapie je Sirokym pojmem,
ktery zahrnuje mnozstvi lé¢ebnych modalit. Mize
se jednat o aktivni imunoterapii nejcastéji ve formé
protinddorovych vakcin na bazi dendritickych bunék ¢i
genetické imunizace nebo pomoci modulace imunitni
odpovédi s ovlivnénim inhibi¢nich ¢i aktivacnich re-
ceptorti TCR signalizace. Jinym typem imunoterapie
je adoptivni pfenos imunitné efektivnich komponent,
kterymi mohou byt monoklondlni protilatky anebo
bunécna imunoterapie, ktera zahrnuje nadoroveé spe-
cifické T-lymfocyty, tumor infiltrujici lymfocyty (TIL)
a zejména geneticky modifikované lymfocyty exprimu-
jici chimericky antigenni receptor (CAR).

T-lymfocyty maji pfirozené schopnost vazat se na
nadorové antigeny, rozpoznavat nadorové burky jako
cizorodé a zplisobovat jejich destrukci. Bohuzel fada
nadortl je jen omezené imunogennich a nevyvolavaji
dostatec¢nou T- bunécnou imunitni odpovéd a soucasné
vyuzivaji fadu mechanismi jak imunitni odpovédi
unikat (imunosupresivni cytokiny a inhibi¢ni mole-
kuly, T, atd.). DiilezZitym cilem moderni bunécné
imunoterapie je jeji zacileni proti nddorovym burikam
na strané jedné a minimalizace pisobeni na zdravé
tkané na strané druhé.

Myslenka na vyuziti T- bunécné adoptivni terapie
vychazi z GVL efektu, ktery pozorujeme po alogenni
transplantaci, a také z ispésného pouziti DLI (donor
lymphocyte infusion) k 1é¢bé potransplantacnich relap-
st ¢i perzistujiciho smiSeného chimerismu. Alogenni
transplantace i imunomanipulace pomoci DLI jsou ale
zatizené nezanedbatelnou toxicitou a rizikem tézkych
forem reakce $tépu proti hostiteli (GVHD).

Z oblasti bunécné imunoterapie je v soucasné dobé
v popfedi zajmu hemato-onkologl zejména vyuziti tzv.
CART- lymfocytdi. Zakladni struktura CARu (chimeric-
ky antigenni receptor) se sklada z extraceluldrni domé-
ny, ktera se specificky vaze na cilovy antigen, a zintra-
celularni signalni domény, ktera spousti cytotoxickou
odpovéd. Extracelularni vazebna doména je ziskana
zvariabilniho regionu monoklondln{ protilatky speci-
fické k danému antigenu. Intracelularni ¢ast vyuziva
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nejcastéji CD3¢ aktivacni doménu z T-bunécného recep-
toru (TCR) ve spolupraci s jednim nebo vice kostimulac-
nimi receptory (jako napt. CD28, 4-1BB). Kostimulacni
signdly jsou nezbytné k dosazeni plné funkéni aktivace
T-lymfocyth s dostatecnou mirou proliferace, cytotoxic-
ké aktivity a k jejich dlouhodobému preziti. Nadorové
buriky a mikroprostfedi neposkytuji dostatek kostimu-
la¢nich signald a podporuji vznik anergie T-lymfocytd.
Podle poctu kostimula¢nich domén miiZzeme rozliSo-
vat rizné generace CARG. Naptiklad tfeti generace
CARG kombinuje viceCetné signaliza¢ni domény (CD3/
CD28/4-1BB, CD3Z/CD28/0X40 atd.), které dale zvysuji
efekt CAR T-lymfocytd. Tzv. ¢tvrtou generaci CARQ
jsou TRUCK (T cells redirected for universal cytokine
killing), kde vektor kédujici CAR konstrukt obsahuje
také sekvenci pro cytokin (napft. IL-12), ktery je produ-
kovan po vazbé CARu na nadorovy antigen a kumuluje
se v cilové tkani. Akumulace prozanétlivého cytokinu
ma za cil pritdhnout ostatni imunokompetentni bunky
(NK buriky, makrofagy atd.).

CAR T-lymfocyt se vaZe pomoci takto upravené-
ho chimerického receptoru na cilovy antigen (napft.
CD19) nachazejici se na povrchu nadorovych bunék.
Nasledné dojde k aktivaci bunéénych signaliza¢nich
kaskad T-lymfocytu, které napodobuji pfirozenou ak-
tivaci cytotoxického T- lymfocytu, a k lyze nadoro-
vych bunék. CAR T-lymfocyty tedy kombinuji vazebné
vlastnosti monoklonalnich protilatek a cytotoxickou
kapacitu a schopnost proliferace T-lymfocytli. Vyhodou
modifikovaného CAR receptoru je skutecnost, Ze ro-
zeznani a vazba cilového antigenu nejsou zavislé na
jeho standardni presentaci v kontextu HLA molekuly.
CAR T-lymfocyty jsou schopné vazat pouze povrchové
antigeny. Pouzity antigen musi byt nadorové specific-
ky, aby CARy nevyvolavali autoimunitni reakci ¢i jiné
vedlejsi efekty, které by mohly byt iletalni. Nejcastéji
vyuzivanymi jsou CAR T-lymfocyty se specifitou vici
antigenu CD19, ktery je exprimovan na B-lymfocytech
a B-lymfoidnich progenitorech, nikoliv v§ak na kmeno-
vych burnikach, a tim predstavuje idealni cil pro 1é¢bu
B- lymfoidnich neoplazii (ALL, CLL ¢i NHL).

Vychozim materidlem pro ptipravu CAR T-lymfocytii
je leukafereticky produkt, ze kterého se izoluji mono-
nuklearni leukocyty nebo T-lymfocyty. Geneticka modi-
fikace T-lymfocyt CAR konstruktem se provadi nejcas-
téji retrovirovym vektorem nebo pomoci transpozoaz.
Po provedeni transfekce/transdukce jsou T-lymfocyty
dale invitro kultivovany v pfitomnosti cytokindi (napft.
IL-2) a kostimulacnich signal@ (napf. anti-CD3/CD28
protilatky). Béhem nékolika dni dochézi k jejich ak-
tivaci a nékolikanasobné expanzi umoznujici ziskat
Klinicky relevantni davku.
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Davky CAR T-lymfocytll aplikované v klinickych
studiich se pohybovaly v rozmezi 1x10° - 3x10’/kg hmot-
nosti pacienta, nejcastéji vjedné infuzi. Jejich podani
zpravidla pfedchazi lymfodeple¢ni chemoterapie, ktera
vytvari prostor pro expanzi CAR T-lymfocyth potlace-
nim supresorovych vlivil v hostitelském mikroprostfedi
a snizenim endogenni lymfocytarni kompetice. CAR
T-lymfocyty po aplikaci proliferuji a mohou dlouho-
dobé pfezivat (mésice azZ roky). Naopak nedostateény
engraftment modifikovanych T-lymfocytd je jednim
z hlavnich dvodd selhani imunoterapie. Pocty CAR
modifikovanych T-lymfocytd a jejich perzistenci v krvi
pacienta je mozné stanovovat pomoci PCR metod nebo
detekci CAR antigenu na povrchu lymfocytd pritoko-
vou cytometrii.

V soucasné dobé je ve svété otevieno vice nez 90
klinickych hodnoceni zabyvajicich se CAR modifiko-
vanymi T-lymfocyty (www.clinicaltrial.gov), ktera se
vénuji nejen hematologickym malignim onemocné-
nim ale i solidnim nadorGm (meduloblastom atd.).
Nejvice zkuSenosti je s B-lymfoidnimi neoplaziemi,
na kterych byla CAR technologie pivodné vyvijena.
CAR T-lymfocyty se specifitou proti CD19 antigenu
(CTL019) prokazaly vybornou efektivitu u pacienti
s akutni lymfoblastickou a chronickou lymfocytarni
leukémii. Jednotlivé studie se obtiZné porovnavaji
pro metodologické rozdily (rizné typy a davky CARQ,
razné chemoterapie, nacasovani 1é¢by atd.) a jedna
se vétSinou o malé soubory pacienti. Obecné je efekt
CAR T-lymfocytd vys$s$i u ALL, kde se dosahuje az 70
-90 % CR, neZu CLL s cca30 % CR(ORR20-75%). Vétsi
soubor 14 pacientdl s vyrazné predlécenou relabujici/
refrakterni (R/R) CLL publikoval recentné Porter a Kol.
(1). Odpovédi bylo dosazeno u 8 pacientli (ORR 57 %),
z toho 4x CR a 4x PR. Invivo expanze CAR T-lymfocytlh
korelovala s klinickou odpovédi a lymfocyty pfezivaly
az 4 roky po aplikaci. U pacientd v kompletni remisi
nebyla detekovatelna rezidualni nemoc, coz nazna-
cuje moznost eradikace onemocnéni u ¢asti pacientl
s pokrocilou CLL.

Prvni klinickd data jsou k dispozici i pro pacienty
s nehodgkinovskymi lymfomy. Kochenderfer a kol.
dosahl po podani CTL019 kompletni remise u osmi z 15
pacientd s pokrocilym NHL (2). Schuster a kol. apliko-
val CTL019 20 pacientlim s pokroc¢ilym CD19+ NHL bez
moznosti dals$i kurativni 1é¢by. Bylo dosazeno 67 % ORR
a 59 % PFS v 6-ti mésicich (3). Turtle a kol. dokazuje na
svém souboru 28 pacientl s R/R NHL vyznam lymfode-
plec¢ni chemoterapie. Pfidani fludarabinu k cyklofosfa-
midu vedlo k vétsi expanzi a del$i persistenci podanych
CTL019, coz se projevilo i lepsi klinickou odpovédi (ORR
67 % vs. 50 %) (4). Ve studii Sauter a kol. byly CTL019

aplikovany bezprostifedné po autologni transplantaci
osmi pacientim s R/R NHL, z nichZ 5 dosahlo CR (5).
CAR T-lymfocyty namifené proti antigenu CD30 se
testuji také v terapii R/R Hodgkinova lymfomu, kde
budou nejspiSe v budoucnu indikovany po autologni
transplantaci u pacientt s vysokym rizikem relapsu (6).

Pro CAR bunécnou terapii nelze u mnohocetného
myelomu vyuzit antigen CD19, protoZe jeho exprese
na myelomovych burikach je slaba. Jako vhodny cil
se osvédcil BCMA (B-cell maturation antigen), ktery
je pfitomen na B-lymfoidni linii v€etné myelomovych
bunék. Prvni aplikace CAR-BCMA (dose escalation study
u 11 pacientd s pokroc¢ilym R/R MM) prokazala efektivni
anti-myelomovou aktivitu CAR T-lymfocytt (7).

CAR T-lymfocyty je mozné pfipravit nejen z auto-
lognich lymfocytl, ale je mozné modifikovat i alogenni
lymfocyty darcovského plivodu u pacienti po alogenni
transplantaci kostni dfené. Tim se otvira moznost 1é¢it
potransplantacni relapsy nebo implementovat imu-
noterapii jako soucast casné konsolidace po alogenni
transplantaci u vysoce rizikovych hematologickych
malignit.

Nové technologie genetického inzenyrstvi umoz-
nuji vytvaret universalni (off-the-shelf) alogenni CAR
T-lymfocyty, které diky odstranéni exprese TCR preko-
navaji HLA bariéru, nevyvolavaji aloreaktivni odpovéd
a GVHD. Pii soucasné deficienci CD52 nebo resistenci
k fludarabinu je mozné provést pred jejich aplikaci
efektivni lymfodepleci neohrozujici CAR T-lymfocyty.
Tato terapie byla poprvé iispésné pouzita u pediatrické-
ho pacienta s B-ALL relabujici po alogenni transplantaci
i1é¢bé blinatumomabem (8).

Aplikace CAR T-lymfocytl je spojena se specific-
kymi komplikacemi. Castou komplikaci je syndrom
zuvolnéni velkého mnozstvi cytokind (cytokiny release
syndrome, CRS), zplisobeny uvolnénim cytokint (IL-10,
IL-6, IFN-y) pii aktivité a proliferaci CAR T-lymfocyta.
Symptomy se pohybuji od chfipkovych pfiznakl jako
horecka, myalgie aZ po tézké stavy s hypotenzi, capilla-
ry- leak syndromem a respira¢nim selhdnim vyzadu-
jici intenzivni péci. V riznych studiich je vyskyt CRS
popisovan u 20 -100 % pacientti (tézky CRSu 27 - 53 %).
Terapie CRS zahrnuje kortikosteroidy a zejména u téz-
§ich forem protilatku proti IL-6 receptoru (tocilizumab).
Ocekavanym vedlejsim t¢inkem po aplikaci CTLO19 je
protrahovana aplazie B-lymfocytli s hypogamaglobuli-
nemii. Zavaznost a doba trvani deplece B-lymfocytl za-
visi pfedevsim na persistenci CAR T-lymfocytl a slouzi
zaroven jako neprimy ukazatel efektivity 1écby. Defekt
humoralni imunity se musi fe$it substituci imunoglo-
bulinti. Neocekavanou toxicitou, ktera byla popsana
v fadé studii, je encefalopatie se symptomatologii
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zahrnujici zmatenost, zachvaty, afazie, zmény men-
talnich funkci. Tyto nezddouci i¢inky jsou reversibilni,
Casové odpovidaji CRS, ale jejich pfesna etiologie je
nejasna. V ramci snah o zvyseni bezpecnosti 1é6cby CAR
T-lymfocyty a omezeni zejména dlouhodobé toxicity
se testuje vyuziti riznych sebevrazednych gent jako
prostfedku eliminace nadmérné nebo jiz nepotiebné
imunitni odpovédi.

Bunécéna imunoterapie zaloZzena na CAR modifi-
kovanych T-lymfocytech zaznamendva v posledni do-
bé mnoho tspéchti nejen u B-lymfoidnich neoplazii
ale i u dalsich hematologickych ¢i solidnich nadord.
Zlstava nezodpovézena fada otazek tykajicich se opti-
malni pfipravy a klinického pouziti CAR T-lymfocytd,
na které se snazi odpovédét probihajici klinické stu-
die. Vedle toho se testuji moznosti kombinace CARG
s monoklonalnimi protilatkami a imunomodula¢nimi
molekulami. CAR T-lymfocyty nabizi obrovsky poten-
cidl a moznost vytvaret efektivni protinddorovou 1lé¢bu
specifickou pro daného pacienta s minimem vedlejsich
acinkd.

Prdcebyla podpofena grantem MZ CR-RVO (Fakultni nemoc-
nice Plzefi-FNPI, 00669806), grantem MZ 15-30661A a grantem
Nadace pro transplantaci kostni drené.
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CHRONICKE LYMFOCYTARNI LEUKEMIE
(CLL) CESKE CLL SKUPINY
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8., Jaro$ova M., Urbanova R., Lysik D., Brejcha M.,
Schwarz J., Doubek M. (IV. interni hematologickd Kklinika,
Fakultni nemocnice a LékaFska fakulta Univerzity Karlovy,
Hradec Kralové; 1. interni Klinika - Klinika hematologie,
1. 1ékarska fakulta Univerzity Karlovy a VSeobecna fakultni
nemocnice, Praha; Interni hematologickd a onkologickad
Klinika, Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta Masarykovy
Univerzity, Brno; Hemato-onkologicka klinika, Fakultni ne-
mocnice a LékaFska fakulta Univerzity Palackého, Olomouc;
Hematologicko-onkologické oddéleni, Fakultni nemocnice,
Plzeii; Hematologické oddéleni, Nemocnice, Novy Jicin; Ustav
hematologie a krevni transfuze, Praha)

V poslednich tfech letech do$lo k zdsadnimu vyvo-
ji v oblasti prognostickych faktorti i 1é¢by chronické
lymfocytarni leukémie (CLL). Jedna se zejména o pro-
gnosticky a prediktivni vyznam mutaci genu TP53,
zavedeni novych monoklondlni protilatek a rezimt
chemoimunoterapie jak do 1é¢by 1. linie nemocnych
s vyznamnymi pfidruZzenymi chorobami, tak i do tera-
pie relapsu/refrakterniho onemocnéni; nejvyznamnéjsi
novinku pak predstavuje registrace cilenych inhibi-
tori drah B-bunécného receptoru, v jejimz diisledku
se ponékud méni i postaveni alogenni transplantace
krvetvornych kmenovych bunék. Vzhledem k témto
stéZejnim zménam proto vytvorila Ceskd skupina pro
CLL (CSCLL), sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS
JEP, aktualizovana doporuceni k usnadnéni rozhodno-
vani o diagnostickych a 1éebnych postupech v klinické
praxi. Doporuceni se zakladaji na diikladné analyze
soucasné literatury a vychazeji z principt mediciny
zalozené na diikazech. V prezentaci budou shrnuty
nejdilezitéjsi zmény vici predchozi verzi doporuceni
CSCLL z roku 2013.
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2935. SWINGUJEME V LEPSIM CASE?
Dvorakova K., Hojkova P., Smickova J., Holuskova
1., Galuszkova D. (TO EN, Olomouc)

Uvod: Uvedeni analyzatoru Swing TwinSampler do
provozu laboratofe testl slucitelnosti Transfuzniho od-
déleni (TO) probéhlo v ¢ervenci 2014. Zavedeni nového
analyzatoru ndm umoznilo rychlejsi vySetfeni stati-
movych pozadavkill, zejména z ambulance Hemato-
onkologické kliniky. Cil: Nasim cilem bylo zjistit, jaky
je Cas od doruceni krevniho vzorku do laboratote pres
provedeni testu slucitelnosti a ozafeni transfuzniho
pripravku (TP) aZ po vydeje TP na klinické oddéle-
ni. Material: Krevni vzorek odebrany do zkumavky
s K3EDTA. Metodika: Do Cervence 2014 byly provadé-
ny testy slucitelnosti pouze na analyzatoru Techno
TwinStation a manualni metodikou. V cervenci byl uve-
den do provozu dalsi analyzator, Swing TwinSampler,
¢imz doslo k rozsifeni mozZnosti vySetfovani test slu-
Citelnosti. Rozsah i princip vySetfeni je totoZzny na
obou analyzatorech i u manualniho vySetfeni. Denné
probiha vnitini denni kontrola kvality pouzivanych
reagencii za pomoci kontrolniho kitu DiaMed Q.C.
System. 4x rocné se ucastnime externiho hodnoceni
kvality (EHK). Vysledky: Bylo provedeno sledovani
vzorkil zaslanych z ambulance Hemato-onkologické
Kkliniky s poZadavkem na provedeni testu slucitelnosti.
Sledovanym obdobim byly tfi po sobé jdouci kalendarni
meésice v rozmezi tii let. Prvni sledovana skupina byla
vySetfovana v obdobi, kdy jsme testy slucitelnosti pro-
vadéli na analyzatoru Techno TwinStation a manualni
metodikou. Dalsi sledované obdobi bylo kratce po za-
vedeni analyzatoru Swing TwinSampler do provozu.
Tteti sledovani probéhlo opét s odstupem jednoho
kalendarniho roku. Hodnotili jsme 800 vzorki, které
byly vySetfeny ve sledovaném ¢asovém tseku. Zaver:
Co nam tedy pfineslo zavedeni analyzatoru Swing
TwinSampler do provozu? Podle nasich vysledku splnu-
jeme doporuceni Spolecnosti pro transfuzni 1ékatstvi
CLSJEP &. STL2015_12 ze dne 01. 09. 2015 verze 1, kde se
za obvyklou povazuje doba vydani do 90-ti minut od
doruceni vzorku. Dosahli jsme zlepSeni ¢asu v primeéru
0 15% u neozafenych transfuznich pripravkl a o 22%
u ozafenych transfuznich pripravkii. Dalsi mozZnosti ke
zlepSovani vidime v transportu vzorki a transfuznich
pripravki, coZ by mohla vyfesit potrubni posta, ktera
je ve vystavbé,

2980. NALEZ EOZINOFILIE V KREVNIM
OBRAZE A V KOSTNi DRENI

Z NEZNAME PRICINY - PREZENTACE
KAZUISTIK DVOU NEMOCNYCH

Dynterova A., Fatorova 1., Smolej L. (IV. interni he-
matologicka Klinika, Fakultni nemocnice, Hradec Krdlové)

Eozinofily jsou leukocyty fazené mezi granulocy-
ty, které obsahuji Cetnda specifickd granula barvici se
kyselym barvivem eozinem oranzové, a jadro, které je
nejcastéji bilobarni, brylovitého tvaru. Eozinofilni gra-
nula obsahuji specifické enzymy (fosfatazy, eozinofilni
peroxidazu, myeloperoxidazu, bazické proteiny aj.), kte-
ré maji antimikrobiadlni a cytotoxické t¢inky namitené
predevsim proti parazitéim. Polocas eozinofild v krevnim
obéhu pred migraci do tkani, kde je jich minimalné
stokrat vice nez v krvi, se pohybuje od 6 do 12 hodin.
Nejvice eozinofildl 1ze nalézt v organech s epitelidlnim
povrchem, Kktery se dostava do styku se zevnimi aler-
geny (respiracni, gastrointestinalni trakt). Zde mohou
eozinofily ptezivat fadoveé tydny. PoCet eozinofild v krvi
kolisa v zavislosti na véku pacienta, denni dobé, ndmaze
a na vlivech okolniho prostfedi se sezénnimi alerge-
ny. Pocet eozinofill je nejnizsi rano a nejvyssi v noci.
U zdravého dospélého clovéka tvoii eozinofily 0 - 5 %
z celkového poctu leukocytli. Eozinofilie je vzestup poctu
eozinofilnich granulocytl nad fyziologickou hodnotu,
muiiZe mit reaktivni nebo klonalni charakter. Vyrazné
Castéjsi je vyskyt reaktivni eozinofilie (podle kanadské
studie je incidence reaktivni eozinofilie < 0,2 %), kdy
se jedna o reakci na specifickou T-bunéénou imunitni
odpovéd, obvykle na zevni alergeny nebo na parazitar-
ni infekci, vyjimecné na jiné infekce (mykotické nebo
bakterialni). Sekundarni eozinofilie mtiZe provazet velké
mnozstvi chorob (maligni choroby, kozni onemocnént,
endokrinni poruchy, autoimunitni onemocnéni aj.),
znichz nékteré jsou dobte, jiné hiife 1écebné ovlivnitel-
né. Stavy spojené s proliferaci klonalnich eozinofilnich
prekurzorti (napf. chronicka eozinofilni leukemie, akut-
ni myeloidni leukemie s eozinofilni diferenciaci) jsou
velmi vzacné. Kazdy nalez zvySeného poctu eozinofilti
vyzaduje peclivé vySetfeni a pokud je rozpoznan patolo-
gicky podklad tohoto zvySeni, tak i véasnou odpovidajici
1é¢bu. Ve dvou kazuistikdch budeme prezentovat nalezy
nemocnych, unichz byla zjisténa vyrazna eozinofilie pti
vySetfeni krevniho obrazu. Na zakladé téchto nalezt byl
proveden aspirat kostni dfené a dalsi diagnostika téchto

vove

stavli, ktera z ¢asti nebo zcela objasnila jejich pficinu.
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2920. CYTOGENETIKA

AKUTNICH LYMFOBLASTICKYCH

LEUKEMII - KAZUISTIKA

Hanzlikova J., Prekopova I., Kropackova J.,
Holzerova M., Balcirkova J., Urbankova H.,
Vatolikova M., Kruizova L., Mlynarc¢ikova M.,
Szotkowski T., Jarosova M. (Hemato-onkologickd
Kklinika, FN, Olomouc)

Akutni lymfoblasticka leukemie(ALL) je heterogenni
lymfoproliferativni onemocnéni s vyskytem vice jak
30% lymfoblasti v kostni dfeni nebo periferni krvi.
Nejdtlezitéjsim diagnostickym nastrojem je imunofe-
notypizace, ktera dovoluje blastické burniky zaradit do
bunécénych linii a tim odlisit T-bunécné (T-ALL )(~25%)
a B-bunécné (B-ALL) (~75%) akutni lymfoblastické leuke-
mie. Soucasné platna WHO Kklasifikace ALL je zaloZzena
na genetickych zménach a dovoluje rozdélovat nemoc-
né do prognostickych podskupin. K prognosticky nepfi-
znivym chromosomovym zménam u ALL patfi nalezy
translokaci t(9;22)(q34;ql1) a t(4;11)(q21;g23). Frekvence
vyskytu Ph+ ALL u dospélych nemocnych je asi 25%,
unemocnych starsich 55 let az 50%. Pro urceni pfitom-
nosti Ph chromosomu se pouziva klasické cytogenetické
vySetfeni, které je doplnéno metodou FISH. Klasické
cytogenetické vySetfeni dovoluje urcit i pritomnost
dalsich chromosomovych zmén. K ¢astym zménam
patfi chybéni chromosomu 7 (-7), pfitomnost dalsiho Ph
chromosomu a méné casto se vyskytuji hyperdiploidie
s po¢tem nad 50 chromosomd. Vyskyt pfidatnych zmén
miiZe souviset s klonalnim vyvojem klonu s pouze Ph
chromosomem. V praci presentujeme pripad nemoc-
né se zajimavym nalezem Ph+/hyperdiploidni ALL
, cytogenetické a molekuldrné cytogenetické nalezy
potvrzujici vyznam cytogenetiky akutnich leukemii.
Nalez translokace t(4;11)(q21;g23) urcuje prognosticky
nepriznivou podskupinu jak u détskych, tak dospélych
pacientl s ALL. Frekvence této zmény u dospélych ALL
nemocnych je 10%, s mirné zvysenou incidenci na 30%
u pro-B ALL subtyp ALL. Kromé samotné translokace
jako jediné zmény karyotypu mohou mit nemocni
pridatné chromosomové zmény, které jsou pozorova-
ny azul/3 nemocnych. Nejcastéjsi ptidatnou zménou
je nadpocetny chromosom X, zmény chromosomu
7p, v€etné nilezu isochromosomu i(7)(q10), trisomie
chromosomu 8 a delece kratkych ramen chromosomu
9 (9p-). Budeme presentovat zajimavé cytogenetické
nalezy komplexniho karyotypu u nemocné s ALL dia-
gnostikované a 1é¢ené na HOK FN Olomouc.

Prdce je podporovani grantem IGA UP 2016-001.
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2994. MOZNA USKALI PRI ANALYZE
KREVNICH DESTICEK

Seckafova M., Dohnal J., Jurdiiova J., Stépankova
A., Lapéikova A., Kadlecova J., Slavik L. (Hemato-
onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Ziskanivalidniho vysledku pfi stanoveni poctu krev-
nich elementti na hematologickych analyzatorech mii-
Ze mitivdneSni moderni dobé jista tiskali ¢i omezeni,
na kterd je nutné pamatovat. Dnes béZné pouzivané
hematologické analyzatory provadéjici analyzu krev-
niho obrazu s 5-ti popula¢nim diferencidlnim roz-
poctem leukocytii, vyuzivaji k analyze impedan¢niho
a optického principu. Pro vySetfeni krevniho obrazu
se pouZziva nesrazliva periferni krev (odbér do EDTA).
Pfi analyze krevnich desticek ziskavame parametry:
- pfimo méfené: PLT - pocet krevnich desticek MPV -
stfedni objem krevnich desticek P-LCR - pomeér velkych
trombocytd (PLT vétsi nez 12f1) IPF - frakce nezralych
desticek (retikulované trombocyty) - vypocitané: PDW
- §ife distribuce krevnich desti¢ek PCT - destickovy
hematokrit Vysledkem impedan¢ni analyzy krevnich
desticek je histogram (zavislost poc¢tu trombocytli na
jejich velikosti). V nasi hematologické laboratofi vénu-
jeme pozornost jak po¢tim trombocytd (véetné jejich
vyraznych zmén), tak abnormalitdm v histogramu
trombocytil. Abnormalni histogramova kfivka upo-
zorn{ na tyto interference. 1. kontaminace roztoku 2.
pritomnost velkych trombocytl, shlukd trombocyt
3. pfitomnost patologickych erytrocyti, artefaktd ery-
trocytl Pri optické analyze jsou trombocyty oznaceny
fluorochromem a pfimo méfeny. Optickou analyzu
krevnich desticek proto upfrednostnujeme u trombocy-
topenickych pacientdi. Z hlediska diferencialni diagnos-
tiky trombocytopenie musime nejdrive odlisit moZnost
preanalytického ovlivnéni stanoveni, at uz v podobé
nevalidniho odbéru nebo pseudotrombocytopenie.
Vylouceni nevalidniho odbéru (sraZzenina ve zkumavce,
ktera miize vzniknout v preanalytické fazi) provadime
scezenim krve. Vylouceni pseudotrombocytopenie:
provedeme optickou analyzu a mikroskopickou kon-
trolu poctu trombocytl v nadtéru periferni krve. Dale
vénujeme pozornost velikosti krevnich desticek a za-
chyceni pfipadného satelitismu trombocytli v natérech
periferni krve. Jsou-li v natéru periferni krve zjistény
shluky trombocytl, pozadame o novy odbér krve paci-
enta, avSak do jiného protisrazlivého prostfedku nez je
EDTA, abychom vyloudili tzv. EDTA fenomén. V nasi
laboratoti pouzivaime ThromboExact obsahujici ionty
magnézia. Lze také pouzit odbér do oxalatu (popt. do
citratu), unich vsak dochazi ke zkresleni namétenych
hodnot bilé a Cervené fady. Pro vylouceni chladovych
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protilatek vyuzivime odbér do EDTA transportovany do
laboratote v termosce s teplou vodou (37°C). Z hlediska
diferencidlni diagnostiky trombocytopenie miizeme
vyuzit také néktery z parametrli vyzravani trombocyti,
jako napft. IPF (retikulovanych trombocytii), ktery je
vyznamny pro neinvazivni diagnostiku izolovanych
trombocytopenii (konsumpce trombocytli versus je-
jich nedostatecna tvorba). U hematom-onkologickych
pacient IPF mlize pomoci k sledovani obnovy trom-
bopoézy po chemoterapii nebo transplantaci kostni
drené. Zjisténi trombocytopenie je dalezité pro dalsi
diagnostiku idiopatické trombocytopenické purpury
(ITP) pripadné dalSich chorobnych stavii spojenych se
sniZzenim krevnich desticek, vcetné ovlivnéni fadou
1ékti. Domnivame se, Ze i v této technicky vyspélé dobé
je provaliditu vysledkd stdle dlilezity a nepostradatelny
lidsky faktor.

2962. DIAGNOSTIKA

HEMOGLOBINOPATII - KAZUISTIKY

Orviska M., Divoka M., Lap¢ikova A., Frafikova
H., Pospisilova D., Divoky V., Indrak K. Papajik T.
(Hemato-onkologicka klinika, EN a LF UP, Olomouc;
Krajska nemocnice, Liberec; Détska Kklinika, FN
a LF UP, Olomouc; Ustav biologie LF UP, Olomouc)

Jiz ¢tvrt stoleti se zabyvaji laboratote HOK, které
v roce 2014 ziskaly akreditaci jako centrum pro vy-
Setfovani raritnich chorob, diagnostikou talasemii
a hemoglobinopatii. Pfi podezfeni na hemoglobino-
patii rutinné provadime bioanalytické testy stanoveni
hladin HbA2, HDF, elektroforézy hemoglobinu v po-
lyakrylamidovém gelu. Pfi podezieni na nestabilni
hemoglobinovou variantu vySetfujeme testy stability
hemoglobinu - izopropanolovy test a test na Heinzova
téliska. Pfi zjisténi patologickych vysledki svédcicich
pro hemoglobinopatii pokrac¢ujeme v patrani po jeji pri-
¢iné pomoci molekularné genetické analyzy na irovni
DNA, pomoci které odhalujeme kauzalni mutaci a po-
tvrdime diagnézu hemoglobinopatie. Mezi zakladni
molekuldrné-geneticka vySetfeni, kterd uzivame, patii
alelové-specificka polymerazova fetézova reakce, sekve-
nacni analyza a MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification). V nasem sdéleni prinasime popis
tfi zajimavych kazuistik: 1. Pacienta s nosi¢stvim alely
pro nestabilni hemoglobinovou variantu St. Louise
s pozitivnimi Heinzovymi télisky, 2. Rodiny s abnor-
malni hemoglobinovou variantou Hoshida a 3. Pacienta
indického plivodu s beta-talasemickou deleci. V nasi
prezentaci ukazeme sled nalez jednotlivych vySette-
ni, které nds pfivedly k diagnéze hemoglobinopatie
pocinaje hodnotami ¢erveného krevniho obrazu s cha-

rakteristickou morfologii erytrocytl az po diagnosticky
vysledek molekularné genetické analyzy.

2979. NASE ZKUSENOSTI SE SETEM

STIC EXPERT® HIT STAGO

Tuckova G., Sadilek P., Dulicek P., Smolej L.
(IV. interni hematologickad klinika, FN, Hradec Krdlové)

Uvod: Heparinem indukovana trombocytopenie
(HIT) je jednou z nejzavaznéjsich komplikaci 1écby
heparinem. Vyskytuje se zejména pii podavani nefrak-
cionovaného heparinu (UFH), v mensi mifte vSak i pri
1é¢bé nizkomolekuldrnim heparinem (LMWH). Urceni
diagnézy HIT spociva v hodnoceni klinickych priznakil
a laboratorni diagnostice. Klinické hodnoceni vyuziva
néktery ze skérovacich systémi, napft. 4T. Laboratorni
diagnostika je zaloZena na imunologickych a funkénich
testech. Zpravidla se vySetfuje nejprve screeningovy
test, jehoZ vyhodou je zejména jednoduchost a rych-
lost provedeni. Mél by mit 100% negativni prediktiv-
ni hodnotu. Vzhledem k imunologickému podkladu
vSak miiZe poskytovat falesné pozitivni vysledky. Poté
se provadi néktery z fady dalsich imunologickych ¢i
funkénich testdi, které maji zpravidla vyssi specificitu,
provedeni vSak byva ¢asové naroc¢néjsi. V pripadé do-
sazeni pozitivniho vysledku testem imunologickym se
vzdy doporucuje provést konfirmaci testem funkénim,
nejlépe Serotonin release assay (SRA), jeZ je povazovan
za zlaty standard v laboratorni diagnostice HIT. Cile
prace: Vyhodnotit vysledky ziskané setem Stic EXPERT
HIT firmy Diagnostica Stago, naméfené béhem 3,5leté-
ho pouzivani tohoto setu v nasi laboratofi a dale srovnat
vSechny pozitivni vysledky s vysledky konfirmacniho
testu SRA, provadéného na Ustavu hematologie a krev-
ni transfuze v Praze. Nemocni a metodiky: VySetfované
vzorky pochazeji pfevazné od nemocnych hospitalizo-
vanych ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové (FNHK)
s podezfenim na HIT. Vzorky byly vySetfovany v la-
boratofi IV. interni hematologické kliniky FNHK od
srpna 2012 do brfezna 2016 setem Stic EXPERT HIT.
Jedna se o imunologickou screeningovou metodu za-
loZenou na principu ,nanoparticle-based lateral-flow
immunoassay“, ktera detekuje protilatky proti kom-
plexu heparin-destickovy faktor 4 (PF4). Vyrobce setu
uvadi senzitivitu 100 % a specificitu 93 %. Vysledky:
Béhem 3,5 letého pouzivani setu Stic EXPERT HIT bylo
v nasi laboratofi provedeno 148 vySetfeni, z nichz bylo
20 pozitivnich. Dle doporuceni by mély byt vSechny
pozitivni vysledky potvrzeny konfirmac¢nim funkc-
nim testem, nejlépe SRA. Z 20 pozitivnich vysledkl ve
screeningovém testu jich bylo na konfirmaci zaslano
pouze 10. U ¢tyt z nich byla pozitivita potvrzena, Sest
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bylo v SRA negativnich. V jednom ptipadé byl vysledek
screeningového testu faleSné negativni. Zavér: Pri
pouziti setu Stic EXPERT HIT jsme potvrdili pomérné
vysokou fale$nou pozitivitu imunologickych testd,
coz potvrzuje potfebu vSech pozitivnich vysledkd, na-
meétfenych imunologickymi testy, konfirmovat testem
funkénim, nejlépe SRA. Dosazena specificita setu je dle
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naseho souboru niz$i, nez udava vyrobce. Zaznamenali
jsme také pripad faleSné negativity, coz je v rozporu se
100% senzitivitou setu udavanou vyrobcem. Pokud tedy
vysledek screeningového testu neodpovida klinickym
priznakiim, je potfeba nemocného vzdy vySetfit jinym
imunologickym nebo funkénim testem.
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MORFOLOGIE

2862. NALEZY V KOSTNIi DRENI 3

U VYBRANYCH AU'I:OIMUNITNI'CH STAVU €I
VZNIKAJICICH V DUSLEDKU JEJICH LECBY
Bulikova A., Kissova J., Trnavska I., Antosova L.,
Babackova G. (Oddéleni klinické hematologie, FN Brno)

uvobp

Autoimunitni choroby pfipadné i jejich 1écba jsou
relativné Casto provazeny cytopenii resp. i pancytopenii
v periferni krvi. Tato skutecnost obvykle vede k indikaci
vySetfeni kostni dfené, kterd ma za cil umoznit dife-
rencidlni diagnostiku pfic¢iny téchto nalezi. V praxi
se vSak setkdvame se situacemi, kdy takovéto inva-
zivni vySetfeni pouze na zdkladé cyto-morfologického
hodnoceni jednoznac¢né rozhodnuti nepfinasi. Cilem
naseho sdéleni je priblizit mozné nalezy v kostni dfeni
u autoimunitnich stavii, které patfi do skupiny he-
matologicky podminénych cytopenii, dale u dalsich
chorob ze skupiny nemoci systémovych a v neposledni
fadé zminit zmény, ke které vede medikace pouziva-
na u raznych typt imunopatologii. Nelze navic opo-
menout skutecnost, Ze porucha imunity je nedilnou
soucasti patofyziologie vzniku myelodysplastického
syndromu (MDS) a/nebo lymfoproliferativnich stava
véetné moznych klinicko-laboratornich konsekvenci.

AUTOIMUNITNE PODMINENE
CYTOPENIE V HEMATOLOGII

Do této skupiny onemocnéni fadime autoimunit-
ni neutropenii, autoimunitni hemolytické anémie,
imunitni trombocytopenii, heparinem indukovanou
trombocytopenii, trombocytopenii asociovanou s an-
tifosfolipidovymi protilatkami a perniciézni anémii.
Avsak ne kazdy pacient s podezfenim na takovouto
diagnézu musi nezbytné podstoupit vySetfeni kostni
drené; indikace se 1isi podle véku nemocného a dale dle
typického ¢i nejasného klinicko-laboratorniho nalezu
podle platnych doporuceni (1-3).

Autoimunitni neutropenie

Tento typ imunitni cytopenie mtiZe byt podminén
protilatkami ¢i butikami imunitniho systému. V kost-
ni dfeni mohou byt ndlezy zcela normalni, v ptipadé
neutropenie zprostfedkované burnkami se mtze vy-
skytnout lehka dretiova hypoplasie granulopoézy s po-
sunem k méné zralym formam (4). V kazdém ptipadé
je nutno vyloucit neutropenii provazejici leukémii
z velkych granulovanych lymfocyth (LGL) (5). V dospé-
lych Zen je jak imunitné podminéna tak idiopaticka

neutropenie relativné castd a vysetfeni kostni dfené
zde neptfinasi jednoznacné rozhodnuti (6).

Autoimunitni hemolytické anémie

Z patofyziologického pohledu jde o heterogenni
skupinu onemocnéni, kterd vedou k ¢astéji extravasku-
larni méné casto intravaskularni hemolyze v diisledku
pritomnosti relativné Siroké skupiny autoprotilatek,
které jsou namireny proti antigenfim na erytrocytech.
VySetfeni kostni dfené neni podminkou diagnézy (7),
ale tam, kde je provedeno, musi byt vzdy nalezy inter-
pretovany v kontextu s ostatnimi nalezy, tedy s prika-
zem hemolyzy a anti-erytrocytarnich protilatek. Kostni
dren je hyperplasticka se zmnoZenim erytroidni linie,
ktera je Casto makro-normoblasticka tj. erytroblasty
jsou vétsi velikosti, ale maji jaderné a cytoplazmatické
charakteristiky béznych normoblastf (8). U nékterych
typli zejména prudce probihajicich AIHA mtiZe docha-
zet ke zfetelné transientni dyserytropoéze (9), zatimco
déle probihajici ptipady jsou provazeny sekundarnim
deficitem folatd s obvykle lehkou megaloblastovou
prestavbou. Pri pfevazujici extravaskularni hemo-
lyze dochazi ke zvySeni dfennovych makrofagh, které
obsahuji fagocytované bunécné zbytky a pfi barveni
na zelezo prokazujeme zvySeni poctu siderofagt resp.
i siderotické granulace. U prudké intravaskularni he-
molyzy jsou naopak prokazovany znamky sideropenie.

Velmi recentné (10) byly na malé skupiné nemoc-
nych s hemolytickou anémii popsany zmény, které
jsou zafazovany do zmén megaloblastickych a to ab-
normalni shlukovani jaderného chromatinu (red cell
with abnormal chromatin clumping - RCACC); tyto
zmény mélo 7 z analyzovanych 12 nemocnych s touto
diagnézou. Od typické megaloblastové prestavby se
lisi, ale 1ze je nalézt i u pacientl s myelodysplastickym
syndromem (MDS), v malém procentu i u nemocnych
s imunitni trombocytopenii.

Imunitni trombocytopenie (ITP)

Pfi podezieni na tuto diagnézu se vySetfeni kost-
ni dfené indikuje v praxi snad nejcastéji, prestoze
izolovana trombocytopenie by neméla byt indikaci
uvétsiny nemocnych (1,2,11). Divodem je zfejmé casté
chybéni diagnézu potvrzujiciho laboratorniho nalezu
v ptipadé ITP. JiZ pred 70-ti lety Dameshek (12) popsal
nalezy v kostni dfeni u pacientl s akutni ¢i chronickou
imunitni trombocytopenii a porovnal ji s normalnimi
nalezy resp. i se stavy spojené s hypersplenismem.
Zjistil, Ze jak u akutnich tak i chronickych pfipadta
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ITP jsou megakaryocyty zmnozeny v porovnani s nor-
malnimi nalezy (tj. méné nez 300 megakarocytl na
milion jadernych bunék v normalni kostni dfeni, 366-
743 v ptipadé akutni ITP a 450-1565 v pripadé chronické
ITP), jsou vice zastoupeny mladsi formy megakaryocytti
se snizenou ploiditou jadra, a dokonce jiz tehdy byly
popsany zmény detekovatelné svételnou mikroskopii,
které signalizovaly zmény degenerativni, resp. spo-
jené s poruchou tvorby trombocyt. Tyto nalezy byly
ovéfeny o desitky let pozdéji elektronovou mikrosko-
pii (13). K témto zménam patfi jaderna fragmentace
a kondenzace chromatinu pfi obvodu jadra jako vyraz
apoptdzy resp. cytoplazmaticka vakuolizace, nabobtna-
1é mitochondrie, dilatace endoplazmatického retikula
a dilatace demarkacniho membranového systému jako
vyraz para-apoptézy. Je taktéZ patrna silna periferni
zéna cytoplazmy bez cytoplazmatickych organel resp.
vymizela ¢i vysoce nepravidelna granulace cytoplazmy
(12, 13). Nicméné jiz velmi casna pozorovani pouka-
zovaly na skutecnost, Ze zmnozeni megakaryocytl
nemusi provazet vSechny ptipady ITP resp. Ze zmnoZzeni
nemusi byt vyznamné (14), byt i zde jsou popsany formy
degenerativni s vakuolizovanou cytoplazmou. To zfej-
mé souvisi s nalezy, které potvrzuji supresi normalni
megakaryopoézy anti-trombocytarnimi protilatkami
(15-17) jako jednim z fady mechanizmi, které se uplat-
nuji u ITP (18).

V ptipadé akutni ITP détského véku miiZe byt vy-
volavajici pricinou infekce parvovirem B19 (19), i kdyz
tato infekce vyvolava castéji prechodnou ¢istou apla-
zii erytropoézy vzacnéji i neutropenii. Je-li postizena
soucasné i erytropoéza, mohou byt pfitomny extrém-
neé velké proerytroblasty s chybénim zralejsich stadii
av erytroidnich prekurzorech jsou pritomny PAS pozi-
tivni inkluze; v téchto pfipadech miize byt taktéZ pocet
megakarocytl snizen (19).

Potvrzeni imunitni{ trombocytopenie navozené anti-
fosfolipidovymi protilatkami (APA) ¢i trombocytopenie
heparinem indukované (HIT) vyZzaduje obvykle jiné
diagnostické postupy, nezli je vySetfeni kostni dfené.
V prvnim pifipadé muZe byt event. cytomorfologicky
nalez modifikovan dle skutecnosti, zda jde o primarni
vyskyt APA - asociované trombocytopenie ¢i indukova-
ny jinym systémovym onemocnénim (viz jesté dale).
U HIT jde o klasickou periferni spotfebu trombocytli
a vzacné indikované vysetfeni kostni dfené by mohlo
byt modifikovano jen moznym doprovodnym onemoc-
nénim.

Kazdopadné existuji studie, které prokazaly, Ze tfi
erudovani hematopatologové nebyli schopni bez zna-
losti vstupnich informaci odlisit nalezy kostni dfené
nemocnych s ITP od zcela normalnich nalezi (20).

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 22, 2016, SUPLEMENTUM

Perniciézni anémie

I kdyz hovofime o anémii, protoze erytropoéza by-
va u tohoto stavu postihovana nejvice, jde v zasadé
o periferni pancytopenii navozenou skupinou autopro-
tilatek interferujicich s metabolizmem vitaminu B,
na raznych drovnich jeho resorpce. V kostni dfeni je
pritomna nejcastéji typicka megaloblastova prestavba
postihujici vSechny hemopoetické fady, s dominuji-
cim zmnoZenim erytropoézy ¢asto s posunem k méné
zralym formam (,,modrd dfenn“). Nicméné je nutné
v této souvislosti upozornit, Ze se v kostni dfeni mo-
hou objevit nejriznéjsi znamky myelodysplazie a Ze
stanoveni hladiny vitaminu B, v séru nemusi odrazZet
jeho zasoby v organizmu. Z tohoto pohledu nékteri
autori (21) navrhuji u kazdé myelodysplazie provazené
byt jen castecnou megaloblastovou prestavbou tera-
peuticky pokus k zabrdnéni nespravné diagnézy. Na
druhé strané ne v§ichni nemocni s podezfenim na tuto
chorobu musi nezbytné vySetfeni dfené absolvovat.
U nemocnych s makrocytarni anémii, provazenych
anizocytézou, makro-ovalocytézou, hypersegmentaci
neutrofilQ v periferni krvi a prokazanym deficitem
vitaminu B, pfipadné i protilatkami proti vnitinimu
faktoru (ndlez protilatek proti parietalnim bunkam
je malo specificky) a zachycenou retikulocytarni krizi
4-6 den po zahajeni substitu¢ni parenteralni 1écby se
povazuje za dostatec¢ny priikaz nemoci, zejména je-1i
diagnéza podporfena nalezem atrofické gastritidy (22).

NALEZY V KOSTNi DRENI U SYSTEMOVYCH
AUTOIMUNITNICH CHOROB

Autoimunita a myelodysplazie

Vztahy mezi autoimunitnimi chorobami, myelo-
dysplazii resp. myelodysplastickym syndromem (MDS)
jsou extrémné komplikované. Na jedné strané je poru-
cha imunity bezpochyby dlileZitym momentem v pato-
fyziologii MDS (23) a na druhé strané jsou autoimunitni
projevy nezanedbatelnou soucasti klinické manifestace
téchto nemocnych (24). Nicméné cytomorfologicky
nalez myelodysplazie neni vzacny ani u jasné vyhrané-
nych autoimunitnich chorob, napfiklad systémovych
onemocnéni pojiva, zejména u systémového lupus ery-
thematosus (SLE), resp. i u revmatoidni arthritidy (8).
Tyto zmény mohou byt pfechodné, kolisat s tiZi choroby
(25). Dysplazie postihuje vSechny hemopoetické fady
vCetné megaloblastoidie, vicejadernych prekurzorti
a prstencitych sideroblastli v erytropoéze (8, 25), pseu-
do-pelgeroidnich ¢i prstencitych jader v granulopoéze
a multinukledrnich forem ¢i mikromegakaryocytt
v fadé megakaryocytarni (25). Je-li periferni cytope-
nie vyznamna, jsou dysplastické zmény detekovany
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u vétSiny nemocnych (25). Znadmky dysplazie byly u SLE
detekovany iv histologickych nalezech vcetné priikazu
ALIP fenoménu (26).

Situace je o to komplikovanéjsi, Ze autoimunit-
ni choroby jsou spojeny se zvySenym rizikem vzniku
skute¢ného MDS (27) (OR 1,5), resp. i akutni myeloidni
leukémie (AML) (OR 1,29). Ve velké epidemiologické
studii (27), ktera srovnavala 13 486 pacientd s myeloid-
nimi malignitami s 160 086 kontrolami, byl rozvoj AML
spojen s revmatoidni arthritidou, SLE, revmatickou
polymyalgii autoimunitni hemolytickou anémii, systé-
movou vaskulitidou, ulcerézni kolitidou a perniciézni
anémii a rozvoj MDS rovnéz s revmatickou arthritidou
a perniciézni anémii. Z tohoto pohledu maze byt vy-
hodnoceni nalezu dysplastickych zmeén v kostni dfeni
unemocného s jasné rozvinutym autoimunitnim one-
mocnénim nesmirné komplikované a z jednorazového
anakonec i opakovaného cytomorfologického posouze-
ni dreniového aspiratu nelze vétSinou stanovit defini-
tivné, zda jde o prechodnou dysplazii navozenou sys-
témovym onemocnénim, ¢ijiz skutecny vyvoj klonalni
hematologické myeloproliferativni choroby. Napomoci
muZe nejspise cytogeneticky ¢i molekularné-geneticky
nalez (2, 24) a to zejména u incipientnich stavii.

Mnohem méné Casto je periferni cytopenie u sys-
témovych chorob zapfi¢inéna atlumem myeloidni
fady, nejcastéji je zmiriovana Cista aplazie kostni dfené
(PRCA) (28).

Autoimunitni projevy a lymfoproliferativni stavy

Pfestoze vztahy mezi autoimunitnimi chorobami
a nadorovymi chorobami lymfatického systému jsou
neméné dobfe znamy, neméné dobfe dokumentovany
a neméné komplikované (29), jak je tomu ve vztahu
k postizeni myelopoézy u poruch imunity, je ¢isté cy-
tomorfologické vyhodoceni ndlezu kostni dfené jesté
méné diagnosticky resp. diferencialné diagnosticky
prinosné, nezli je tomu v pfechozim pripadé. Divodem
je, Ze ke stanoveni definitivni diagnézy lymfoproli-
ferativniho onemocnéni prakticky vzdy potfebujeme
ovéteni mikroskopicky detekovanych zmén dalsimi
diagnostickymi metodami. Nicméné je na misté zmi-
nit, Ze autoimunitni projevy, z nich nejcastéji auto-
imunitni hemolytickd anémie, jsou pomérné castou
komplikaci lymfoproliferaci ze zralych B lymfocytt,
dominantné u chronické lymfatické leukémie. PRCA
aITP jsou méneé Casté (29). Tyto paraneoplastické stavy
mohou byt prvni znamkou choroby, resp. jeji klinickou
¢ilaboratorni diagnézu ileta pfedchazet (29). Na druhé
strané sama piitomnost nékterych autoimunitnich sta-
vl zvysSuje riziko vyvoje lymfoproliferativnich onemoc-
néni - zde je diskutovan zejména Sjogrentiv syndrom,

SLE, autoimunitni hemolytické anemie, méné jasné
revmaticka arthritida v pfipadé B bunécnych neoplazii,
resp. celiakie a psoridza v pripadé T bunécnych (30, 31).
V nékterych pfipadech miize hrat nezanedbatelnou roli
1écebné postupy, které jsou v feSeni autoimunitnich
chorob vyuzivany (viz jesté dale).

Jiné ovlivnéni kostni dfené u autoimunitnich
chorob

U v8ech chronicky probihajicich zanétlivych stavil
je teoreticky mozné nalézt cyto-morfologické znam-
ky anémii chronickych onemocnéni tj. porucha bar-
vitelnosti cytoplazmy erytroidnich prekurzord resp.
porucha hemoglobinizace, pfi barveni na zelezo je
detekovan snizeny pocet sideroblastli se zmnoZenim
Zeleza v siderofazich. Jinym moznym obrazem jsou
zmény reaktivni - zmnoZeni plazmocyti, makrofa-
gli, nezridka jejich nakupeni ve shlucich. Vzacné,
zejména u SLE ¢i Stillovy choroby, miize nadprodukce
pro-inflamatornich cytokin, nekontrolovand aktiva-
ce T bunék a makrofagfi vyustit az do obrazu s choro-
bou asociovaného hemofagocytarniho syndromu (32).
Nékteré stavy, jako je SLE, autoimunitni thyreoiditis ¢i
eozinofilni fasciitida jsou uvadény jako mozna pri¢ina
ziskané aplastické anémie (8).

NALEZY \ ISOSTONI' DRENI o
VZNIKAJICI V DUSLEDKU LECBY
AUTOIMUNITNICH CHOROB

Lécebné postupy, které jsou uzivany ke kontrole
autoimunitnich stavii, mohou nezfidka zasahovat
do procest krvetvorby. Myelosupresivni vliv je popi-
sovan u naprosté véts§iny imunosupresiv jako na dav-
ce zavisla toxicita, vyjimku tvofi jen kortikosteroidy
a hydroxychloroquin (33). U fady 1éki se mohou objevit
znamky myelodysplazie; oba tyto nalezy jsou nejcastéji
prechodné a mizi s redukci davky ¢i s vysazenim 1éku.
Bohuzel, nékteré 1é¢ebné postupy, které jsou v téchto
indikacich vyuzivany, jsou spojeny s moznou indukci
skutec¢ného klonalniho postiZzeni hemopoetického sys-
tému, mohou tedy vést ke vzniku nddorového hemato-
logického onemocnéni, nejcastéji k lymfoproliferaci.

Kortikosteroidy

Podavani kortikosteroidi je spojeno s periferni gra-
nulocytézu resp. neutrofilii, ktera jevi jistou davkovou
zavislost, i kdyz je mozné i individudlni ¢i vlastni cho-
robou dané kvantitativni nastaveni. Nejvyznamné;jsi
vliv na takto vznikajici navyseni perifernich neutrofilt
ma jejich uvolnéni z tzv. cévniho marginalniho poolu,
tedy ve skutecnosti zruSeni ,,rolovani“ polymorfonuk-
leart na endotelu (61% navySeni). Dale se uplatniuje
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zpozdéni tkanové migrace a prirozené apoptdzy (29%).
Pouze 10% perifernich neutrofild vznika zvySenym
uvolnénim z kostni dfené, coz mlze byt provazeno
nalezem tyci v perifernim rozpoctu (34). Nicméné na
animalnich modelech bylo prokazano, Ze chronické
navyseni glukokortikoid® zvySuje jak relativni tak
absolutni pocet granulocytl ve vSech stadiich jejich
vyvoje, coz je provazeno redukci poc¢tu lymfocyti (35).
To je vsouladu s nalezem obvykle vidané zmnoZené ne-
utrofilni granulopoézy s relativni lymfopenii, neziidka
doprovazené spise reaktivnimi zménami neutrofild,
jako jsou vakuolizace a toxicka granulace. Tyto nalezy
jsou bézné viddny u nemocnych lécenych vyssimi dav-
kami kortikosteroidd.

Dalsi imunosupresivni 1éky

U autoimunitnich stavl jsou vyuzivany predevsim
antiproliferacni 1atky (methotrexat, azathioprin, my-
kofenolat mofetil, cyklofosfamid), pfipadné kalcineu-
rinové inhibitory (cyklosporin A, takrolimus), zatim-
co mTOR inhibitory (sirolimus, everolimus) zlistavaji
vyhrazeny k potlaceni imunity u potransplantacnich
stavli. Jak jiz bylo uvedeno dfive, za jistych okolnosti
muze kterykoli z téchto vyvolat dfefiovy Gtlum, ktery
jevi davkovou zavislost (cave kumulace davky napt.
u akutni rendlni insuficience u 1€kl s rendlni exkreci).
Je-li vySetfeni kostni dfené provedeno kratce po vzniku
epizody tézké periferni cytopenie resp. pancytopenie, je
v diisledku ¢asné dferiové regenerace patrny posun k ne-
zralym formam a nalez m@ze byt Spatné interpretovan
jako porucha vyzravani (8). Nékteré z pouzivanych imu-
nosupresiv vedou v diisledku svého ti¢inku ke vzniku me-
galoblastoidni prestavby, resp. nejméné k megaloblas-
toidnim zmeénam; k témto 1é¢iviim patfi methorexat,
cyklofosfamid a azathioprin (8). Zatimco methotrexat
jako Kklasicky antagonista folati vede k typické me-
galoblastové prestavbé, megaloblastoidie indukovana
cyklofosfamidem a azathioprinem je méné napadna,
chybi nebo se objevuji jen vzacné hypersegmentované
neutrofily a velké tyCe a metamyelocyty, zatimco jiné
dyserytropoetické zmény jsou zfetelné. Podle davky léku
je megaloblastoidie spojena s erytroidni hyperplazii ¢i
hypoplazii. U mykofenoldtu mofetilu a tacrolimu jsou
popisovany zmeény granulocyti, jako jsou ziskana pse-
do-Pelger-Huétova anomadlie, abnormalni shlukovani
jaderného chromatinu a izolované jaderné fragmenty
v cytoplazmeé (8, 21). V pfipadé mykofenolatu jsou navic
vzacné popisovany pripady lékem indukované PRCA (36).

Anti-imunitni protilatky

V posledni dobé je pouZiti téchto postupt stale
Castéj$i u fady imunitné podminénych stavii. Mze
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jit o pouziti i.v. imunoglobulini, protilatek proti
B-lymfocytm (anti-CD20) , proti T-lymfocytim (nej-
Castéji alemtuzumab antiCD52) resp. protilatky proti
TNF . Ztéchto zejména antiCD-20 monoklonalni pro-
tilatky mohou vést k dferiovému ttlumu provazenému
agranulocytézou a trombocytopenii (7), pfi alemtu-
zumabu je dfenova hypoplazie provazena i dysplazii
a pri zvySené incidenci ¢i reaktivaci virovych infekci
se miize objevit EBV-indukovany hemofagocytarni
syndrom (8).

Imunosupresiva a hematologické malignity

V dtisledku zavedeni imunosupresivni 1é¢by je nut-
no pocitat s potlacenim i protinddorové imunity, a pro-
to neni pfekvapenim, Ze tyto 1é¢iva jsou spojena s vyssi
incidenci nddor véetné hematologickych. WHO Kklasi-
fikace tumorti z hemopoetickych a lymfatickych tkani
zroku 2008 v kapitole lymfoproliferativni choroby spo-
jené i imunodeficienci vyc¢lenuje imunosupresiva, kte-
ra jsou spojena se vznikem lymfomi (37); k témto patfi
methotrexat a antagonisty TNF ' - infliximab, adalimu-
mab a etanercerpt. Methotrexat je spojen s incidenci
difusniho velkobunécného B-lymfocytgarniho lymfo-
mu, Hodgkinova lymfomu, periferniho T-bunécného
lymfomu ¢i s jinou lymfoproliferaci, u antagonistti
TNF  je situace méné vyhranéna s vyjimkou inflixi-
mabu. Tento je jako jediny popisovan v predchorobi
vzacného hepatosplenického T-bunééného lymfomu,
ktery nebyl zjiS§tén u jinych imunosupresivnich 1éc¢iv.
Jistad souvislost s ovlivnénim hematologickych klondl-
nich expanzi (MDS, NHL) je zminiovana i v souvislosti
s cyklosporinem A.

ZAVER

Autoimunitni choroby a/nebo jejich 1é¢ba kompli-
kovanym zplisobem zasahuji do normalnich procest
krvetvorby, coZ velmi variantnim zptisobem muze
ovlivnit nejen parametry krevniho obrazu, ale i nalezy
detekované pfi vySetfeni aspiracni biopsie kostni dre-
né. Z tohoto pohledu je pro tento typ hematologického
vySetfeni naprosto zasadni informace, Ze takovouto
chorobou pacient trpi a jaké 1éky jsou mu podavany. Bez
téchto idajlt miize byt rutinni posouzeni myelogramu
zavadéjici a nemusi byt prospésné pro spravnou diagnoé-
zu. Navic se znalosti pfi¢innych souvislosti mze kostni
dren posuzujici hematolog soustfedit svou pozornost
na event. skutecné hematologické komplikace, jez
mohou byt vyvolavajicim onemocnénim ¢i jeho 1é¢bou
indukovany, i kdyz v nékterych pfipadech je nezbytna
konfirmace cytomorfologického nalezu jinymi diagnos-
tickymi metodami.
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2993. MORFOLOGIE AKUTNI'QH
MYELOIDNICH LEUKEMII - NALEZY

TYPICKE | MENE TYPICKE

Simeckova R. (UHKT, morfologicko-cytochemickd labo-
ratof, Praha)

AML je klonalni maligni onemocnéni hematopoezy
charakterizované proliferaci a hromadénim myeloid-
nich blastl v kostni dfeni (KD), periferni krvi (PK)
a vjinych tkanich. V soucasné dobé se morfologicka
diagnostika fidi pravidly WHO Klasifikace tumor
z hematopoetické a lymfoidni tkané, 4. verzi vydanou
vydanou v roce 2008, ktera kromé morfologie zohledriu-
jeindlez imunofenotypizacni, molekuldrné geneticky
a cytogeneticky.

Pro cytologickou diagnostiku je nutné vySetfeni
kompletniho krevniho obrazu, mikroskopické zhod-
noceni natéru periferni krve a vySetfeni aspiratu
kostni dfené doplnéné cytochemickym vySetfenim.
Podminkou diagnosy AML je pfitomnost vice nez 20%
myeloidnich blast v KD (hodnotime 500 bunék) nebo
v PK (hodnotime 200 bunék). Tento pocet muZe byt
i nizsi, pokud je pritomna prislusna cytogeneticka ci
molekuldrné-genetickd odchylka. Pokud je v kostni
dfeni zastoupeni erytropoezy vyssi nez 50%, hodnoti
se pocet blastli z non-erytroidni sloZky (nepocitaji se
prekurzory Cervené fady, lymfoidni a plazmatické buri-
ky, makrofagy a mastocyty). Stale je velmi rozsifené
uzivani FAB Klasifikace, pvodné vydané v roce 1976,
opakované doplnéné a revidované. Ve FAB Klasifikaci
je pro diagnosu AML podminkou 30% blastti (ptivodné
pocitano z non-erytroidni slozky).

K myeloidnim blastiim fadime za prvé myeloblas-
ty, coz jsou rizné velké buriky, s riizné vysokym nuk-
leo/cytoplazmatickym pomeérem. Maji obvykle ovalné
¢ikulaté jadro s jemné zrnitym chromatinem s jednim
i vice jadérky a s rizné prostornou svétle bazofilni
cytoplazmou bez granul - tzv. agranuldrni blasty ¢i
s riznym poctem azurofilnich granul ¢i s Auerovymi
tyCemi - tzv. granularni blasty. Tyto granularni blasty
je nutné odlisit od zralej$ich forem - promyelocytdi, od
kterych se 1is$i chybénim perinuklearniho projasnéni
v oblasti Golgiho zény. V cytochemickém barveni mo-
hou byt tyto blasty negativni, ¢ijsou riizné intenzivné
granularné pozitivni na myeloperoxidazu (MPO nebo
v MPO jsou zfetelné Auerovy tyce (i viceCetné). Druhym
typem blastli jsou monoblasty, to jsou pomérné velké
burniky s prostornéjsi, svétle Sedou az sytéji bazofilni
cytoplazmou, nékdy s drobnymi protruzemi v kontufe
¢i s jemnou vakuolizaci , ojedinéle s jemnou azurofilni
granulaci. Jadro je obvykle kulaté s jednim ¢i dvéma
vyraznéj§imi jadérky. V cytochemickém barveni jsou
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silné pozitivni na nespecifické esterazy - alfa-naftyl-
-butyrat -esterazu(ANBE) ¢i alfa-naftyl-acetat- este-
razu (ANAE), tyto reakce se daji v monocytarni radé
zablokovat pfidanim fluoridu sodného (NaF). V MPO
jsou vétSinou negativni. Promonocyty jsou dalsi
blastické buniky casto s nepravidelnymi jadry, led-
vinovitymi ¢i stoenymi, s jemnym chromatinem,
jadérko je jen naznacené ¢i chybi, cytoplazma je jemné
granularni. Dllezité je odliSit promonocyty a atypické
monocyty, které se do blastické populace nepocitaji.
Atypické monocyty maji vice kondenzovany chroma-
tin, jadra jsou tvarové vice variabilni, cytoplazma je
vice Seda s pocetnéjsi vice fialové se barvici granulaci.
V cytochemickém barveni oba typy davaji pozitivitu
v ANBE ¢i ANAE, v MPO jsou obvykle slabé granuldrné
pozitivni nebo negativni. Megakaryoblasty také ra-
dime do blastickych bunék, jsou to obvykle stfedné
velké elementy s kulatym jadrem, s jemnym sitovitym
chromatinem, s jednim i vice jadérky a sytéji bazofilni
cytoplazmou, ktera casto vybiha v drobné pupence
(blebs). V cytochemickém barveni jsou MPO negativni,
mohou byt pozitivni v periodic acid - Schiff reakci (PAS)
avkyselé fosfataze. V pfipadé akutni promyelocytarni
leukemie (APL) jsou ekvivalentem blast(i leukemické
promyelocyty, cozjsou velké ¢i stfedné velké elementy
s nepravidelnym jadrem (ledvinovitym, lalo¢natym,
preloZenym, ¢i tvaru andélskych kiidel), chybi projas-
néni Golgiho zény a patrna je vyrazna rizova, cervena
¢i purpurova primarni granulace, ktera ¢asto prekryva
i konturu jadra. Typicky mohou byt pfitomny cCetné
Auerovy tyCe, obvykle silnéjsi nez u jinych AML, které
jsou usporadany do snopcti. Takové buriky se oznacuji
jako faggot cells. V pripadé mikrogranularni formy
jsou jadra casto bilobarni a cytoplazma muze byt az
agranularni ¢i je patrny jen jemny azurofilni prach, ob-
vykle lze zachytit i typické hypergranularni elementy.
V pripadé variantnich translokaci se morfologie leuke-
mickych promyelocytl maze 1isit (napt. kulaté buniky
s vyrazné polickovanym chromatinem bez jadérka).
V cytochemickém barveni je MPO vyrazné pozitivni,
vyrazneé pozitivni je i naftol-AS-D-chloracetat-esteraza
(NACE). NACE je specificka esteraza , ktera je pfitomna
v primarnich i sekundarnich granulech neutrofilnich
granulocyta.

Ve WHO Kklasifikaci 2008, verzi 4 jsou AML a pribuz-
né myeloidni neoplazie rozdéleny do nékolika skupin:
AML s rekurentni genetickou abnormalitou
AML s t(8;21)(q22;q22); RUNX-RUNXIT1

Cytologicky jsou obvykle patrné pomérné velké blas-
ty, ¢asto granularni, ¢i s dlouhymi $tihlymi Auerovymi
tyCemi, dale jsou pfitomna pseudo-Chediak-Higashiho
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granula, jsou zfejmé dysplastické rysy granulopoezy
a mzZe byt eosinofilie, ale bez znamek dysplazie.
AML s inv(16)(p13;1q22) nebo t(16;16)(p13.1;q22);
CBFB-MYHI11

Cytologicky jde obvykle o myelomonocytarni leu-
kemii s morfologicky abnormalnimi eozinofily (vétsi
purpurové-fialova granula v mladsich stadiich, hypo-
segmentace jader zralych forem, pozitivita NACE, ktera
je vnormalnich eozinofilech negativni).
Akutni promyelocytarni leukemie s t(15;17)(q22;q12);
PML-RARA, a variantni traslokace

Cytologicky 1ze u PML/RARA varianty rozlisit formu
hypergranularni ¢asto spojenou s pancytopenii a formu
mikrogranularni (popis viz vyse).
AML s t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL

Cytologicky jde casto o monocytarni ¢i myelomono-
cytarni leukemii, ¢asté je extramedularni postiZeni.
AML s t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

Cytologicky je nejcastéjsi myelomonocytarni AML,
Casta je bazofilie a dysplastické zmény.
AML s inv(3)(q21q26.2), nebo t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-
EVIl

V krevnim obraze je ¢asto normalni, ale i vyssi
pocet trombocytli, jsou pritomny pseudopelgeroidni
formy neutrofild, velké hypogranularni trombocyty.
Megakaryocyty jsou malé monolobarni ¢i bilobarni,
mohou byt patrné dysplastické rysy granulopoezy
i erytropoezy, jsou zmnozené eozinofily, bazofily ¢i
mastocyty.
AML (megakaryoblasticka) s t(1;22)(p13;q13); RBM15-
MKL1

Cytologicky ma charakter megakaryoblasto-
vé leukemie. Megakaryoblasty (viz popis vyse).
Megakaryocyty jsou rizné velké, pritomny jsou rovnéz
mikroformy, dysplastické rysy ostatnich fad obvykle
nejsou patrné.
AML s mutovanym NPM1 (provizorni jednotka)
AML s mutovanym CEBPA (provizorni jednotka)

AML spojena s myelodysplazii

- vznika vyvojem z MDS ¢i MDS/MPN, a/nebo

- je provazena cytogenetickou abnormitou typickou
pro MDS ¢i MDS/MPN, a/nebo

-je prokazana multilinedrni dysplazie

Cytologicky jsou patrné dysplastické rysy, které
jsou pritomny alesporl v 50% bunék jednotlivych linii
a postihuji alespon dvé bunécné linie hematopoezy.
Dysgranulopoeza je charakterizovana hyposegmenta-
ci ¢i atypickou segmentaci jader, tvarovymi atypiemi
jader, hypogranularitou, ale i jinymi odchylkami,
které nachazime u myelodysplastického syndromu.
Dyserytropeza je charakterizovana megaloidnimi
zménami, atypickymi tvary jader, karyorhexi, frag-

mentaci jader ¢i vicejadernosti, dale pritomnosti
prstencitych sideroblasti v cytochemickém vySet-
feni Zeleza ¢i PAS pozitivitou erytroblastti. Jako dys-
plastické megakaryocyty oznacujeme hypolobulizo-
vané, monolobarni ¢i multinukledarni formy a mik-
roformy.
Myeloidni neoplazie spojené s 1é&¢bou

Cytologicky jsou obvykle patrné dysplastické rysy
vSech fad, ale mohou mit charakter i jinych morfolo-
gickych typtt AML, nejcastéji se jedna o akutnii mono-
blastovou leukemii.
AML jinak neurcené
AML s minimalni diferenciaci

Méné neZ 3% blastli je MPO ¢i Sudan black B (SBB)
pozitivni, nespecifické esterazy jsou negativni. Blasty
jsou stfedné velké s jemnym, nékdy i vice kondenzo-
vanym chromatinem, ktery m@ze mit charakter az
lymfoblastu, patrna jsou 1-2 jadérka a cytoplazma je
agranularni, bez Auerovych tyci.
AML bez vyzravani

Vice nez 3% blastli je MPO ¢i SBB pozitivni a blasty
tvofi vice nez 90% z non-erytroidnich bunék. Blasty
jsou granularni i agranularni, mohou byt pfitomny
Auerovy tyce.
AML s vyzravanim

Alespon 20% blastil v KD ¢i PK, vice nez 10% zrajici
granulopoezy a méné nez 20% monocytarni kompo-
nenty.
Akutni myelomonocytarni leukemie

Alespon 20% blastli (myeloblasty, monoblasty,
promonocyty), alesponl 20% vyzravajici granulopoezy
a alespon 20% monocytarni komponenty vcetné jejich
prekurzorti. Diagnostické je i zastoupeni monocytl
v PK, alespon 5x10%/1. Cytochemicky je vice nez 3% blas-
tll pozitivnich v MPO, pozitivita ANBE, ANAE s blokaci
NaF, pfipadné doplnéné barveni NACE.
Akutni monoblasticka a monocytarni leukemie

Alespon 80% tvoii monocytarni komponenta (mo-
noblasty, promonocyty, monocyty), v ptipadé akutni
monoblastové leukemie monoblasty tvori vice nez 80%
monocytarni komponenty. V cytochemii mtiZze byt MPO
negativni ¢i jen rozptylené pozitivni, typicky pozitivni
jsou ANBE, ANAE blokovatelné NaF, ale i tato typicka
pozitivita nespecifickych esterdz miize byt v nékterych
pripadech negativni.
Akutni erytroidni leukemie

Cytologicky rozliSujeme dva typy - erytroid/my-
eloidni, kde je alespon 50% erytroidnich prekurzorti
a alespon 20% myeloblastdi z non-erytroidni slozky,
erytropoeza ma dysplastické rysy a v blastech mohou
byt Auerovy tyCe. A druhy typ - Cisté erytroidni , kde
erytroidni prekurzory tvoti alesponl 80% a prevazuji
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nezralé erytroidni prekurzory. V cytochemii maligni
proerytroblasty davaji blokovou pozitivitu v PAS reakci
a loziskovitou v ANAE zralejsi formy jsou difuzné pozi-
tivni a blasty byvaji MPO pozitivni véetné Auerovych
ty¢i. V barveni na Zelezo prokazujeme dyserytropoezu
véetné pritomnosti prstencitych sideroblastii, coz ne-
plati u ¢isté erytroidni formy s vysokym zastoupenim
nezralych proerytroblastii.

Autni megakaryoblasticka leukemie

Blasty nalezi do megakaryocytarni linie (viz popis
vyse), Casto je tento typ spojen s pancytopenii a fibrézou
- suchd punkce. Zralej$i formy maji dysplastické rysy.
V cytochemii jsou MPO, SBB a CAE negativni, mize
byt pozitivita PAS, kyselé fosfatazy a nespecifickych
esteraz.

Akutni bazofilni leukemie

Obvykle nachazime stfedné velké blasty, které maji
ovalnaibilobarni jadra, prominujici jadérka, bazofilni
cytoplazma muiZe obsahovat bazofilni granula ¢i mtize
byt vakuolizovana, blasty jsou MPO negativni, pozitiv-
ni jsou v barveni toluidinovou modii.

Akutni panmyeléza s myelofibrézou

Casta je pancytopenie, zmnoZeni blastil, fibréza
a obvykle sucha punkce, proto je nutné histologické
vySetfeni.

Myeloidni sarkom

Nejcastéji je postizena kiize, lymfatické uzliny, tra-
vici trakt, mékké tkané, varlata. Je tvofen myeloblasty
s - nebo bez znamek vyzravani, také miize mit charakter
myelomonocytarni, monoblastovy ¢i monocytarni.
Vzacné miiZe byt tvofen z erytroidnich prekurzor nebo
megakaryoblastii nebo je pfitomna nezrala trilinearni
hematopoeza.

Myeloidni proliferace spojenia s Downovym syn-
dromem

U pacientl s Downovym syndromem (DS) je vyrazné
vys$i riziko vzniku leukemie.

AZ10% novorozenci s DS postihuje tzv.transientni
abnormalni myelopoeza (TAM), kdy je nalez neodlisi-
telny od AML. Ve vétSine pfipadi dochazi ke spontanni
remisi, ale u 20-30% takto postizenych déti se béhem
1-3 let vyvine skutecna leukemie, ¢asto ma megaka-
ryoblastovy charakter.

Neoplazie z blastickych plazmocytoidnich dendri-
tickych bunék

Blasty byvaji stfedné velké, misty s nepravidelnym
jadrem, s jemnym chromatinem, s jednim i vice jadér-
ky, cytoplazma je méné objemna, misty, kolem jadra
drobné vakuolizovana. Typické je kozni postiZeni,
lymfadenopatie a negativni cytochemie. Pro stanove-
ni diagnosy je zasadni imunofenotypizac¢ni vySetfeni
a imunohistochemie.
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2884. ULOHA MORFOLOGIE PI?I
DIAGNOSTICE A MONITOROVANI
CHRONICKE MYELOIDNI LEUKEMIE

Faber E., Juranova J., Lap¢ikova A. (Hemato-
onkologickd klinika, FN a LF UP, Olomouc)

Morfologické posouzeni preparatd nemocnych,
ktefi pfichazi s podezfenim na chronickou myeloidni
leukémii (CML) necini zasadni problémy. V typickych
ptfipadech nenachazime na elementech periferni krve
ani v aspiratu kostni difené kvalitativni abnormality
a podezfeni na diagnézu CML je vyslovovano na zakladé
kvantitativnich zmén. Typicka je leukocytdza s posu-
nem doleva, s vyplavenim element stfedni zralosti
v kombinaci s basofilii pfipadné eozinofilii. Obvykle do-
chazi také k vyplaveni malého poc¢tu promyelocytli nebo
blast{i. V krevnim obraze se median leukocytti pohybuje
kolem hodnoty 80x10°/1, nicméné rozptyl hodnot byva
vyrazny - od nizkych poct do 20x10°1 aZ po hodnoty
nad 600x10°/1. Anémii 1ze pozorovat u necelé poloviny
pripadi, vétSinou je normocytarni a lehkého stupné.
V periferni krvi se mohou nachazet i erytroblasty, jejich
zastoupeni vSak nebyva vyrazné. Ve vétsiné pripadt je
pritomna trombocytémie, vyjimecné s hodnotami pres
2000x10°/1, pocet trombocytl vSak m{ize byt normalni
a trombocytopenie diagnézu CML rozhodné nevylucuje.
Aspirat kostni dfené byva v typickych pfipadech vyraz-
né hypercelularni s dominanci granulopoézy a znacnou
redukci erytropoézy. Pomér myeloidni a Cervené fady
je vyssi nez 10:1, obvykle 25:1 (1). Zastoupeni mega-
karyocytd byva variabilni. V kostni dfeni mohou byt
zastizeny makrofagy a stfadajici burniky typu pseudo-
-Gaucherovych bunék a modrych (sea-blue) histiocytt.
Barvitelné Zelezo v kostni dfeni je sniZzeno u vétSiny
nemocnych, coz je diisledkem odliSné distribuce za-
sobniho Zeleza (2).

Diferencidlné diagnosticky je nezbytné vyloucit sta-
vy vedouci k leukemoidni reakci (zanétliva onemocnéni
nebo infekce, vétSinou bakteridlni etiologie). Pro tyto
reaktivni zmény je v natérech periferni krve typicka pri-
tomnost toxické granulace v neutrofilech, nebyva pti-
tomna basofilie a eozinofilie. Dale je nezbytné vyloucit
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Numericka kritéria podle WHO

Akcelerovana faze

ké hematologické dny

Numericka kritéria podle ELN

Blasty v periferni krvi 10-19 % 15-29 % blastd nebo = 30 % blastd
a promyelocyt(
Basofily v periferni krvi =20 % =20 %
Trombocyty <100 x 10%/I nezavisle na lécbé <100 x 10%/I nezavisle na lécbé
nebo > 1000 x 10/ neovlivnitelnych lécbou

Blasticka faze

Blasty v periferni krvi nebo v kostni dreni >20%

=30 %

dalsi chronické myeloproliferativni stavy jako je prava
polycytémie, esenciilni trombocytémie nebo vyjimec-
neé osteomyelofibréza. Dalsi jednotky majici podobny
morfologicky i klinicky obraz predstavuji chronicka
myelomonocytarni leukémie (CMMoL), atypickd CML
a chronickd neutrofilni leukémie. V minulosti ¢asto
pouzivané cytochemické vysetfeni alkalické fosfatazy
v neutrofilech (sniZené skére u CML a naopak zvysené
napft. u infekci) bylo pro svou nedostatecnou specifici-
tu opusténo. Diagnézu CML standardné potvrzujeme
cytogenetickym vySetfenim kostni dfené s prikazem
chromosomu Philadelphia (Ph), které lze v pripadé
selhani kultivace nahradit fluorescenc¢ni in situ hyb-
ridizaci (FISH). Vzdy je nezbytné provést molekularni
vySetfeni k priikazu leukemické flize BCR-ABLT pomoci
polymerazové fetézcové reakce s vyuzitim reverzni
transkriptazy (RT-PCR). Toto slouzi jednak k potvrzeni
CML v pfipadech negativity Ph chromosomu a jednak
vyjimecné k odliSeni chronické neutrofilni leukémie
(pfitomna varianta p-BCR s proteinem p230) nebo ¢as-
téji k identifikaci varianty m-BCR s proteinem p-190,
ktery se u CML vyskytuje vyjimecné. Udava se, Ze tato
varianta CML se v krevnim obraze vyznacuje monocy-
tézou, coz muize pusobit diferencialné diagnostické
rozpaky viiéi CMMoL (3). Castéji se typ m-BCR vyskytuje
u Ph-pozitivni akutni lymfoblastické leukémie (ALL),
kde je popisovan asi u dvou tfetin pacienti. OdliSeni
blastického zvratu CML (s nimz se mzeme setkat u asi
dvou procent pacientli i pfi diagnoéze) od ALL mtiZe byt
slozité, ne-1i nemozné. Pro vzacné se vyskytujici aty-
pickou CML svéd¢i vyrazné dysplastické zmény v natéru
aspiratu kostni diené pfi splnéni dalSich kritérii pro
diagnézu CML, ale za soucasné nepritomnosti leuke-
mického genu BCR-ABLI. Pozitivita BCR-ABLI odlisi
CML také od dalsich vzacnéjsich neklasifikovatelnych
myeloproliferativnich onemocnéni nebo jednotek sto-
jicich na pomezi myeloproliferace a myelodysplazie (4).

Urceni presného podilu blastti a basofilt ma za-
sadni vyznam pro urceni faze onemocnéni, ale také
pro spravné provedeny vypocet prognostickych skére
(Sokal, EURO, EUTOS a ELTS). Provedenim diferenci-

alniho rozpoctu leukocytt periferni krve na 500 misto
obvyklych 100 elementd klesa variacni $ite (a mozna
chybovost) vysledku z +14 % na +6 % (5). Z tohoto dtvo-
du je nékterymi skupinami nebo v klinickych studiich
doporuceno provadét manualni diferencialni rozpocet
leukocytll v periferni krvi na vys$im poctu bunék. Na
podil blastil nezbytny ke stanoveni diagnézy blastic-
kého zvratu, resp. akcelerace existuje rozdilny pohled
skupin experti WHO a ELN (4,6). Autofi WHO Kklasifi-
kace doporucuji pouzivat jako kritérium pro stanoveni
diagnézy blastického zvratu hranici 20 % blastd (v na-
térech periferni krve nebo aspiratu kostni dfené), ktera
odpovidd WHO Kkritériim pro diagnostiku akutnich
leukémii. ELN experti ponechali ve svych doporucenich
hodnotu 30 % (Tabulka). Dvodem bylo zjisténi, Ze
prognoéza pacientd s podilem blastli v rozmezi 20-30 %
ve dfeni nebo periferni krvi odpovida akceleraci a nikoli
blastickému zvratu (7). Z toho divodu také neni vhod-
né pouzivat pro blasticky zvrat CML termin ,,zvrat do
akutni leukémie“.

Problém s diagnostikou CML mtiZe nastat v nety-
pickych pripadech - setkali jsme se s pacienty s nor-
malnimi pocty leukocytl v krevnim obraze, lehkou
basofilii a trombocytémii nebo dokonce trombocyto-
penii, unichZ metody klasické a molekularni genetiky
potvrdily CML. Dal$im problémem mtiZe byt soucas-
ny vyskyt jiného hematologického onemocnéni pfi
diagnéze nebo jeho manifestace béhem 1é¢by CML:
anémie riizné etiologie, dalsiho myeloproliferativniho
onemocneéni (s prikazem mutace V617F v genu JAK2),
myelodysplastického syndromu nebo chronické lym-
fatické leukémie. K identifikaci dal§iho onemocnéni
muiZe dojit jak v situaci nedostatecné nebo naopak op-
timalni odpovédi na 1é¢bu. Ve vSech pripadech pomiize
k identifikaci problému peclivé sledovani pacienta
a v€asna identifikace znamek nesouvisejicich s CML
nebo podavanou 1écbou.

Zavér: stanoveni diagnézy CML a jeji diferencialni
diagnostika necini potiZe také proto, Ze se hematolog
mize opfit o robustni vySetfeni cytogenetiky nebo mo-
lekularni biologie. O to vice by mél morfolog vénovat
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péci odliSeni pokrocilych fazi CML nebo koexistujicich
onemocnéni, jejichz nalez mtiZe byt prekvapivy.
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2901. MOZNOSTI HISTOLOGICKEJ
DIAGNOSTIKY MEGALOBLASTOVEJ
ANEMIE'A MYELODYSPLASTICKEHO
SYNDROMU TYPU REFRAKTERNEJ'ANEMIE

V TREPANOBIOPTICKYCH VZORKACH
Vasekova P., Plank L., Szépe P., Marcinek J.,
Balharek T. (Ustav patologickej anatémie, JLF UK a UNM,
Martin - SK)

Uvod: Megaloblastova anémia (MA) je podtyp mak-
rocytovej anémie vznikajici v désledku poruchy syn-
tézy DNA. NajmiernejSie formy MA veda len k vzniku
makrocytézy bez sprievodnej anémie, tazké formy az
k vzniku stcasnej trombocytopénie a/alebo leukopénie.
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Castymi pri¢inami st deficity foldtu a/alebo vitami-
nu B12. Stanovenie diagnézy MA vo vicSine pripadov
nepredstavuje zavaznejsi klinicky problém, avsak je
potrebné vylacit aj iné priciny makrocytdzy, vratane
myelodysplastického syndrému (MDS). Material a me-
todika: V bioptickom registri sme v obdobi 2004 - 2015
identifikovali trepanobiopsie kostnej drene (KD) 126
pacientov s idajom o cytopénii/ach v periférnej krvi
a stcasne vyslovenym podozrenim na MA resp. na MDS
typu refraktérnej anémie (RA). KD pacientov sme retro-
spektivne analyzovali so zameranim sa na hodnotenie:
a/ celkovej bunecnatosti KD a proporcionalitu zastipe-
nia prekurzorov, b/ topografickych pomerov, ¢/ pritom-
nost maturacnych defektov a dysplastickych zmien, d/
stupenl a rozsah myelofibrézy, e/ zdsoby Zelezitého pig-
mentu a zhodnotenie f/ pritomnosti ,zapalovej“ reakcie
v KD. Imunohistochemické vySetrenia boli pouzité na
podporu histologickej analyzy. Vysledky: Stubor tvorilo
126 pacientov (61 muzov a 65 Zien), priemerny vek bol
63 rokov (14-88 rokov). Anemicky syndrém bol pritom-
ny takmer u vSetkych pacientov (121/126). Pacientov
sme rozdelili do troch podskupin - MA (31 pacientov),
MDS-RA (39) a ,,DIF DG* (56). Zmeny bunecnatosti KD
sa vyskytli v 81% a naruSenie topografickych pomerov
v 73% vSetkych pacientov. Megaloblastovil prestavbu
erytropoézy sme detekovali v 79% vSetkych biopsii,
diagnostické dysplazie sme pozorovali v 25% pripadov.
Prstencové sideroblasty boli pritomné v 29% vSetkych
biopsii. Poruchy lobulizacie a denzity jadier megaka-
ryocytov sa vyskytovali u 61% vSetkych pacientov. V 14%
vSetkych biopsii bola stréma KD bez myelofibrézy, len
v 5% vzoriek sa vyskytol stredne tazky stupen difiiznej
fibrézy. Stromalna ,zapalova“ reakcia bola pritomna
v 44% vSetkych pripadov. Zasoby Zelezitého pigmentu
absentovali v 26%, resp. boli zniZené v 35% vsetkych
biopsii. ZvySené zasoby boli pritomné v 33% vSetkych
pripadov. Zaver: Odlisit zmeny krvotvorby v bioptic-
kom obraze KD pacientov s MA a MDS-RA je obtiazne
a bioptické vySetrenie umoznuje stanovit jednoznacny
zaver v priblizne 55% pripadov. Zasadnym problémom je
rozhodnutie, ¢i zmeny v KD st alebo nie st désledkom
Klonalneho ochorenia.
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DARCOVSKE A LECEBNE AFEREZY

2997. EXTRAKORPORALNI
FOTOCHEMOTERAPIE

Gasova Z., Bhuiyan-Ludvikova Z., Bohmova M.
(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

»~Extrakorporalni fotochemoterapie je postup, pri
némz se za pomoci techniky hemaferézy separuji mono-
nuklearni bunky (MNC) pacienta. Buniky se poté oSetfi
fotosenzitivni latkou 8-methoxypsoralenem (8-MOP)
v koncentraci 200 ng/ml. Takto upravené burky se na-
sledné ozati UV-A zafenim o vinové délce 320 az 400 nm
v davce 2 J/cm?. Koncentrat MNC se poté transfunduje
zpét do cirkulace pacienta.

Metoda je t¢inna v terapii onemocnéni, na jejichz
patogenezi se podileji T lymfocyty, jako napt. v tera-
pii koznich lymfoma z T lymfocytd (CTCL) a v terapii
akutni a chronické GVHD (aGVHD, cGVHD). ECP se také
zavadi do terapie nékterych imunitnich komplikaci po
organovych transplantacich srdce, ledvin a plic.

Na tcinnosti metody se podili nékolik na sebe na-
vazujicich postupi: separace mononuklearnich bu-
nék a fotomodifikace za pomoci 8-methoxypsoralenu
(8-MOP) a UVA- zafeni. 8-MOP patii do skupiny psora-
lenti, cozZ jsou tricyklické aromatické slouceniny, které
se fadi mezi furokumariny a které vykazuji vyraznou
absorbci UV-A zafeni. V bunkach se vazi na DNA struk-
tury, kde po ozafeni UV-A dochazi mezi bazemi DNA
k vytvoteni zkfizenych vazeb. Tyto zmény maji za na-
sledek inhibici syntézy DNA a tim inhibici proliferace
bunék. Stupen inhibice zavisi na koncentraci psorale-
nu, vinové délce a davce UV-A zafeni a také na Cistoté
pripravenych bunék. Vyznamnéjsi primés erytrocytti
v pripravku muiZe snizit ic¢innost oSetfeni bunék.

Presny mechanismus t¢inku ECP nebyl doposud
vysvétlen. Fotoferéza vyvolava v oSetfenych bunkach
zmény na molekularni a bunééné Grovni, které u léce-
ného pacienta vyvolavaji zmény v imunitnich reakcich.

V mechanismu ECP se pfedpoklada kombinace na-
sledujicich jevi:

1 Fotodestrukce s naslednou eliminaci mononuklear-
nich bunék, k niz dochazi vlivem antiproliferacniho
acinku 8-MOP a UV-A zafeni.

2. Fotomodifikace dal§ich biomakromolekul, tj. protei-
nl alipidd s ovlivnénim funkci imunitniho systému.
Vliv na imunitni systém se vysvétluje tim, Ze ke
komunikaci mezi jednotlivymi ¢astmi imunitniho
systému dochazi prostfednictvim interakci mezi
proteinovymi strukturami.

3. Uvolnéni cytokint, jako TNF-a, IL-1, IL-6 a IL-8 z 0za-
fenych mononukledrnich bunék.

4. Indukce apoptozy fotomodifikovanych mononukle-
arnich bunék.

5. Vliv ECP na vlastnosti monocytd a dendritickych
bunék (antigen prezentujicich bunék APC, DC).

6. Vliv zvySené apoptézy lymfocyth a aktivace mono-
cytl v dendritické burky. Dendritické bunky (da-
le DC) nasledné fagocytuji apoptotické lymfocyty
a prezentuji znaky fagocytovanych bunék na svém
povrchu. DC jsou poté schopné aktivovat bud tvorbu
regulacnich T lymfocyth a tim navodit proces imuno-
tolerance nebo naopak aktivovat imunitni systém se
specifickou supresi patogenniho klonu T lymfocytd.
Témito jevy by se mohl vysvétlit efekt fotochemote-
rapie v ovlivnéni jak postransplanta¢nich komplikaci
jako GVHD tak i v terapii nadorovych onemocnéni,
napt. koznich lymfoma z T lymfocytd.

7. Ovlivnéni funkci imunitniho systému nemocného
procesem imunomodulace.

Presto, Ze se ECP provadi v mnoha transplantacnich
centrech, 1ze v jejich postupech nalézt znacnou hetero-
genitu. V poslednich letech je patrna velka snaha nalézt
optimalni postup pro uc¢inné a bezpecné provadéni ECP.
Existuji rozdily ve skupinach pacientd, v technickém
provedeni vykont, v indikacich k vykontim, v stano-
veni terapeutického reZimu, v optimalnim nacasovani
zahajeni a ukonceni série postupti, v ovéfeni ii¢innosti
metody, v kontraindikacich postupii, v posuzovani
ucinku ECP u pacientd a v kontrole ti¢innosti terapie in
vitro (parametry koncentrat mononuklearnich bunék,
ucinnost fotomodifikace). ECP se obvykle provadi ve
spolupraci klinickych 1ékafti a 1ékafti na aferetickych
nebo transfuznich centrech. Néktera pracovisté se za-
byvala zhodnocenim stavajicich postupti a formulaci
zavéril, které by mély pomoci v optimalnim provadéni
ECP (napft. Italska spolecnost pro hemaferézu a bunéc-
nou manipulaci a Italska skupina pro transplantaci
kostni dfené, 2013).

Na zakladé stavajicich zkuSenosti a vysledkd 1ze
uvést:

1. Techniky pro provadéni ECP

Metoda extrakorporalni fotochemoterapie se miize
provadét za pomoci techniky ,in line“, tj. jednoho
jednotucelového zafizeni pro separaci a fotomodifikaci
bunék (,,all in one“) nebo za pomoci tzv. ,off line*
techniky, kterd vyuziva dvé nezavisla zarizeni jak pro
separaci mononuklearnich bunék (MNC) tak pro jejich
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fotomodifikaci. Tento rezim je méné nakladny a pii-
pravek je malo kontaminovany erytrocyty. Separator
muze byt vyuzivany i pro jiné typy vykont. Vyhodou
systému ,,in line* je vS§ak znacka CE, ktera zatim nebyla
,Off line“ reZimu priznana. Proto je pfi zavadéni ,,off
line* techniky nutné pfedem provést standardizaci jed-
notlivych postupii: (i) vypracovani optimalniho rezimu
pro separace mononukledrnich bunék, (ii) stanoveni
koncentrace 8-MOP v koncentratech mononukledrnich
bunék, (iii) zajisténi t¢inné ozatovaci davky a (iv) ové-
feni i¢innosti procesu za dodateéné kontroly reaktivi-
ty fotomodifikovanych lymfocytl pomoci funkénich
testi (blastické transformace lymfocytl po stimulaci
fytohemaglutininem, PHA) nebo stanovenim apoptézy
T lymfocytl. Pokles hodnot indukované proliferace
lymfocyth na cca rezidualnich 10% se povazuje za do-
statecny pro oekavany efekt terapie.

2. ECP u pacientu s akutni a chronickou GVHD

V poslednich letech stoupa pocet alogennich
transplantaci kmenovych krvetvornych bunék a sou-
Casné také stoupa frekvence GVHD, ktera je pri¢inou
vyznamné morbidity a mortality nemocnych. ECP
je tc¢innym a bezpecnym postupem v terapii akutni
a chronické GVHD u détskych i u dospélych pacient,
ktefijsou refrakterni na terapii kortikosteroidy a kalci-
neurinové inhibitory. ECP ma potencial omezit davku
podavanych kortikosteroidd.

Pfedpoklada se, ze u nemocnych s chronickou GVHD
miiZe ECP ovlivnit autoimunitni projevy onemocnéni
doposud nevyjasnénym mechanismem imunomodulace.
ECP je pravdépodobné schopna navodit inaktivaci auto-
reaktivnich klond T lymfocyth a tipravu dysfunkce imu-
nitnfho systému s potlacenim manifestace onemocnéni.

Vysledky ukazuji zlepSeni klinického stavu u ne-
mocnych predevsim s postiZzenim v kozni a hepatalni
lokalizaci a u déti s o¢ni formou onemocnéni. U visce-
ralnich forem onemocnéni je tc¢innost mené patrna.

3. ECP je vhodnou metodou u pacientti, u nichz je
dalsi imunosuprese nevhodna nebo kontraindiko-
vana.

Kortikosteroidy a jiné imunosupresivni latky poda-
vané v terapii GVHD jsou provazené vysokym rizikem
mortality v disledku infekénich komplikaci. ECP ne-
vyvolava generalizovanou imunosupresi. V souvislosti
s provadénim ECP nebyl pozorovan zvyseny vyskyt
infek¢nich komplikaci.

4, Pfiprava pacienta k separaci MNC

Pfed zahdjenim ECP se posuzuje zplsobilost pa-
cientli k separacim MNC. Hodnoti se Zilni pristup,
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Klinicky stav pacienta, ptfipadny vyskyt HIT, zndma
intolerance citratu nebo psoralenti, terapie ACE in-
hibitory, antiagregacni nebo antikoagulaéni tera-
pie, kardiorespiracni funkce (ekg, echokardiografie),
funkce jater a ledvin, u febrilnich pacientd hladiny
prokalcitoninu, koagulacni testy a hladiny elektro-
lyt. U pacienti s anamnézou HIT nelze pouzit k an-
tikoagulaci separa¢niho okruhu heparin. U pacientt
na antiagregacni terapii je tfeba zajistit zménu na
alternativni antikoagulacni terapii. V téchto posled-
nich dvou situacich je nutné pouzit k antikoagulaci
pouze ACD-A. U plicnich forem GVHD je tfeba hodno-
tit respira¢ni funkce.

Separace MNC pro ECP je bezpednym postupem
s podobnou frekvenci nezadoucich reakci jako separace
PBPC (cca u 5% vSech vykoni). Déti s hmotnosti nizsi
nez 25 kg maji maly celkovy objem krve. Separace
mononuklearnich buneék Ize u nich bezpecné provést
po predplnéni separa¢niho okruhu deleukotizova-
nymi a ozafenymi erytrocyty, jejichZ hematokrit je
upraveny na pozadovanou hodnotu (podle krevniho
obrazu pacienta a nafedéni transfuzniho pfipravku
v separa¢nim okruhu). Nezadouci reakce jsou mirné
a prechodné.

5. Hematologické kontraindikace ECP

Je zadouci, aby pacienti méli pfedsepara¢ni hodnotu
hemoglobinu alespori 80 g/l a pocty trombocytl byly
vy$8i neZ 50x10°/1. Parametry cerveného krevniho
obrazu pacienta lze upravit podanim transfuze ery-
trocytll. ECP se neprovadi, pokud je pocet leukocytl
nizsi nez 1x10°/1.

6. Nehematologické kontraindikace ECP

K nehematologickym kontraindikacim patfi za-
vazna kardiovaskularni nebo ledvinna onemocnéni.
Zvysena teplota sama o sobé jesté nemusi byt kontra-
indikaci vykonu, avSak ECP se neprovadi u pacientt
v septickém stavu, i kdyZ jsou afebrilni. Pacienti mo-
hou byt indikovani k vykontim az po zvladnuti infekce.

ZAVER

Metoda ECP je alternativni, netoxicky imunote-
rapeuticky postup umoznujici zlepseni kvality Zivota
nemocnych pfi sniZzeni rozsahu celkové nespecifické
imunosuprese.

Pro nemocné s c-GVHD a CTCL predstavuje jednu
z mala moznosti potlaceni autoimunnich projevii one-
mocnéni a tupravu dysfunkce imunitniho systému.
Vyznamna je téZ moznost omezeni celkové nespecifické
imunosupresivni terapie pacienti se sniZzenim vyskytu
zavaznych infek¢énich komplikaci.
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2910. DARCOVSTVIi A ODBERY ALOGENNICH
HEMOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK
Lysak D., Navratilova J., Hrabétova M., Jindra P.
(Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzeii)

Alogenni transplantace hemopoetickych kmeno-
vych bunék predstavuje dilezitou 1écebnou modalitu
v terapii fady hematologicko- onkologickych onemoc-
néni. V Evropskych transplantacnich centrech se ro¢né
provede kolem 16 tisic alogennich transplantaci (EBMT
survey 2013), v CR pfes 200 alogennich transplanta-
ci/ rok (242 za rok 2014). Celosvétové se zvySuje pocet
transplantaci provedenych s nepfibuznymi darci. Je
také patrny trend CastéjSiho vyuzivani zahranicnich
neptibuznych darcti, se kterymi se provadi cca 50 %
nepiibuzeneckych transplantaci (WMDA report 2014).
Nejcastéjsim zdrojem kmenovych bunék pro transplan-
taci jsou periferni kmenové buriky (PBSC), které se
aplikuji ve zhruba 75 % ptfipada.

Odbéry PBSC pro ucely alogenni transplantace se
provadéji cca od roku 1999. Standardni mobiliza¢ni
procedura obnasi 4-5 denni aplikaci ristového faktoru
granulopoezy (G-CSF, filgrastim) v davce cca 10 pg/kg/
den. Maximalniho hladiny vyplavenych CD34+ bunék
je dosazeno v den +5, kdy se zpravidla provadi prvni
aferéza. Obsah CD34+ bunék v aferéznim produktu
je urcen predevsim hladinou CD34+ bunék cirkulu-
jicich v periferni krvi darce a také parametry aferé-
zy. Neexistuji bohuzel spolehlivé parametry, které by
umoznily predikovat kvalitu mobilizace u konkrétniho
darce. Horsi odpovéd na filgrastim je mozZné pozorovat
u star$ich darcli, naopak lepsi mobilizovatelnost je
popisovana u darct s vys$sim body mass indexem.

Mobiliza¢ni efekt G-CSF je nepfimy. Molekula ptiso-
bi myeloidni aktivaci s uvolnénim neutrofilnich prote-
az. Protedzy nasledné $tépi adhezivni vazby, které drzi
kmenové bunky v mikroprosttedi kostni dfené. Obvykla
davka CD34+ bunék pro alogenni transplantaci se po-
hybuje mezi 3,0 aZ 5,0 x 10¢/kg hmotnosti piijemce,
za suboptimalni se povazuji transplantaty s obsahem
méneé nez 2,0 x 106/kg. Ve vyjimecnych ptipadech je
mozné zvazit pfi mobilizaci zdravého darce i pouziti
plerixaforu, ktery v§ak neni v této indikaci schvaleny
a ovéteny. Svym primym zasahem do vazebné osy SDF-
-1a/CXCR4 vSak mlZe umoznit ispéSnou mobilizaci
iu darcti, ktefi neodpovidaji na G-CSF (poor mobili-
zers), nebo v piipadé, kdy je poZadovana megadavka
CD34+ bunék. SloZeni transplantat z PBSC a kostni
dfené (BM) je diky odlisnému zptisobu odbéru rozdilné.
PBSC maji zpravidla mensi objem, niz$i hematoKkrit,
proto pfipadna ABO inkompatibilita nepfedstavuje pri
podani transplantatu zpravidla problém. Vyssi obsah

»comitted“ progenitori naopak nabizi o néco rychlejsi
engraftment. Odbér z periferni krve s sebou vSak nese
i cca 10x vySsi zastoupeni T-lymfocytd v porovnani
s kostni dfeni, které mohou zvySovat riziko vzniku
zejména chronické GVHD. Transplantace PBSC miize
byt spojena s niz§im rizikem relapsu a del$im EFS v po-
rovnani s kostni dfeni. Na druhou stranu nevedou tyto
vyhody, s vyjimkou pacientdi s pokro¢ilym onemocné-
nim, ke zlepSeni celkového preziti.

V soucasné dobé je davka CD34+ bunék event. CD3+
bunék hlavnim ukazatelem kvality $tépu. Mame malo
informaci o dalsich subpopulacich CD34+ a imuno-
kompetentnich bunék, o jejich alo-reaktivité, vlivu
na imunitni rekonstituci a GVHD/GVL. Je znamo, Ze
expozice G-CSF zmirnuje alo-reaktivitu T-lymfocytl
jejich posunem k Th2 cytokinovému profilu. Pfesny
mechanismus neni znamy, mize byt zprostfedkova-
ny dendritickymi burikami. G-CSF v§ak neposkozuje
anti-leukemickou aktivitu T-lymfocyt{ a G-CSF mobi-
lizované T-lymfocyty si zachovavaji svou terapeutickou
aktivitu, jako konvencni nemobilizované DLI (donor
lymphocyte infusion). G-CSF také moduluje aktivitu
T, Které maji vyznam pro navozeni imunotolerance,
a dale jsou diikazy o jeho nepriznivém vlivu na funkci
NK bunék, ktery je vSak doc¢asny a neovliviiuje nega-
tivné jejich GVL potencidl. Recentni analyza souboru
nemyeloablativnich transplantaci prokazala asociaci
mezi davkou CD8+ lymfocytl ve Stépu a niz§im rizikem
relapsu a naopak lepSim PFS a OS (1). Vys$si obsah CD8+
lymfocyth ve $tépu byl pfitomen zejména u odbéra od
mladych darchi. Vyssi pravdépodobnost ziskani stépu
bohatsiho na T-lymfocyty pfipadné NK bunky miiZe byt
jednim z moznych vysvétleni vlivu véku darce na vy-
sledek transplantace. Nové mobilizacni reZimy (napft.
pouziti plerixaforu) mohou mit odli$ny vliv na slozeni
Stépu, ale jejich dopad na rychlost hematopoetického
¢iimunitniho engraftmentu, na riziko GVHD ¢i relapsu
se bude muset teprve ovérit.

Nezadouci reakce v souvislosti s darovanim PBSC
mohou byt zpisobeny vedlejsimi ucinky filgrastimu
a nebo komplikacemi vyplyvajicimi z leukaferézy.
Podavani filgrastimu je u vétSiny darct spojeno s rizné
vyjadfenymi ,flu-like“ symptomy, zejména bolestmi
kosti, svald ¢i hlavy, titnavou, subfebriliemi. Tyto ob-
tiZe jsou ovlivnitelné béznymi analgetiky a vétSinou
nevyzaduji apravu davkovani G-CSF. Komplikace leu-
kaferézy zahrnuji zejména projevy citratové toxicity,
pripadné vasovagalni reakce. Vzacné nejsou ani kom-
plikace vznikajici v souvislosti s zilnim pfistupem, ze-
jména hematomy ¢ trombdzy v pfipadé zavedeni CZK.

Mobilizace a odbér PBSC jsou spojeny s typickymi
zménami v krevnim obraze. Leukocytoza zptisobena fil-
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grastimem dosahuje primérné 40 x 10°/1, pouze cca 20 %
darcti miva hodnoty leukocytli nad 50 x10°/1. Maximalni
akceptovatelna leukocytéza je arbitradrné stanovena na
70 x10°/1 a pfi jejim dosaZeni je nutné redukovat davku
filgrastimu. Nicméné darci s vy$$imi hodnotami leuko-
cytl nemaji zpravidla vice nezadoucich projevi ¢i obtizi
zptsobenych filgrastimem. Hladina trombocytfi klesa
zejména po prvni aferéze a u ¢asti darc mtize dochazet
ke sniZeni az pod 100 x 10%/1.

Nejcastéjsimi subjektivnimi obtiZemi darcti v sou-
vislosti s darovanim jsou tinava, bolesti, nespavost,
nevolnost nebo nauzea. Podobné priznaky lze pozorovat
iudarct kostni dfené, odli$né je ovSem jejich nacaso-
vani. Zatimco pfi odbéru PBSC se objevuji za 24 hodin
po prvni aplikaci filgrastimu a vrcholi zpravidla v den
+5, tedy v den prvni aferézy, pfi odbéru kostni dfené
zacinaji aZ pti vlastnim odbéru s maximem 24 - 48 ho-
din po odbéru. Bolesti v souvislosti s odbérem (vétSinou
mirné) zaziva témér 90 % darct. Pri odbérech PBSC se
jedna predevsim o bolesti muskuloskeletalniho cha-
rakteru, pripadné bolesti hlavy, které svého maxima
dosahuji v den +5. Naproti tomu odbéry kostni dfené
jsou zatizené zejména bolestmi v misté odbéru a nej-
intenzivnéji jsou vinimany cca 24 - 48 hodin po odbéru.
Vedle bolesti je vyznamnym vedlej$im tcinkem daro-
vani tinava, kterou udava druhy den po odbéru vétsi
cast darc (cca 60 %). S odstupem mésice po odbéru
je pretrvavajici iinava pritomna uZ jen u malé casti
darcti (cca 5 %). Celkové zotaveni darce po odbéru je po
darovani PBSC velmi rychlé (cca 1 tyden) v porovnani
s darci kostni dfené (cca 3 tydny).

Zavazné nezadouci reakce (SAE) u darcti, tedy tako-
vé, které ohrozuji Zivot, vedou k neplanované hospita-
lizaci ¢i jejimu prodlouzeni nebo zptisobuji dlouhodobé
pretrvavajici zdravotni problémy, maji vétsinou akutni
charakter a odezni béhem nékolika dndi. Jejich inci-
dence je pro odbéry PBSC cca 0,6 %, pro odbéry kostni
drené cca 4 x vySsi. Nejcastéji se jednd o neplanovanou
hospitalizaci na zakladé o¢ekavanych nezadoucich
ucinkt odbéru (bolesti, nauzea, slabost, kolapsovy
stav), méné casto je divodem hospitalizace neoce-
kavana komplikace (infekce, bolest na hrudi apod.).
Dlouhodobé komplikace se symptomy pretrvavajicimi
déle nez 3 mésice jsou taktéZ vzacné (~0,06 %), nejcasté-
ji ve formé protrahovanych bolesti. Velmi vzacné jsou
Zivot ohrozujici komplikace (~0,01 %).

Diilezitou problematikou je sledovani dlouhodo-
bych uc¢inkd G-CSF, predevsim vyskytu nadorovych
onemocnéniu darci PBSC. Zejména v minulych letech
existovala obava z pfipadného leukemogenniho poten-
cidlu filgrastimu a z rizika zvySeného vyskytu hemato-
logickych nadorovych onemocnéni u mobilizovanych

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 22, 2016, SUPLEMENTUM

darct. Aktualni data ukazuji, Ze incidence nadorovych
onemocnéni je stejna u darch PBSC i darcti kostni
drfené (~0,8%), a zaroven je nizsi v porovnani s béznou
populaci. Filgrastim tedy nezvySuje riziko hematolo-
gickych malignit a mobilizaci pomoci filgrastimu lze
povazovat za bezpecnou. Pfi analyze chromozomalnich
abnormalit po stimulaci G-CSF neprokazaly studie
jakoukoliv perzistujici abnormalitu v CD34+ nebo mo-
nonukledarnich burikdch. Nékteré studie nalezly pouze
prechodné zmény v genovém expresnim profilu, jejichz
vyznam je nejasny (2). Nicméné pfes vysokou bezpec-
nost darovani PBSC je nezbytné s ohledem na moznost
vyskytu dlouhodobych komplikaci sledovat zdravotni
stav darce nejen v dobé odbéru a bezprostfedné po ném,
ale musi byt provadéna i dlouhodoba dispenzarizace.
Jeji minimalni doporucené trvani je 10 let.

Nékteré skupiny darct podstupujicich odbér maji
sva specifika. Zeny darkyné maji vyssi riziko neza-
doucich reakci, které souvisi, vedle jejich casto nizsi
hmotnosti, s ¢astéjsi nutnosti zavedeni CZK a horsi
toleranci aferézy. Pfibuzni darci byvaji ¢asto starsi,
neziidka komorbidni a riziko nezadoucich reakci pti
odbéru véetné SAE je u nich vyssi. PfestozZe standardy
péce o pribuzné darce resp. kritéria posuzovani jejich
zdravotni zplisobilosti se mohou mirné liSit, mélo by se
s pfibuznymi darci zachazet stejné jako s neptibuznymi
a to vCetné dispenzarizace po odbéru.

Darcovstvi alogennich hemopoetickych kmenovych
bunék je bezpecnou procedurou s nizkou mirou rizika
pro darce. Vétsi ¢ast odbért se provadi u neptibuznych
darcti. Pro péci o darce se uplatnuji standardy stano-
vené svétovou asociaci darch (WMDA) a narodnimi
regula¢nimi autoritami. Zptisob odbéru PBSC se miize
do budoucna ménit s pfichodem novych mobiliza¢nich
molekul, které umozni ovlivilovat bunéc¢né sloZeni
transplantatu a prizptisobovat je charakteristikam
pacienta a jeho onemocnéni. Zakladni pravidla dar-
covstvi, zejména ochrana zdravi a anonymity darce,
vSak z@istanou trvale platna.

Prdcebyla podpofena grantem MZ CR-RVO (Fakultni nemoc-
nice Plzen-FNPI, 00669806), grantem MZ 15-30661A a grantem
Nadace pro transplantaci kostni drené.
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2891. REOFEREZA - KLINICKY VYZNAM
REOLOGICKYCH, TECHNICK?CHOA DALSICH
HEMAFERETICKYCH UKAZATELU UCINNOSTI
Lanska M., Blaha M., Zik P. (IV. interni hematologickd
Klinika, Fakultni nemocnice, Hradec Kralové)

Lékarska reologie je v soucasnosti rychle se roz-
vijejicim oborem, protoZe vzhledem Kk technickému
pokroku lze 1é¢ebné ovlivnit nékteré tézké poruchy
v mikrocirkulaci. Jedna se o védni obor studujici krevni
fluiditu a aplikujici vysledky tohoto vyzkumu do Kli-
nické praxe hlavné v oblasti mikrocirkulace. V klinické
praxi je dlilezita reologicka tiprava zejména snizenim
viskozity pomoci eliminace nadmeérné zvysenych tzv.
reologickych ciniteld (jde obycejné o nékteré vysoko-
molekuldrni proteiny).

Reoferéza spojuje moznosti hemaferézy (1écebné
metody, kterd se zabyva separaci krevnich slozek) a 1é-
kafské reologie. Hlavnim cilem reoferézy je zlepSeni
cirkulace v mikrotfecisti. Hlavnimi determinantami
pritoku organy je stav cév a reologické charakteristiky
krve. Dale je pratok zavisly na funkénim stavu celé
kapilarni sité jako ,,mikrocirkula¢niho niché“. K vy-
znamnym zméndm v mikrocirkulaci mtze dochazet na
podkladé zmén kteréhokoliv vyse uvedeného paramet-
ru. Uplatnéni reologickych faktort v patologii chorob
ivyznam reologickych vlastnosti krve jsou v poslednich
letech pfedmétem intenzivniho vyzkumu.

K ovlivnéni reologickych vlastnosti krve 1ze pouzit
3 hlavni 1é¢ebné modality: hemodiluci, infuzni tera-
pii a aferetické metody. Hemodiluce spociva v odbéru
plné krve pacientovi s cilem sniZzeni hematokritu a tim
ovlivnéni reologickych podminek. Efekt 1é¢by je krat-
kodoby, laboratorni zmény jizZ nejsou detekovatelné
za 24 hod od procedury. Efekt infuzni terapie je pouze
pfechodny, nékolik hodin trvajici, proto tato metoda
nenasla vyznamné uplatnéni v reoterapii.

Nejvétsi uplatnéni prinesly az aferetické metody.
Viskozita plazmy je jednim z urcujicich faktorti krevni-
ho priitoku mikrocirkulaci, proto byla vyvijena snaha
najit zplsob ovlivnéni viskozity plazmy vyhodnym
pozménénim sloZeni plazmy. Postupnym rozvojem
aferetickych technik byly zavadény nejdiive neselek-
tivni metody vymeény plazmy (vyménna plazmaferé-
za), po semiselektivni aZ vysoce selektivni adsorpce
patologickych substanci (heparinem indikovana li-
pidaferéza, pfima adsorpce LDL cholesterolu (DALI),
imunoadsorpce, kaskadova filtrace). Bylo zjisténo, Ze
¢im specifictéjsi je afereticka procedura, tim vice klesa
reologicka efektivita.

V literatufe ¢asto nachizime nékolik odlisnych
nazvi pro jednotlivé aferetické metody. Membranova

diferencni filtrace je synonymem pro dvojitou, nebo
kaskadovou filtraci plazmy ¢ili filtra¢ni plasmaferézu.
Plazma prochézi dvéma filtry. Borberg zavedl pojem
,<rheohemapheresis“ pro svoji modifikaci metodiky.
Plazma je primarné ziskavana ne filtrem, ale centrifu-
gaci separatorem krevnich télisek. Teprve pak dochazi
kjejimu prichodu ,,druhym stupném - cilovym filtrem.
Z tohoto hlediska je spravné pouzivat nadale pojem
kaskadova metoda, ale nejde jiZz o dvoji filtraci. Na
nasem pracovisti pouzivime Borbergovu metodu, pro
nasi modifikaci kaskadové filtrace pouzivame pojem
reoferéza, nebo reohemaferéza.

Reoferéza je modifikace diferen¢ni filtrace plazmy,
kdy se pouziva specialni sekundarni plazmaticky filtr
s relativné malymi otvory, nazyvany reofiltr, ktery
z protékajici plazmy eliminuje exaktné definované
spektrum proteinti s vysokou molekularni hmotnosti
(nad 150 000 Daltontl). Jedna se zejména o: fibrinogen,
a2-makroglobulin, imunoglobulin M, LDL cholesterol,
vonWillebrandtiv faktor, trombomodulin, fibronek-
tin. Eliminace téchto proteinti vede ke snizeni krevni
i plazmatické viskozity, dale ke zlepSeni agregabili-
ty a flexibility erytrocytl. Vysledkem snizené krevni
i plasmatické viskozity je zlepSeni krevniho priitoku
mikrocirkulaci a 1écebné priznivé ovlivnéni nékterych
poruch v mikrocirkulaci. Dochazi k pfiznivym zmé-
nam cytokind a adheznich molekul, dale ke zvySené
produkci NO endotelem, a ke zlepSeni deformability
erytrocytd.

Reoferéza je indikovana v 1écbé onemocnéni s pro-
kazanou nebo divodné predpokladanou poruchou mik-
rocirkulace. Tato 1é¢ba byla v ramci studii vyuzita u vé-
kem podminéné makularni degenerace sitnice (VPMD),
nahlé idiopatické ztraty sluchu (sudden idiopathic sen-
sorineural hearing loss - SISHL), u perifernich tepen-
nich onemocnéni - zejména na dolnich koncetinach,
dale byla studovana u onemocnéni koronarnich tepen,
cévni mozkové piihody, ,uveal effusion“ syndromu,
trombdzy centralni retindlni zily.

Podle literarnich dat jsou nejvétsi zkusSenosti s pou-
zitim reoferézy u vékem podminéné makularni degene-
race sitnice a nahlé idiopatické ztraty sluchu, kde jsou
k dispozici randomizované studie. Americka spolecnost
pro aferézy (ASFA - American Society for Apheresis)
jednou za 2 roky na zakladé systematické revize vSech
dostupnych aktualnich informaci a dkazi vydava
pravidla (guidelines) pro pouziti aferéz u jednotlivych
chorob. Podle nejnovéjsi edice je reoferéza indikovana
u VPMD - kategorie I (vSeobecné uznavana terapie,
vétSinou v prvni linii terapie), sila dikaz 1B a SISHL
- kategorie III (optimalni Gloha aferézy neni urcena,
rozhodnuti nutno individualizovat), sila dikaz 2A.
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Vékem podminéni makularni degenerace sit-
nice (VPMD) je degenerativni onemocnéni sitnice,
zplisobujici progresivni zmény vizu pacienti a je nej-
Castéjsi pricinou praktické slepoty lidi nad 60 let v in-
dustrializovanych zemich. Pfes vSechny nové poznatky
v diagnostice a 1é¢bé zlistavd VPMD nevylécitelnym
onemocnénim. K zavaznym ztratam vizu dochazi pti-
blizné u 10-15 % nemocnych. Dosud byly publikovany
kasuistiky nebo série nemocnych, dvé kontrolované
studie a pét randomizovanych kontrolovanych praci,
které svédci o ispéchu reoferézy u suché formy AMD.
Tuto chorobu dosud nelze vylécit, ale uvedené prace
svédci o moznosti zadrzet jeji progresi nebo dokonce
zlep§it stav nemocnych na dlouhou ¢asovou periodu.

Nahla ztrata sluchu (SISHL) je nejcastéji defino-
vana jako ztrata sluchu nejméné o 30 dB ve 3 sousedi-
cich frekvencich v ténové prahové audiometrii, ktera
vznikla za méné nez 72 hodin. N&hla ztrata sluchu
muze predstavovat izolovany problém, nebo pfiznaky
jiného, napt. systémového onemocnéni. Specifickou
pric¢inu se podafi zjistit asi v10% ptipadi, pro zbyvajici
pripady se pouziva termin idiopaticka ztrata sluchu.

Soucasny stav znalosti 1é¢by SISHL 1ze shrnout jako
neuzavieny. Byly publikovany série nemocnych, 1
nekontrolovand a 2 randomizované a kontrolované
studie. Metodika provadéni aferézy neni jednotna
a soubory léCenych nemocnych nejsou plné srovna-
telné a dosud nejsou dostatecné velké k definitivnim
zavérim. Filtrace plasmy jako doporucovana jako al-
ternativa konvencni empirické terapie, neni vétSinou
metodou prvni volby. Na nasem pracovisti jsme metodu
reoferézy pouzili v rdmci grantového projektu jako dru-
hou linii 1é¢by pti netispéchu kortikosteroidni terapie.

NezZadouci ucinky reoferézy jsou vétsinou identic-
ké sjinymi aferetickymi metodami. Specifickou kom-
plikaci, se kterou se setkavame u vykont se sekundarni
filtraci plasmy, je bradykininova reakce. Vyskytuje se
u pacientti, ktefi uzivaji ACE-inhibitory a projevuje
se zarudnutim, hypotenzi, bradykardii a dusnosti.
Proto by u pacientti podstupujicich sekundarni filtraci
plazmy mél byt ACE inhibitor vysazen alespor 24 hod
pred vykonem. Také v registru WAA (World Apheresis
Association) jsou nezddouci ucinky sledovany a hod-
noceny. U reoferéz bylo pozorovano 9,1% nezadoucich
reakci, vétSinou byly mirné, nebyly zaznamenany
zavazné komplikace.

ZAVER:

Reoferéza je nova lécebna metoda pro fadu one-
mocnéni s poruchou mikrocirkulace. Pfi dlouhodobém
sledovani jsou vysledky velice pfiznivé u makularni
degeneraci sitnice, u dalsich diagnéz nutno vyckat
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vysledkdl dalsich studii. Jedna se o relativné naklad-
nou, specializovanou péci, vyzadujici vyskoleny tym
a mezioborovou spolupraci.

2859. HAND-FOOT SYNDROM -
PLAZMAFEREZA, JAKO MOiNOSTOﬁEgENI'
NEKTERYCH TOXICKYCH PROJEVU
PBOTINADOI}OVE LEéBY' VYUZiVAJici
LATKY NA BAZI NANOCASTIC

Filip S., Kubeéek O., Martinkova J., Spacek J.,
Malakova J., Lanska M., Hodek M., Blaha M.
(Klinika onkologie a radioterapie LFUK, Hradec Krdlové;
Gynekologickd a porodnicka klinika, Hradec Krdlové; Ustav
lékaFské diagnostiky a biochemie, Hradec Krdlové; IV. Interni
hematologicka klinika, Hradec Krdlové)

Uvod: Palmo-plantarni erytrodysestézie (PPE,
hand-foot syndrom) je pfi terapii liposomalnim pegy-
lovanym doxorubicinem (PLD) spole¢né s mukositidou
nejcastéjsi davku limitujici toxicitou. Incidence se
pri pouziti standardniho schématu (50 mg/m2 kazdé
4 tydny) pohybuje okolo 50 % pro jakykoliv grade a 20 %
pro grade 3 a 4. Presto, ze PPE nepredstavuje zivot
ohrozujici komplikaci, mtiZe nepfiznivé ovlivnit kvali-
tu Zivota a vést k nutnosti redukce davek, prodlouzeni
intervalu mezi davkami, nebo dokonce preruseni
1é¢by. ObtizZe se obvykle vyvinou za 14-21 dni po do-
konceni 3. cyklu chemoterapie. Na syndrom zpravidla
upozorni prodromy v podobé parestezii koncetin,
které pfedchdazeji o 3-5 dnt kozni pfiznaky. Syndrom
klinicky kulminuje vyskytem bolestivého erytému
a otoku kiize v mistech vystavenych zvySenému tla-
ku, zejména dlani rukou a plosek nohou. Nasleduje
deskvamace kliZe a reepitelizace. Podle recentnich
zkuSenosti némeckych autori 1ze snizit vyskyt PPE
pomoci extrakorporalni eliminace urcité frakce PLD
po nasyceni tumoru. Optimalni je vyuzit kaskadové
filtrace plazmy. Metoda a soubor nemocnych: Metodu
»Kkinetc targeting“ s vyuzitim plasmafiltrace jsme
zavedli a provedli 34 vykonl u 9 Zen; prumeérny vék
57 let (47-67 let) s karcinomem ovarii (stadium IIIA-C).
Nemocnym byla aplikovdna chemoterapie PLD v davce
50 mg/m2 kazdé 4 tydny (4-6 cykl). Plasmafiltrace by-
la provedena od 2 cyklu chemoterapie. Vysledky: Podle
nasich dosavadnich zkuSenosti u 9 nemocnych Zen 1é-
cenych PLD pro platinarezistentni karcinom ovarii, se
jevi pouziti plasmaferézy jako 1é¢ebné metody Gspés-
nou moznosti prevence PPE. Tuto toxickou komplikaci
(grade 3) jsme zaznamenali jenom u jedné nemocné
lé¢ené PLD s pouzitim plasmaferézy. V dsledku roz-
voje PPE bylo nutné 1écbu prerusit a posléze ukoncit
pro dalsi komplikovany klinicky pribéh onemocnéni.
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Diskuse a zavér: Pouziti plasmaferézy v této indikaci
ukazuje jasny benefit této metody. Podle literatury
by mél byt vyskyt PPE pfi nami podané davce PPL asi
50%. Pfi vyuziti eliminace nadbyte¢ného mnozstvi
PPL po nasyceni tumorosni tkané byl vyskyt podstatné

nizsi-jen ujedné nemocné. V nasem dalsim vyzkumu
se zamétfime na zvétSeni souboru nemocnych a blizsi

LABORATORNI

2970. VYUZITi CELOEXOMOVEHO
SEKVENOVANI V PREDNASKA

Stafio Kozubik K., Pil K., Radova L., Smida M.,
Réblova K., Plevova K., Pospisilova $., Doubek M.
(CMBGT, IHOK EN a CEITEC MU, Brno; CEITEC MU,
Brno)

Prednaska bude cilena zejména na laboratorni as-
pekty této problematiky. Pokusi se o vysvétleni principu
NGS, uvedeni historie NGS a konkrétni postup aplikace
exomového sekvenovani na pripadové studii. Zmini
také problematicka mista dané metodiky (BiolT, zku-
Senosti s vyhodnocovanim NGS dat a pouzivanim NGS
metodiky v laboratofi).

Lidsky genom obsahuje cca 3,2 *10° parti bazi. Pouze
<2 % genomu tvoii kédujici genové sekvence. Gen je
tvofen introny, exony a nepfekladanymitisekyna3’ a5’
koncich. VSechny exony (kédujici sekvence) se oznacuji
~exom”. Exom obsahuje cca 85 % znamych mutaci, které
podminuji onemocnéni. Sekvenovani nové generace
(NGS -z anglického ,,Next Generation Sequencing*) na-
chazi stale vétsi uplatnéni nejen v klinickém vyzkumu,
ale také v klinické diagnostice. Tato technologie umoz-
nuje precist sekvenci lidského genomu za vyznamné
nizsi cenu a krat$i dobu nez klasické Sangerovo sek-
venovani. Zatimco klasické sekvenovani (sekvenovani
prvni generace = Sangerovo sekvenovani) detekuje DNA
nukleotidy v fadé jeden po druhém, NGS funguje na
principu masivniho paralelniho sekvenovani. Tim se
stanovi sekvence az stovek milionti bazi soucasné.

Vyhodou NGS je flexibilita: v jednom béhu Ize sek-
venovat a) konkrétni isek DNA (gen/geny), b) protein
kédujici DNA (exom), c) celou DNA (genom). Lze vy-
uzit nastavitelné senzitivity metody: podle mnozstvi
genetické informace k vySetfeni volime vysokou senzi-
tivitu pro detekci napf. somatickych mutaci nebo nizsi
senzitivitu pro vySetfeni napt. zarodecného genomu.
V soucasnosti je cilené, celoexomové i celogenomové
sekvenovani povazovano za vhodnou a praktickou vari-
antu testovani pro klinické tcely. Sjejich vyuzitim lze

hodnoceni jak klinickych parametrii (nutri¢ni stav,
imunologicky profil), tak ,benefit cost“ vzhledem
k moznosti doporucit tuto metodu jako standardni
postup u nemocnych s vysokym rizikem PPE (malnu-
trice, chronicka Zilni insuficience dolnich koncetin,
imunokompetence atd.) léenych PLD. Prace byla
podpofena grantem AVZ MZ 16-30366A.

DIAGNOSTIKA

detekovat varianty napfic Sirokym spektrem aplikaci:
napt. v populacni genetice, u klinicky podminénych
onemocnéni nebo u nddorovych onemocnéni. Volba
mezi celoexomovym nebo celogenomovym sekvenova-
nim zavisi na cené a pottfebé znalosti nekédujicich dat
pro stanoveni diagnoézy.

V hematologii 1ze exomové sekvenovani vyuzit k de-
tekci kauzalnich gend a jejich variant napf. u mono-
gennich onemocnéni, ale také ke stanoveni diagnézy
tam, kde je fenotyp onemocnéni podminén vyskytem
mutace v celé fadé gent nebo kde je vysSetfovany tsek
DNA prili$ rozsdhly. Mezi nemoci, unichz je stanoveni
diagnoézy rychlejsi a levnéjsi pomoci celoexomového
sekvenovani, patfi napt. Long QT syndrom u ¢lovéka,
SCID a kardiomyopatie. V klinické hematologii exis-
tuje fada potencidlnich aplikaci pro cilené exomové
sekvenovani: hemolytickd anemie nezndmého ptivo-
du, kongenitalni neutropenie, aplasticka anemie ad.
Celoexomové sekvenovani se vyuziva pro diagnostické
Ucely unasledujicich klinickych syndrom: Fanconiho
anemie, neuroacanthocytosis syndromy a Diamond-
Blackfanova anemie. Rada hematologickych onemoc-
néni je nejasné etiologie, pfestoze jde Casto o gene-
ticky podminénd onemocnéni. Exomové sekvenovani
je vhodné také v pripadech geneticky podminéného
hematologického onemocnéni nejasného ptivodu pro
detekci kauzalni varianty (napf. u trombocytopenii).

Pro identifikaci hereditarnich germinalnich mutaci
je zapottebi ziskat biologicky material (napt. perifer-
ni krev a z ni izolovanou DNA) nejen od nemocnych,
ale také od zdravych ¢lenti rodiny. Po provedeni NGS
analyzy ziskame stovky az tisice variant. Nasleduje
bioinformaticka a biostatisticka analyza dat: srovnani
ziskanych dat s referenc¢ni sekvenci, stanoveni odchy-
lek od reference, vylouceni populac¢nich a rodinnych
variant a identifikace potencidlné kauzalnich variant.
Pritomnost potencialné kauzalni varianty je tfeba ové-
fit alternativni sekvenaéni metodou. Optimalni by bylo
provést funkéni test potencidlné kauzalnich variant pro
stanoveni jejich patogenity.
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Na realném piikladu bude predstavena metodika
exomového sekvenovani konkrétni rodiny véetné vy-
sledku NGS a funkéni analyzy detekované mutace.

,Lodporeno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi
CR s reg. C. 16-29447A. Veskerd prdva podle pfedpisii na ochranu
dusevniho vlastnictvijsou vyhrazena.”

2978. DETEKCE MyTACI' V TP53

GENU U PACIENTU S CHRONICKOU
LYMFOCYTQRNI' LEUKEMIi POMOCI
SEKVENOVANI NOVE GENERACE

Kriegova E., Schneiderova P., Jarosovai M.,
Prochazka V., Fillerova R., Jiskrova E., Urbanova
R., Papajik T. (Ustav imunologie, LF UP a EN, Olomouc;
Hemato-onkologickad klinika, LF UP a FN, Olomouc)

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) patfi mezi
nejcastéji se vyskytujici maligni lymfoproliferativ-
ni onemocnéni starSich dospélych. Klinicky priibéh
CLL je velmi heterogenni. Jednou z moznych pficin je
velka geneticka variabilita zahrnujici fadu vyznam-
nych cytogenetickych aberaci (13qg-, 11q-, trizomie 12
a 17p-) a také mutace v TP53, NOTCH1, ATM, SF3Bl,
BIRC3 a dalsich genech podilejicich se na patogenezi
CLL. Mezi nejvyznamnéjsi prognosticky faktor u CLL
patii delece a/nebo mutace genu TP53, které jsou spo-
jovany s neodpovidavosti na chemoterapii a vySsim
rizikem relapsti. S nastupem novych 1ékd typu inhibi-
tori BCR signalizace (ibrutinib a idelalisib), které jsou
acinné také u pacientd s deletovanym/mutovanym
TP53, je nutné zaradit vySetfovani delece 17p- sou-
Casné s detekci mutaci v genu TP53 do klinické pra-
xe. Sdéleni shrnuje soucasny stav znalosti klinického
dopadu deletovaného/mutovaného TP53 genu u CLL.
Dale diskutujeme vyhody detekce mutaci TP53 ge-
nu pomoci sekvenovani nové generace (NGS), ktera
umoznuje detekovat i minoritni subklony nesouci
mutace TP53, vCetné zakladni interpretace vysledkd.
Soucasna cytogeneticka detekce delece 17p- spolecné
s detekci mutaci TP53 genu pomoci NGS umozni iden-
tifikovat rizikové CLL pacienty a soucasné nové léceb-
né moznosti umozni nasadit cilenou terapii u téchto
vysoce rizikovych pacientli. Grantova podpora: MZ
CR VES16-32339A, IGA_LF 2016_001, IGA_LF_2016_011.
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2908. SNP ALELY V REGULACNICH
OBLASTECH GENU SLC22A4 A SLC22A5
JSOU VYZNAMNE SPJATY S'DOSAiENI'M
STABILNIi VELKE MOLEOKULARNI'

ODPOVEDI U PACIENTU S CHRONICKOU
MYELOIDNI LEUKEMIi LECENYCH
IMATINIBEM V PRVNI LINII

Jaruskova M., Cufik N., Hercog R., Polivkova
V., Motlova E., Benes V., Klamova H., Machova
Polikova K. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha
- CZ; Genomics Core Facility, Heidelberg - D)

Nejcastéji uzivanym lékem v 1. linii u chronické
myeloidni leukemie (CML) zistava inhibitor tyrozin-
kindz (TKI) imatinib (IM). Biologicka dostupnost IM
v leukemickych burikach v dostatecné koncentraci je
dilezitym faktorem ovliviiujicim odpovéd pacientt
na lécbu. Farmakogenetika predstavuje potencialni
zdroj molekularnich markerti, které by mohly v dobé
diagndzy predikovat odpovéd na 1écbu IM. Vhodnymi
markery mohou byt dédéné polymorfismy nachazejici
se vregulacnich oblastech vybranych ABC a SLC gendl,
které kéduji transmembranové pienasece IM. Cilem
této prace bylo provérit polymorfismy v promotorovych
oblastech vybranych ABC a SLC genti a identifikovat ty,
které jsou asociované s odpovédi na 1é¢bu IM v prvni
linii u pacienti s CML. Metodou NGS jsme na testovaci
kohorté 83 pacientli vySetfili promotory 15 SLC a 4 ABC
gent s anotovanou funkci 1ékovych prenasect. VSichni
pacienti byli 1éceni IM v neménné davce 400mg/den. Na
zakladé minimalné dvouletého sledovani byli pacienti
rozdéleni na optimalné (n=42) a neoptimalné (n=41,
kategorie warning a failure podle doporuceni Evropské
leukemické sité 2013) odpovidajici na IM. Na validac¢ni
kohorté (n=42) byla provedena detekce SNP v promo-
torech gen@t SLC22A4 a SLC22A5 pomoci Sangerova
sekvenovani. Analyzy vazebné nerovnovahy genoty-
povanych SNP v promotorech SLC22A4 a SLC22A5 a vy-
hledavani s nimi asociovanych SNP v dal$ich lokusech
regulujicich transkripci obou gent bylo provedeno na
Evropské populaci pomoci nastroje LDlink1.1. Pro ana-
lyzy frekvence alel byly pouzity FisherGv exaktni test
pravdépodobnosti a Chi-kvadratovy test. Kumulativni
incidence dosazeni stabilni velké molekularni odpovédi
(MMR) byla vypoctena pomoci XLSTAT. Pro vypocet pre-
ziti bez udalosti byla pouzita Kaplan-Meierova metoda.
V 1486 sekvencich promotora vySetfenych NGS jsme
identifikovali 95 SNP. Na slou¢eném souboru testovaci
a valida¢ni kohorty pacientd (n=125) jsme mezi paci-
enty optimalné odpovidajicimi na 1é¢bu IM a pacienty
se selhanim 1é¢by nesoucimi genotyp rs2631365-TC
(SLC22A5) zjistili vyznamny rozdil v Cetnosti genotypi
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1s460089-GC a rs460089-GG (SLC22A4). Zjistili jsme, Ze
lokusy rs460089 a 1s2631365 jsou ve vyznamné vazebné
nerovnovaze (R2=0,98-1,0; P=0,0) s dalsimi 12 regu-
lacnimi lokusy nachéazejicimi se prevazneé v intronech
gen® SLC22A4 a SLC22A5, které kéduji transportéry IM
OCTN1a OCTN2. Na zakladé asocia¢nich analyz se uka-
zalo, Ze pacienti nesouci genotyp rs460089-GC méli vy-
znamneé vyssi pravdépodobnost dosazeni stabilni MMR
nez pacienti nesouci genotyp rs460089-GG (P=0,001).
Pravdépodobnost dosazeni MMR se jesté zvysila u pa-
cientli nesoucich genotyp rs460089-GC_rs2631365-TC
(P=0,000; obrazek 1). Podobné pacienti s genotypem
1s460089-GC méli vyznamné vyssi pravdépodobnost
preziti bez udalosti nez pacienti s genotypem rs460089-
-GG (P=0,003) a tento rozdil se prohloubil mezi pacienty
nesoucimi genotyp rs460089-GC_rs2631365-TC v porov-
nani s pacienty s genotypem rs460089-GG_rs2631365-TC
(P <0,0001). Zjistili jsme, Ze SNP 15460089 a 152631365
mohou predstavovat dlilezité genetické markery pred-
povidajici odpovéd na 1é¢bu IM u pacientii s CML v dobé
diagnozy. Pacienti s genotypem rs460089-GC_1s2631365-
-TC budou s vysokou pravdépodobnosti odpovidat na
1é¢bu IM optimalné, zatimco vysoce rizikovy genotyp
15460089-GG_rs2631365-TC naopak predvida selhani
1é¢by IM a progresi onemocnéni. Pacienti s timto rizi-
kovym genotypem by mohli profitovat z 1é¢by takovymi
TKI, které pro transport do bunék nevyuzivaji transpor-
téry OCTN1 a OCTN2. Podporovano granty MZCR IGA
NT/13899 a GA UK 177815.

2947. VYSETRENI TKANI

PRI DIAGNOSTICE AMYLOIDU

Flodrova P., Pika T., Flodr P. (Ustav Klinické a mole-
Kuldrni patologie, LF UP, Olomouc; Hemato-onkologicka
Klinika, FN, Olomouc)

Amyloidéza je vzacné onemocnéni charakterizované
ukladanim amyloidovych depozit v extracelularnim
prostoru tkani. Tato depozita jsou jen velmi omezené
odbouratelna a jejich hromadénim dochazi postupné
k poruseni funkce postizeného organu a v konecné fazi
az k jeho selhani. V soucasnosti je znamo 31 proteint,
které mohou zptisobit amyloidézu u lidi, a to jak v sys-
témové tak lokalizované formé. Progndza vétSiny ne-
mocnych neni pfizniva, v krajnich pfipadech dochazi
k amrti v fadu mésicli po stanoveni diagnézy. Z toho
dtivodu ma prioritu co nejcasnéjsi a také nejpresnéjsi
stanoveni diagnoézy. V diagnostickém procesu ma kro-
meé podrobného klinického vysSetfeni nezastupitelnou
roli hodnoceni tkané, které jediné muze pritomnost
onemocnéni potvrdit nalezem amyloidu v histologic-
kém obraze. Kromé metod specialniho barveni, které
vice ¢i méné specificky amyloid znazorni, je v dnesni
dobé nezbytné pouziti dalsich postupii, které maji za cil
presnou typizaci amyloidu. Ta je krucidlni pro adekvat-
ni terapii pacientdi, nebot kazdy subtyp onemocnéni
se 1é¢i vyrazné odliSnym zptsobem. K urceni subtypu
amyloidu se vyuziva pfedevsim aplikace nepfimé imu-
nohistochemie a imunofluorescence na histologické
tkanové fezy. V lizce specializovanych centrech je vy-
hodou dostupnost metody kapalinové chromatografie
spfazené s hmotnostni spektrometrii, ktera jako jedi-
na urci presné vSechny proteiny, které se na slozeni
depozit podili. Vzhledem Kk vzacnosti této diagndzy je
dilezita centralizace péce o nemocné pro zajisténi co
nejvyssiho standardu diagnostiky i 1é¢by. Podpofeno
z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi
CRsreg. ¢. 16-31156A. Veskerd prava podle pfedpisii na
ochranu duSevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.
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ANEMIE/CYTOPENIE

3006. NOVE POZNATKY

V ETIOPATOGENEZI A LECBE IMUNITNI
ANEMIE A TROMBOCYTOPENIE

Kozak T. (Interni hematologickd Klinika, 3. LF Univerzity
Karlovy v Praze a FN Kradlovské Vinohrady, Praha)

Autoimunitni hemolytickd anémie (AIHA) je zptiso-
bena rozpadem erytrocytli diky aktivité autoprotilatek
s aktivaci komplementu nebo bez ni. Diagnostika AIHA
je souhrnem Klinickych a laboratornich nespecifickych
a specifickych vySetfeni a opira se zejména o prakaz
autoprotildtek navazanych na erytrocyty, tzv. ptimy
antiglobulinovy (Coombstv) test (PAT). Negativni vy-
sledek PAT vSak jesté AIHA nevylucuje. Vice nez polovi-
na AIHA je spojena s jinym, zakladnim, onemocnénim,
jde o sekundarni AIHA. AIHA vznika u vice nez 10%
pacientd se SLE, u 18% pacientti s ptivodné idiopatickou
AIHA se vyvine maligni lymfom. Podle teploty, pfiniz
reaguji autoprotilatky s erytrocyty, se rozliSuje AIHA
s tepelnymi protilatkami (tzv. WA-AIHA), které se va-
Zou na erytrocyt pri teploté 37°C, a AIHA s chladovymi
protilatkami (CA-AIHA), jejichZ optimalni teplota pro
vazbu na erytrocyt je pod 30°C. AIHA s bifazickymi pro-
tilatkami se vyskytuje napf. u paroxysmalni chladové
hemoglobinurie (PCH). Incidence WA-AIHA je 1:100
000, CA-AIHA je jesté vzacnéjsi onemocnéni s incidenci
1:1000000. Pro klinicky pribéh AIHA je dilezity typ
autoprotlatky. IgM protilatky dobte aktivuji komple-
ment, stejné tak isotypy IgG,a IgG,. Protilatky IgG,a IgA
aktivuji komplement slabé, a isotypy IgG, komplement
neaktivuji. Protilatky CA-AIHA jsou vétSinou IgM,
maji tendenci vazat komplement a pokud reaguji pti
teploté blizké 30°C, jsou klinicky vyznamné. Erytrocyty
s navazanymi protilatkami IgG za pfitomnosti komple-
mentu C,c/C,d nebo bez ného jsou po vazbé na receptor
Fc fagocytovany ve sleziné, erytrocyty s navazanym
smotnym kompementem C,c/C,d jsou destruovany
v jatrech (extravaskuldrni hemolyza). Vazba IgM na
povrch erytrocytu pfi teploté blizké 30°C mliZe vyvolat
aktivaci komplementu az C6-9 (membranu atakujici
komplex - MAC) a zplisobit hemolyzu intravaskularni.
Diagnéza AIHA je postavena na klinickém priabéhu
s manifestaci anemického syndromu a laboratornich
nalezech. Pro akutni AIHA jsou v natéru periferni krve
typické mikrosférocyty a pfi del$im trvani makrocyty.
Retikulocytdza je typicka, ale mtize chybét v akutni fa-
zi, stejné tak v situaci, kdy je kostni dfen insuficientni
(napf. pfi infiltraci nebo po chemoterapii). V séru je
zvySena hladina nepfimého bilirubinu, v moci uro-
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bilinogen, pfi intravaskularni hemolyze je pfitomna
hemoglobinurie s detekovatelnym hemosiderinem
v moci i fadu dni po prihodé. Obvykle je pfitomna
vyrazné zvySend hladina LDH, nicméné jeji normalni
hodnota hemolyzu nevylucuje, je snizZen haptoglobin,
je pozitivni PAT. Ve vzacnych pripadech s klinicky
jasnou AIHA neni zachycena pozitivita v PAT. V tomto
pripadé mtize pomoci napt. natér krevniho obrazu,
pritomnost mikrosférocyti v ném podporuje diagnézu
AIHA bez detekovatelnych protilatek. Pfilécbé AIHA
stale plati tfi zasady:
1. snazime se vyhnout podavani transfuzi, pro riziko
reakce s event. aloprotilatkami, nebot aloprotilatky
v séru pacienta jsou z klinického hlediska dtilezitéj-
§1 nez autoprotilatky - mohou vyvolat fulminantni
hemolyzu.
2. Sekundarni AIHA 1é¢ime s ohledem na zakladni
onemocnéni
3. Imunosupresivni terpie je zakladni pfistup k 1écbé
idiopatické AIHA

Prvni linie 1é¢by WA-AIHA obsahuje vzdy korti-
kosteroidy. U steroid-refrakternich forem lze pouzit
Rituximab, ktery v 2. linii na mnohych pracovistich
nahradil splenektomii, ta je ale stale jednou z moz-
nych lé¢ebnych modalit. IVIG je mozné pouzit u jinak
nezvladatelné akutni AIHA, efektivni davky vSak musi
byt Casto jesté vyssi nez u ITP. Cytostatika s imuno-
supresivnim potencidlem (cyklofosfamid, azathio-
prin) 1ze také pouzit u refrakterni AIHA, ale s nejistym
efektem. Vyzvou stale zlistava terapie symptomatické
CA-AIHA, u které byvaji kortikosteroidy a splenekto-
mie bez efektu. U¢inek ma cyklofosfamid a zejména
Rituximab, pfiznivy efekt byl popsan téZ u kombinace
Rituximab + Bendamustin a také kombinace fluda-
rabinu s Rituximabem byla Gispésné pouzita v 1é¢bé
CA-AIHA. U refrakternich forem je mozné zvazit plaz-
maferézu, anekdotické iidaje jsou o pozitivnim efektu
eculizumabu.

Patogeneze imunitni trombocytopenie ma nékolik
sloZzek a urovni, které zahrnuji jak ¢asnou destrukci
trombocytu vlivem navazanych protilatek, tak nedosta-
tecnou trombopoezu v kostni dfeni. Specifita protilatek
muZze byt u ITP heterogenni, protilatky mohou byt na-
mifeny proti jednomu, dvéma nebo i vice antigeniim
destickového povrchu, vétSina autoprotilatek u ITP je
namifena proti GPIIb/Illa a GPIb/IX, pfitom konfor-
mace GP IIb/Illa neni, na rozdil od GPIb/IX, stabilni.
Protilatky proti GPIb/IX se vyskytuji u 20-40% pacientl
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s ITP, patofyziologie jejich plisobeni je zcela odlisna
od béznéjsich protilatek anti-IIb/Illa. Protilatky proti
glykoropteinu Ib (GPIb) plisobi destrukci trombocytu
mechanismem nezavislym na Fcy receptoru makrofa-
gu, vedou jednak k vyssi expresi P - selektinu, tim k ak-
tivaci trombocytu, jednak k desialylaci glykoproteinti
desti¢kové membrany, zejména transmembranového
uhlovodikového zbytku GPIba. Pozménéna struktura
antigenu GPIb je rychle detekovana jinymi typy recep-
torli nez Fcy, zejména tzv. Aswell - Morellovym recep-
torem hepatocytu. V pripadé ITP s autoprotilatkami
anti-Ib/IX tak zanikaji trombocyty pfevazné v jatrech,
ale ne plisobenich jaternich makrofagti, ale pfimo
v hepatocytech. Tento mechanismus také vysvétluje
pomalou nebo Zddnou odpovéd na 1écbu kortikosteroidy
a/nebo IVIG u nékterych pacientfi s ITP. Sialidaza, kte-
14 zpusobuje desialylaci glykoporoteinti desti¢kové
membrany je pfitomna v trombocytu v relativné vy-
soké koncentraci a je mozné ji inhibovat pfirozenymi
nebo syntetickymi inhibitory sialyddz. Pfirozenou
sialydazou je u savcl lysozomalni Neuraminidaza
1 (NEU1). Sialydazy produkuje fada baktérii a virt.
Desialylace trombocytl a jejich zkracené prezivani
je prokdzanym mechanismem vzniku trombocyto-
penie u téZkych pneumokovych infekci a u infekce
Trypanosoma cruzi (Chagasova choroba), pfedpoklada se
také, Ze timto mechanismem vznika trombocytopenie
u infekce virem chfipky. Syntetickymiinhibitory jsou
DANA (2-deoxy-2,3-didehydro-N-acytelneuraminova
kyselina) a také oseltamivir fosfat, uzivany primarné
k 1é¢bé infekce chfipkovym virem A a B. Existuje jiz
také nékolik kazuistik o efektu oseltamiviru v 1écbé
refrakterni ITP.

Standardni 1é¢ba 1. linie ITP se stale opira o kortiko-
steroidy, v posledni dobé jsou preferované spise p.o.,
napt. Prednison v davce 0,5 - 2 mg/kg/den. V emer-
gentnich situacich je tfeba aplikovat vysoké davky
IVIG spolu s kortikosteroidy a pfi Zivot ohrozujicim
krvaceni téZ trombocyty. Lécba druhé linie je spojena
s pretrvavajicim dilematem dnes$ni terapie ITP a tim
je splenektomie oproti farmakoterapii. Realitou je, Ze
v poslednich letech ve druhé linii 1é¢by ITP je priklon
k 1é¢bé nechirurgické, ¢asto pouzivanym piipravkem
je Rituximab. Splenektomii je obecné doporuceno pro-
vadét nejdiive 6 mésicl od diagnézy, u déti po 12 mési-
cich. AZ2/3 pacientli nemusi mit po splenektomii dalsi
1é¢bu ITP. V 1é¢bé chronické ITP, ktera je refrakterni
k jinym zptsobGm 1é¢by, se s ispéchem pozivaji TPO
agonisté, t.C. Romiplostim nebo Eltrombopag, které
dosahuji odpovédi ptes 80%. Jejich podavani musi byt
dlouhodobé, po vysazeni dochazi u vétSiny pacientl
opét k poklesu poctu trombocyti.

3004. \!RQZEI!E SYNDROMY SELHANI
KOSTNI DRENE - SOUCASNY POHLED
Pospisilova D. (Détskd Klinika, FN a LF UP, Olomouc)

Do skupiny vrozenych syndrom selhani kostni dfe-
né (inherited bone marrow failure syndromes, IBMFS)
jsou fazeny vzacné poruchy krvetvorby charakterizova-
né: - geneticky podminénym selhanim funkce jedné
nebo vice hematopoetickych linii (erytrocytarni, gra-
nulocytarni nebo trombocytarni); - vrozenymi anoma-
liemi nebo funkénimi poruchami postihujicimi rizné
tkané a organy: kiazi, skelet, srdce, plice, ledviny,
centralni nervovy systém, casto doprovazené i ma-
lym vzrastem; - zvySenym rizikem vzniku malignich
onemocnéni: nejcastéji Akutni myeloidni leukémie
(AML), Myelodysplastického syndromu (MDS) nebo
solidnich nddordi. Spole¢nym rysem téchto onemocnéni
je vyraznd fenotypova variabilita jak hematologickych
tak i somatickych zmén. Zavaznéjsi formy onemoc-
néni se zfetelnymi vrozenymi anomaliemi, ¢asnou
manifestaci cytopenii a rozvojem selhani kostni diené
jsou obvykle diagnostikovany jiz v casném détstvi v ko-
jeneckém, batolecim nebo predskolnim véku. Lehci
formy s nendpadnymi anomaliemi a pozdni manifes-
taci cytopenii mohou na druhé strané dlouho unikat
pozornosti a jsou potom diagnostikovany az v dospélosti
nebo dokonce az pti vypuknuti maligniho onemocné-
ni. Znalost pfiznaki téchto vzacnych nemoci je proto
velmi dlilezita pro jejich v€asnou diagnostiku a sprav-
nou volbu 1écebného postupu. Do skupiny vrozenych
syndromd setkani kostni dfené jsou fazena nasledujici
onemocnéni: Fanconiho anémie (FA), Dyskeratosis
congenita (DC), Diamondova-Blackfanova anémie
(DBA), Shwachmantv-Diamondav syndrom (SDS),
Tézka vrozena neutropenie (SCN), Syndrom hypoplas-
tickych chrupavek a vlast (Cartilage - hair hypoplasia
- CHH), Amegakaryocytarni trombocytopenie (CAMT),
Trombocytopenie s chybénim radia (TAR), Pearsontiv
syndrom (PS). Nékterd z téchto onemocnéni byla defino-
vana na molekularni irovni teprve v poslednich letech
diky rychlému rozvoji metod molekularni genetiky.
Na jejich vzniku se podileji mutace ,,provoznich genti“
(housekeeping genes), které kéduji proteiny ucastnici se
Ctyt dtilezitych regula¢nich bunécnych systémi: repa-
race DNA (FA), udrZovani délky telomer (DC), biogeneze
ribozomtu (DBA, SDS, RD, DC) a regulace bunécného
cyklu. Vétsinou se tedy nejedna o nitrobunécné proce-
sy specifické pouze pro hematopoezu a poruchy téchto
dtlezitych déji maji dopad i na fadu jinych bunéénych
systému. Autorka podava prehled nejnovéjsich znalos-
ti o jednotlivych skupinach uvedenych onemocnéni
véetné pfehledu dosud popsanych genetickych zmén.
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2879. ETIOLOGIA, DIAGNOSTIKA A LIECBA
SIDEROPENICKEJ ANEMIE V MLADSOM VEKU
Rohorn P. (Hemato-onkologickd klinika, FN a LF UP,
Olomouc)

Uvod Anémie z nedostatku Zeleza (Fe), sideropenic-
ké anémie (IDA) patria k najcastej$im ochoreniam v ce-
losvetovom meradle. Ich charakteristickou ¢rtou je mi-
krocytéza a hypochrémia erytrocytov. NajohrozenejSou
skupinou st deti a mladé Zeny. V detskom veku sa IDA
moze podielat na psychomotorickej retardacii, v do-
spelosti dochadza ¢asto k adaptécii i na nizke hladiny
hemoglobinu (Hb) a klinicky obraz je neSpecificky,
chudobny. Rozvoj IDA je dosledkom troch vzajomne
prepojenych procesov: zvySenych narokov organizmu
na Fe, jeho nedostato¢ného prisunu a krvacania. Vznik
tohto ochorenia ma i socioekonomicky rozmer: v rozvo-
jovych krajinach je najcastejSou pricinou nedostatocny
prisun Fe a/alebo ochorenia parazitmi, vo vyspelych
ekonomikach st casté chronické krvné straty alebo
vegetarianstvo. Diagnostika IDA je vo vacSine pripadov
jednoducha s vynimkou situdcii, ked je zdruZena so za-
palovymi ochoreniami alebo niektorymi vzacnymi vro-
denymi genetickymi poruchami. V liecbe sa vyuzivaju
soli Fe, ktoré maju pri perordlnom podani obycajne
velmi dobry tc¢inok (nizke hladiny hepcidinu ulahcuja
absorpciu Fe). V niektorych pripadoch je limitom per-
oralnej terapie jej intolerancia. Intravenézna aplikacia
Fe umozni rychlu normaliziciu celkovej hladiny Fe
(Casto uz po jednorazovej aplikacii) a je vyhradena pre
Specifické situacie.

Patogenéza Fe je esencidlnym prvkom pre Zivot
a vyskytuje sa viazané v proteinoch (napr. hemové Fe),
ktoré sa podielaji na mnohych bunkovych procesov.
Volné Fe je naopak pre bunku toxické, pretoze kataly-
zuje tvorbu kyslikovych radikalov. Fe ma svoj podiel
inaregulacii imunitnych funkcii, umoznuje ale aj rast
baktérii, replikaciu virusov ¢i proliferaciu nadorovych
buniek. V organizme je preto zaistovana homeostaza Fe

Tab. 1 Pri¢iny vzniku sideropénie

zvysSené ndroky organizmu na Fe

gravidita, rychly rast

nedostatocny prisun Fe

malabsorpcia (celiakia)

maldigescia (atrofickd gastritida, resekcie Zaludka, zvysena hladina
fytdtov v potrave)

malnutricia (vegetariani)

GIT, gynekologickeé straty, krvacanie do mocového ¢i respiracného
traktu, epistaxie, hemodialyza, ¢asté krvné odbery, automutilacia
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(celkové zasoby u dospelého jedinca sa pohybuji okolo
3-5gsdennym obratom asi 0,5 mg (zvySené naroky pri
raste, gravidite, menS$truacii), vi¢sina cirkulujiceho
Fe vSak vznika z rozpadnutych erytrocytov (recyklova-
né Fe). Organizmus dokaze ovplyvriovat spotrebu Fe
a stav jeho zasob vyhradne reguldciou prijmu, nema
vSak vytvorené cielené mechanizmy vydaja. Tok Fe
v organizme je mozné roz¢lenit do niekolkych krokov:
« absorbcia v duodene
= vstrebanie hemového Fe je jednoduchsie (doposial
neuplne objasneny mechanizmus), anorganické Fe*
musi byt redukované na Fe* (ferrireduktaza, Dcytb)
transport Fe do cytoplazmy enterocytu zabezpecuje
transmembranovy protein DMT1
Fe mdZe zostat v enterocyte (vdzba na feritin) alebo je
uvolnené do obehu pomocou ferroportinu (transpor-
tuje Fe i z makrofagov ¢i hepatocytov)
oxidacia Fe? na Fe** pomocou hefestinu
transport Fe v plazme
vdzba Fe na transferin (apotransferin), po jeho obsa-
deni dvoma molekulami Fe’* vznika holotransferin
(saturovany transferin ~ 30 %)
utilizicia Fe erytroidnymi bunkami
naviazanie holotransferinu na transferinovy receptor
povrchu bunky
tvorba endozému, uvolnenie Fe* z holotransferinu
(nasledna redukcia erytrocytovou ferrireduktazou
na Fe*) a recyklacia apotransferinu i transferinového
receptoru
uvolnenie Fe? z endozému (erytrocytova DMT1) a prie-
nik do mitochondrie (mitoferin-1), nasleduje inkor-
poracia do protoporfyrinu IX (pomocou ferochelatazy)
a vznika hem (ten je transportovany do cytoplazmy
a napokon spojeny s globinovymi retazcami za vzni-
ku HDb)
recyklacia Fe (erytrocytov)
prebieha v makrofagoch sleziny, pecCene a kostnej
drene; export Fe z makrofagov zaistuje uz zmietiovany
ferroportin a plazmova feroxidaza (ceruloplazmin)
umoznuje naviazanie Fe’* na apotransferin, cast Fe
je umiestnena v RES vo forme feritinu
regulacia homeostazy Fe (hepcidin)
hepcidin je zrejme klticovou molekulou v procese ho-
meostazy Fe, je produkovany v peceni a jeho syntéza je
ovplyvnena zapalom alebo vysokou koncentraciou Fe
po naviazani hepcidinu na ferroportin dochadza k je-
ho degradicii a zastavi sa uvolnenie Fe z enterocytov
a makrofagov
= deficit Fe ¢i hypoxia maji na produkciu hepcidinu
antagonisticky ucinok

(upravené podla: Horvdthovd M, Divoky V in Molekuldrni

hematologie, Galén 2013)
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Tab. 2 Prehlad laboratérnych ukazovatelov pri IDA

sledovany parameter poznamka

krvny obraz (3 Hb, & MCV, \ MCH,

2~ RDW) | v uvode dochadza k L MCV (az k ~ 60 fl) a neskor i k hypochromii

s-Fe (I hladina)

nespecificky nalez

s-transferin (™ hladina)

saturdcia transferinu (3)

s-feritin (¥ hladina)

najcennejsi ukazovatel (obvykle <10 ug/l)

s-sTfR (M hladina)

vySetrenie kostnej drene (Perlsova reakcia)*

nepritomnost farbitelného Fe v siderofdgoch V poctu sideroblastov (< 30 %)

Fe-absorbcny test*

hodnotenie vzostupu sérového Fe po p.o. podani (u IDA vzostup > 80 ug/dl)

* vySetrenie v nejasnych pripadoch

Klinicky obraz Iba mala ¢ast pacientov prichadza k le-
karovi pre vlastné priznaky anémie, zretelné prejavy ane-
mického syndrému sa prejavia az pri poklese Hb pod 80
g/la aj v tychto pripadoch su ¢asto nevyrazné (chronicky
stav s adaptaciou). Vyskytuje sa: bledost koZe a sliznic,
palenie jazyka, zvySend lamavost nechtov a koilonychia,
ragady ustnych katikov, Plummer-Vinsonov syndrém
(dysfagia a angularna stomatitida), vzacne tzv. pika.

Diagnostika Anemické stavy vo vSeobecnosti majui
celé spektrum pric¢in a chudokrvnost je iba zriedkavo
konecnou diagnézou ale skor jednym z réznorodych
prejavov inej choroby. Zakladom diagnostiky je podrob-
na anamnéza a komplexné zhodnotenie zdravotného
stavu pacienta. V niektorych pripadoch je odhalenie
prvotného mechanizmu zlozité - najma vtedy, ked je
anémia podmienend multifaktoridlne sibehom via-
cerych ochoreni. Zakladnym prvkom je zhodnotenie
hemogramu vratane retikulocytového indexu a mor-
folégie erytrocytov.

Diferencidlna diagnostika V pripade mikrocytovych
(prip. hypochrémnych) anémii je velmi délezité zhod-
notit tkanivové zasoby Fe, ktoré dokazu pomdct pri
odliSeni IDA (zniZené zasoby) a stavov s normalnymi
alebo zvySenymi tkanivovymi rezervami (talasémie,
anémie chronickych chordb, sideroblastické anémie ¢i
niektoré hemoglobinopatie). Ddlezitym momentom pre

Tab. 3 Diagnosticky pristup pri refrakternej IDA

dalsie diagnostické tivahy je zhodnotenie refrakterity
IDA k peroralnej liecbe Fe. Pokial vyltuc¢ime zakladnym
endoskopickym vySetrenim krvacanie ¢i naduzivanie
NSAID je nutny podrobnejsi diagnosticky pristup.

Liecba V terapii IDA je najdolezitejSie odstranit
vyvolavajlicu pri¢inu rozvoja sideropénie. V zasade
rozdelujeme dve formy podania Fe:

« peroralne podanie

= v stiasnosti existuje velké mnozZstvo preparatov Fe,
odporiica sa podanie dvojmocnych foriem (sulfaty)
100 - 200 mg Fe/den

= sicasné podanie kyseliny askorbovej zlepSuje ab-
sorbciu Fe

= hodnotenie lie¢by sa odporiica po 4 - 6 tyzdiioch (opti-
malny narast Hb 0,1g/dl/denl), refrakterita je defino-
vana ako nedostatocny vzostup po podani minimalne
100 mg elementarneho Fe pocas tohto obdobia

= neodportiica sa ukoncit substitticiu Fe pri normalizacii
hladiny Hb ale doplnit i tkanivové zasoby Fe (hladina
feritinu by mala byt stabilizovana > 50 pg/1)

= pri chronickych krvnych stratach, ktoré nie je mozné
eliminovat, je nutnd intermitentna substiticia Fe

- intravenézne podanie

= parenteralna liecba Fe je indikovana v Specifickych
situdciach - vSeobecne pri zlyhani ¢i refrakterite k per-

skrining

H. pylori
H. pylori (Ag)

autoimunna gastritida

anti-IF (Ab)
anti-parietalne (Ab)

celiakia
anti-gliadin (Ab)

anamnestické udaje

odporucené vysetrenie

gastroskopia biopsia
uredzovy test

gastroskopia biopsia

gastroskopia
duodenalna biopsia

mutacie TMPRSS6

liecba

eradikacia

bezlepkova diéta

IRIDA = iron refractory iron deficiency anemia

(upravené podla: Hershko C, Camaschella C, Blood 2014)
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oralnemu podaniu Fe (porucha resorpcie, ochorenia
GIT s iritaciou pri perordlnom podani, vyznamné
krvné straty)

= intravendzne preparaty su pripravené tak, Ze obsa-
huji centralnu (jadrova) ¢ast s obsahom Fe a schran-
ku z polysacharidového polyméru

= intravenézna liecba musi prebiehat formou pomalej
infazie s moznym rizikom rozvoja anafylaktickej
reakcie

Zaver Ulohou hematoléga je predovSetkym dia-
gnostika a liecba ,nevysvetlitelnych*“ IDA s dérazom
na refrakterné formy, pri ktorych je nutné prihliadnut
k etiopatogenetickému podielu H. pylori, autoimuinnej
gastritidy, celiakie a niektorych vzacnych hereditar-
nych foriem mikrocytovych anémii sauvisiacich s po-
ruchami tvorby proteinov zapojenych do homeostazy
Fe v organizme.
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2869. ANEMIE CHRONICKYCH CHOROB
Indrik K. (HOK, FN, Olomouc)

Anémie chronickych chorob (ACD) predstavuji,
spole¢né se sideropenickou anémii, nejcastéjsi anémie
v populaci. U nemocnych vyssiho véku tvoii ACD az
tfetinu anémii. Jedna se vétSinou o mirnou az stfedné
téZkou normo-/hypochromii a normocytarni anémii,
ktera ale u asi ¢tvrtiny nemocnych prechazi v anémii
mikrocytarni.

Etiopatogeneze:

Pri¢inou ACD je zvySena aktivita bunécné imunity
vedouci k nadbytku hepcidinu (Hepatic bacteriocidal
protein) v krvi. TiZe anémie koreluje s velikosti akti-
vace imunitniho systému. Proteiny akutni faze akti-
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vuji signalni drahy LPS (lipopolysacharid - endotoxin)
a interleukinu 6 (IL-6), které spoustéji, nezavisle na
hladiné Zeleza, syndrom excesu hepcidinu. Hepcidin
sniZuje vstifebavani Zeleza v duodenu a interferenci
s ferroportinem a jeho degradaci blokuje export Zele-
za hepatocyty a makrofagy a zvysuje ukladani Zeleza
v makrofago-monocytovém (MaMo) systému. V kostni
dfeni je v dlisledku relativné nizké hladiny erytropo-
etinu, s ohledem na tiZi anémie, sniZena proliferac¢ni
aktivita erytropoezy. Polocas prezivani erytrocyt byva
zkraceny v diisledku zvySené aktivity v MaMo systému.
Mezi vyvolavajici pfi¢iny ACD patii infekce (akutni
a chronické), malignity, autoimunitni onemocnéni,
chronicki onemocnéni ledvin, téZka traumata, diabe-

tes mellitus, stafi, infarkty myokardu, velké operace
afada dalsich.

Diagnostika a diferenciilni diagnostika:

Objem (MCV) erytrocytl v krevnim obraze nemoc-
nych s ACD byva normalni, zatimco u sideropenie
nachazime mikrocytézu. U ACD byva snizenda az nor-
malni hladina sérového Zeleza (Fe) a sniZena nebo
normalni hladina celkové vazebné kapacity (CVK) pro
Zelezo. U sideropenické anémie je CVK Zeleza zvySena.
Hladina ferritinu je u ACD normalni nebo zvySena,
u sideropenické anémie je sniZena. Hladina solubilniho
transferinového receptoru (sTfR) je u ACD normalni
a pomér sTfR a logaritmu ferritinu (sTfR/log feritinu)
byva snizeny (<1). U sideropenické anémie je hladina
sTfR zvySena a pomeér sTfR/log ferritinu byva zvyseny
(>2). Dale u ACD nachézime zvySenou hladinu hepci-
dinu, ktera je u sideropenické anémie snizena. Také
hladina cytokint (TNF, IL-1, IL-6) je u ACD zvysena,
zatimco u sideropenické anémie byva normalni. V di-
ferencialni diagnostice je vedle obecného odliSeni ACD
a sideropenické anémie nezbytné odlisit ,,¢istou” ACD
od ACD provazené sideropenii. OdliSeni téchto dvou
jednotek ma zdsadni vyznam pro volbu lé¢ebné stra-
tegie, protoze u ,Cisté“ ACD nepodavame preparaty
Zeleza a u ACD provazené sideropenii jsou naopak pre-
paraty Zeleza casto nezbytné. Hladina ferritinu >100
ng/l svédci pro ,,Cistou” ACD, hladina ferritinu 50-100
pg/lukazuje na moznou kombinaci ACD a sideropenie.
K zpfesnéni diagnostiky byva v tomto pfipadé nezbyté
provést dalsi vySetfeni. Hladina ferritinu < 30-50 pg/1
svédci pro kombinaci ACD a sideropenie. Hladina sTfR <
2mg/l svédéi pro ,Cistou” ACD, hladina sTfR 2-5mg/l
ukazuje, Ze mliZe jit o kombinaci ACD a sideropenie,
hladina sTfR > 5 mg/1 ukazuje na ptitomnost ACD a si-
deropenie. Index sTfR/log ferritinu >2 a ferritin < 30
pg/l ukazuje na absolutni deficit Zeleza, index sTfR/
log ferritinu <2 a ferritin v séru > 30 pug/l ukazuje na
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relativni deficit zeleza, a index sTfR/log ferritinu <1
a ferritin v séru > 30 pg/l ukazuje, Ze se jedna o ,,cistou*
ACD bez deficitu Zeleza.

Lécba:

Lécebnym cilem je u ACD, podobné jako u ostatnich
anémii, zvySeni hladiny hemoglobinu a tim i zlepSeni
kvality zivota pacienta. Dosud ale nebyl zcela presné
popsan vliv 1é¢by anémie na pretiZeni Zelezem v MaMo
systému, vliv na imunitu, na tvorbu hydroxylovych
radikallt a na vyvolavajici chorobu. Snizena nabidka
Zeleza je u ACD obrannym mechanismem organis-
mu, protoze Zelezo je rastovym faktorem pro mikro-
organismy. Proti podavani Zeleza u ,,¢isté“ ACD mluvi
skutecnost, Ze pokud neni pfitomen deficit Zeleza, je
dodané Zelezo presouvano do zasobaren a stejné neni
pro krvetvorbu vyuzitelné. Podavani preparatt zeleza
pak miZe podporovat aktivitu onemocnéni a mtize
vést k orgdnovému postiZeni svoji toxicitou. Nabidka
Zeleza nadorovym bunkam miiZze stimulovat riist na-
doru. Pfisun Zeleza do systému redoxnich reakci mtize
stimulovat tvorbu volnych hydroxylovych radikald.
U autoimunitnich chorob ale mtZe Zelezo inhibovat
prozanétlivé imunitni efektorové drahy a snizovat ak-
tivitu choroby. Dle tiZe anémie a klinickych pfizna-
ki je proto tfeba peclivé zvazovat, zda ACD vyzaduje
kromé 1é¢by zakladniho onemocnéni i cilenou 1é¢bu
anémie. V cilené 1é¢bé anémie se nejcastéji uzivaji
krevni transfuze, erytropoezu stimulujici proteiny
(ESP), preparaty Zeleza a zkousSeji se i nové 1écebné
pristupy. PretiZeni Zelezem v disledku jeho substituce
mize byt $kodlivé u dialyzovanych nemocnych, u nichz
je toto pretiZeni provazeno zvySenym rizikem vzniku
infek¢nich komplikaci: pfi hladiné ferritinu pod 100
ug/lje riziko infekénich komplikaci <20%, pii hladiné
ferritinu >100 pg/l je riziko infekénich komplikaci
>20% resp. riziko septikemie je pifi hodnoté ferritinu
>100 pg/12.5x vy$si, nez pfi niZs§ich hodnotach. Zelezo
obecné nesubstituujeme u ACD s ferritinem >100 pg/1.
Erytropoetin je u ACD produkovan v relativné mensim
mnozstvi v dsledku ptisobeni cytokintl ¢i poskozeni
ledvin. Navic je popisovana sniZena citlivost erytroid-
nich prekurzor@ na erytropoetin a proto mtiZeme kon-
statovat, Ze ACD je charakteristicka relativnim defici-
tem erytropoetinu. Podani erytropoetin stimulujicich
proteinti (ESP) stimuluje erytropoézu, stimuluje tvorbu
sTfr a tlumi tvorbu hepcidinu. Lécebna odpovéd na
podavani ESP zavisi na chorobé vyvolavajici ACD, na
jejim stadiu, stupni imunitni aktivace a dostupnosti
Zeleza. U nadort, infekci a u autoimunitnich chorob
vede podavani ESP ke zvysSeni hladiny hemoglobinu,
ktera snizuje potfebu transfuzi i se snizenim jejich

vedlejsich neZadoucich Uc¢inkd (pretiZeni Zelezem). Je
ale nutno fici, Ze biologicka tiloha erytropoetinového
receptoru (EpoR) na nadorové buriky zatim nebyla zce-
la objasnéna a existuje podezteni, Ze by se zde mohlo
podavani ESP projevit negativné. Proto se 1écebna
doporuceni na podavani ESP u ACD omezuji na jejich
podavani u ACD pfi chronické renalni insuficienci
s cilovou hodnotou hemoglobinu 110-120 g/1 (pfi vys-
§ich hodnotach hemoglobinu stoupa riziko vzniku
trombotickych komplikaci), na ACD unadort 1écenych
chemoterapii (solidni TU a lymfoproliferace ), kde je
indikovano podavani ESP pfi hladiné hemoglobinu <90
g/l se stejnou cilovou hodnotou hemoglobinu (110-120
g/l). ESP jsou indikovany i u revmatoidni artritidy,
ulcerosni kolitidy (efekt u 60% nemocnych), u my-
elodysplastického syndromu (MDS) typu refrakterni
anémie (RA) a refrakterni anémie s excesem blasti - 1
(RAEB-1, pocet blastli v kostni dfeni <10%; efekt u 30
az 40% nemocnych). Je ale popisovano, ze témér zadny
efekt ESP nemlizeme ocekavat u nemocnych s MDS
a s hladinou erytropoetinu v séru >500 U/1. Nékteré
prace dokonce uvadéji jako rozhodujici pro netspéch
1é¢by hladinu erytropoetinu >100-150 U/1. Zvlastni
1é¢ebny pristup si zaslouZi ACD se sideropenii. Zelezo,
které je nezbytné pro basalni metabolismus, je zde
blokovano v MaMo systému a diky tomu nemiize byt
ze zasob mobilizovano. U ACD se sideropenii je proto
tfeba zvaZovat soucasnou substituci preparaty Zeleza
a ESP. Pro tuto kombinaci hovofi skutecnost, Ze zvy-
Seni hladiny erytropoetinu zvysuje naroky na dodavku
Zeleza do kostni dfené a stimuluje tvorbu sTfR, zatimco
nabidka Zeleza pouzitelného pro krvetvorbu je u ACD
snizena v disledku plisobeni cytokinti zpiisobujicich je-
ho retenci v MaMo systému. Pri Spatné absorpci Zeleza
vduodenu jeu ACD se sideropenii indikovano podavani
Zeleza intravenézné. K novym lécebnym pristuptim
patfisnaha o ovlivnéni tvorby hepcidinu a jeho tcinkd
pomoci antagonistli tvorby hepcidinu: inhibitory BMP
(kostni morfogenni protein, ktery indukuje transkripci
mRNA hepcidinu), protilatky proti receptoru pro IL-6;
syntetické anti-sense oligonukleotidy, antagonisté
acinku hepcidinu - neutralizujici protilatky proti hep-
cidinu. Monoklondlni protilatky proti ferroportinu blo-
kujici vazbu hepcidinu umoznuji pokracovani vydeje
Zeleza z bunky i za pfitomnosti hepcidinu. Prikladem
je Lexaptepid, antihepcidin l-oligoribonukleotid, ktery
se vaze na hepcidin a blokuje jeho G¢inek na cilovou
molekulu ferroportin a tim brani blokadé vydeje Zeleza
z bunKky. Jinym zkouSenym preparatem je erytroferon
(ERFE), protein regulujici tc¢inek erytropoetinu na
tvorbu hepcidinu, ktery zvysuje sekreci erytropoetinu
a vede ke stimulaci tvorby ERFE tlumivym efektem na
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tvorbu hepcidinu. Diisledkem je zvySeny vydej Zeleza
uvolnovany do cirkulace pro potiebu vystuprované
erytropoezy.

Zavér:
Predpokladem spravné 1écby ACD je pfesna diagnos-
tika a odliSeni ACD od ACD se sideropenii a od siderope-
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nické anémie. LéCebné piistupy vychizejiu ACD z 1écby
vyvolavajici choroby a dle tiZze anémie se rozhoduje
o cilené 1écbé anémie substituci erytromasy, peclivé
se zvazuje potfeba podavani Zeleza a/nebo erytropo-
etin stimulujicich proteinii. Nové 1écebné pristupy
jsou v soucasnosti na trovni klinickych studii vesmeés
prvni faze.
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Posterova sekce
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P1/3007. KAZUISTIKA PACIENTKY

S DIFUZNIM VELKOBUNECNYM B-LYMFOMEM
Bujnochova P., Huserova M. (klinika hematoonkologie,
EN Ostrava)

NasSe kazuistika se tyka 45leté zeny, ktera byla pfi-
jata v ¢ervenci 2015 na kliniku hematoonkologie - FN
Ostrava s diagnézou diftiizni velkobunéény B- lymfom
s exulceraci tumoréznich mas v pravém tfisle. Pacientce
byla diagnéza a nasledna lécba zapocata v nemocnici
v Novém Ji¢iné, ale z osobnich diivodt, poZadovala dalsi
1é¢bu ve FN Ostrava. U pacientky bylo provedeno PET
vySetfeni, kde zjiStény loZiska v pravém tfisle, stehné,
kosti kycelni a obou plicich. Neustale se projevovala
vyrazna tnava, nechutenstvi, svédéni kiize a tbytek
hmotnosti. V ¢asovych intervalech byly aplikovany
postupné tfi chemoterapie (R-ICE); (DA-EPOCH-R);
(mini Dexa-BEAM). Tato 1é¢ba byla bez efektu. Defekt
na stehné a tfisle i po dlikladném oSetfovani a castych
prevazech se zvétSoval a nekrotizoval. Bylo nutné chi-
rurgické oSetfeni. V fijnu z CT vySetfeni nalezeny dalsi
loziska v mediastinu a retroperitoneu. Byla zahdjena
jiz paliativni 1écba. Pacientka byla s vysledkem své
1é¢by srozuména. Projevila pfani posledni dny svého
Zivota stravit doma. Po dtikladné nastavené analgeti-
zaci a domluvé s mobilnim hospicem Ondrasek, byla
propusténa do domaci péce. Desaty den po propusténi,
v domacim prostfedni a mezi svymi blizkymi, distojné
umird. NaSe prace se zaméruje na psychosomatické
problémy, jak u pacientky, tak i jeji rodiny. Chceme
poukazat na psychické vypéti a komunikaci mezi paci-
entkou a zdravotnim personalem, z divodu, Ze se jed-
nalo o osobu nam velmi blizkou - nasi byvalou kolegyni.

P2/2948. VYROBA DELEUKOTIZOVQNY'CH
RESUSPENDOVANYCH ERYTROCYTU

A JEJICH VYHODY

Rouskova M., Smital J., Otyepkova M., Koukalova
A., GaluszKkova D. (Transfuzni odd., FN, Olomouc)

Uvod: Hemoterapie pfedstavuje ndhradu urcité
soucasti krve, jejiz obsah je v cirkulaci sniZeny nebo
doslo k poruse jeji funkce. PIna krev odebrana darciim
krve se v soucasnosti v hemoterapii jiz nepouziva,

pred jejim pouzitim pro pacienta probihaji dodatecné
apravy. Jednou z vyznamnych tprav je snizeni obsahu
leukocytli darce ve vysledném transfuznim ptipravku
(TP). Leukocyty pritomné v transfuznim pfipravku jsou
odpovédné za fadu neZadoucich ucinki, jejich redukce
vede napt. ke sniZzeni rizika vyskytu febrilni reakce,
prenosu virovych infekci, HLA aloimunizace. Pouziti
deleukotizovanych TP je tak vyhodnéjsi zejména pro
imunosuprimované pacienty, chronicky transfun-
dované pacienty nebo déti. Jedinou nevyhodou dele-
ukotizovanych transfuznich pripravkdi je jejich vyssi
cena. Cil: Popsat produkci deleukotizovanych resus-
pendovanych erytrocytarnich transfuznich pfipravka
na Transfuznim oddéleni FNOL. Metody: U odebrané
plné krve standardné probiha déleni na erytrocyty
a plazmu, odsati vrstvy buffy coatu a nahrazeni plazmy
vyzivnym roztokem pro erytrocyty (resuspenze). Tak
vznikaji erytrocyty bez buffy coatu resuspendované
(EBR), cozZ je v hemoterapii nejbéznéjsi erytrocytarni
transfuzni pripravek. Pokud je pfi odbéru plné kr-
ve od darce pouzit navic leukocytarni filtr, vzniknou
erytrocyty resuspendované deleukotizované bez buffy
coatu (ERD). Dodatecné lze deleukotizovat pres filtr
také jiz vyrobené EBR, vzniknou potom erytrocyty bez
buffy coatu resuspendované deleukotizované (EBRD).
Deleukotizované erytrocyty lze odebrat darci i pomoci
separatoru, ziskdme potom erytrocyty z aferézy re-
suspendované deleukotizované (EARD). ERD, EBRD
a EARD se tedy lisi jen zptsobem vyroby, vysledny
produkt je stejny. Jakostni parametry: Rezidualni ob-
sah leukocytll v deleukotizovanych erytrocytarnich
TP musi byt mensi nez 1x106. Kontrolni laboratot TO
FNOL provadi kontrolu jakosti u 1 % vSech vyrobenych
transfuznich jednotek, nejméné 10 jednotek mésicné.
Vysledky: Z vyrobenych deleukotizovanych erytrocytar-
nich TP na TO ENOL prevazuji ERD (89%), EBRD (10%)
se vyrabéji prevazné jen pro pokryti vétsiho vydeje kon-
krétni krevni skupiny, EARD (1%) se vyrabé&ji nejméné.
Ze vSech vydanych erytrocytarnich TP z TO ENOL tvori
v soucasnosti deleukotizované pripravky asi 20% (21%
v roce 2015, 20% v roce 2014, 18% v roce 2013). VétSina
sméftuje k pacientiim Hemato-onkologického oddéleni
a Kardiochirurgického oddéleni, také transfuzni pti-
pravky vydavané na Détskou kliniku jsou povétSinou
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deleukotizované. Kontroly kvality deleukotizovanych
transfuznich ptipravkt vychazeji dlouhodobé bezpro-
blémové. Zavér: Z hlediska bezpecné hemoterapie pfi-
naseji deleukotizované erytrocytarni transfuzni pti-
pravky vyznamné vyhody, vliv deleukotizace na snizeni
vyskytu nezadoucich Gc¢inkt transfuze byl prokazan
vTadé studii. Videdlnim pfipadé mizZou zcela nahradit
nejbéznéji pouzivané EBR, coz by ovSem narazelo na
zvySenou finanéni zatéz. V fadé zemi na svété probiha
deleukotizace vSech transfuznich pripravki jiz bézné.
Navyseni vyroby deleukotizovanych erytrocytarnich
transfuznich ptipravki je jednim z dlouhodobych cili
kvality TO FNOL.

P3/ 2936. IMPLEMENTACE MANAZERKY

I.V. VSTUPU NA TRANSFUZNIM

ODDELE[{I'S CiLEM TRVALEH? .
SNIZOVANI KOMPLIKACI U DARCU

Koukalovi A., Zochova R., Galuzskova D. (Transfuzni
odd., FN, Olomouc)

Uvod: Prispévek prezentuje nové zavedenou funk-
ci manazerky i.v. vstupl a jeji vyznam pro chod
Transfuzniho oddéleni Kvalifika¢ni poZadavky kladené
na manazerku i.vstupti na TO : specializa¢ni vzdélani,
praxe v oboru min. 3 roky praxe na odbérovém sile,
kurz v péci o i.vstupy nebo jiné skoleni v dané tématice.
Cilem: implementace manazerky i.v. vstupu na nase
oddéleni je trvalé sniZovani komplikaci u Jeji ttkolem
jeidentifikovat priciny komplikaci, stanovit jednotny
postup pfi stanovani napravnych nebo preventivnich
opatfenich. Vstupné jsou definovany jednotlivé druhy
komplikaci (pfepichy, nedokoncené odbéry, problém
v zile, odbér nad 10 min., nevolnost, kolaps, technické
komplikace a pfimés erytrocytll pii piistrojovych od-
bérech.), ty jsou po odbéru zaznamenany vSeobecnou
sestrou. Vysledky: Od roku 2004 je sledovani komplika-
ci pravidelné vyhodnocovano za cely rok. Kompetence
manazerkyi.v. vstupii 1. Zaskoleni nelékaiského perso-
nalu v ramci adaptacniho procesu ve spravné technice
venepunkce. 2. Periodické proskolovani nelékarského
personalu v technice venepunkce 1 x rocné. 3. Zavedeni
techniky odbérti v odbérové mistnosti krevnich vzorki:
volba slabsi zily k odbéru krevnich vzorkd a ponechani
kvalitnéjsiho Zilniho vstupu k odbéru (plné krve nebo
pristrojovému odbéru). 4. Na zadkladé vyhodnoceni
sledovanych komplikacich spolupracovat na stano-
vovani napravnych opatfeni. Tabulka sledovanych
komplikaci Jednotlivé sledované komplikace hlavné
u aferetickych odbért vykazuji za 11 let klesajici trend
a to zfejmé vlivem peclivého hodnoceni vhodnosti
darce pro aferézy. U odbért plné krve=bézné odbéry
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darct je trend komplikaci kolisavy a to v zavislosti na
poctech prvodarcti, jejich ptipravy pred odbérem a za-
§kolovani novych zameéstnancti na odbérovém sale.
Napravné opatfeni: stanoveni prisnéjsich kritérii ve
vybéru zameéstnanct na odbérovy sal a ziskavani pro-
stfednictvim naborovych aktivit novych darct s dtra-
zem na edukace vzhledem ke pfijmu potravy a pitného
rezimu pred odbérem. Zavér: Implementaci funkce
manazerkyi.v.vstupi a sledovanim komplikaci u darci
je dosaZeno naplnéni cilu sniZovat, respektive pred-
chéazet komplikacim v pribéhu vSech odbérti u darct.

P63/2856. KAZUISTIKA U HIV A
POZITIVNIHO PACIENTA S DIAGNOZOU
NON-HODGKINUV LYMFOM

Konupc¢ikova P., Uvizlova E., Labudikova M.,
Machova R. (Hematoonkologickd Klinika, Fakultni ne-
mocnice, Olomouc)

V zati roku 2014 jsme se na Hemato-onkologické
Klinice Fakultni nemocnice v Olomouci poprvé setkali
s HIV pozitivnim pacientem, u néhoz byl nové dia-
gnostikovan non-Hodgkin@iv lymfom. V poslednim
desetileti po zavedeni vysoce aktivni antiretrovirové
terapie doslo k signifikantnimu snizeni rizika vzniku
lymfomu u HIV pozitivnich nemocnych. Vyskyt non-
-Hodgkinovych lymfoma (NHL) je u HIV pozitivnich
pacientd zvySen 60-200x (dle WHO). K nejcastéji dia-
gnostikovanym lymfom@m patfi agresivni B-lymfomy,
predevsim Burkittliv lymfom a Difuzni velkobunécny
B-lymfom, ktery byl z provedené kozni biopsie diagnos-
tikovan u naseho pacienta. Non-Hodgkinské lymfomy
jsou nadorova onemocnéni, ktera vychazeji z nekont-
rolovatelného bujeni lymfatickych bunék zodpovéd-
nych za imunitu , postihuji nejen lymfatické uzliny,
ale kterykoliv jiny organ v téle. Difuzni velkobunéény
B-lymfom je nejcastéjsi a vysoce maligni. Pres svoji
agresivitu byva dobfe citlivy na 1é¢bu. Vice nez polo-
vinu pacienti s nepokrocilym postizenim a nizkym
indexem rizika je mozno zcela uzdravit intenzivni
chemo-imunoterapii. U naprosté vétsiny pacientt
nelze pricinu onemocnéni urcit. Zvyseny vyskyt lze
sledovat u pacient s oslabenou imunitou po prove-
denych transplantacich, podil mohou mit i infekce,
vyvolané napt. virem Epstein-Barrové, Helicobakter
pylori v pripadé lymfomu zaludku, nebo pravé u ne-
mocnych s HIV. HIV= human immunodeficienty virus =
vir lidského imunodeficitu , tedy vir napadajici lidskou
obranyschopnost. Virus HIV napadd v lidském organi-
smu skupinu bilych krvinek T-lymfocyty, ve kterych se
mnozi, pozdéji je zabiji a snizuje tak jejich pocet v téle
nakazeného ¢lovéka. T-lymfocyty hraji dilezitou roli
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v obranyschopnosti lidského organismu, jejich pokles
vede k selhani imunity a rozvoji onemocnéni, které
bylo poprvé popsano v roce 1981 ve Spojenych statech
Americkych a které dostalo pozdéji nazev AIDS. HIV vi-
rus byl objeven v roce 1983. V soucasné dobé jsou znamy
dva typy lidskych vir zptisobujicich toto onemocnéni
a to HIV-1 a HIV-2. Za svétovou pandemii HIV infekce
je zodpovédny hlavné virus HIV-1, ktery se vyskytuje

v Evropé a na Americkém a Asijském kontinentu. HIV-2
zlistava lokalizovan zejména v oblastech zapadniho
pobtezi Afriky. Zakladem 1écby je antivirova terapie,
jejim cilem je alesponi zpomalit mnoZeni viru HIV a pte-
dejit tak zhrouceni imunitniho systému. Konecny cil
protiretrovirové terapie - eliminace viru v organismu-

neni zatim vyreSen.

MNOHOCETNY MYELOM

P4/2871. ZKUSENOSTI S LECBOU

VZACNE GAMAPATIE SCHNITZLER
SYNDROMU A ERDHEIMOVY-CHESTEROVY
CHOROBY INHIBITOREM RECEPTORU
INTERLEUKINU-1, PREPARATEM ANAKINRA
Adam Z., Krejéi M., Pour L., Sandecka V., Szturz
P., Vetesnikova E, (Interni hematologickd a onkologickd
KlinikaLF MU a FN, Brno)

Schnitzler syndrom je velmi vzacné onemocnéni
provazeni monoklonalnim imunoglobulinem Pro sta-
noveni této diagndézy byla pfijata Strasburska kritéria
(neinfekéni horecka, chronicka kopfivka, zmény kostni
struktury, leukocytéza a zvySend hodnoty zanétlivych
markerd - CRP a pritomnost monoklonalniho imu-
noglobulinu vétsinou typu IgM, zcela vyjimecné IgG.
Lécbou volby pro tuto nemoc je blokada ucinkd inter-
leukinu-1. V praxi je nejcastéji vyuzivan antagonista
receptoru pro interleukin-1, anakinra. V soucasnosti
se objevuji zpravy i o pouziti dalsich 1ékti blokujicich
ucinek interleukinu-1, canakinumab a rilonacept.
Dlouhodobé 1é¢ime 4 pacienty preparatem anakinra
(108, 72. 33 a 32 mésiclt). U vSech nemocnych jsme
zacali s aplikaci anakinry v davce 100 mg 1x denné.
Pfi davkovani 100 mg 1x denné vymizely kompletné
vSechny pfiznaky u 3 nemocnych, pouze u jednoho
nemocného doslo k ustupu priznakd asi o 75 % niko-
liv véak k iplnému vymizeni. Tento pacient by zfej-
mé potfeboval navySeni davky alesponl ve dnech se
spontannim zintenzivnénim potizi. U jednoho ze 3
pacientdi, u nichz ptiznaky pfi davkovani 1x denné
zcela vymizely, se po roce 1é¢by ukazalo dostacujici
podavat anakinru ve 48hodinovych intervalech. Del$i
prodlouzeni intervalu mezi aplikacemi v§ak netoleruje.
V pribéhu 1é¢by jsme nezaznamenali zddné nezddouci
ucinky anakinry a v pribéhu 1é¢by nedochazi k poklesu
ucéinnosti, aplikace anakinry jsou stejné i¢inné jako na
zacatku 1écby, v pribéhu let se v§ak zvysuje koncentra-
ce monoklonalniho imunoglobulinu a v literatufe jsou

popsany transformace nejcastéji vlymfoplazmocytarni
lymfom a proto kontrolujeme dfen trepanobiopsii pti
zavazném vzestupu koncentrace monoklonalniho IgM.
Erdheimova-Chesterova choroba je nemoc ze skupiny
xanthogranulomu. Zpisobuje také teploty, bolesti
kosti hlavné dlouhych a zptisobuje také fibrézu v ob-
lasti télnich dutin a fibrotické zmény cévnich stén.
Popsanych lécebnych alternativ je vice (2-chlorodeoxy-
adenosin, thalidomid, lenalidomid) ale také anakinra.
U jednoho z naSich pacientli nereagovala jeho nemoc
nazadnou z podanych 1é¢ebnych alternativ vyjma ana-
kinra. Od roku 2011 je 1é¢en anakinrou (KINERET) a diky
kterému jsou normalni parametry zanétu a hlavné dle
CT hodnoceni jsou fibrotické zmény retroperitonea
stabilni, bez progrese, které pacienty ohrozuje hyd-
ronefrézou. Anakinra je pfinosem minimalni pro dvé
krevni choroby - Schnitzler syndrom a Erdheimovu-
Chesterovu chorobu.

P5/2875. DIAGNOSTIKA

A PROGNOSTICKA STRATIFIKACE

PACIENTU S WALDENSTROMOVOU
MAKROGLOBULINEMIi - ZKUSENOSTI
JEDNOHO CENTRA

Krupkova L., Pika T., Divoka M., Orviski M.,
Mina¥fik J., Papajik T. (Hemato-onkologickd Klinika, FN
a LF UP, Olomouc)

Uvod: Waldenstromova makroglobulinémie (WM)
je vzacna hematologickd malignita definovana jako
lymfoplazmocytarni lymfom s infiltraci kostni dfené
a pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu IgM
v séru. U vice nezZ 90 % pacientii s WM je pfitomna
bodova mutace L265P v genu MYD88 a soucasné jedna
tfetina téchto pacientli nese frameshift (WHIM-FS) ne-
bo non-sense (WHIM-NS) mutaci v genu CXCR4. Mutace
v genu CXCR4 zplisobuji vznik predcasného stop kodo-
nu, coz ma za nasledek zkraceni vysledného proteino-
vého produktu a hyperaktivaci CXCR4-zprostfedkované
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Tab. 1: Mediany laboratornich parametr u WM pacientd s nemutovanym

a mutovanym genem CXCR4.

MYD88MUT
CXCRAWHIM-MUT

MYD88MUT
CXCRAWHIM-WT

Hladina paraproteinu [g/I]

14,3 (3,7-32,2) 25,4 (10,6-30,9)

Infiltrace kostni drené [%] 25 (10-72,4) 64 (10-96)
Hladina volnych lehkych fetézct [mg/1] 103,5 (26-633) 341 (317-507)
IPSS 1 (n=6); 2 (n=5); 3 (n=1) 2 (n=1); 3 (n=3)

Hemoglobin [g/I]

112,5 (89-149) 111,0 (90-117)

Trombocyty [x10°/1]

258 (37-585) 189 (15-281)

signalizace. Pfitomnost a typ mutaci v genech MYD88
a CXCR4 maji vyznam v diagnostice a prognostické
stratifikaci pacientli s WM a také ovliviiuji klinickou
manifestaci onemocnéni. Cile: Analyzovat mutaéni
stav genlt MYD88 a CXCR4 u pacientlli s WM, porovnat
vysledky s laboratornimi parametry a zhodnotit pro-
gnostickou stratifikaci pacientt s ohledem na mutacni
status analyzovanych genti. Metody: Analyzovana
DNA byla izolovana z mononukledrni frakce bunék
kostni dfené v dobé diagndzy. Mutacni stav sledova-
nych gent byl stanovovan pomoci alelové-specifické
PCR (v pripadé MYD88) a pomoci pfimého Sangerova
sekvenovani (v pfipadé CXCR4). VSechny nalezené
mutace byly potvrzeny restrik¢nim Stépenim za de-
finovanych podminek. Vysledky: Analyzovali jsme
skupinu pacient s WM (n=16). U 15 pacienti (93,8 %)
jsme potvrdili pfitomnost mutace L265P v genu MYD88
a soucasneé u 4 pacient (25 %) i mutaci v genu CXCR4
(1 pacient byl nositelem WHIM-FS mutace a 3 byli
nositeli WHIM-NS mutace). Pfitomnost CXCR4 mu-
tace byla spojena s agresivnéjsi chorobou (vyssi IPSS,
pancytopenie, vyssi hladina paraproteinu a volnych
lehkych fetézcll v séru, vyssi infiltrace kostni dfené;
Tab. 1), naopak pacienti s nemutovanym CXCR4 byli
Casto asymptomaticti. CXCR4 mutace byly také spojeny
s horsi 1é¢ebnou odpovédi (2 pacienti byli rezistentni
a 2 méli ¢astecnou odpovéd na prvoliniovou terapii).
Zavér: Analyza mutacniho stavu gentit MYD88 a CXCR4
je nepostradatelnou soucasti diagnostiky a prognos-
tické stratifikace pacientd s WM a umoznuje hlubsi
pochopeni molekularni patogeneze tohoto onemocné-
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ni. V souladu s publikovanymi daty jsme potvrdili, Ze

mutace v genu CXCR4 jsou asociovany s agresivnéjsimi

projevy onemocnéni a ovliviiuji 1écebnou odpovéd.
Tato prace byla podpofena grantem IGA-LF-2016-001.

P6/2882. STUDIUM SERQV?CH N
PROTEINOVYCH PROFILU U MONOKLONALNI
GAMAPATIE NEJASNEHO VYZNAMU

A MNOHOCETNEHO MYELOMU

Schneiderova P., Pika T., Gajdos P., Fillerova R.,
Kromer P., Kudélka M., Minafik J., Papajik T.,
Séudla V., Kriegova E. (Ustav imunologie, Fakultni ne-
mocnice a LékaFska fakulta Univerzity Palackého, Olomouc;
Hemato-onkologickd Kklinika, Fakultni nemocnice
a Lékarska fakulta Univerzity Palackého, Olomouc;
Katedra informatiky, Fakulta elektrotechniky a informa-
tiky, Vysokad skola baiiska - Technicka univerzita, Ostrava)

Monoklonalni gamapatie jsou velmi heterogenni
skupinou onemocnéni, ktera jsou charakteristicka pro-
liferaci diferencovanych B-lymfocytt. U téchto nemoci
se stale hledaji neinvazivni biomarkery, vhodné pro
spolehlivou diagnostiku jednotlivych typt a v pfipadé
malignich gamapatii ke sledovani 1écebné odpoveé-
di. S cilem popsat sérové profily charakteristické pro
monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (MGUS)
a mnohocetny myelom (MM) a jeho zmény po auto-
logni transplantaci krvetvornych bunék (ASCT) jsme
analyzovali proteinové profily 92 kandidatnich nado-
rovych biomarkert pomoci inovativni, vysoce senzi-
tivni ,,Proximity Extension ImmunoAssay* (Proseek
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Multiplex, Olink). Soubor tvofili pacienti s MGUS
(n=16), MM (n=16) a kontrolni zdravi jedinci (n=7); u pa-
cientlh s MM byly analyzovany také parové vzorky po
ASCT (den 100). Pro statistické zpracovani dat jsme po-
uzili Mann-Whitney-Wilcoxon test s korekci P-hodnot
metodou FDR (Benjamini-Hochberg) a klasifika¢ni
algoritmy. U pacientl s MM byly pozorovany vyssi hla-
diny adrenomedullinu (Pcorr=0,0004), GDF15 (Crowth
differentiation factor 15, Pcorr=0,003) a solubilniho
MICA (Major histocompatibility complex class I-related
chain A, Pcorr =0,023), které prispivaji k prezivani
myelomovych bunék, ve srovnani s MGUS. Zajimavy je
nalez zvySené hladiny aktivacniho faktoru pro B-buriky
BAFF (B-Cell Activating Factor, Pcorr=0,00006) u MM
pacientd po ASCT ve srovnani s parovym MM pii dia-
gnoze; sérovy profil po ASCT byl charakteristicky zvyse-
nymi hladinami fady pro-nadorovych. Prioritni je také
popis zvySené hladiny angiogenniho a antiapoptotic-
kého faktoru midkin (Pcorr=0,0007) ve skupiné MGUS
oproti zdravym kontrolam. Popsali jsme sérové profily
charakteristické pro MGUS, MM a MM po ASCT. Znalost
proteinovych profili asociovanych s MGUS a MM miize
prispét k identifikaci klicovych molekul, které prispiva-
ji k pfezivani myelomovych bunék a které by se mohly
stat novymi terapeutickymi cily. Grantova podpora:
MZ CR VES16-32339A, LFUP_2016_001, LFUP_2016_011.

P7/2887. KONTINUALNA LIECBA
LENALIDOMIDOM PRI RELABOVANOM
MNOHOPOCETNOM MYELOME

Masarova K., Bitorova A., Mistrik M., Stefinikova
Z. (Klinika hematoldgie a transfuziologie, Univerzitnad ne-
mocnica, Bratislava)

Zavedenie talidomidu, bortezomibu a lenalidomidu
vyznamne zmenilo liecbu mnohopocetného myelému
(MM). Lenalidomid ma dudlny mechanizmus tcinku:
priamo spdsobuje smrt nadorovych buniek a navyse ma
vyznamny imunomodulacny ucinok, ktory prispieva
k udrzaniu remisie. U pacientov s relabovanym alebo
refraktérnym MM lenalidomid v kombinacii s dexa-
metazénom signifikantne prediZil ¢as do progresie,
zvysil celkové odpovede aj mieru kompletnych remisii
a predlzil celkové preZivanie v porovnani so samotnym
dexametazénom. Naviac lenalidomid je obvykle dobre
tolerovany, s inicidlnou myelosupresiou ako najvy-
znamnejSou toxicitou. Lenalidomid nema kumula-
tivnu toxicitu, ¢o umoznuje kontinualnu liecbu. Tieto
zavery potvrdzuje aj kazuistika 51-rocnej pacientky
s relabovanym mnohopocetnym myelémom (MM),
diagnostikovanym v roku 2008, ktord je od januara
2011 liecend kombinaciou lenalidomid+ +dexameta-

zén+cyklofosfamid v Stvrtej linii. U tejto znacne pred-
lieCenej pacientky sa dosiahla PR, ku dneSnému dnu
dostala 33 cyklov, liecbu toleruje dobre. Po 20 cykloch
sme davku lenalidomidu redukovali z pé6vodnych 25 mg
nal5mg. V prestavkach lie¢by, zapri¢inenych prolon-
govanym procesom schvalovania thrady v poistovni
vzdy dochadza k zvySeniu hladiny CB, M-Ig aj poctu
plazmatickych buniek v kostnej dreni, po opitovnom
nasadeni terapie sa prejavuje pokles uvedenych hod-
not.

P8/2888. DLOUHE NEKODUJICI

RNA V PATOFYZIOLOGII

MNOHOCETNEHO MYELOMU

Sedlarikova L., Gromesova B., Kubaczkova V.,
Radova L., Almasi M., Penka M., Adam Z., Pour
L., Krejéi M., Hijek R., Sev¢ikova S. (Babdkova my-
elomova skupina, UPF, LF MU, Brno; Ceitec, Masarykova
univerzita, Brno; Oddéleni Klinické hematologie, Fakultni
nemocnice Brno; Interni hematologickd a onkologicka Kli-
nika, Fakultni nemocnice, Brno; Klinika hematoonkologie,
Fakultni nemocnice, Ostrava)

Uvod: Tato préce si klade za cil zjistit, zda dysregu-
lace signdlnich drah, které jsou priznacné pro mno-
hocetny myelom (MM) by mohly byt alespor ¢astecné
zplisobeny podskupinou nekédujicich RNA, tzv. dlou-
hymi nekédujicimi molekulami RNA (IncRNA). Tyto
vice nez 200 nukleotidt dlouhé molekuly se nachizeji
predevsim v jadfe bunék a podileji se na vyznamnych
bunécénych procesech jako je napi. proliferace, dife-
renciace a apoptéza. Zda se, Ze tyto molekuly maji
Kklicovou roli v patogenezi lidskych onemocnéni, véetné
nadorovych, kde se podileji na nadorové transformaci
a progresi onemocnéni. Cilem studie bylo identifiko-
vat profil buné¢nych IncRNA souboru pacientli s MM
a zdravych darct (ZD) a porovnat je s klinickymi para-
metry. Materidl a metody: Celkem bylo ziskano padesat
vzorkd CD138+ bunék od pacientlh s MM v dobé diagnézy
a od ZD. Screeningova faze prace zahrnovala analyzu
83 IncRNA a byla provedena u 6 pacienti s MM a 6 ZD
pomoci RT2 IncRNA PCR Array - Human IncRNA Finder
(Qiagen). Statisticky vyznamneé (p<0,05) deregulované
IncRNA mezi MM a ZD byly validovany s vyuzitim gPCR
a pristupu relativni kvantifikace 2-ACt na vétsim sou-
boru pacient a ZD. ROC analyza (Receiver Operating
Characteristic) byla provedena pro stanoveni specificity
a sensitivity kazdé IncRNA. P hodnoty <0,05 byly pova-
Zovany za statisticky vyznamné. Vysledky: Profilovani
pomoci RT2 IncRNA PCR Array odhalilo 27 deregulo-
vanych IncRNA (vSechny p<0,01) mezi MM pacienty
a ZD. Hladiny exprese ZFAS1, UCAl, BDNF-AS, NEAT1
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a FAS-AS1 byly dale validovany na vétsim souboru MM
pacientl a ZD. Hladina exprese UCA1 byla vyznamné
snizena (p<0,0001), hladiny exprese NEAT1 a BDNF-
-AS byly naopak zvyseny u MM pacientdi ve srovnani se
ZD (oboji p<0,00000001). Pro odliSeni MM od ZD byla
provedena analyza ROC. Ta odhalila 100% senzitivitu
a 100% specificitu s AUC (area under curve) 1,000 pro
NEATI1 a BDNF-AS expresi. A dale 95,24% senzitivitu
a 75% specificitu s AUC 0,905 pro expresi UCAL. Zaveér:
Nase data naznacuji, Ze IncRNA UCA1, NEAT1 a BDNE-
-AS mohou byt zapojeny do patofyziologickych proce-
st probihajicich v MM burnikach a podnécuji tak dalsi
studie této problematiky. Podpofeno grantem: AZV
15-29508A

P9/2914. SAMPLE PRE-PROCESSING

FOR DOWNSTREAM APPLICATION

IN AL AMYLOIDOSIS

Filipova J., Growkova K., Kufova Z., Sevéikova T.,
Hanusova H., Vrublova P., Kryukova E., Zahradova
L., Kryukov F., Hajek R. (Faculty of Medicine, University,
Ostrava; Department of Biology and Ecology, Faculty of
Science, University, Ostrava; Blood Cancer Research Group,
Department of Haematooncology, University Hospital,
Ostrava)

Introduction: Immunoglobulin light chain amy-
loidosis (ALA) is clonal plasma cell dyscrasia. Abnormal
plasma cell (aPC) clones produce Ig light chains, which
are stored in the affected organs and leads to their
malfunction. ALA is characterized by lower PCs in-
filtration (mean 3,87 %; range 0,17 - 9,34) compared
to multiple myeloma (Hu et al., 2014). Due to low
number of target cells and incidence approx. 10 cases
per million per year (Merlini & Palladini, 2013), correct
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sample pre-processing is essential for all downstream
application. Objective: To optimize protocol for sample
processing in ALA research for a future examination by
molecular biology techniques. Methods: This study was
approved by institutional ethical review boards and all
individuals provided written informed consent. The
bone marrow was obtained during routine diagnostic
procedure. Buffy-coats of healthy donors were kindly
presented by Blood Centre, UH Ostrava. Mononuclear
cells (MNC) were isolated by density gradient cent-
rifugation. MNC were frozen in FBS containing 10%
DMSO. Prior to nucleic acid isolation, samples were
thawed and prepared for fluorescence activated cell
sorting. Subsequent DNA/RNA processing optimiza-
tion was done using buffy-coats of healthy donors and
following kits: AllPrep DNA/RNA Micro Kit, QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen), NucleoSpinTriPrep (Macherey-
-Nagel), RNeasy Micro Kit (Qiagen), MagMAX Total
RNA Isolation Kit (Life Technologies), microMACS
mRNA Isolation Kit (MiltenyiBiotec). Amplification
kits: REPLI-g Mini Kit, REPLI-g Single Cell Kit (Qiagen).
Nucleic acid concentrations were measured using
Qubit® 3.0 fluorometer (Thermo Fisher Scientific)
and RNA integrity number (RIN) was evaluated using
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). DNA ampli-
fication specificity and reproducibility was checked by
PCR and quantitative PCR on LightCycler © 480 (Roche).
ALA BM aPC (CD45dimCD38+CD19-CD56+/-) were Sor-
ted by FACS Aria III (Becton Dickinson) and DNA/RNA
were isolated by AllPrep DNA/RNA Micro Kit. Results:
Comparison of DNA/RNA isolation kits is presented in
Fig. 1A, B. Based on these results, best strategy for ALA
pre-processing was chosen and three samples were pre-
pared. Total PC infiltration was 0,5-4,3 %. Population
of aPC (CD45dimCD38+CD19-CD56+/-) with infiltration
of 57,3-90,8 % from PC was sorted. Number of sorted
cells ranged between 15 371 - 22 846. DNA yield was 20,6 -
27,6 ng, RNA yield was 14,4 - 46 ng (RIN >9,5). DNA was
amplified using REPLI-g Mini Kit with yield 2060 -4 300
ng and amplification specificity was checked by PCR.
Optimal strategy for sample pre-processing for mole-
cular biology applications including high-through-
-put “omics” is presented in Fig. 1C. Conclusion: The
proposed lab guideline for ALA sample processing was
prepared to present the optimal way of cells collection
and proper handling in order to maximize sample qua-
lity for further use. This guideline can be used to stan-
dardized research in the field of molecular biology for
not only ALA samples but also for other haematological
malignancies. Acknowledgment: Supported by The
Ministry of Education, Youth and Sports (Specific uni-
versity research of the Faculty of Medicine, University



Suplementum 1/2016 - 30. Olomoucké hematologické dny

of Ostrava) project no. SGS03/LF/2015-2016, SGS09/
LF/2016-2017; Development Plan of University of Ostrava
(IRP201550); MH CZ - DRO - FNOs/2015-2016 and by the
Ministry of Health (15-29667A).

P10/2924. AI’A!.Y'ZA VARIANTNICH NALEZU
POCTU SIGNALU PRI URCENIi TRANSLOKACE
T(4;14) METODOU FICTION U NEMOCNYCH

S MNOHOCETNYM MYELOMEM POSTER
Balcarkova J., Mlynarcikova M., Mi¢kova P., S¢udla
V., Pika T., Bacovsky J., Minafik J., Jarosova M.
(Hemato-onkologickd klinika, FN,Olomouc)

Mnohocetny myelom (MM) je charakterizovan
cetnymi chromozomovymi zménami prognostic-
kého vyznamu. Jednou z nich je translokace t(4;14)
(p16.3;932.3), ktera je spojena s nepfiznivou progndzou.
Jejim dsledkem je deregulace gentt MMSET a FGFR3.
Cilem préace bylo analyzovat geny IgH, FGFR3 a MMSET
metodou FICTION v souboru nemocnych s MM, urcit
frekvenci translokace t(4;14) a variantnich nalezti poctu
signall této translokace, u opakované vysetifenych ne-
mocnych studovat klondlni vyvoj a vyhodnotit vyznam
variantnich nalezi. V souboru 533 nemocnych s MM
byla t(4;14) potvrzena u 66 (12,4 %) nemocnych, z toho
u 21 (32 %) nemocnych byla zjisténa abnormalita v po-
¢tu signdl. Abnormalita v poctu signaldl pfi vySetfeni
prestavby IgH genu byla zjisténa u 15z 21 (71 %) nemoc-
nych, zatimco analyza gent FGFR3 a MMSET potvrdila
variantni nalez u 12/21 nemocnych (57 %). Soucasné
s variantnim nélezem t(4;14) byly u vSech nemocnych
nalezeny dalsi pfidatné chromozomové zmény, nejcas-
téji delece 13q a zmnoZeni oblasti 1g21. U 3z 9 opakované
vySetfenych nemocnych byl pozorovan klonalni vyvoj.
Nase vysledky upozorniuji na existujici heterogenitu
FICTION nalez( pfi urceni t(4;14) a na skutecnost, Ze
zmeény v poctu signall pri vySetfeni pfestavby genu
IgH, zplisobené predevsim deleci, mohou maskovat
translokaci, a proto je nutné pro urceni translokaci
u MM pouzivat specifické translokacni sondy. Prestoze
nalez variantnich poctd signald pti urceni translokace
nepotvrdil statisticky vyznamny vliv na celkové pfeziti
nemocnych, vzhledem k prognostické vyznamnosti
translokace t(4;14) neurceni zmény muZe také vyznam-
né ovlivnit terapeuticky pristup. Prace byla podporova-
na grantem IGA MZCR NT/14400-3, IGA_LF 2016_001.

P11/2938. BUNECNA ANALYZA
PLASMACYTOIDNICH DENDRITICKYCH
BUNEK U MNOHOCETNEHO MYELOMU
Kralova R., Rihova L., VSianska P., Krchniakova
M., Piskdéek M., Pacasova R., Penka M.,
Adam Z., Pour L., Knight A. (Lékafska fakulta,
Ustav patologické fyziologie, Masarykova univerzi-
ta, Brno; Oddéleni klinické hematologie, Fakultni
nemocnice, Brno; Tkanové a transfuzni oddéleni,
Fakultni nemocnice, Brno; Interni hematologicka
a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice, Brno;
Klinika hematoonkologie, Fakultni nemocnice, Ostrava)

Uvod: Plasmacytoidni dendritické butiky (pDC) jsou
malou populaci leukocytil. Ve zdravém organismu
hraji dilezitou roli jako antigen prezentujici bunky,
diky produkci interferonu typu I aktivuji dalsi slozky
imunitniho systému k boji proti nadorové transformo-
vanym bunikkdm. Mnohocetny myelom (MM) je maligni
onemocnéni, postihujici zejména starsi pacienty okolo
véku 65 let. Klondlné zmnozZené plazmatické burky
produkuji patologicky imunoglobulin tzv. paraprotein.
Je znamo, zZe pDC u pacientli s MM akceleruji proliferaci
malignich myelomovych bunék a zptisobuji nezadouci
rezistenci k pouzivané myelomové terapii (Chauhan
et al., 2009). Cil: Cilem projektu bylo uréeni poctu
pDC v periferni krvi (PK) a kostni dfeni (KD) pacientti
s novou diagnézou MM a srovnani s frekvenci pDC zdra-
vych darct ve stejné vékové skupiné. Druhym cilem
bylo urceni fenotypu pDC u zdravych darcti a srovnani
s fenotypem pDC u pacientd s MM. Pacienti a meto-
dy: Do studie bylo zahrnuto 10 parovych vzorkdi KD
a PK pacientdi s MM ve véku (48-81 let; median 65 let),
zastoupeni mazu/zen = 5/5. Jako reference slouzily
vzorky periferni krve zdravych darcii, n =17, vék (56-72
let; medidn 64 let), zastoupeni M/Z = 12/5. Z PK & KD
pacientl a darcti byly izoloviny PBMC (nebo BMNC)
metodou gradientové centrifugace. Analyza vzorkl
byla provedena pritokovou cytometrii pomoci mono-
Klonalnich protilatek na cytometru FACS Cantoll (BD
Biosciences). PDC byly definovany s pouzitim CD123
(klon AC145), CD303 (AC144) a CD304 (AD5-17F6). Jejich
aktivacni fenotyp byl ur¢en kombinaci znakiit HLA-DR
(Immu-357) a CD45RA (HI100), kdy aktivované pDC jsou
na oba znaky pozitivni. Bylo analyzovano minimalné
250-7500 zivych pDC. Vysledky byly analyzovany po-
moci FlowJo software, (TreeStar, verze 10.1). Vysledky:
Procentualni zastoupeni pDC v krvi zdravych darcti bylo
identifikovano v rozmezi 0,022-0,27 % (median 0,068
%). V krvi pacientli s MM se nachézelo 0,028-0,31 %
pDC; (median 0,0635 %). VSechny vzorky krve zdravych
darch mély aktivni celou populaci pDC na rozdil od
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pacientd s MM, kdy n = 4 (100% aktivace pDC), n = 4
(>80 %)an=2(<50 % aktivovanych pDC). V kostni dfeni
MM pacienti bylo urc¢eno pDC v rozmezi 0,045-0,22 %;
(median 0,0875 %), kdy pomeér aktivovanych bunék
v populaci pDC byl: n = 4 (100 % aktivovanych pDC),
n=3(>80%) an-=3(60-70 %). V soucasné dobé pro-
biha analyza dalsich parovych vzorkd pacienti s MM
a zdravych darci. Zavér: Mediany pDC v krvi zdravych
darct a pacient s MM jsou ve stejnych hladinach
a statisticky se neli§i. V kostni dfeni MM pacienti
bylo uréeno zvySené procento pDC nez v periferni krvi
(p = 0,12). Nase predbézné vysledky ukazuji rozdily
fenotypu pDC u zdravych darct a pacientli s MM pii-
tomnych jak v PK, tak KD, které budou dale ovéfeny ve
funkénich esejich. Rozdily v zastoupeni a v aktivaci po-
pulace pDC v kostni dfeni u zdravych darcti a pacientti
by mohly hrat dtlezZitou roli pro patologickou funkci
pDC v nadorovém mikroprostiedi myelomu.

P12/2942. ANALYZA EXPRESIE
RECEPTOROV EPHA1 A EPHA2

U NADOROVYCH BUNKOVYCH LiNIi
Krchniakova M., Kralova R., Piskacek M., Knight A,
( Lékafskd fakulta, Ustav patologické fyziologie, Masarykova
univerzita, Brno)

UVOD: Ephriny predstavuji najvacsiu znamu rodi-
nu tyrozinkinazovych receptorov a ich ligandov. Byvaja
hojne produkované najma pocas embryonalneho vyvo-
ja, zatial co v dospelych tkanivach st nachadzané len
v nizkych hladinach. K ich hlavnym funkcidm patri
reguldcia rastu buniek, ich proliferacie a migracie.
Tieto vlastnosti st vSak v dospelych tkanivach prirodze-
né malignym bunkam, a preto je vacSina ephrinovych
proteinov povazovanych za onkogény. Ich abnormalne
vysoka expresia je spajana so vznikom a vyvojom solid-
nych nadorov najma epitelidlneho pévodu, zvySenym
rizikom vzniku metastaz a znizenym prezivanim paci-
entov. Doposial vS§ak nie je znama expresia ephrinov
a ich receptorov u hematoonkologickych ochoreni ako
je mnohopocetny myelém. CIEL: Cielom bola analyza
povrchovej expresie receptorov EphAl a EphA2 pomocou
viacfarebnej flow cytometrie a paralélna analyza ex-
presie proteinov pomocou Western blotu v modelovom
systéme komercénych nadorovych bunkovych linii. Ako
kontrola sluzili bezne dostupné linie zdravych buniek.
MATERIAL A METODY: Boli analyzované suspenzné na-
dorové linie mnohopocetného myelému (KMS11, EJM),
chronickej B-lymfocytarnej leukémie (MEC1), chronic-
kej myeloidnej leukémie (KYO-1, LAMA-84), akltnej
monoblastickej leukémie (CTV-1a) a lymfému (U937).
Nadorové bunky boli zo suspenznych kultar izolované
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v exponencidlnej fazi ich rastu. Dalej boli analyzova-
né adherentné nadorové linie rendlneho karcinému
(A-498), karcinému prostaty (DU-145), kolorektalneho
adenokarcinému (HT-29), karcinému prsniku (MCF-7)
a multiformného glioblastému (U373). Ako kontrola
boli zaradené zdravé bunkové linie, a to Iudské astro-
cyty (pasaz 4) a ludské fibroblasty (MRC-5, pasaz 38).
Bunky z adherentnych kultar boli izolované v pribliz-
ne 80% konfluencii pomocou Trypsin-EDTA. Analyza
povrchovej expresie EphAl a EphA2 (R&D Systems)
prebiehala na prietokovom cytometri FACS Canto II
(BD, Becton Dickinson), pricom pri akvizicii bolo ana-
lyzovanych minimalne 100 000 udalosti zivych buniek.
Ziskané data boli analyzované pomocou programu
FlowJo (TreeStar; verzia 10.1). VYSLEDKY: Epitelidlne
nadorové linie (A-498, DU-145, HT-29) vykazovali silnt
pozitivitu na EphA2, zatial ¢o na EphAl boli len slabo
pozitivne. Linia MCF-7 bola na oba receptory slabo
pozitivna. Glioblastomova linia U373 vykazovala ne-
gativitu na EphAl aj EphA2. Leukemické a myelémové
suspenzné nadorové linie boli negativne na EphAl aj
EphA2, iba linia LAMA-84 vykazovala slabu pozitivitu
na EphAl. Co sa tyka linii zdravych buniek, MRC-5 aj
Tudské astrocyty boli pozitivne na EphA2, ale negativ-
ne na EphAl. V sticasnosti prebieha u bunkovych linif
analyza expresie proteinu EphA2 pomocou Western
blotu. ZAVER: NaSe vysledky potvrdili povrchova ex-
presiu receptorov EphAl a EphA2 u nadorovych linii
epitelidlneho pévodu, akymi su agresivny karciném
prostaty (DU-145), ¢reva (HT-29) ¢i obliciek (A-498). Na
rozdiel od adherentnych linii, leukemické a myelémové
linie boli na dané receptory negativne. V sti¢asnosti je
analyzovand kohorta pacientov s mnohopocetnym my-
elémom. NaSe novo ziskané data tak po prvykrat ukazu
expresiu ephrinovych receptorov nielen na primarnych
nadorovych bunkach pacientov, ale aj na dalsich po-
puliciach buniek nddorového mikroprostredia vratane
stromalnych a dendritickych buniek.

P13/2950. ZMENY METABOLIZMU ZELEZA
PRI MNOHOPOéETNpM MYELOME PRED

A PO TRANSPLANTACII KOSTNEJ DRENE
Nosal M., Stefinikova Z., Stecova A., Gaborikova
M., Pospisilova D., Holub D., Ladicka M. (Nem. Staré
Mesto UNB, Bratislava; Klinika hematologie a transfuziolo-
gie LFUK, UNB, SZU, Nem.sv.Cyrila a Metoda, Bratislava;.
Medirex s.r.o, Bratislava - SR; Détska klinika LFUP a FN
Olomouc - CZ ; Ustav molekuldrni a translacni mediciny,
LFUP, Olomouc -CZ)

Uvod: Hepcidin je nizkomolekulovy peptidicky hor-
moén objaveny pred 15 rokmi, ktory pozostava z 25 ami-
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nokyselin (AMK) a je hlavnym reguladtorom homeostazy
Zeleza (Fe). Zaistuje komunikaciu medzi miestami
ukladania Fe (hepatocyty a makrofagy) a miestami
vstrebavania Fe (enterocyty) a spotreby (erytroidné
bunky) alebo recykluje a uvoliuje Fe do krvného obehu
(makrofagy). Syntéza hepcidinu je riadena podnetmi,
ktoré reaguju na zapal, aktivitu erytropoézy, hladinu
Fe, jeho zasoby v organizme a napdtie kyslika. Klacovi
ulohu v expesii hepcidinu hraju prozapalové cytokiny
IL-6, IL-10, TNF-a a LPS. Zvysenie hladiny hepcidinu
vedie k zadrzaniu Fe v enterocytoch a makrofagoch
a ku zniZeniu jeho hladiny v plazme.Sttudie u paci-
entov s mnohopocetnym myelémom, Hodgkinovym
lymfémom, aktutnou leukémiou a Waldenstromovou
makroglobulinémiou, poukazuja na zvysené hladi-
ny sérového hepcidinu a nepriamo koreluji s hladi-
nou hemoglobinu. Ciel: zistit zmeny metabolizmu
Zeleza pri mnohopocetnom myeléme, aké st zmeny
pred a po trasnsplantacii kostnej drene. Metodika:
vySetrili sme 67 pacientov s mnohopocetnym myel6-
mom, 15 pacientov s anémiou chronickych ochoreni
pri zapalovych ochoreniach, 18 pacientov kontrol, bez
hematologického ochorenia. Vysetrili sme FeS, Trf.,
sat.Trf., Feritin, solub.Trf.receptor, index = solub.
Trf.rec./log., Feritin, IL-6, CRP, Epo, Hepcidin ELISA
a SOLDI-TOF HPLC. Vysledky: Dosiahli sme nasle-
dujtce hodnoty pre:Feritin pre skupinu kontrola 57,2
(15,5 - 257), Myelom 223,7 (18,6 - 2 489), ACD 988,1(92,3
- 2 680). Hodnoty su prezentované ako median (min
- max). Kontrola vs. ACD p<0,001; Kontrola vs. my-
elém p=0,003; ACD vs. myelém p=0,154, IL-6 kontrola
2,85(2,83 - 6,22), Myelom 5,47 (4,06 - 96,6), ACD 27,29
(11,43 - 1102). Kontrola vs. ACD p<0,001; Kontrola vs.
myelom p=0,024; ACD vs. myelém p>0,05. Hepcidin
ELISA kontrola 10,5 (0,12 - 33,2), Myelom 20,9 (0,33 -
78,2), ACD 35,6 (4,91 - 51,0). Kontrola vs. ACD p=0,30;
Kontrola vs. myelom p=0,46; ACD vs. myelém p=0,94.
Hemoglobin vyznamne negativne koreloval s hodnota-
mi hepcidinu meranymi oboma metédami. SilnejSie
s Chromatograficky meranou. Hepcidin ELISA vs. Hb
rho = -0,50 95% interval spolahlivosti (-0,79 to -0,02)
p = 0,045 Hepcidin Chromatografia vs. Hb rho =-0,75
95% interval spolahlivosti (-0,92 to -0,34) p = 0,004
Zaver: ztistili sme zmeny najma hladiny feritinu,
prozapalového cytokina - IL-6 a negativnu korelaciu
medzi hemoglobinom a hepcidinom tzn., Ze ¢im je
vys$$i hepcidin, tym je nizsia hladina hemoglobinu.
Zazmenanali sme vyznamné zlepSenie metabolizmu
Zeleza po transplantacii kostnej drene.

P14/2954. PLASMA CELL DYSCRASIAS AND
BONE MARROW MICROENVIRONMENT

Flodr P., Minafik J., Flodrova P., Pika T., Bacovsky
J., Krhovska P., S¢udla V. (Department of Clinical and
Molecular Pathology, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University, Olomouc; Department of Hemato-
oncology, University Hospital, Olomouc)

Objective: Neoplastic niche is an important micro-
environment for growth, retention/adhesivity, survi-
val, resistency or sensitivity to a therapeutic approach
in all malignant diseases. We contextually studied neo-
plastic cells and their non-neoplastic supportive tissue
in multiple myeloma and MGUS according to expres-
sions of MIPlalfa, Annexin A2, TRAP, DKK-1, RANK,
RANKL, OPG, Sclerostin, Activin A, NFkappaB pro-
teins, p62, MMP9 and RUNX2. Methods: Bone marrow
trephine biopsy specimens (n=96) with multiple my-
eloma (de novo and relapsed) or MGUS were included
in our prospective study. FFPE tissues were processed
in app. 5mm sections and placed on plus charged sli-
des. The indirect immunohistochemistry was applied
after antigen retrieval. Primary antibodies were used
for the detection of observed proteins. Standard se-
condary antibody and ABC method were included in
visualisation. The detected expressions were analysed.
Results: Bone marrow specimens showed variable posi-
tivity of observed proteins with high levels in MIPlalfa,
Annexin A2, RANK, RANKL, Sclerostin, p52 (cytoplas-
mic), p62 (cytoplasmic), p65 (cytoplasmic), RUNX2
and low levels in TRAP, DKK-1, OPG, Activin A, p50
(cytoplasmic), MMP9. Conclusion: The exact and con-
textual knowledge of engaged signaling pathways and
their plasticity may suggest more specific or tailored
therapeutic approaches (e.g. anti-RANKL, anti-DKK-1,
anti-Sclerostin, anti-Activin A) in each individual case
with corresponding regressive, stabile or progressive
behavior mirrored in complex interactions between
multiple cell types, both neoplastic and non-neoplastic
origin. Supported by NT 14393,

P15/2949. APLIKACE HEVYLITE

REAGENTS V HISTOLOGICKEM

VYSETRENI TREPANOOBIOPTICKYCH
TKANOVYCH VZORKU

Flodrova P., Flodr P., Pika T. (Ustav Klinické a mole-
Kuldrni patologie LF UP, Olomouc; Hemato-onkologickd
Klinika FN, Olomouc)

Uvod Primarni protilatky, které se vaZi soucasné na

tézky a lehky fetézec imunoglobulinu, patfi mezi nové
reagencie s vyuzitim mimo jiné v imunohistoloc¢kt
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standardné odvapnénych trepanobioptickych vzorki
a u jednoho pacienta s LPL také na vzorku lymfatické
uzliny. Panel imunohistochemického vysSetfeni za-
hrnoval primarni protilatky anti-CD138, anti-kappa,
anti-lambda, anti-CD79a, anti-IgM, anti-IgG, anti-IgA
a dualni protilatky proti tézkému/lehkému fetezci
(IgCkappa, IgClambda, IgMkappa, [gMlambda, IgA
kappa). Kombinace dudlni protilatky proti tézZkému/
lehkému fetézci byla vybrana pro konkrétni vzorky
podle drive diagnostikovaného typu produkovaného
lehkého fetézce. Vysledky CD138+ butiky byly ve vzor-
cich zastoupeny v rozmezi 30-90%. V poloviné pripada
jsme pozorovali pozitivitu vSech tfi dudlnich protilatek,
ve zbyvajicich ctyfech vzorcich byly pozitivni dvé dualni
protilatky (IgMkappa nebo IgMlambda, IgGkappa nebo
IgGlambda). Pfi vySetfeni protildtkami proti samostat-
nym tézkym fetézcim byly ve vSech vzorcich deteko-
vany nadorové burky s pozitivitou IgG, IgA pozitivita
se vyskytovala pouze u pripadu IgA myelomu a IgM
pozitivni buniky byly zjisStény pouze u lymfoplazmocy-

tarniho lymfomu. Diskuze a zavér V pilotni studii o po-
uzivani dudlnich heavy/light chain primarnich protila-
tek jsme zjistili vysoké zastoupeni falesné pozitivnich
vysledkili. Vzorky od pacientl s IgG myelomem byly po-
zitivni také v reakci s dualni protilatkou s téZkym fetéz-
cem IgM aIgA, ackoliv samostatné stanoveni anti-IgM
a anti-IgA bylo negativni. Soucasnou pozitivitu IgM/
lehky fetézec a IgG/lehky fetézec u vySetfenych LPL ne-
1ze spolehlivé hodnotit, nebot v téchto neoplastickych
burikach je exprese obou tézkych fetézcli popisovana.
Jeden trepanobiopticky vzorek s LPL v§ak byl pozitivni
také s anti-IgAlambda, pficemz vySetfeni anti-IgA
bylo negativni. Z naSich vysledki vyplyva, Ze pouziti
heavy/light chain protilatek u vzorka kostni dfené je
znacné limitovano s pfedpokladem nedualni ,single“
vazby jedné soucasti dualni protilatky. Pfedpokladame
i mozZny vliv preanalytické faze zpracovani vzorka pri
procesu odvapnéni treapanobioptickych tkani. Tyto hy-
potézy je nutno ovérit v pokracovani studie. Grantova
podpora: IGA_LF 2016_013.

AKUTNi LEUKEMIE/
CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

P16/2996. MOLEKULARNI ODPOVED JAKO
PROGNOSTICKY FAKTOR U PACIENTU

S AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMII

A SE ZVYSENOU EXPRESI WT1

PolikJ., Petrbokovi R., Silek C., Hijkova H., Kouba
M., Mertova J., Soukup P., Valkova V., Cetkovsky
P. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Uvod. WT1 patii mezi antigeny spojené s leukémii.
Meéfteni jeho exprese mize byt vyuzito ke sledovani
minimalni rezidualni nemoci (MRN) zejména téch
pacientli, jimz nebyl identifikovan specificky mole-
kularni markér. Cil. Posouzeni prognostického vlivu
miry exprese genu WT1 pti diagnéze a v prubéhu 1é¢by.
Pacienti a metody. Studie zahrnuje kohortu 84 pacien-
tl (medidn véku 52 let, rozpéti 21-66 let; median doby
sledovani 1,9 let, rozpéti 0,6-7,11et), kteti byli 1éceni od
. 2008 do 1. 2014. Pacienti méli vysokou expresi genu
WT1 pti diagnéze a dosahli hematologické remise po
1 az 2 cyklech indukéni chemoterapie. Konsolidaéni
chemoterapie se skladala z 3-4 cykld chemoterapie
nebo z alogenni transplantace hematopoetickych kme-
novych bunék (HSCT) v zavislosti na cytogenetickych
a molekularnich charakteristikach a na odpovédi na
prvni cyklus indukéni chemoterapie. Pro kvantifi-
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kaci exprese genu WT1 byla pouzita standardizovana
metodika podle doporuceni Evropské leukemické sité
(ELN). Horni normalni limit byl definovan jako exprese
<50 kopii genu WT1/10x4 kopii referen¢niho genu ABL
v periferni krvi. Pro monitorovani MRN byli vhodni jen
pacienti s expresi genu WT1 pii diagnoéze vétsi nez 500
kopii WT1/10x4 ABL. Molekularni odpovéd (MR) byla
definovana jako pokles exprese genu WT1 pod hod-
notu <50 kopii/10x4 ABL. Vysledky. Pacienti s expresi
genu WT1 pfi diagnéze v rozmezi >500 a <5000 kopii
WT1/10x4 ABL méli 3leté preziti (OS) 70 % a preziti bez
udalosti (EFS) 50 %, zatimco pacienti s >5000 kopiemi
meéli OS50 % a EFS 25 % (p=0,036 pro OS a 0,030 pro EES).
Nedosazeni MR bylo silnym prognostickym faktorem
pro preziti v celkové kohorté (3leté OS 63 % vs. 27 %,
p<0,001; 3leté EFS 38 % vs. 0 %, p<0,001); u pacientti
1é¢enych pouze chemoterapii (3leté OS 66 % vs. 34 %,
Pp=0,002; 3leté EFS 31 % vs. 0 %, p=0,009); jakoZiu paci-
entl, ktefi podstoupili HSCT v prvni kompletni remisi
(3leté OS70 % vs. 30 %, p=0,009; 3leté EFS 62 % vs. 12 %,
P<0,001). Median doby do dosazeni MR byl 3,0 mésice
(95%CI 2,8-3,1) a nebyl zavisly na mife exprese WT1 pred
1é¢bou. Dosazeni MR pred zapocetim konsolidacni te-
rapie nebylo prognosticky vyznamné (3leté OS 67 % vs.
51%; p=0,089). Ze 43 WT1 pozitivnich pacientl v tomto
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Casovém okamziku jich 33 (77 %) dosahlo MR po dalsi
fazi 1é¢by (chemoterapii nebo HSCT). Z 27 pacientd,
ktefi byli pozitivni pfed I. konsolidaci a ktefi obdrzeli
dalsi konsolidac¢ni cyklus, jich 22 (81 %) dosdhlo MR po
11. konsolidaci. Nebyl nalezen rozdil v pfeziti mezi pa-
cienty, ktefi nikdy nedosahli MR a mezi témi s moleku-
larnim relapsem. Za pouziti vicerozmérné analyzy byly
jako signifikantni prognostické faktory pro OS a EFS
identifikovany hladina exprese genu WTL1 pfi diagnéze
a schopnost dosahnout MR. Provedeni HSCT v prvnii
linii 1é¢by bylo dalsim pozitivnim prognostickym fak-
torem pro EFS. Exprese genu WT1 pfed provedenim
HSCT byla jedinym signifikantnim prognostickym
znakem pro OS a EFS u transplantovanych pacientd.
Zavér, Exprese genu WT1 pti diagndze koreluje s prezi-
tim. Monitorovani exprese WTI je citlivym nastrojem
pro sledovani MRN u pacientdl s jeho zvySenou expresi
pri diagnéze. Neschopnost dosdhnout MR je silnym
indikatorem relapsu. Tito pacienti mohou profitovat
z dalsi intenzifikace 1é¢by.

P17/2984. SROVNANI SIMPLEX RT-PCR N

A KVANTITATIVNI RT-PCR PRI SLEDOVANI
HLADINY TRANSKRIPTU NUCLEOPHOSMINU
NPM1 U PACIENTU S AKUTNIi MYELOIDNI
LEUKEMIi V HEMATOLOGICKE REMISI
Navratilova J., Szotkowski T., Raida L., Lipert J.,
Indrak K., Papajik T. (Laboratof molekuldrni biologie
HOK ENOL, Olomouc)

Uvod: Prognosticky vyznam mutaci genti CEBPq,
FLT3-ITD, NPM1 ¢i pfitomnosti fiznich gen@ typu PML/
RARa, RUNX1/RUNXIT1 a nékterych dalsich je pomérné
dobte znam. Urceni typu mutace podilejici se na na-
dorové transformaci hematopoetické kmenové burky
napomaha nejen s ur¢enim spravné diagndzy, klasi-
fikaci velké a pomérné heterogenni skupiny akutnich
myeloidnich leukemii do mensich a 1épe definovanych
skupin, ale prfedevsim se stanovenim prognézy. Tyto
molekuldrni markery umoznuji také sledovani mini-
malni rezidudlni nemoci (MRD) u kurativné lé¢enych
pacientd. MRD je dlilezitym parametrem, ktery u né-
kterych mutaci ¢i fiznich genti umoznuje identifikovat
skupinu pacientd s vy$$im rizikem relapsu ¢i poc¢inajici
relaps onemocnéni odhalit. Zamérili jsme se na de-
tekci MRD u skupiny akutnich myeloidnich leukemii
s normalnim karyotypem (NK-AML) nesoucich mutaci
v nukleofosminu (NPM1). U nemocnych s izolovanou
mutaci (bez pfitomnosti interni tandemové duplikace
FLT3) jde o chorobu s fazenou do podskupiny pfiznivou
prognézou. Pritomnost MRD po terapii je podle nasich
zkuSenosti spojena s vys$$im rizikem relapsu. Cile:

vevs

MRD u NK-AML pacientli po chemoterapii a nasledné
po alogenni transplantaci, ktefi jsou v hematologické
remisi onemocnéni. Metodika: Jako zakladni metoda
pro detekci a kvantifikaci mutaci v genu NPM1 u NK-
AML byla v Laboratofi molekularni biologie Hemato-
onkologické kliniky FN a LF UP Olomouc zavedena
metoda jednokolové polymerazové fetézové reakce s flu-
orescencné znacenymi primery. Vysledny PCR produkt
je podroben fragmentacni analyze (kapilarni elektrofo-
réze) na genetickém analyzatoru ABI3100 a elektrofore-
togramy jsou vyhodnoceny v programu GeneMapper.
Vysledky pilotni analyzy: Otestovali jsme vzorky 3
pacienti s NK-AML s izolovanou mutaci v NPM1. Dva
pacienti kviili relapsu onemocnéni podstoupili alogen-
ni transplantaci. Pro kvantitativni RT-PCR byly vybrany
vzorky z obdobi po chemoterapii, kdy byla u pacientti
dosazena hematologickd remise onemocnéni. Zarover
jsme analyzovali vzorky po alogenni transplantaci.
VSechny vzorky byly podrobeny simplex PCR a zaroven
gRT-PCR (Ipsogen NPM1 MutA MutaQuant kit). U né-
kterych vzorki, kde pomoci simplex PCR nebyla MRD
jiz zachycena, byla pomoci qRT-PCR zjiSténa NPM1
pozitivita. Jde tedy o metodu vhodnéjsi pro sledovani
MRD. Diskuze: Fluorescencni simplex PCR je dosta-
tecné citlivou a spolehlivou metodou, ktera je vhodna
pro zakladni detekci v dobé diagnézy, kdy je mnozstvi
nadorovych bunék vysoké. V dobé remise onemocnéni
metoda kvantifikace. Dnes jsou jiZ na trhu dostupné
komercné dodavané kity pro kvantitativni RT-PCR.
Proto jsme se rozhodli porovnat obé metody a kvantita-
tivni PCR pridat do spektra nabizenych vysetfeni. Prace
je podporovana grantem IGA-LF-2016-001.

P18/2955. ABERACIE CHROMOZOMU

11U AKUTNEJ MYELOIDNEJ

LEUKEMIE /KAZUISTIKA/

Blahova A., Lengyelova K., Verchovodkova V.,
Zakovicova A., Jurikova K. (odd. genetiky, Medirex,
Bratislava - SK)

Uvod: Cytogenetické zmeny si délezitymi deter-
minantmi akiatnych myeloidnych leukémii (AML).
V Case diagnézy sa vyskytuju u cca 70 aZ 80% pacien-
tov s AML. K ¢astym zmendam patria t(8;21)(q22;q22),
t(15;17)(q22;q12), inv(16)(p13q22) a prestavby chromo-
zému 11 resp. oblasti 11g23. Tieto prestavby zahriuja
delécie, zmnozenia a translokacie s réznymi chromo-
zémami. Translokacie st spajané so zlou prognézou,
vplyv delécie 1123 na prognoézu nie je jednoznacny.
Kazuistika: Prezentujeme zaujimavy pripad mladej
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pacientky s AML, ktorej bola v case diagnézy dete-
kovana na cytogenetickej drovni translokacia t(11;17)
(g23;@25). Do translokacie bol zahrnuty gén KMT2A a na
chr. 17 pravdepodobne gén SEPT9. Prestavba 1123 bola
potvrdena aj na FISH urovni.Pacientka bola lieCena
a transplantovana, no po case relabovala a k primar-
nej zmene pribudla dalsia sekundarna zmena-delécia
dlhého ramena aj druhého chromozému 11-del(11)(ql14).

P19/2941, MUTACNI ANALYZA
PACIENTU S AKUTNi MYELOIDNi
LEUKEMIi - OPTIMALIZACE HODNOCENi
SEKVENACNICH DAT A PREDBEZNE
VYSLEDKY NARODNI STUDIE

v 2y

Janeckova V., JeZiskova 1., Tlamkova T., Budinska
E., Kosafova Z., Culen M., Folta A., Cetkovsky P.,
Zak P., SzotkowsKi T., Jindra P., Ra¢il Z. (Interni he-
matologickd a onkologickd klinika, Fakultni nemocnice, Brno;
Institut biostatistiky a analyz Lékarské a Prirodovédecké
fakulty Masarykovy univerzity, Brno; Lékarska fakulta
Masarykovy univerzity, Brno; Centrum molekuldrni biolo-
gie a genové terapie, Interni hematologickd a onkologic-
kd klinika, Fakultni nemocnice, Brno; Ustav hematologie
a krevni transfiize, Praha; IV. interni hematologicka klinika,
Fakultni nemocnice, Hradec Krdlové; Hemato-onkologickd
Klinika, Fakultni nemocnice, Olomouc; Hematologicko-
onkologické oddéleni, Fakultni nemocnice, Plzeii)

Problematika: U pacientd s akutni myeloidni leu-
kémii (AML) pfedstavuje molekularni testovani v dobé
diagnoézy a nasledné sledovani identifikovanych geno-
vych aberaci standardni soucast diagnosticko-terapeu-
tického procesu. Kromé rutinneé vySetfovanych znaka
rekurentnich se zfejmym prognostickym vyznamem
byly nedavno v souvislosti s AML identifikovany nové
genové mutace. Sekvenovani nové generace (NGS) ma
potencial stanovit frekvenci téchto nové popsanych
mutaci u jednotlivych pacientd a v ramci populace
a zjistit jejich vzajemnou koexistenci a prognosticky
vyznam. Prace je soucasti rozsahlého projektu mutacni
analyzy pacientdi s AML, do néhoz jsou zapojena velka
hematologicka centra Ceské republiky. Cil: Provést
mutacni analyzu gent se vztahem k AML na pilotnim
souboru AML pacientl a navrhnout metodu bioinfor-
matického zpracovani, ktera bude dale vyuzita pro
hodnoceni dat z velkého poctu vzorkli. Metodika: Ze
vzorki leukocyth periferni krve a kostni dfené odebra-
nych v pribéhu onemocnéni byla pomoci QlAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen) izolovana DNA. Pro pfipravu
DNA knihoven byl pouzit kit ClearSeq AML zalozeny
na principu Haloplex - cileném sekvenovani (Agilent
Technologies). Design kitu pokryva celkem 48 exonti
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20 nejcastéji mutovanych genti u pacientli s AML,
resp. myelodysplastickym syndromem: ASXL1, CSF2R,
CBL, CEBPA, DNMT3A, EZH2, FLT3, IDH1, IDH2, JAK2,
MPL, NPM1, NRAS, RUNX1, SETBP1, SE3B1, SRSF2,
TET2, TP53, U2AF. DNA knihovny byly sekvenovany
na pristrojich MiSeq a NextSeq (Illumina). Vysledky:
Pro sledovani vyvoje mutaci byly vybrany vzorky z do-
by diagnézy (zachytu), remise a hematologického
relapsu onemocnéni, pfipadné primarni rezistence.
Analyza sekvenacnich dat byla provedena softwarem
SureCall (Agilent Technologies), ktery je vyrobcem kitu
pfimo navrzen pro hodnoceni panelii ClearSeq AML.
Vysledky byly porovnany s vysledky z rutinni moleku-
larni diagnostiky genti NPM1, IDH1, IDH2, FLT3-ITD,
NRAS a DNMT3A, stanovené konvenc¢nimi metodami.
Srovnani dat ukazalo, Ze program SureCall neni scho-
pen optimalné detekovat napi. méné frekventované
mutace v genu NRAS a nedetekuje spravneé inzerce/dele-
ce, napft. inzerce v genu NPM1 a dlouhé inzerce v genu
FLT3 (mutace FLT3-ITD). Proto byl vybran a optimalizo-
van jiny software a vytvoren celkovy algoritmus bioin-
formatického hodnoceni sekvenci ve formatu FASTQ.
Soucasti algoritmu je 1) filtrace a kontrola kvality dat,
2) mapovani na referenc¢ni sekvenci hg38, kontrola
kvality mapovani, 3) remapovani na inzerce-delece,
4) detekce variant a jejich anotace (programy Pindel
a GATK-HaplotypeCaller). Celkem bylo sekvenovano 28
vzorkl od celkem 15 pacienti. Primeérné pokryti cili
v jednotlivych bézich bylo minimalné 5311x s 97 % bazi
pokrytych alesponl 30x a 95 % bazi pokrytych alespon
100x. Zachyt a frekvence mutaci se v krvi a kostni dfeni
testovanych vzorkl vyznamné nelisil. V sekvenovanych
oblastech bylo v dobé diagnézy detekovano 35 potencidl-
né patogennich mutaci s medidnem 2,5 (0-6) mutace na
pacienta, s primeérnou variantni frekvenci 15,06 % (VAF
7-57 %). Provedena analyza umoznila nastavit postup
pro bioinformatické zpracovani dat. Optimalizovany
piistup bude nyni aplikovan vyuzit pro analyzy dalSich
Klinickych vzorkli zafazenych do projektu. ,,Podpofeno
z projektu MUNI/A/1028/2015 a programového projek-
tu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. ¢. 15-25809A.
Veskera prava podle predpisti na ochranu dusevniho
vlastnictvi jsou vyhrazena.“
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P20/2939. CILENA LECBA REZISTENTNI

A RELABUJICI AKUTNI LEUKEMIE

U DETI - KDE JSOU HRANICE?

Sramkova L., Hru$ak O.,Mejstfikova E., Zaliova
M., Trka J., Kolenova A., Sedlacek P., Horakova
J., Pospisilova D., Stérba J., Timr P., BlaZek B.,
Votava T., Prochazkova D., Hak J., Stary J. (Klinika
détské hematologie a onkologie UK 2.LF a FN Motol,
Praha - CZ; Klinika detskej hematoldgie a onkologie,
DENSP, Bratislava - SK; Détskad klinika, FN Olomouc - CZ;
Klinika détské onkologie, FN, Brno - CZ; Détska Klini-
ka, Nemocnice, Ceské Budéjovice - CZ; Klinika détskeé-
ho 1ékafstvi FN, Ostrava - CZ; Détska klinika, FN, Plzeii
- CZ; Détskd klinika, Masarykova nemocnice, Usti nad
Labem - CZ; Détska klinika, FN, Hradec Krdlové - CZ)

Akutni leukémie rezistentni na standardni che-
moterapii nebo opakované relabujici byla donedavna
povazovana za nevylécitelné onemocnéni. S rozsifenim
klinického pouziti novych cilenych 1ékdi se posouvaji
hranice toho, kdy pacienty oznac¢ime za nevylécitelné
a indikujeme pouze k paliativni péci. Nedilnou soucasti
zavadéni novych 1éki je i zahajeny program screenin-
gu vSech pacientd s rezistentni a relabujici akutni
lymfoblastické leukémie (ALL) k detekci potencidlné
1écebné ovlivnitelnych molekularné-genetickych zmeén.
Hodnotime obdobi 2/2014-2/2016, kdy jsme zacali pouzi-
vat nékteré nové 1é¢ebné pristupy v kazdodenni praxi.
Za toto obdobi jsme 1é¢ili 4 pacienty s ALL ve véku 5-17
let bispecifickou monoklonalni protilatkou blinatumo-
mab. U vSech se jednalo o pouziti blinatumomabu ve
3. nebo 4. linii 1é¢by, 2 pacienti byli 1é¢eni pro relaps
po alogenni transplantaci hematopoetickych bunék
(HSCT), 2 prorezistentni 1. relaps ALL, jejich 1é¢ba byla
Pri protrahované drenové aplazii komplikovana Zivot
ohrozujicimi infekcemi. Hematologické odpovédi jsme
dosahli u 3 pacientti, 2 z nich dosahli i molekularné
genetické remise, 1 pacient zemfel jako non-responder.
Pres dosazeni rychlé hematologické odpovédi prodélala
1 pacientka extramedularni relaps v priusnich zlazach,
ktery jsme 1é¢ili s dobrym efektem monoklonalni proti-
latkou antiCD22 konjugovanou s kalicheamicinem (ino-
tuzumab ozogamicin), 1 pacientka zrelabovala v kostni
dfeni kratce po skonceni 2. cyklu blinatumomabu,
dosahla 3. remise po chemoterapii a byla transplan-
tovana, posledni pacient je v remisi s kratkou dobou
sledovani. Do 1é¢by 1. relapsu ALL standardniho rizika
jsme v ramci 1écebné studie IntReALL-SR zavedli ran-
domizované podani antiCD22 protilatky (epratuzumab)
v konsolidac¢ni terapii. Kromé pouziti monoklonalnich
protilatek na naSem pracovisti jsme navazali spolupra-
ci s NIH v Bethesdé, USA a 1 pacienta s recidivujicim

relapsem ALL v centralnim nervovém systému (CNS)
po sourozenecké transplantaci jsme zaradili do studie
s pouzitim T bunék s CD19 chimerickym antigennim
receptorem a po dosazeni remise podstoupil 2.HSCT.
Problematickou zistava nadale skupina pacientd s re-
labujici T-ALL, kde jsou moznosti cilené 1é¢by velmi
omezené. U 2 pacientl s akutni myeloidni leukémii
(AML) jsme pouzili antiCD33 protilatku konjugovanou
s kalicheamicin (gentuzumab ozogamicin) v konsoli-
dacni terapii pfed HSCT, 1 pacientka s FLT3-ITD pozit.
AML M5 byla pfi non response na indukéni chemote-
rapii a soucasném anurickém renalnim selhani lé¢ena
sorafenibem v monoterapii s dosazenim hematologické
remise po 2 tydnech podavani, které umoznilo zlepse-
ni celkového stavu a pokracovani dalsi terapie. Nové
1éky umoznuji u casti opakované relabujicich nebo
rezistentnich pacientd s akutni leukémii dosihnout
remise onemocnéni a prekonat zavazné komplikace
pfedchozi 1é¢by. Smyslem této terapie je ve vétSiné
pripadtl premosténi obdobi do potencidlné kurativni
HSCT. Podpofeno MZ CR - RVO, EN v Motole 00064203

P21/2899. SROVNANI SEROVYCH
KONCENTRACI CYTOKINU A ADHEZNICH
MOLEKUL SOPROGNOSTICKYMI FAKTORY

U PACIENTU S NOVE DIAGNOSTIKOVANOU
AKUTNIi LYMFOBLASTICKOU LEUKEMII
Horacek J. M., Kupsa T., Vanék J., Jebavy L.,
Zak P. (Katedra vojenského vnitiniho 1ékaFstvi a vo-
jenské hygieny, Fakulta vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany, Hradec Krdlové; Katedra informa-
tiky a kvantitativnich metod, Fakulta informatiky a ma-
nagementu Univerzity Hradec Krdlové, Hradec Krdlové;
4. interni hematologickd Klinika, Fakultni nemocnice
a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralové)

Uvod: Cytokiny a adhezni molekuly jsou studovany
jako markery aktivace imunitniho systému u riznych
chorob véetné hematologickych malignit. Cilem studie
bylo srovnani sérovych koncentraci cytokind, cytoki-
novych receptorti a adheznich molekul se vstupnimi
charakteristikami a prognostickymi faktory u pacien-
tl s nové dg. akutni lymfoblastickou leukemii (ALL).
Metodika: Do studie bylo zafazeno 30 pacientl s nové
dg. ALL (median véku 46, rozpéti 22-75 let, 20 muzi).
Ve studii byly hodnoceny sérové koncentrace celkem 31
analytli, a to 21 cytokint, 4 solubilni cytokinové recep-
tory, 5 solubilnich adheznich molekul a matrix metalo-
proteinaza 9 (MMP-9). Z cytokin byly méfeny hladiny
interleukin (IL-1alpha, IL-1beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-23), Epidermal
Growth Factor (EGF), Granulocyte Macrophage Colony
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Stimulating Factor (GM-CSE), Interferon-gamma (IFN-
gamma), Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha
(MIP-1 alpha), Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-
1), Tumour Necrosis Factor-alpha (TNF-alpha), Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGEF), dale solubilni recep-
tory pro IL-2 (sIL-2R alpha), IL-6 (SIL-6R), TNF typula2
(STNFR-1,2). Z adheznich molekul byly méfeny hladiny
solubilniho E-selektinu (E-SEL), L-selektinu (L-SEL),
P-selektinu (P-SEL), Intercellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1) a Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1).
Vsechny analyty byly méfeny bio¢ipovou technologii na
analyzatoru Evidence Investigator (Randox). Hladiny
testovanych analyti byly porovnany se vstupnimi
charakteristikami pacientli - vék, pohlavi, typ ALL
(imunofenotyp, cytogenetika, molekuldrni genetika),
vstupni riziko podle GMALL, procento blastl v kostni
dfeni, parametry krevniho obrazu (leukocyty, hemo-
globin, trombocyty, procento blastdl), biochemické
parametry (LDH, CRP) a dalsi. Statistické zhodnoce-
ni bylo provedeno erudovanym statistikem pomoci
softwaru R 3.2.3. Hodnoty p<0,05 byly povazovany
za statisticky vyznamné. Vysledky: V souboru bylo 29
B-ALL a 1 T-ALL. Normalni karyotyp mélo 8 pacientt,
16 pacientd mélo cytogenetickou zménu a u 6 pacient
nebyl karyotyp ziskan. 12 pacientll bylo BCR/ABL+, 1
pacient mél prestavbu MLL/AF4 a 1 pacient E2A/PBX1.
Hyperleukocytoza (nad 30 000/pl u B-ALL, nad 100 000/
pl u T-ALL) byla pfitomna u 8 pacienti. Dle kritérii
GMALL mélo vstupné 9 pacientti standardni riziko (SR),
9 pacienti vysoké riziko (HR) a 12 pacientd velmi vysoké
riziko (VHR). U pacientli s nové dg. ALL byla prokdzana
silnd negativni korelace IL-7 s poctem leukocytl (r=-
0,633; p=0,032), procentem blastil v periferni krvi (r=-
0,695; p=0,004) a LDH (r=-0,604; p=0,075). Dale byla
nalezena velmi silnad pozitivni korelace IL-7 s poctem
trombocytl (r=0,801; p<0,0001) a silna korelace VCAM-1
s LDH (r=0,664; p=0,012). Ostatni korelace testovanych
analytl se vstupnimi charakteristikami ALL nedosahly
statistické vyznamnosti. Zavér: Nase vysledky ukazuji,
Ze sérové koncentrace nékterych cytokint a adheznich
molekul koreluji se vstupnimi charakteristikami paci-
entli snové dg. ALL. U pacientl s aktivni ALL jsou nizké
hladiny IL-7 spjaté s hyperleukocytozou, vyplavovanim
blastll do periferni krve a zvySenim sérového LDH.
U zadného z testovanych analyt nebyla prokdzana
statisticky vyznamna korelace s cytogenetickymi nebo
molekularné genetickymizménami. V dalsi kroku bu-
dou studovany korelace s 1é¢ebnou odpovédi a prezitim
pacientli. K posouzeni prognostického a prediktivniho
potenciilu zmén v systému cytokind a adheznich in-
terakci budou potiebné dalsi studie na vétsich poctech
pacientd. Podporeno z projektu RO 1011 (FVZ).
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P22/2898. SEROVY PROFIL gYTOKINﬁ,
CYTOKINOVYCH RECEPTORU .

A ADHEZNICH MOLEKUL U PACIENTU

S NOVE DIAGNOSTIKOVANOU AKUTNI
LYMFOBLASTICKOU LEI!KEMIi

A U ZDRAVYCH JEDINCU

Horaéek J. M., Kupsa T., Vanék J., Jebavy L., Zak
P. (Katedra vojenského vnitiniho 1ékafstvi a vojenské hy-
gieny, Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany,
Hradec Kralové; Katedra informatiky a kvantitativnich me-
tod, Fakulta informatiky a managementu Univerzity Hradec
Krdlové, Hradec Krdlové; 4. interni hematologicka Klinika,
Fakultni nemocnice a LékaFska fakulta Univerzity Karlovy,
Hradec Krdlové)

Uvod: Signalni mikroprostfedi hraje dileZitou ro-
li u fady chorob véetné hematologickych malignit.
Poznatky ziskané ze studia cytokindi a adheznich in-
terakci by mohly umoznit zlepSeni diagnostiky a 1é¢-
by téchto onemocnéni, protozZe cytokiny nebo jejich
receptory mohou predstavovat cile pro specifickou
protinadorovou 1é¢bu na molekularni drovni. Cilem
studie bylo porovnani sérového profilu cytokint, cy-
tokinovych receptori a adheznich molekul u pacien-
tl s nové dg. akutni lymfoblastickou leukemii (ALL)
a u zdravych jedinct. Dale byly hodnoceny vzajemné
korelace jednotlivych analyth zvlast v obou skupinach.
Metodika: Do studie bylo zafazeno 30 pacientl s nové
dg. ALL (median véku 46, rozpéti 22-75 let, 20 muzi)
a 15 zdravych darct krve jako kontrolni skupina (me-
dian véku 41, rozpéti 25-58 let, 11 muza). Hodnotili
jsme sérové koncentrace celkem 31 analytli, a to 21
cytokindi, 4 solubilni cytokinové receptory, 5 solubil-
nich adheznich molekul a matrix metaloproteinazu
9 (MMP-9). Z cytokindi byly méfeny hladiny interle-
ukind (IL-1 alpha, IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-23), Epidermal
Growth Factor (EGF), Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor (GM-CSF), Interferon-gamma (IFN-
gamma), Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha
(MIP-1 alpha), Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-
1), Tumour Necrosis Factor-alpha (TNF-alpha), Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), dale solubilni recep-
tory pro IL-2 (sIL-2R alpha), IL-6 (sIL-6R), TNF typula?2
(STNFR-1,2). Z adheznich molekul byly méfeny hladiny
solubilniho E-selektinu (E-SEL), L-selektinu (L-SEL),
P-selektinu (P-SEL), Intercellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1) a Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1).
Vsechny analyty byly méteny bio¢ipovou technologii na
analyzatoru Evidence Investigator (Randox). Statistické
zhodnoceni bylo provedeno erudovanym statistikem
pomoci softwaru R 3.2.3 (R Core Team 2015). Hodnoty
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Pp<0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
Vysledky: U pacientii s nové dg. ALL jsme ve srovnani
se zdravymi jedinci zjistili statisticky vyznamné zvy-
Seni sérové koncentrace IL-6, IL-8, IL-15, MIP-1 alpha,
MCP-1, sIL-2R alpha, sIL-6R, sTNFR-1, STNFR-2, L-SEL,
ICAM-1a VCAM-1(p<0,01). Dale jsme u pacienti s ALL
zjistili statisticky vyznamné sniZeni sérové koncentrace
IL-3, IL-4 a GM-CSF (p<0,01). Ve skupiné pacienti s ALL
jsme prokazali statisticky vyznamné korelace mezi
STNFR-1a sTNFR-2 (r=0,805; p<0,0001), IL-1alpha a IL-
4 (r=0,700; p=0,008), STNFR-2 a MIP-1 alpha (r=0,657;
p=0,037), STNFR-2 a VCAM-1(r=0,652; p=0,044). V kon-
trolni skupiné byly prokazany statisticky vyznamné
korelace mezi EGF a IL-7 (r=0,876; p=0,009), EGF a IL-8
(r=0,856; p=0,022). Zavér: Nase vysledky ukazuji, ze
sérové koncentrace nékterych cytokinti, cytokinovych
receptorl a adheznich molekul jsou vyznamné odli§né
u pacientd s nové dg. ALL ve srovnani s kontrolni skupi-
nou zdravych jedincii, a maji vztah k aktivité onemoc-
néni. Dale jsme zjistili statisticky vyznamné korelace
mezi nékterymi analyty. Neni jasné, zda tyto zmény
mohou slouZzit jako prognostické ukazatele u ALL. Dalsi
studie na vét$im poctu pacientli a srovnani se zavede-
nymi prognostickymi faktory budou nezbytné. Prace
byla podpofena z projektu RO 1011 (FVZ).

P23/2897. AKTIVACE BUNEK ENDOTELU

A SEROVE HLADINY CYTOKINU

A SOLUBILNICH ADHEZNICH MOLEKUL

U AKTIVNI AKUTNI MYELOIDNI

LEUKEMIE A V KOMPLETNI REMISI

Kupsa T., Vanék J., Jebavy L., Zak P., Horacek J.
M. (Katedra vojenského vnitiniho 1ékarstvi a vojenské hy-
gieny, Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany,
Hradec Kralové; Katedra informatiky a kvantitativnich me-
tod, Fakulta informatiky a managementu Univerzity Hradec
Krdlové, Hradec Krdlové; 4. interni hematologicka Klinika,
Fakultni nemocnice a Lékarskd fakulta Univerzity Karlovy,
Hradec Krdlové)

Cil: Rezistence akutni myeloidni leukémie (AML)
k terapii je prognosticky neptfizniva. Pfedpokladanym
molekularnim mechanismem je mimo jiné interakce
prozanétlivych cytokind jako je tumor nekrotizujici
faktor alfa (TNF-a) s butikami endotelu a nasledna
zvySena exprese adheznich molekul. V této studii jsme
ovéfovali hypotézu, Ze hladiny cytokind a solubilnich
adheznich molekul souvisi s aktivaci bunék endotelu
u AML. Metodika: Byl studovan soubor 84 nemoc-
nych s nové zjisténou AML. U 45 z nich byl vySetien
vzorek séra odebrany v dobé kompletni remise (CR).
Alogenné transplantovani pacienti nebyli v dobé CR

hodnoceni. Hodnotili jsme sérové hladiny celkem 29
analytli: interleukiny (IL-1a, IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15), Epidermal
Growth Factor (EGF), Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor (GM-CSF), Interferon-gama (IFN-
gama), Macrophage Inflammatory Protein-la (MIP-
1a), Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1), TNF-a,
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGE), E-selektin
(E-SEL), P-selektin (P-SEL), Intercellular Adhesion
Molecule-1 (ICAM-1), Vascular Cell Adhesion Molecule-1
(VCAM-1), Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9), solu-
bilni IL-2 receptor-a (sIL-2Ra), solubilni receptory pro
IL-6 (SIL-6R) a TNF-a typ I a II (TNFR-1,2). Biomarkery
byly méfeny za pouziti proteinového bio¢ipu na ana-
lyzatoru Evidence Investigator (Randox). Odchylky s P
< 0,05 byly povazovany za statisticky signifikantni.
Vysledky: U aktivni AML koreloval VCAM-1 s ICAM-1
(P < 0,0001), E-SEL (P = 0,0011), poctem leukocytt (P
= 0,0006), TNF-a (P < 0,0001), TNFR-2 (P < 0,0001),
TNFR-1 (P = 0,0047), LDH (P < 0,0001), IL-2Ra (P =
0,0224) a IL-6R (P = 0,0240). Hladiny ICAM-1 korelova-
ly s E-SEL (P = 0,0285), TNFR-1 (P = 0,0007) a LDH (P =
0,0344). E-SEL koreloval s P-SEL (P < 0,0001), po¢tem
leukocytii (P < 0,0001), LDH (P < 0,0001), TNFR-1 (P =
0,0152) a TNFR-2 (P = 0,0202). Hladina CRP korelovala
s IL-6 (P < 0,0001), ICAM-1 (P = 0,0122) a negativné
s hladinou albuminu (P = 0,0175). Pocet trombocytl
koreloval s IL-7 (P < 0,0001), EGF (P < 0,0001) a VEGF (P
=0,0025). Vék ani hladina hemoglobinu nekorelovaly
s zadnym z hodnocenych analytd. V dobé CR byly pfi
normalizaci poctu trombocytd hladiny IL-7 (P < 0,0001),
EGF (P < 0,0001) a VEGF (P < 0,0001) vys$si nez u aktivni
AML. Hladiny IL-6 byly niz§i, korelace s CRP nebyla
pfitomna. Hladiny VCAM-1, ICAM-1, E-SEL a P-SEL
byly niz$i, po Bonferroniho korekci P vSak statisticky
nevyznamneé, P-SEL koreloval s po¢tem trombocyt (P
< 0,0001) a IL-8 (P < 0,0001), coz u aktivni AML nebylo
prokazatelné. VCAM-1 koreloval s ICAM-1(P = 0,0027),
ale ne s E-SEL nebo P-SEL. E-SEL a P-SEL nekorelovaly.
Zavér: Vék ani hladina hemoglobinu nemaji zasadni
vliv na nadorové mikroprostfedi u AML. Dllezitym zjis-
ténim je vzajemna korelace hladin adheznich molekul
u aktivni AML ukazujici na celkovou aktivaci adhez-
nich interakci v souvislosti s poctem leukocyti, LDH
a nékterymi cytokiny. Pochopeni zmén v regulaci sig-
nalniho mikroprostfedi s ohledem na aktivitu AML je
analyti. Nase data ukazuji, Ze endotel je u aktivni AML
aktivovan. Aktivované endotelie jsou zdrojem E-SEL
i P-SEL. V CR jsou hlavnim (a fyziologickym) zdrojem
P-SEL trombocyty, E-SEL a P-SEL nekoreluji. Aktivace
endotelu souvisi s rezistenci AML Kk terapii. U faktor
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souvisejicich s aktivaci endotelu u AML bude nasledné
zkoumana moznost jejich vyuziti jako novych prognos-
tickych markerti. Prace byla podpofena z projektu RO
1011 (FVZ).

P24/2889. PROJEKT AML NA

SEVERNI A STREDNI MORAVE

Starostka D., Szotkowski T., Adamova D., Kadl¢kova
E., Brejcha M., Janek D., Jochymek R., Vaculova]J.,
Rytikova N., Vinklarkova K. (Oddéleni Klinické hema-
tologie, Nemocnice s poliklinikou, Havifov, p.o.; Hemato-
onkologickd Klinika FN, Olomouc; Hematologicko-transfiizni
oddéleni, Slezskd nemocnice, Opava, p.o.; Hematologicko-
transfiizni oddéleni, Krajska nemocnice T. Bati, Zlin, a.s.;
Hematologické oddéleni, Nemocnice, Novy Jicin, a.s.;
Hematologicko-transfiizni oddéleni, Nemocnice s poliklini-
kou, Karvind - Rdj, p.o.; Hematologicko-transfiizni odde-
leni, Nemocnice, Tfinec, p.o.; Hematologicko-transfiizni
oddéleni, Nemocnice, Frydek - Mistek, p.o.; Hematologickd
ambulance, SdruZené zdravotnické zafFizeni, Krnov, p.o.;
Hematologicko-transfiizni oddéleni, Nemocnice, Hranice,
a.s.)

Uvod: Primarnim cilem projektu byl sbér iidajt
o vyskytu AML a jeji 1é¢bé na severni a stfedni Moraveé.
Sekundarnim cilem projektu bylo zpfesnéni diagnosti-
ky a prognostické stratifikace AML v uvedeném regio-
nu. Metody: Udaje o nové diagnostikovanych piipadech
AML byly evidovany po dobu 1 roku v regionu s populaci
2,1 milionu obyvatel. Sledované tdaje zahrnovaly:
pohlavi, vék v dobé diagnézy, kategorie AML dle WHO
Kklasifikace, rozliSeni na primarni a sekundarni MDS,
komorbidita a zpisob 1é¢by. Vysledky: Celkem bylo
diagnostikovano 73 novych ptipadd AML. Incidence
AML byla 3,5 pfipadt na 100 tisic obyvatel (63% muzi,
37% Zen). Vékovy median v dobé diagndzy byl 68 let (mi-
nimum 29 let, maximum 91 let). Vyskyt jednotlivych
diagnostickych kategorii: AML s rekurentnimi gene-
tickymi abnormalitami 26.0%, AML s myelodysplas-
tickymi zménami 27.4%, AML spojena s 1écbou 13.7%,
AML asociovand s Downovym syndromem 1.4%, AML
nespecifikované 31.5%. Diagnosticka shoda primarni-
ho a sekundarniho cytologického vySetfeni byla 100%.
Diagnosticka shoda cytologického a histologického
vySetfeni byla 84%. Primarni AML se vyskytla v 58 %,
sekundarni AML ve 42 %. Signifikantni komorbidita
byla pfitomna u 82% nemocnych: kardiovaskularni
63%, endokrinologicka 33%, gastrointestinalni 11%,
vyznamna chronickd nemoc ledvin 5,5%, revmatolo-
gicka onemocnéni 1.3%, plicni komorbidita 10%, neu-
rologickd a psychiatrickd onemocnéni 8%. Nadorova
duplicita se vyskytla ve 38% (po odecteni MDS 21%).
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Lécba zahrnovala transfaze erytrocytl a/nebo trom-
bocytl, chemoterapii, epigenetickou 1é¢bu a allo-BMT
nebo jejich kombinaci. Zavér: V ramci Projektu AML
na severni a stfedni Moravé byly zmapovany zakladni
demografické ukazatele, diagnosticka, prognosticka
a lécebna data tykajici se AML. Dal$im vysledkem bylo
zpfesnéni diagnostiky a prognostické stratifikace AML
v uvedeném regionu.

P25/2866. ALLOGENEIC HAEMATOPOIETIC
CELL TRANSPLANTATION IN PATIENTS
WITH FLT3-1TD MUTATED AML:
TRANSPLANTATION INIST CRIS THE
DECISIVE FACTOR FOR GOOD OUTCOME
Jindra P., Karas M., Szotkowski T., Lysak D., Raida
L., Jungovai A., Kuba A., Hrabétova M., Cernan M.,
Steinerova K. (University Hospital, Pilsen; University
Hospital, Olomouc)

Introduction: Patients with karyotypic normal (CN)
FLT3-ITD mutated AML have dismal prognosis and the
only curative option seems to be alloHCT. However,
the timing of alloHCT is still matter of debate and
some advocates HCT only beyond 1st CR. The consi-
stent policy in 2 Czech centres since 2003 is to refer
all FLT3-ITD+ AML pts to upfront alloHCT in CR1. The
aim of this study was to analyze the outcomes of this
strategy. Material (or patients) and methods: 73 con-
secutive adults with FLT3-ITD+ CN-AML allografted
in 2 centres (56+17 pts) from 2003-2014 either with
matched sibling (MSD, n=23, 32%) or unrelated donors
(UD, n=50, 68%) were studied. Conditioning regimen
was either RIC (n=54) or myeloablative (MAC, n=19).
The median age of cohort was 53 years (20-68). 33 (45%)
were NPMlmutated. The original aim of our policy was
to perform HCT in CR1 (n=56), however in some pati-
ents due to various reasons (donor availability, disease
resistance or patient preference), HCT was performed
in more advanced stage (n=17,1xPR1, 2xCR2/PR2, 4xPIF,
10XREL). Median interval dg.- HCT was 5 months (2-13)
with median of 2 (1-5) cycles of chemotherapy before
HCT. For analysis, the status at the time of HCT was
classified as either early (CR1) or advanced (CR2, PRI,
PR2, REL, PIF) Results: With median follow up of 44
months (range 5-135) altogether 35 pts (48%) has died
mainly of relapse (n=26, 74%). The 5-year probabilities
of OS and DFS were 49% and 47%. Cumulative inciden-
ces of relapse (RI) and NRM at 5-y were 37% and 17%,
respectively. Cox regression hazard model identified
status at HCT outside the CR1 (=advanced disease) as
the strongest factor predicting extremely poor OS/DFS
(HR 6.665, p<0.0001/HR 5.474, p<0.0001) and RI (HR
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8.270, p<0.0001). The estimated 5-y OS for patients
transplanted in CR1was 62% vs. 0% for pts transplanted
outside CR1 The higher patient age (cut-off 57 years)
predicted higher NRM (HR 5.496, p=0.0136) as well
as the higher aGVHD grade (HR 2.577, p= 0.0058). The
presence of chronic GVHD was associated with superior
OS/DFS (HR 0.178, p=0.0059/HR 0.238, p=0.01) probably
because of the relapse protection (HR 0.214, P=0.0145).
No association of patient age, NPM mutational status,
time to HCT, no. of cycles pre-HCT, donor type (MSD vs.
UD), donor age and sex, conditioning regimen (MAC vs.
RIC), stem cell source, CD34+ cell dose and CMV status
on the main outcomes was detected. Multivariable
analysis identified HCT outside CR1as the key factor for
poor OS (HR 5.419, p<0.0001), DES (HR 4.415, p=0.0002)
and high RI (HR 8.080, p<0.0001). aGVHD grade =>III
predicted higher NRM (HR 3.798, p=0.059) as well as
inferior OS (HR 2.041, p=0.0079) and DFS (HR 1.693,
p=0.0439) Conclusion: Despite the limitations of a re-
trospective study, our data suggests alloHCT is a valu-
able therapeutic option for FLT3-ITD mutated CN-AML
patients with potential to provide durable remission if
patientis transplanted in CR1. Until prospective studies
are completed, our study strongly supports to prioritize
the allografting in CR1 regardless of donor type, i.e.
alloHCT should be regarded as the urgency in CR1 in
this subset of AML patients.

P26/2956. NERVOVE-S)IALOVE NEZADOUCI
PROJEVY TYROZINKINAZOV?CH

INBITORU V LECBE PACIENTU

S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII

- ZKUSENOSTI JEDNOHO CENTRA

Rudnay M., Zi¢kova D., Zmoraj V., Adamova
B., Semerad L., Weinbergrova B., RAacil Z.,
Mayer J. (Interni hematologickd a onkologickd Kli-
nika Fakultni nemocnice Brno; Neurologickd Klini-
ka Fakultni nemocnice Brno, Stiedoevropsky tech-
nologicky institut (Central European Institute of
Technology - CEITEC), Masarykova univerzita, Brno)

Zavedeni tyrozinkinazovych inhibitort (TKI) do
1é¢by pacientl s chronickou myeloidni leukemii (CML)
zasadnim zpisobem zlepsilo prognézu téchto nemoc-
nych. Vysoce G¢inna terapie TKI vSak neni prosta vysky-
tu nezadoucich uc¢inkd (NU). Jednémi z nejcastéjich
jsou nervové-svalové projevy, charakteru svalovych
bolesti, kieci ¢i slabosti. Provazeji zejména 1é¢bu ima-
tinibem (u vice neZ 50 % pacientii). Trebaze dosahuji
spiSe mirné ¢i stfedni intenzity, mohou vyznamné
narusit kvalitu Zivota pacientti. Jejich patogeneze ne-
byla dosud objasnéna. Cil. Prospektivné analyzovat

nervové-svalové NU 1é¢by imatinibem a nilotinibem
véetné detailniho laboratorniho rozboru ve snaze ob-
jasnéni jejich podstaty. Metody. Pacienti s CML 1éCeni
imatinibem nebo nilotinibem v prvni linii byli pfed
zahajenim terapie a dale v jejim pribéhu (v mésici 1
a3 odzahdajeni terapie, nasledné 4 3 mésice) podrobeni
dtkladnému klinickému (anamnéza, popis a stanoveni
tiZe svalovych projevii dle CTCAEvV4.03, myodynamické
testy - dfep a stand-up test) a laboratornimu vySetfeni
s diirazem na ukazatele svalového postiZeni, tj. kre-
atinkinazu (CK) a myoglobin (Mb), iontogram v séru
imoci(Ca, Mg, P) avybrané hormony (PTH, fT4 a TSH).
Vysledky. V obdobi 3/2012 - 1/2014 bylo do projektu za-
fazeno 59 pacientd s noveé zjiSténou CML (30 Zen a 29
muz, medidnu véku 60 let; rozmezi 22 - 90). Lécba
imatinibem byla zahajena u 32 a nilotinibem u 27 pa-
cientdi. Svalové potize se vyskytly u19 (59,4 %) pacientti
lé¢enych imatinibem (slabost/kfece/bolesti u 2/14/3
pacientl) a u 8 (29,7 %) pacientl 1é¢enych nilotinibem
(slabost/kfece/bolesti u 0/7/1 pacienta). Pouze u 3 pa-
cientli 1éCenych imatinibem a 1 1é¢eného nilotinibem
byly obtiZe stupné 3 zdvaznosti. Podil pacientl s obti-
Zemi u obou pripravka v pritbéhu sledovaného obdobi
nartistal. Myodynamické testy nebyly v pribéhu 1é¢by
ani jednim z preparati vyznamné alterovany. Lécba
imatinibem byla provazena signifikantnim vzestupem
CK oproti vstupnim hodnotam (Tabulka), pficemz
pouze ve 3 pripadech dosahoval stupné 2 zavaznosti.
Vyznamny bylipokles v koncentraci sérového magné-
zia v celém pribéhu sledovani. Pokles hladiny fosfatu
dosahoval statistické vyznamnosti pouze v mésici 1,
zatimco pfilécbé nilotinibem jsme zaznamenali casny
nastup poklesu hladiny fosfatu a jeji setrvaly charakter
ve smyslu trvajiciho signifikantniho poklesu oproti
vstupnim hodnotam, a to i pfesto, Ze 6 (22 %) pacientli
bylo v priibéhu terapie nilotinibem substituovano p.o.
pripravky fosfaitu. Zmény v koncentraci kreatinkinazy,
sérového Ca a Mg v pribéhu 1é¢by nilotinibem naby-
valy spiSe hrani¢ni vyznamnosti, a to jen v nékterych
casovych milnicich (Tabulka). Zajimavym zjisténim
byl vyznamny vzestup koncentrace parathormonu
ve 3. mésici 1é¢by obéma pripravky, zatimco koncen-
trace TSH a fT4 nejevila vyznamného rozdilu oproti
vstupnim hodnotam. Lécba ani jednim z pfipravki
nebyla provazena vyznamnymi zménami v odpadech
sledovanych iontdi v moci. Zavér. I pres statisticky
vyznamné odchylky nékterych sledovanych parame-
tril potencidlné souvisejicich s nervové-svalovymi NU
TKI se ukazalo, ze zmény v naprosté vétsSiné pripadi
nedosahuji klinického vyznamu ve smyslu dosazeni
stupné 2 a vice dle CTCAE. Samotné nervosvalové NU,
které prevazovaly ve skupiné 1éCené imatinibem, ne-
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Tabulka. Vyvoj laboratornich parametril v prib&hu 1é¢by imatinibem a nilotinibem

Start

(Mo} M1 P M3 4 M6 P M9 P M12 P M15 P Mm18 P
N n Median n (proti Median n (proti Median n (proti Median n (proti Median n (proti Median n (proti Median n (proti
Median
(rommezi) (rozmezi) startu) (rozmezi) startu) (rozmezi) startu) (rozmezi) startu) | (rozmezi) startu) (rozmezi) startu) | (rozmezi) startu)
Imatinib (N = 32)
K 1,15 170,81 2,47 2,79 2,49 3,07 3,71 3,96
(0,41— 26 710, 28 0,08 0,69 — 26 <0,01 0,95 — 28 <0,01 1,28 — 23 <0,001 1,49 17 <0,001 1,20— 11 | <0,01 2,43— 12 | <0,0001
(ukat/1) -5,02)
e 6,20) i 3,85) 7,73) 6,53) 8,96) 8,02) 7,35)
37,9 35,4 36,9
M"”ﬁh 3?301231 25 22'572'21 27 0,51 Zf} '721 T |2 0,77 376'619(51 26 0,91 (<20- | 24 | 023 32; '221' 16 053 (252- | 12| 058 | (219- | 11 | o066
(ne/l) .3) -162) ,7) .8) 382,2) ,2) 93.3) 1010
2,36 2,26 2,28 232 2,25 2,25 2,35
(m r:aulill (2,05 - 28 -2,2225()2,0 28 0,21 (2,09- 24 0,12 (2,11~ 29 0,27 (2,13 - 26 0,49 (2,16 - 19 0,22 (2,06 - 15 0,31 (213 15 0,75
2,78) 3 2,46) 2,51) 2,46) 2,45) 2,45) 2,53)
0,82 086 0,78 0,77 0,79
0 Mgl " 0'_8 51 (00),6 28 0'_802 52)7 30 0,02 0'_80(%;1 29 0,01 (0,66- | 29 0,02 64— | 26 | 0,02 (067- | 19 | <001 (071 | 15 | <0,00 | (069~ | 15 | <001
mme d 2 2 1,03) 0,92) 0,98) 0,9) 0,88)
0,94 0,87 0,87 0,89
P 122007 | 5o | 090048 | g <0,01 0,46— | 27 0,24 09(056 | 59 0,32 091044 | ¢ 0,42 041- | 19 0,31 0,45- | 15 | 042 048— | 15 | 035
(mmolfl) | —-1,71) —1,34) -1,41) -1,28)
mme g 2 1,19) d , 1,30) 1,21) 1,32)
PTH 450(16 21 NA NA NA G(EE= 25 0,001 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
(pmol) -6,6) 11,5)
Nilotinib (N = 27)
1,18 1,30 1,57 1,98 2,74 3,47 2,07 2,54
(ugi g | 1039- [ 21) 3= | 2 0,83 (039- |23 0,42 (0,89~ | 17 0,02 ©0,8- |13 | o002 (077- | 14 | <001 (14— | 8 | 027 | (44- | 6 0,03
6,58) 4,88) 5,62) 6,08) 5,55) 5,07) 6,04) 7,55)
51,45
MyoGb | 33(21- 30,7 (21 30,8 (21 389 (21 23(2,2- 50,9 (21 37 (21— .
18 22 0,52 19 0,47 16 0,21 14 0,94 12 0,05 8 0,81 23— 6 0,08
(ne/l) 52,4) -90,1) ’ -70,9) s -92,3) 3 2,48) ’ -116,8) & 50,0) éO 2
2,35 2,29 2,31 2,36 2,34 2,45
( Ca 1) (216- 26 (2,24 - 25 0,04 (2,13- 25 0,04 (2,16 - 19 0,77 z'igéi_ 14 0,94 (2,19~ 15 0,98 2.33-152],3 10 0,21 (2,28- 7 0,11
mme 2,55) 2,47) 2,48) 257) i 2,54) ’ 256)
M 0,85 0,83 0,84 (0,7 0,82 0,85 0,84 0,84 0,79
gl a (078- | 26| (083- | 25 0,28 o e 0,04 (071~ | 20 | <001 0.72- | 14| 029 (079- | 15 0,88 (071~ | 10 | 045 | (©73- | 7 0,05
(mmol/l) | g 1,08) .92) 0,91) 0,96) 1,14) 1,05) 0,91)
1,16 0,92 0,86 0,36 0,85 0,91
(mmolAl) 0,71~ 23 0'79 1((;'55)9 24 | <0,00001 (0,36- | 24 | <0,0001 (0,56~ 20 | <0,00001 (0,51~ 14 | <0,0001 (0,59 15 | <0,00001 0:9;1 }:;"3 10 0,02 (0,57 7 <0,01
1,39) 2 1,24) 1,21) 1,06) 1,1) 3 1,27)
PTH 3,50(1,9 72
50 (4, 14 NA NA NA (4,90- 16 | <0,00001 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
(pmol) -59) 12,1)

byly zdvazného charakteru a u zadného z pacientd si
nevynutily zménu na jiny preparat. Otazka vyznamu
vzestupu hladiny parathormonu pfi 1é¢bé obéma pfti-
pravky a téz hypofosfatémie dominantné po nilotinibu,
pretrvavajici v pribéhu celého sledovani i pres 1é¢ebnou
substituci bude predmétem dals$iho vyzkumu.

P27/2917. ANAIO.Y'ZA DELKOVYCH
POLYMORFISMU °I\MPLIFIKOVANY(ZH

DNA FRAGMENTU ASOCIOVANYCH

S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII

V KOMBINACI S NGS ODHALILA
POLYMORFISMY V REPETITIVNICH
OBLASTECH A V LOKUSECH SPJATYCH

SE VZNIKEM RAKOVINY

Koblihova J., Sriitova K., Jaruskova M., Klamova
H., Machova Polikova K. (Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha)

Genetické predispozice a molekuldrni mechanizmy
vzniku chronické myeloidni leukémie (CML) a rezisten-
ce na lé¢bu inhibitory tyrozinkinaz (TKI) jsou celosvé-
tové pfedmétem intenzivniho zajmu. Vysokokapacitni
techniky, jako je sekvenovani nové generace (NGS)
umoznujici celogenomové analyzy, maji své limity
v naro¢ném bioinformatickém zpracovani a vyhod-
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noceni velkého mnozstvi ziskanych dat. V této praci
jsme s vyuzitim kombinace vysoce reprodukovatelné
metody AFLP (amplifikace délkovych polymorfismi)
a NGS analyzovali CML genomy a identifikovali tak
polymorfni oblasti asociované s onemocnénim a re-
zistenci k imatinibu (IM). AFLP analyzy byly prove-
deny u 65 pacientd 1écenych IM v prvni linii (39 paci-
entll s optimalni odpovédi; 26 pacientli se selhanim
1é¢by) a 30 zdravych darci; pro potvrzovaci analyzy
Sangerovym sekvenovanim bylo pfidano dalSich 30
kontrol. Vékovy median pacientt byl 55 let (rozsah
18-84 let). AFLP analyzy byly provedeny s pouzitim
restrikénich endonukledz Msel a EcoRI a komeréné
dodavanych kit a protokoll. Fragmentacni analyza
probihala na sekvenatoru ABI PRISM 3130. Délky DNA
fragmentl byly odelitiny v GeneMapperu. Cetnost
DNA fragmentdl mezi pacienty a zdravymi darci byla
pocitana pomoci exaktniho binomického testu. Devét
vybranych fragment® bylo dale charakterizovano po-
moci NGS a ziskand data byla hodnocena v NextGENu.
Polymorfismy v identifikovanych fragmentech byly
potvrzeny Sangerovym sekvenovanim. AFLP analyzy
celkové poskytly 3912 AFLP markerfi/DNA fragmentil
diverzifikované se vyskytujicich napfi¢ souborem pa-
cientdi a zdravych jedinct, z cehoz 199 fragmentf bylo
vyznamneé spjato s onemocnénim a 5 s odpovédi na
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1é¢bu IM. Pomoci NGS jsme charakterizovali 7 lokusti
spojenych s CML a 2 s odpovédi na 1é¢bu IM. Fragment
CAC_ACC_25, u kterého jsme potvrdili SNP rs113864098
(C/T) odpovédné za vznik EcoRI restrik¢niho mista, se
nachazi na chromosomu 1 a je soucasti LIMC1 a AluSz
repetitivnich elementfl. Vyznamné vyssi Cetnost alely
15113864098-T byla nalezena v kohorté pacientt (60 %)
oproti zdravym kontrolam (13 %; P = 0,016). U frag-
mentu CAT _ACC_54, lokalizovaném na chromosomu
10 mezi geny NRAP a CASP7SNP, bylo potvrzeno SNP
157906704 (G/T), které dava vznik novému Msel re-
strikénimu mistu. Cetnost minoritni alely rs7906704-T
byla vyznamné vyss$i u CML pacientdi (38 %; P = 0,04)
v porovnani se zdravymi kontrolami. Podle Li et al.
(2012) ma lokus rs7906704 vliv na apoptotickou drahu
v tumorigenezi pankreatu. Dale jsme identifikovali
fragment CTT_ACA_57, Ktery se vyznamneé vyskytoval
u pacienti s optimalni odpovédi na IM (65 %) oproti
pacientlm, kterym lécba selhala (19 %; P = 0,03). Tento
fragment je soucasti satelitni sekvence ALR/ALpha
vyskytujici se v centromernich oblastech chromosom
s nejvétsi Cetnosti prifazeni sekvence na chromosomu
5. Genomové aberace v tomto satelitu byly nalezeny
u chronické lymfocytarni leukémie (Kim et al., 2010).
V této praci jsme pouzili celogenomovu fragmentacni
analyzu a NGS k nalezeni polymorfismti v DNA, které
jsou asociované s CML a odpovédi na 1é¢bu IM. Podafilo
se nam identifikovat a potvrdit dvé SNP vyznamné
spjaté s CML a 1 polymorfismus v repetitivni oblasti
asociovany s odpovédi na 1é¢bu IM. Kombinace AFLP/
NGS predstavuje vhodny postup pro identifikaci loku-
st v genomu pacientd spjatych s CML, ale i dal$ich
onemocnéni, jako vhodné alternativy k celogenomo-
vému sekvenovani. Podporovano projektem IGA MZ
CR NT11555 a projektem 00023736.

P29/2892. USPESNA DLOUHODOBA TERAPIE
PONATINIBEM U PACIENTA S CHRONICKOU
MYELOIDNI LEUKEMIi V CHRONICKE FAZI

S VYVOJEM MUTACI T3151 A MUTACEMI
Y253HWT A L364FWT PO II. LINII LECBY
Cerna O. (IHK ENKV, Praha)

Chronicka myeloidni leukemie je raritni hemato-
logické maligni onemocnéni, které se fadi do skupi-
ny myeloproliferativnich onemocnéni. Diagnosticky
je charakterizovana pritomnosti Ph chromosomu
s translokaci mezi chromosomy 9 a 22 a vznikem ftz-
niho genu BCR-ABL. Tento poznatek vedl k vyvoji
tyrosinkinazovych inhibitori. Zavedeni tyrosinki-
nazovych inhibitord do terapie chronické myeloidni
leukémie znamenalo prevrat v 1é¢bé tohoto onemocné-

ni. Imatinib, tyrozinkindzovy inhibitor prvni generace,
je stale zlatym standardem v 1é¢bé chronické faze CML.
Timto se vyrazné zlepSila prognéza pacientdi a jejich
celkové preziti je témér srovnatelné s prezitim populace
bez CML. U 25-30 % pacientl vSak dochazi k selhani
1é¢by, vzniku resistence, a to nejcastéji na podkladé
vzniku mutaci v kindzové doméné. Rada mutaci je
citliva na TKIs druhé generace: nilotinib, dasatinib
a bosutinib, apod. Mutace T 315I je vSak vétSinou na
tyto preparaty resistentni. Ponatinib je tyrozinkina-
zovy inhibitor 3. generace. Navozuje dle fady studii
iklinického sledovani v realném Zivoté vysoké procento
hematologickych, cytogenetickych i molekuldrné gene-
tickych odpovédi u pacientt predlécenych vice liniemi
1é¢by, zejména v chronické fazi CML, a to s vyskytem
multiresistentni mutace T 3151 i bez ni. Terapie timto
lékem mtiZe byt spjata s rizikem rozvoje arteridlnich
trombédz. Vyskyt téchto komplikaci je v 17-27 % v prabé-
hu 31let. Toje vS§ak do zna¢né miry zavislé na davce, se
snizenim davky se vznik téchto komplikaci sniZuje. Je
nutné peclivé a cilené sledovani pacientd stran vyskytu
kardiovaskularnich komplikaci. Kasuistika: 70ti lety
muz, u kterého byla ve véku 64 let diagnostikovana
chronicka myeloidnileukemie v chronické fazi s typem
transkriptu b3a2 a vysokym rizikovym Sokalovym ,
Hasfordovym i EUTOS skoére. Po inicialni cytoredukci
hydroxyureou pro hyperleukocytézu byla zahajena te-
rapiel. linie imatinibem. Pro suboptimalni efekt 1é¢by
po 13 mésicich pokracoval pacient terapii II. linie nilo-
tinem se stabilni hlubokou molekularni remisi. Po 13
mésicich byla muta¢ni analyzou pfi nartstu transkrip-
tu BCR-ABL prokazana mutace T315I. DoSlo postupné
ke ztraté molekuldrni, cytogenetické i hematologické
remise i po vysazeni tyrozinkinazovych inhibitorti a pti
terapii maximalnimi davkami INF. Byl zaznamendn az
vyvoj v akcelerovanou fazi CML s nutnosti kombinace
s HU a kratkodobé s dasatinibem. V tomto obdobi byla
zahdjena terapie ponatinibem s inicialni davkou 30
mg na den a pfi cytopenii byla davka jesté pfechodné
kratce snizovana. Dale pokracoval davkou 30 mg a pri
normalizaci krevniho obrazu byla 1é¢ba plné davkova-
na na 45 mg. Pfi této davce se objevila dermatologicka
toxicita grade 2. Dale byla proto ponechana pti prabéz-
ném poklesu transkriptu BCR-ABL davka 30 mg na den.
Terapie byla velmi dobfe tolerovana, bez ischemickych
komplikaci ¢i jinych projevi toxicity. Pacient dosahl
opét kompletni hematologické, cytogenetické a i velké
molekularni remise dle monitorace BCR-ABL. Mutace
T 3151 vSak persistuje. Toto kazuistika dokumentuje
velice tispéSnou a dobte tolerovanou terapii pontaini-
bem, bez vyskytu vaznéjsich komplikaci 1é¢by. Toto je
podminéno pravidelnym sledovanim pacienta, Gpra-
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vou davkovani a event. konkomitantni profylaktickou
terapii vzniku ischemickym komplikaci. Terapie po-
natinibem (Iclusigem) patfi nyni dle SPC mezi terapie

2. a 3. generace u pacientll CP CML. Uhrada je zatim
dostupna na zakladé zadosti dle paragrafu 16 u zdra-
votni pojistovny.

TRANSPLANTACE

P30/2965. PRVNIi AUTOLOGNI PODANI
PROMYTYCH HEMATOPOETICKYCH
KMENOVYCH BUNEK (HSC) POMOCI

SEPAX 2 PACIENTOVI S TEZKYM
POSKOZENIM LEDVIN

Adamusova L., Kofistek Z., Smejkalova]., Vrublova
P., Grebenicek L., Michalikova M., Hajek R. (Klinika
hematoonkologie, Fakultni nemocnice Ostrava; Lékarskd
fakulta, Ostravska univerzita, Ostrava)

Uvod: PIné automatizovany pfistroj Sepax 2 (Biosafe,
Svycarsko) patfi mezi nejmodernéjsi systémy pouZivané
pro promyti kryoprezervovanych hematopoetickych
kmenovych bunék (HSC). Diky specificky vytvorenému
programu SmartWash dochazi k efektivnimu promyti
transplantatu s minimalnim vlivem na kvalitu a po-
Cet prevadénych progenitor krvetvorby. Promyvani
transplantatd s sebou prinasi mnohé vyhody pro pa-
cienta: odstranéni DMSO a toxicity s nim spojené,
snizeni objemu podavanych transplantati, moznost
podani transplantatu bez nutnosti vyuzit centralni Zilni
katetr, vyrazné snizeni toxicity pro pacienty s renalnim
selhanim. Kazuistika: Jedna se o 43letého pacienta,
u néhoz byla v roce 2011 diagnostikovana amyloidé-
za s viceCetnym postiZenim organt (ledviny - tézky
nefroticky syndrom 15 g/l a rendlni insuficience, srdce,
rektum, jatra, polyneuropatie). V dobé indikace vyso-
kodavkované chemoterapie s autologni transplantaci
HSC byl nemocny po 3 liniich 1é¢by (VMP, tedy borte-
zomib, melfalan, prednison; CD, tedy cyklofosfamid,
dexametazon; RD, tedy lenalidomid, dexametazon),
kterou absolvoval na jiném pracovisti, nemoc i pfesto
progredovala. Pacient v té dobé jiz s terminalnim re-
nalnim selhanim s anurii, v chronickém dialyza¢nim
programu. Transplantat ziskan po mobilizaci G-CSF 10
ug/kg/den, pro nedostatecné vyplavovani (poor mobili-
zer) nutné posileni mobilizace plerixaforem. Béhem 4
aferéz ziskan bezpecny transplantat, celkem 2,07x10x6
CD34+ bunék/kg, z technickych davodi (koncentrace
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leukocytil) bylo nutné transplantat zamrazit v celkem
12 kryovacich. Pfed vysokodavkovanou chemoterapii
jesté podany 4 cykly VID (bortezomib, thalidomid,
dexametazon). V fijnu 2015 byl za plné podptrné péce
podan melfalan v davce 100 mg/m2 (redukce s ohledem
na rendlni selhdni). Prvnich 6 vaki s transplantatem
(celkem 1,13x10x6 CD34+ bunék/kg) bylo podano ve dvou
dnech, vzdy s naslednou dialyzou, a bylo provazené po-
lymorfnimi nezddoucimi t¢inky, z nichz vét§inu bylo
mozné pripsat toxicité DMSO: kolisani tlaku, drazdéni
v krku, pachut v Gistech, buseni srdce, svirani na pr-
sou, slabost a teplota. Zbytek transplantatu, 0,94x10x6
CD34+ bunék/kg, obsazeny v celkem 6 kryovacich bylo
se souhlasem pacienta promyto bez komplikaci pomoci
pristroje Sepax 2. Vysledkem bylo odstranéni DMSO
a vyznamna redukce objemu transplantatu, ze 720 ml
na 200 ml. Podani promytého transplantatu se obeslo
bez projevli nezadoucich uc¢inkti DMSO a bylo velmi
dobrte tolerovano. Dalsi potransplanta¢nim pribéh
nebyl zatizen vyznamnymi komplikacemi, restituce
krvetvorby byla rychlad a aplna (leukocyty > 1x10x9/1
den +11, granulocyty > 0,5x10x9/1 den+12, trombocyty
> 20x10x9/1 bez substituce den +14). Zavér: V pribéhu
roku 2015 byla na naSem pracovisti zavedena moderni
metoda promyvani rozmrazenych hematopoetickych
kmenovych bunék pomoci pfistroje Sepax 2. Validace
potvrdily, Ze se jedna o metodu tcinnou a spolehlivou
co se do zachovani mnozstvi a vitality hematopoeticych
progenitort tyCe. Vzapéti se ndm naskytla moznost si
vyhody této metody ovéritiv praxi u prvniho pacienta,
kterému jsme promyté transplantaty mohli podat.
Zdravotni stav pacienta, zejména jeho vyznamné po-
§kozeni ledvin, bylo prvni indikaci k co mozna nejvétsi
snaze o snizeni zatiZzeni ledvin a celého organismu né-
kolikanasobnymi transplantacemi. Diky pfistroji Sepax
2 jsme toho mohli docilit jak vyznamnym snizenim
objemu podavaného transplantatu, tak odstranénim
toxického vlivu DMSO, bez toho aniz bychom ovlivnili
kvalitu podavaného autologniho $tépu.
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MALIGNi LYMFOMY/CHRONICKA
LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

P31/2992. DLOUHODOBE VYSLEDKY
APLIKACE SEKVENCNIHO

PROTOKOLU (IMUNO)CHEMOTERAPIE

V PRVNI LINII LECBY DIFUZNIHO B
VELKOBUNECNEHO LYMFOMU

Kubova Z., Prochazka V., Fiirst T., Papajik T.
(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc)

Uvod: Difuzni velkobunéény B lymfom (DLBCL)
je nejlastéj$im typem maligniho lymfomu v CR.
Celosvétovym standardem 1écby je podani imunoche-
moterapie R-CHOP, ktery v§ak u nemocnych stfedni-
ho a vyssiho rizika dle IPI nedosahuje uspokojivych
vysledkdi. Optimalni reZim intenzivni indukéni tera-
pie v této populaci je pfedmétem studii. Cil: Analyza
dlouhodobych vysledkd riziku uzptisobené 1écby DLBCL
Sekvencnim protokolem (SQ). Metoda: Vyhodnotili
jsme data 163 konsekutivné zafazenych nemocnych,
kteti byli na zakladé stanoveni rizika lymfomu indi-
kovani pro 1é¢bu SQ protokolem s / bez konsolidace
vysokodavkovanou chemoterapii (BEAM200) a auto-
logni transplantaci (ASCT). Nemocni byli indikovani
pro intenzivni terapii s/bez ASCT na zakladé IPI a pti-
datnych rizikovych faktort (B symptomy, mimouzli-
nové postiZzeni u primarné nodalniho lymfomu, velka
nadorova masa, vyssi hladina beta-2-mikroglobulinu,
sérové tymidinkindzy, Cal25, nizsi hladiny hemoglobi-
nu pod 120 g/1, pritomnost 17p-, komplexnich cytoge-
netickych zmén, Ki67 nad 50%, exprese bcl2 proteinu
a prechod Folikularniho lymfomu v DLBCL). Celkem
bylo analyzovan soubor 90 muzil a 73 Zen, véku 18-65
let (median 48 let), kteti byli 1é¢eni v letech 2000-2015.
Celkem 119 ptipadi (73,0 %) bylo pokrocilého stadia (I11/
IV dle Ann Arbor), systémové symptomy byly pfitom-
ny v 94 pripadech (57,7 %). U 111 (68,1 %) pacientt bylo
zaznamenano mimouzlinové postiZeni a u 29 (17,8 %)
postiZeni kostni dfené. Nejvétsi masa nadoru dosa-
hovala v priméru 9,6 cm (medidn 9,2 cm). Distribuce
dle IPI skore: L (48, 29,4 %), IL (49, 30,1 %), HI (47, 28,8
%), H (19, 11,2 %). Chemoterapie byla zakoncena ASCT
u 98 (60,1 %) pacientlr, konsolida¢ni radioterapie byla
vyuzita ve 14 (8,6 %) pripadech. Rituximab byl do 1é¢-
by zafazen od roku 2003, celkem byl aplikovan u 125
(76,7 %) nemocnych. Vysledky: Po indukéni 16¢bé bylo
dosazeno 85,9 % CR/uCR, 6,7 % PR, 1,8 % SD a 4,9 %
nemocnych na 1é¢bé progredovalo, u 1 pacienta ne-
byla odpovéd hodnocena. Béhem sledovani (median

88,1 mésici) doslo k progresi/relapsu lymfomu u 42
(25,8 %) a k umrtiu 36 (22,1 %) nemocnych. Interval do
progrese (PES) v 5 - ti letech dosdhl74,8 % (95% CI 68,0-
81,2) a celkové pieZiti (OS) pak 81,8 % (95% C175,8-87,8).
Aplikace rituximabu vyznamné prodlouzila 5 - ti leté
PFS (50,0 % vs. 80,6%, p<0,001)i OS (60,5 % vs. 86,7 %,
p<0,001). Provedeni ASCT v ramci konsolidace vedlo
k mensimu poctu relapst/progresi (5 -leté PES 66,5 % vs.
77,9 %, p=0,033), coz se promitlo do lepSiho celkového
pieziti (5 - leté OS 73,6 % vs. 85,2 %, p=0,032). Z4vér:
Sekvencni protokol chemoimunoterapie aplikovany
v ramci filozofie riziku uzplisobené 1écby vede k vy-
sokému procentu kompletnich remisi a dlouhodobé
kontrole DLBCL. Prezentace na konferenci bude dopl-
néna intention-to-treat analyzou a popisem toxicity re-
zimu. Dedikace: Podpofeno grantem IGA_LF 2016_001

P32/2989. IMUNOCHEMOTERAPIE PODLE N
SEKVENCNIHO PROTOKOLU JAKO VHODNA
ALTERNATIVA INTENZIVNI LECBY MCL

Obr A., Prochazka V., Jirkuvova A., Papajik T.
(Hemato-onkologickd Klinika FN, Olomouc; LF UP , Olomouc)

Lymfom z bunék plastové zény (MCL) je obvykle
agresivni lymfoproliferativni onemocnéni se zna¢nou
biologickou i klinickou variabilitou. Mladsi nemocni
s pokrocilou chorobou a bez vyznamné komorbidity by
méli v prvni linii 1é¢by podstoupit vysocedavkovanou
imunochemoterapii s naslednou autologni transplan-
taci perifernich kmenovych bunék (ASCT). Idedlni
sloZeni indukéni imunochemoterapie zlistava pred-
métem diskuse. V nasi unicentrické restrospektivni
analyze jsme hodnotili vysledky intenzivni terapie
podle sekvenc¢niho protokolu (SQ) u nemocnych s MCL.
Vyhodnotili jsme data 34 nemocnych (25 muzi, 9 Zen)
1é¢enych SQ protokolem (3 x PACEBO, 1 x IVAM a 1x
HAM) v letech 2000 - 2015. Median véku v dobé diagné-
zy byl 57,5 let (38,4 - 63,5). Pokrocilé stadium choroby
podle Ann Arbor (III + IV) mélo 33 (97 %) pacientt. Podle
mezinarodniho prognostického indexu pro MCL (MIPI)
bylo 19 nemocnych s vysokym (56%), 8 se stfednim a 7
s nizkym rizikem. Kompletni SQ protokol dokoncilo
33nemocnych, 1zprogredoval na 1é¢bé. Rituximab byl
jako soucast polychemoterapie v 1. linii u 32 (94%) 1éCe-
nych. ASCT podstoupilo 29 nemocnych. 21 nemocnych
(62%) dosahlo po 1é¢bé CR, 8 (23%) PR, 4 (12%) PD ¢i SD
a 1 (3%) zemrtel béhem terapie pro progresi lymfomu.
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Lécebna odpovéd byla hodnocena u transplantovanych
vden +100, u netransplantovanych s odstupem 5-6 tyd-
nl po ukonceni terapie 1. linie. Pfi medidnu sledovani
41,4 mésict (3,5 roku) Zije 22 (65%) pacienti, z toho 20
bez znamek relapsu MCL. 3-leté preziti bez progrese/
relapsu (PES) dosahlo 74% (95% CI 0,58 - 0,89). 3-leté
celkové preziti (OS) 78% (95% C1 0,62 - 0,92). Krivka PFS
dosahla plateau po 4,5 letech na tirovni 54%, kfivka OS
pak po 6-ti letch na tirovni 61%. Intenzivni imunoche-
moterapie podle sekvenc¢niho protokolu +/- ASCT ma
Pri prijatelné toxicité srovnatelné vysledky lécebnych
odpovédi a preziti s Nordickym protokolem (Geissler
2012) nebo s imunchemoterapii dle protokolu R-hyper-
CVAD/MA (Romaguera 2005). Indukce R-SQ protokolem
se jevi u nasi populace jako vhodna alternativa jinych
1é¢ebnych rezimti. Podpofeno granty: IGA_LF 2016_001
a ICA-MZ NT/13072-4

P33/2982. INFEKCNi KOMPLIKACE

PRI LééBE INHIBITORY PRENOSU

SIGNALU Z B-BUNECNEHO RECEPTORU

U NEMOCNY'CH S RELABUJICi CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMII

UrbanovaR., Turcsanyi P., Ryznerova P., Kubova Z.,
Prochazka V., Papajik T. (Hemato-onkologicka klinika
LF UP a FN, Olomouc)

Uvod: U rizikovych nemocnych s chronickou lym-
focytarni leukémii (CLL) s ¢asnym relapsem onemoc-
néni, u delece 17p- nebo mutace p53 v prvni linii 1é¢by
nebo v relapsu je indikovana moderni, vysoce i¢inna
terapie inhibitory pfenosu signalu z B-bunéc¢ného re-
ceptoru (BCR), ibrutinibem (ibru) nebo idelalisibem
(idel) v kombinaci s rituximabem (R). Material a me-
tody: Referujeme vyskyt infekénich komplikaci u 18ti
nemocnych s relapsem CLL 1écenych ibru a R-idel na
HOK LF UP a FN Olomouc od 12/2014, kdy jsme 1éky
zacali pouzivat. Median véku nemocnych byl 65 let
(rozmezi: 52 - 74 let), zastoupeni muzii/zen 13/5. Vyskyt
17p-/11g-/komplexnich zmén byl u 5/9/10 nemocnych,
nemutovany stav IGHV mélo 16 nemocnych, klonalni
vyvoj nemoci byl zaznamenan u7 nemocnych. Median
poctu predchozich linii 1é¢by byl 4 (rozmezi: 2 - 8),
relaps/refrakterni (R/R) onemocnéni mélo 12 nemoc-
nych. Medin délky 1é¢by inhibitory BCR je 7 mésicl
(rozmezi: 2,5 - 14 mésicli). Celkovy pocet dosazenych
1écebnych odpovédi (ORR) byl velmi vysoky, 93 %, pres-
toZe se jednalo o rizikové, znacné predlécené nemocné.
Zemftelo 5 nemocnych, z toho 3 na infekéni komplikaci,
1nemocny na sekundarni karcinom a 1 na transformaci
onemocnéni do DLBCL. Median celkového preZiti (OS)
od zahajeni 1é¢by ibru a R-idel byl 9,3 mésice, pravdépo-
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dobnost OS v 6ti mésicich byla 84 %. Vysledky: U 9z10
nemocnych na ibru byly pozorovany pfed zahajenim
1é¢by recidivujici infekce (z toho u 8 nemocnych stupné
3a4), vprabéhu lécby ibru byly infekce zaznamenany
u7z10 nemocnych (u vSech 7 stupné 3 - 5). U nemoc-
nych 1écenych R-idel byly infekce pfed 1lé¢bou u vsech
8 (u 4 stupné 3 a 4), béhem 1é¢by R-idel se vyskytly u 5
nemocnych (u 3z nich stupné 3 a 4). Rituximab v dopo-
ruceném poctu 8 cykli v ramci R idel pro infekce nedo-
kon¢ili 3z 5 hodnocenych nemocnych. Letalni infekéni
komplikace byly: sepse s komplikujicim infarktem
myokardu, progresivni multifokdlni encefalopatie
(PML) a kryptokokova infekce. Dva pifipady letalnich in-
fekénich komplikaci budou rozebrany podrobné. Pripad
52letého nemocného s casnym relapsem onemocnéni po
2liniich 1é¢by, ktery zemfel kratce po zahajeni terapie
ibru na PML ve stadiu aktivni CLL a pfipad 66letého
nemocného, po 8 liniich predchozi 1écby s R/R choro-
bou, s anamnézou recidivujich infektli, ktery zemftel
na kryptokokovou infekci na 1é¢bé ibru ve stadiu sta-
bilni nemoci. Zavér: Moderni 1é¢ba inhibitory pfenosu
signalu z BCR prinesla nadéji rizikovym a relabujicim
nemocnym s CLL. Diky dosazeni velmi dobré 1é¢ebné
odpovédi jsme u jednotlivych nemocnych pozorovali
zmirnéni pribéhu infekénich komplikaci, pfesto po-
pisujeme zavazné infekce stupné 3 a 4 asto. Stejné tak
zlistavaji infekce ve sledovaném obdobi castou pri¢inou
amrti. Prvni zkuSenosti s 1é¢bou v redlné klinické praxi
nas nuti k zamysleni, zda by indikace 1é¢by inhibitory
BCR u ¢asnéjsich relapst CLL nevedla ke sniZeni rizika
zavaznych infekci a zlepSeni celkovych vysledki této
jinak vysoce ¢inné terapie. Podpofeno IGA LF 2016 001

P34/2973. §TANOVENi KVANTITATIVNICH
UKAZATELU FDG-PET U NEMOCNYCH

S HODGKINOVYM LYMFOMEM

Sustkova T., Prochizka V., Henzlova L., Buridankova
E., Ptacek J., Papajik T. (LékaFskd fakulta UP, Olomouc;
Hemato-onkologicka klinika FN a LF UP, Olomouc; Klinika
nukledrni mediciny FN a LF UP, Olomouc)

Uvod: Pozitronova emisni tomografie (PET) je
standardni metodou stanoveni stadia lymfomu a 1é-
¢ebné odpovédi u nemocnych s Hodgkinovym lym-
fomem (HL). Vyuziti kvantitativnich dat (QT-PET)
0 objemu nadoru (Metabolic Tumor Volume, MTV)
a jeho metabolismu (Total Lesion Glycolysis, TLG) pri
diagnoéze predstavuje novy atraktivni biomarker pro
odhad prognézy nemocnych. Cil: retrospektivni ana-
lyza pilotnich dat QT-PET u nové diagnostikovanych
nemocnych s HL Metoda: Analyzovali jsme PET ske-
ny nemocnych s klasickym HL. VSechna vySetfeni
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byla provedena na shodném kalibrovaném pfistroji
(Siemens Biograph-16), analyza dat byla realizovana
pomoci Siemens Workstation, programu Syngo.via
a software PET Compare. Standardizace vySetfeni by-
la realizovana meéfenim hodnot SUVmax, SUV mean
a MTV pomoci fantému NEMA IEC Body phantom.
Oblasti analyzy (Regions-of-Interest, ROIs) byly defi-
novany jako voxely s aktivitou 41 % SUVmax a vyssi.
Hodnota TLG byla vypocitana jako soucet sou¢ini MTV
a SUVmean ze vSech PET+ lokalit. Vysledky: Celkem
jsme analyzovali data 32 nemocnych, 12 muzt a 20 Zen
s medidnem véku piidg. 34,6 let (rozmezi 18,4-58 let).
Histologické subtypy HL: nodularni skleréza u 22 (69
%), smisend bunécnost u 8 (25 %) a na lymfocyty bohaty
HL u 2 (6%). Stadia dle némecké skupiny pro studium
HL (GHSG): casnéu 3 (9%), stfedniu 11 (34%) a pokrocilé
u 18 (56 %) nemocnych. Bulk byl pfitomen u 18 (56 %)
pacientli. Chemoterapie byla podana u 31 nemocnych
dle protokolu: BEACOPPescu 22 (69 %), ABVDu 5 (16 %),
Stanford Vu2a COPP/ABV u 1nemocného. Kompletni
remise byla dosazena u 28 (88%), parcialniu 2 (6 %) a 2
(6 %) nemocni na 1é¢bé progredovali. B€hem sledo-
vani souboru (median 60,4 mésicii) doslo k progresi/
relapsuu7 (22 %) pacienti a 3 nemocni zemfeli. Preziti
bez progrese v 5-ti letech (PES) dosahlo 77,5 %, celkové
preziti v 5-ti letech 89,5 %. QT-PET data: primérna
hodnota TLG dosahla 600,79+630,7; median 354,9.
Primérna hodnota MTV 80,3+82,2 cm3; median 53,0
cm3. Korelace QT-PET se stadii dle GHSG nebyla nale-
zena pro TLG (p=0,60), v pfipadé MTV byl trend vyssiho
zastoupeni pokrocilych forem nemoci u vysokého MTV
(p=0,18). Pritomnost bulku korelovala s vy$§im MTV
a TLG (p=0,036 pro obé proménné). Kvalita 1é¢ebné
odpovédi celkové nekorelovala s MTV a TLG (p=0,29
pro obé proménné), nicméné 3 ze 4 non-CR nemoc-
nych méli vy$$i MTV i TLG. Nemocni, u nichz doslo

k progresi/relapsu méli pfi dg ¢astéji vyssi MTV a TLG
(p=0,047). Nemocni s vy$§im MTV a TLG (nad median)
méli trend s horSimu 5-ti letému PES (66,7% vs 87,5 %,
p=0,11). Zavér: Nemocni s HL maji pfi diagnéze velmi
variabilni hodnoty kvalitativné méfenych parametrii
lymfomu, které jen volné koreluji se standardné pou-
zivanymi parametry pro stanoveni rozsahu nemoci.
Pilotni soubor naznacuje mozny prediktivni potencial
QT-PET. Vysledky budou dale rozvijeny na vétSim sou-
boru nemocnych. Dedikace: Podpofeno programem
Studentské védecké odborné ¢innosti (SVOC) LF UP
a granty: IGA_LF_2016_001 a Takeda IISR-2015-101289.

P35/2957. LECBA RIZIKOVE CLL

A POSTAVENI ALOGENNI TBANSPLANTACE
V ERE NOVYCH INHIBITORU

Feckova Mihilyova J., Zuchnicka J. (Klinika hemato-
onkologie, Fakultni nemocnice, Ostrava)

Uvod: Pacienti s chronickou lymfocytarni leukemii
s vysokym cytogenetickym rizikem (del 17p a/nebo mu-
taci TP 53, nemutovany IGVH, del 11q) Spatné reagujici
na chemoimunoterapii (CIT) patfi do skupiny pacientt,
pro které inhibitory B bunécného receptoru (BCR) jsou
vyhlidkou na zlepseni prognézy. Management terapie
neni jednoduchy a rozhodnout se mezi terapii inhi-
bitory nebo alogenni transplantaci je ovlivnéné vice
faktory. Od roku 2012 byl na na$i klinice ambulantné
sledovany muz (37let). V dobé stanoveni diagnézy kli-
nické stadium (KS) II dle Raie, B dle Bineta, Matutes
4/5, del 13q, del 17p, nemutovany IgVH gen, status p53
funkéni, CIRSL. O 30 mésicli pozdéji dosahl indikacéni
kritéria k 1écbé (doubling time lymfocytli, progrese
lymfadenopatie, B symptomy) a byl iniciovany do stu-
die faze Il idelalisib + rituximab. V centralni laboratofi
del 17p opakované nebyla potvrzena a u pacienta byla
zahajena terapie FCR ve standardnich davkach. Po 4
cyklech dosahl hematologickou remisi, dle velikosti LU
ale pretrvavala stable disease (SD). Navrzenou alogenni
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
(aloHSCT) v té dobé odmitl. Soucasné byla odeslana
Zadost na pojistovnu ke schvaleni idelalisibu, ktera byla
negativni. Jako 5. cyklus a nasledné dalsi 2 cykly jsme
aplikovali rezim RCD. Po 8 cyklech (7 mésicli od zahaje-
nilécby), byla dosazend parcidlni remise (PR) a pacient
byl zatazeny do transplantacniho programu s nepfti-
buzenskym HLA shodnym darcem v dubnu 2016 (10
meésicu od zahajeni 1é¢by). Co by bylo jinak? Negativni
vysledek del 17p v centralni laboratofi neumoznil v 1.
linii aplikaci idelalisib+rituximab. Diskrepance mezi
nalezem byla 70% pozitivnich bunék s del 17p zjiSténych
metou FISH vs. trehold 7%. Objasnit negativitu tohoto
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vysledku se ndm nepodafilo. Odmitnuti aloHCST paci-
entem a neschvaleni idelalisibu vedlo k aplikaci dal§ich
3 cykld chemoterapie a opétovnému sméfovani pacien-
ta k transplantaci. Do transplanta¢niho programu byl
zafazen v dobé dosazeni PR, 2 mésice pfed planovanym
pfevodem transplantatu. AloHSCT predstavuje zatim
jedinou potencionalné kurativni modalitu i kdyzZ jeji
postaveni v éfe BCR inhibitorfi a dal§ich novych mole-
kul bude modifikované. Z hlediska lepsi 1écebné odpo-
védi je transplantace po CIT planovana v ¢ase dosazeni
prvni remise. Dle retrospektivni studie European group
for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) a pro-
spektivni studie German CLL Study Group (GCLLSG) je
OS a PFSve2letech70 a 28 % (EBMT), ve 3letech 79 a 33%
(GCLLSG). Renesanci v 1é¢bé CLL pfinesli inhibitory
BCR. Idelalisib a ibrutinib jiz byli schvaleny v terapii
v terapii R/R CLL. Idelalisib v kombinaci s rituximabem
ijako primolécba pacient s del 17p a/nebo mutaci TP53,
ktefi nejsou vhodni k chemoimunoterapii. Popredni
misto ma ale ibrutinib, je indikovany k primolécbé
pacientl s del 17p (Farooqui et al. uvadi skupinu 35
pacientd 1écenych v 1. linii ibrutinibem, ORR 97%,
12% CR, PFS 91% ve dvou letech). Dalsi inhibitory BCR,
které jsou pfedmetem vice studii jsou uvedené v tabulce
1. Uplatnéni v 1é¢bé budou mit i nové monoklonalni
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protilatky, Bcl-2 antagonisti, imunomodulacni 1éky
a nékteré dalsi (chimericky antigenni receptor (CAR) T
cells ). Zavér: Postaveni aloHSCT nestraci svlij vjznam,
meéla byt zvaZovanda u pacientli s vysokym rizikem léce-
nych nékterym z novych inhibitori a u pacientd rezis-
tentnich vici témto inhibitorGm. Jestli transplantovat
v dobé nejlepsi 1écebné odpovédi nebo vyckat progrese
neni aktualné jasné.

P36/29436. HODNOCENI IMUNITNICH
DEFEKTU U NEMOCNYCH .

S CHRONICKOU LYMFOCYTARNI

LEUKEMIi: PILOTNI VYSLEDKY

Vodarek P., Andrys C., Jurenkova A., Motyckova M.,
Rezacova V., Soucek O., Simkovi¢ M., Vokurkova D.,
Belada D., Zak P., Smolej L. (IV. interni hematologickd
Kklinika, FN a LF UK, Hradec Krdlové; Ustav klinické imuno-
logie a alergologie, FN a LF UK, Hradec Krdlové)

UVOD: Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je
spojend s vyznamnym kombinovanym imunodefici-
tem. Ten je pri¢inou zvySeného vyskytu infekci, které
jsou nejcastéjsi pfi¢inou dmrti nemocnych s CLL. Rada
mechanism@ imunosuprese u CLL v§ak neni dosud
dobfe prozkouméana. CILE: Komplexni zhodnoceni
bunécné a humordlni imunity u nemocnych s nelé-
¢enou CLL. NEMOCNI A METODIKY: Imunitni funkce
byly prospektivné hodnoceny u nelé¢enych nemocnych
s CLL sledovanych na IV. intern{ hematologické klini-
ce FN a LF UK Hradec Kralové. Dosud bylo vySetfeno
41 nemocnych (28 muzli, medidn véku 67 let, nizké/
stfedni/vysoké modifikované riziko dle Raie u 7/16/18
nemocnych). Parametry bunécné imunity (absolutni
pocty Th lymfocytd (ly), Tc-ly, polyklondlnich B-ly
a NK bunék) byly hodnoceny priitokovou cytometrii
(cytometr Navios, Beckman Coulter). Sérové koncen-
trace cytokind (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F,
IL-33 a IFN-gamma) byly stanoveny metodou X-MAP
(Luminex). Humoralni imunita byla hodnocena mé-
fenim koncentraci jednotlivych tfid a podtfid imuno-
globulint (IgGl-4, IgM a IgA) imunonefelometricky
pomoci kit Image Imunochemistry System (Beckman
Coulter), a dale testem aktivace komplementu po-
moci kitd Wieslab Complement System Screen (Euro
Diagnostica). Zaroven byly sbirana klinicka data o pro-
délanych infekcich. Pfi statistické analyze dat humo-
ralni imunity byl vyuzit kontrolni soubor 46 zdravych
darct krve (27 muzii, medidn véku 40 let). VYSLEDKY:
U nemocnych s CLL byla ve srovnani se zdravymi kon-
trolami vyrazné zvySena aktivace komplementu lek-
tinovou a alternativni cestou (p=0,005 a p=0,0028).
Nemocni s CLL méli dale vyrazné vyssi koncentrace IL-4,
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IL-6, IL-10 a IFN-gamma (p <0,0001). Nemocni, ktefi
prodélali zavazné infekce (n=8) méli vyznamné nizsi
relativni pocet T-ly, Th-ly, polyklonalnich B-ly a NK
bunék (p=0,03, p=0,017, p=0,005 a p=0,046) a také nizsi
koncentrace celkového IgG a IgG2 (p=0,108 a p=0,063).
Nemocni s progresi CLL (n=25) méli vyznamné nizsi
koncentrace IgG2 a IgM (p=0,011 a p=0,05). ZAVER:
Nase pilotni vysledky ukazuji na vliv relativnich (ne
vSak absolutnich) pocti lymfocytarnich populaci na
vyvoj infekci. To Ize vysvétlit imunosupresivnim vlivem
leukemického klonu, od jehoz velikosti se relativni
pocty lymfocyti odvijeji. Dale byla u nemocnych po-
zorovana vyznamneé zvySena aktivace komplementu
lektinovou a alternativni cestou a vyznamné zvySeni
sérovych koncentraci IL-4, IL-6, IL-10 a IFN-gamma.
Niz§i koncentrace sérového IgG vcetné podtfid byly
spojeny s progresi onemocnéni a vys$im rizikem zavaz-
nych infekci. Budou prezentovana aktualizovana data.
Podpofeno RVO MZ CR (FNHK, 00179906) a grantem
Vnitini soutéZe Lékarské fakulty UK v Hradci Kralové
»,Prognosticky vyznam exprese HLA-G na burikich
chronické lymfocytarni leukémie. “

P37/2943°. NOVA KOMBINACE A
ANTIGENU VHODNA PRO SLEDOVANI
MINIMALNI REZIDUALNI NEMOCI

U VLASATOBI!NE(ZNE LEUKEMIE

METODOU PRUTOKOVE CYTOMETRIE
Chovancova J., Hrab&akova V., Osi€¢kova J., Borsky
M., Dvorakova D., Doubek M. (CEITEC, Brno)

Uvod: Vlasatobunécéna (trichoceluldrni; hairy-cell)
leukemie (HCL) je vzacné onemocnéni vyskytujici se
prevazné u starsi populace obyvatel. Podle WHO Kkla-
sifikace z r. 2008 se jedna o lymfoproliferativni one-
mocnéni ze zralych B-lymfocytdi. Butiky HCL vykazuji
typické morfologické a imunohistochemické znaky.
Leukemické bunky jsou dobte detekovatelné i pomoci
pratokové cytometrie za pouziti specifickych mono-
klonalnich protilatek proti povrchovym antigentim
a imunoglobulinovych fetézcim. Molekularni ana-
lyza DNA umoznuje prokazat také preskupeni genu
pro imunoglobulinové fetézce a detekovat ziskanou
mutaci protoonkogenu BRAF V600, ktera je prokaza-
nym spolehlivym markerem tohoto onemocnéni. Na
nasem pracovisti se v ramci diagnostickych protokolil
setkavame s pacienty, u kterych byla dg. vlasatobunéc-
na leukemie prokidzana molekularné, a také pomoci
specifického fenotypu. Existuje ale skupina pacientt
s fenotypem, ktery splnuje kritéria pro tzv. wild-type
HCL ¢i jinou zralou B-lymfoproliferaci, pricemz odli-
Seni od fenotypu,,klasické“ HCL neni vzdy jednoznac-

né. V minulych letech se diagnostika HCL pomoci
pratokové cytometrie zaméfovala hlavné na detekci
exprese antigenti CD1lc, CD103, CD25 vCetné pan-B-
-lymfocytarnich znakd (CD19, CD20, CD22, CD79a).
Kombinace pozitivity vice antigenti soucasné v ramci
jedné analyzy je povazovana u této diagnozy za vyso-
ce specifickou metodu. V porovnani s fyziologickymi
B-lymfocyty jsou jednotlivé antigeny exprimovany na
povrchu leukemickych bunék s rozdilnou mirou expre-
se. Na nasem pracovisti jsme se zaméftili na srovnani
relevance sledovani nové popsanych antigenti typic-
kych pro pacienty s HCL a vysledky molekuldrni analyzy
mutace BRAF V600. Moderni terapeutické protokoly
zvy$uji naroky na monitorovani minimalni rezidualni
nemoci (MRD), a tim véasné odhaleni relapsu onemoc-
néni. V nasi praci navrhujeme kombinaci vhodnych
antigent, které umozni vysoce citlivou detekci MRD,
a tedy zlepSeni predikce odpovédi na 1é¢bu nebo pokra-
Cujiciremise. Metodika: Do studie bylo zatim zahrnuto
10 pacientd s nové diagnostikovanou HCL, u kterych
byla zjiSténa mutace genu BRAF V600, a 10 zdravych
kontrol. Metodou osmibarevné priitokové cytometrie
byla na vzorcich periferni krve (PK) sledovana exprese
povrchovych antigent CD1lc, 19, 20, 25, 48, 103, 123,
160, 200 a 305. Osmibarevnd analyza byla provedena
na cytometru FACSCantoll. Vysledky: Signifikantné
vys$si exprese na bunkach HCL v porovnani se zdravy-
mi B lymfocyty byla kromé v diferencidlni diagnostice
standardné vyuzivanych antigen®i (CD11c, 25 a 103)
nalezena u znaki CD48, 200 a 305 (p<0.01). Dale byla
u poloviny pacientl zjisténa pozitivni exprese anti-
genu CD160. Exprese antigenu CD123 byla negativni
u jednoho pacienta. Zavér: U diagnézy HCL se ¢as-
to setkavadme s variabilnim imunofenotypem, ktery
komplikuje spolecné s pfesnym stanovenim diagnoézy
i nasledné monitorovani MRD. Rozs$ifeni standardné
vyuzivané kombinace sledovanych znakl o znaky CD48,
200 a 305 by mohlo umoznit vysoce senzitivni detekci
MRD a zaroven pomoci pii diferencidlni diagnostice B
lymfoproliferaci.
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P38/2934. RANDOMIZOVANA
MULTICENTRICKA STUDIE FAZE 1l .
HODNOTICIi LENALIDOMID VE SROVNANI

S LEKEM NEJLEPSi VOLBY PODLE
ZKOUSEJICiHO U RELABUJICIiHO/
REFR'AKTERNI'HO LYMFOMU

ZPLASTOVYCH BUNEK: VYSLEDKY

STUDIE MCL-002 (SPRINT)

Trnény M., Klener P., Lamy T., Walewski J., Jurczak
W., Belada D., Mayer J., Radford J., Alexeeva J.,
Osmanov D., Biyukov T., Patturajan M., Casadebaig
Bravo M.-L., Arcaini L. (Linterni klinika, 1. Lékarska
fakulta UK a Vseobecnd fakultni nemocnice, Praha - CZ;
Oddéleni hematologie, Hopital Pontchaillou, Rennes -
F; Oddéleni lymfoidnich malignit, Onkologické centrum,
Institut Marie Curie Sklodowské, Varsava - PL; Oddéleni
hematologie, Jagellonskd univerzita, Krakow - PL; IV. in-
terni hematologickd klinika, LékaFskd fakulta UK a Fakultni
nemocnice, Hradec Krdlové - CZ; Interni hematologicka
a onkologicka Klinika Fakultni nemocnice, Brno - CZ; The
University of Manchester and The Christie NHS Foundation
Trust, Manchester - GB; Federdlni centrum lékarského
vyzkumu, St. Petersburg - RUS; OnKkologické vyzkumné cen-
trum, Moskva - RUS; Celgene Research and Development,
Sarl - CH; Celgene Corporation, Summit, NJ - USA; Oddéleni
hematologie a onkologie, Fondazione IRCCS Policlinico San
Matteo e Oddéleni molekuldarni mediciny, Univerzita v Pavii,
Pavia - I)

Uvod: Lymfom z pla§tovych bunék (MCL) je agresiv-
ninon-Hodgkinsky lymfom se $patnou prognézou, a to
zejména po selhani 1é¢by prvni linie. Lenalidomid je
imunomodulac¢nilatka s protinadorovym a antiprolife-
rativnim Géinkem, u kterého byla prokazana acinnost
v jednoramenné studii faze II u pacientdl s relabujici/
refrakterni (R/R) formou MCL. Prezentovana randomi-
zovana studie srovnavala tuc¢innost a bezpecnost lenali-
domidu s 1ékem volby podle zkouSejiciho (IC) u pacientti
s R/R MCL. Metodika: Do evropské multicentrické
randomizované faze Il MCL-002 (SPRINT) byli zatazeni
pacienti, u nichz doslo k selhani 1é¢by s maximalné 3
relapsy a ktefi nebyli zpisobili k intenzifikované 1écbé
nebo k transplantaci kmenovych bunék (NCT00875667).
Perordlni lenalidomid byl poddvan v davce 25 mg/den
ve dnech 1 az 21 kazdého 28denniho cyklu az do pro-
grese onemocnéni (PD) nebo nesnasenlivosti. Lécba IC
sestavala z monoterapie cytarabinem, rituximabem,
gemcitabinem, fludarabinem nebo chlorambucilem.
Pacient@im, u kterych doslo k progresi pti 1é¢bé IC, byl
povolen prechod na lenalidomid. Primarnim endpoin-
tem bylo preZiti bez progrese (PFS). Hodnoceni odpovédi
bylo centralné prehodnoceno za pouziti modifikova-
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Tabulka. U¢innost lenalidomidu vs. IC u R/R
MCL

Lenalidomid
(n=170)

Ucinnost IC (n=84) P

PFS {Lenalidomid vs. IC)

Medidn PFS, mésice
(95% Cl)

8,7 (5,54-12,14) |5.2 (3,67-6,95)

Sekvencni HR (85% CI) 0,61 (0,44-0,84)

Sekvendni log-rank 0,004
test, hodnota p
ORR, n {%) 68 (40) 9(11) <01,00
CR/CRu, n (%) 8(5) 0(0) 0,043
Medidn DOR, mésice 16,1 10,4 0,421
Medidn 0S, mésice 27,9 21,2 0,52

nych kritérif IWG. Vysledky: 254 pacienti s R/R MCL
bylo randomizovano v pomeéru 2 : 1k 1é¢bé lenalidomi-
dem (n = 170) nebo IC (n = 84). Median véku ¢inil 68,5
let, s pfevahou muzi (73 %) a medianem 2 pfedchozich
terapii. V dobé diagnézy bylo 91 % pacientd (pac.) ve sta-
diu I1I/1V, v dobé vstupu do studie mélo 74 % pac. vysoké
nebo stfedné vysoké dle MIPI, 43 % velkou nadorovou
naloz a 20 % ,,bulky* onemocnéni. Pacienti v rameni
s lenalidomidem meéli fadu horsich prognostickych
parametrii (> 5 procentnich bodii) nez pac. v rameni
s IC. V medianu 2,9 mésicti bylo 39 pacient (46 %)
zramene IC pfevedeno na lenalidomid v dtisledku PD.
S medidnem sledovani 15,9 mésicti bylo pozorovano 39
% snizeni rizika progrese nebo tumrti (PFS) ve prospéch
lenalidomidu (HR = 0,61 [95% CI, 0,44 az 0,84]; P =
0,004; Tabulka). Median PFS ¢inil 8,7 mésici u lena-
lidomidu vs. 5,2 mésic u IC. Celkova mira odpovédi
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(ORR) byla vyznamneé vyssi u lenalidomidu nez u IC (40
% vs. 11 %; pomér CR/CRu ¢inil 5 % oproti 0 %). Median
doby do prvni odpovédi ¢inil 4,3 mésice pro lenalidomid
(uIC nebylo odpovédi dosazeno). Median DOR (16,1 vs.
10,4 mésicli) a medidn OS u kompletnich tdaji (27,9 vs.
21,2 mésict) byl delsi u lenalidomidu nez u IC (rozdily
nebyly statisticky vyznamné) . Vysledky t¢innosti byly
konzistentni ve vSech podskupinach. Udaje o bezped-
nosti u 250 pacientd, ktefi uzili > 1 davku, prokazaly
vyraznéjsi snizeni davky u pacientli 1é¢enych lenalido-
midem (41 %) vs. IC (17 %), Castecné v diisledku delSiho
medidnu trvani 1é¢by lenalidomidem ve srovnani s IC
a prisnych pravidel pro modifikaci davky lenalidomi-
du. Nejcastéjsimi nezddoucimi Gc¢inky (AE) stupné
3/4 byly neutropenie (lenalidomid 44 % vs. IC 34 % [bez
zvySeného rizika infekce]), trombocytopenie (18 % vs. 28
%) a leukopenie (8 % vs. 11 %). ,,Tumor flare“ reakce se
vyskytly pouze u pacientti 1écenych lenalidomidem (10
%, ve 2% stupen > 3); U1lpacienta vkazdém rameni do-
§lo k syndromu nadorového rozpadu. Druha primarni
malignita byla pozorovdna u 4 % resp. 5 % pacientli 1é-
Cenych lenalidomidem resp. IC. Zavér: Studie MCL-002
prokazala signifikantn{ a klinicky vyznamné zlepSeni
PFS u lenalidomidu ve srovnani s kontrolnim ramenem
u pacientli s pokroc¢ilym R/R MCL. Dale doslo k nume-
rickému zlepSeni parametrii ORR a CR, TTR, DOR a OS
ve prospéch lenalidomidu. Toxicita lenalidomidu byla
ocekavatelna a zvladnutelna.

P39/2933. DENZITA HRS BUNEK A VZTAH
MEZI HRS BUNKAMI A LAM (LYMPHOMA-
ASSOCIATED MACROPHAGES) VE

VZTAHU K PROGNOZE NEMOCNYCH

S HODGKINOVYM LYMFOMEM

Prochazka V., Papajik T., Dihel M., Mikulkova
Z., Dyskova T., Prouzova Z., Kriegova E., (Hemato-
onkologickd klinika, Fakultni nemocnice, Olomouc; Ustav
imunologie, Lékarskd fakulta Univerzity Palackého,
Olomouc; Ustav patologie a molekuldrni mediciny 2. LF UK
a FN Motol, Praha)

Klasicky Hodgkintiv lymfom (cHL) je charakteris-
ticky extrémni nerovnovahou mezi zastoupenim ma-
lignich HRS bunék (Hodgkinovy, Reed-Sternbergovy
buriky, 0,1-10%) a bunék mikroprostfedi. Nedavné pra-
ce prokazaly negativni prognosticky vliv vysoké hustoty
LAM (lymphoma-associated macrophages) v dobé dia-
gnozy. Dosud vSak nebyl studovan vztah mezi denzitou
HRS bunék a pomérem mezi HRS butikami a LAM na
vyvoj onemocnéni. Studovali jsme proto vzorky z doby
diagnézy ziskané od 38 pacientl s cHL. Hodnoceny byly
fezy se zakladnim barvenim hematoxylinem a imuno-

histochemickym barvenim pomoci CD30 (HRS), CD68
(LAM). Po naskenovani vzorku pomoci automatické
analyzy TissueFAXS (TissueGnostics, Vienna, Austria)
byla manualné odliSena (gatovana) nadorova tkan
(TTS - total tumor sample) a vylouceny oblasti fibrézni,
nekrotické ¢i znehodnocené tkané; ziskana data byla
dale zpracovana TissueQuest softwarem. B€hem doby
sledovani (median 64,8 mésict od ukonceni 1écby) doslo
19 (24%) pacientti k relapsu ¢i progresi cHL (RR kohor-
ta) a 7 (18%) pacientl zemtelo. U 22 (58%) zatazenych
pacientd nebyl béhem doby sledovani zaznamenan
navrat onemocnéni (skupina ,relapse-free“, RF). TTS
zaujimala 27,2+13,5 mm2, primérny pocet bunék ve
studovanych vzorcich byl 461504+286491 bunék/mm?2,
pricemz TTS ani pocet bunék/mm?2 se u RR a RF kohort
nelisily (P>0,05). Denzita CD30+ HRS byla vyssi u pa-
cientll RF neZ RR (283 vs 93 bunék na mmz2, P=0,006).
Pomér CD68+/CD30+ bunék (LAM/HRS) byl vys$si u RR
skupiny nez u RF pacient@i (13,1 vs. 7,5). Vysoky po-
meér LAM/HRS (>7,5) byl asociovan s hor$im 5-letym
PES (41,1% vs. 94,7%, P=0,001) a OS (62,2% vs. 100%,
P=0,004). Multivariantni Cox analyza prokazala, Ze
vysoky pomér LAM/HRS je nepfiznivym prognostickym
faktorem pro PFS (P=0,01, HR=13,3) nezavislym na vé-
ku, pohlavi, stadiu a subtypu lymfomu. Nase vysledky
naznacuji vyuzitelnost métfeni denzity HRS bunék
a poméru mezi HRS bunikami a LAM v prognézovani
pacientl s Hodgkinovym lymfomem. Ovéfeni téchto
vysledkli dale probihd na vét§im souboru pacientti.
Grantova podpora: IGA_LF_2016_001, LFUP_2016_011,
Takeda Pharmaceuticals (IISR-2015-101289)

P40/2930. DA-R-EPOCH V LECBE
MLADSICH NEMOCNYCH S DLBCL
Simkovié M., Belada D., Moty¢kova M., SykoroviaA.,
Pospiskova J., Zak P. (IV. interni hematologickd Klinika,
Fakultni nemocnice a LékarFska fakulta UK, Hradec Krdlové)

Uvod: Standardni 1é¢ba reZimem R-CHOP mlad-
$ich nemocnych (<60let) s difuznim velkobunécnym
B-lymfomem (DLBCL) s vy$$im aalPI (>1) je spojena
srelabujicim ¢i primarné refrakternim onemocnénim
az u poloviny pacientl. Vysledky studii faze II u této
podskupiny nepfedlé¢enych nemocnych s DLBCL na-
znacuji, ze by rezim DA-R-EPOCH mohl vést k lepsim
vysledkiim nez pfi pouziti protokolu R-CHOP. Velmi
ptiznivé 1é¢ebné vysledky dosahuje DA-R-EPOCH také
u nemocnych s primarnim mediastindlnim velkobu-
nécnym B-lymfomem (PMBL). Cile projektu: Posouzeni
ucinnosti a bezpecnosti rezZimu DA-R-EPOCH v 1. li-
nii 1é¢by mladsich nemocnych s DLBCL vyS$siho rizi-
ka (aaIPI>1) a pacientl s PMBL. Nemocni a metody:
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Retrospektivni analyza byla provedena u 22 pacientli
léCenych nalv. interni hematologické klinice, Fakultni
nemocnice a Lékatské fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové od srpna 2012 do listopadu 2015 (6
muzi [27 %], vékovy medidn 56 let [rozmezi 24-66]).
V dobé zahdjeni 1é¢by byli 3 nemocni (14 %) ve véku
>60 let, u téchto pacientli umoznoval velmi priznivy
Zastoupeni jednotlivych subtypti DBLCL: PMBL7/22 (32
%), jiny podtyp DLBCL 15/22 (68 %). Rozdéleni souboru
na zakladé imunohistochemické detekce: GC-fenotyp
11/22 (50 %), non-GC 7/22 (32 %), neurceno 4/22 (18 %).
Rozdéleni do rizikovych skupin podle aalPI: skoére 1
u 4/22 (18 %; pouze PMBL), 2 u 15/22 (68 %), 3 u 3/22 (14
%). 71 % mélo pokrocilé stadium onemocnéni (III-1V). B
ptiznaky byly pfitomny u 6/22 (27 %), bulky choroba (>10
cm) u10/22 (45 %), zhorSeny vykonnostni stav (ECOG >1)
u6/22 (27 %), zvySeny beta-2-mikroglobulin u 6/19 (32 %)
a zvySené LDH u 22/22 (100 %). Profylaxi CNS postizeni
dostalo 11/22 (50 %) nemocnych (i.t. profylaxe, n=7, HD-
MTX, n=4). VSichni obdrzeli antimikrobidlni profylaxi
sulfametoxazolem/trimetoprimem a valaciklovirem ¢i
ekvivalenty. Vysledky: Kompletni remise (PET-CR) byla
dosaZena u 18/22 (82 %), parcialni remise u 2/22 (9 %),
stabilni choroba u 1/22 (5 %) a progresivni choroba u 1/22
(5 %). Lécba byla predcasné ukoncena u 2 pacientii pro
zavaznou toxicitu (1x nitrobfis$ni sepse, 1x perforace
tenkého stfeva). Celkem bylo podano 103 1é¢ebnych
cykll, median nejvyssi dosaZzené davkové hladiny byl
2 (rozmezi 1-5). Zavazné infekce ¢i febrilni neutropenie
(stupen >2 dle CTCAE) se objevily u 5/22 (23 %) a periferni
neuropatie vyzadujici redukci davky vinkristinu u 4/22
(18 %) nemocnych. Data tykajici se PFS a OS dosud
nejsou k dispozici pro kratké sledovani (median FU 9
mésich). K progresi/relapsu doslo u 3/22 (14 %) nemoc-
nych (1x primarné progresivni PMBL, 1x tzv. double-hit
lymfom s prikazem zlomu genu MYC a BCL2, 1x pro-
grese v oblasti CNS). Zavér: Lé¢ba mladS§ich nemocnych
s DLBCL vy$siho rizika a pacienti s PMBL protokolem
DA-R-EPOCH vykazuje slibnou t¢innost s pfijatelnou
toxicitou. Hodnoceni dlouhodobé 1écebné odpovéedi
bude mozné az po del$im sledovani souboru (nejvyssi
riziko relapsu je do 2 let od skonceni terapie).

P41/2921. I’()ROFILOV[\NI;CHEMOKINOV?CH
RECEPTORU U PACIENTU S CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMII

Manukyan G., Papajik T., Gregorova P., FillerovaR.,
UrbanovaR., JaroSova M., Jiskrova E., TurcsanyiP.,
Prochazka V., Kriegova E. (Department of Immunology,
Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University
Olomouc; Group of Molecular and Cellular Immunology,

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 22, 2016, SUPLEMENTUM

Institute of Molecular Biology, Yerevan - ARM; Department
of Hemato-Oncology, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University and Faculty Hospital, Olomouc - CZ)

Tumour cell migration share many similarities
with leukocyte trafficking, which is regulated by che-
mokines and their receptors. A growing body of evi-
dence indicates that chemokine receptors contribute
to development and progression of numerous cancers
including chronic lymphocytic leukemia (CLL). CLL
is a lymphoproliferative disorder characterized by by
accumulation of mature B lymphocytes in the peri-
pheral blood, bone marrow, and lymphoid tissues. We
aimed to analyze expression profiles of five chemokine
receptors CXCR3, CXCR4, CXCR5, CCR7, and CXCR7 on
normal and malignant B-cells from patients with CLL
with flow cytometry. CLL cells were identified as CD5+/
CD19+ cells. Cytometric analysis of chemokine receptor
expression determined that the majority of neoplastic B
cells were positive for CXCR4, CXCR5, and CCR7 which
percentage was significantly higher than on normal
B cells (P<0.05). In opposite, significant reduction
in percentage of CXCR7 on neoplastic cells was found
(P<0.05). In comparison with healthy individuals,
in patients with CLL a significant increase in MFI of
CXCR4 (P<0.001) and CCR7 (P<0.001) on CLL cells was
detected. Taken together, our results have shown that
CLL is associated with distinct profiles of chemokine
receptor expression, suggesting their important role
during CLL development. Regulation of these receptors
can represent an attractive molecular target for the
treatment of CLL. Further investigations are needed to
establish consistency of chemokines and their receptors
interacting as a complex network. Grant support: MZ
CR VES16-32339A; IGA_LF_2016_001; IGA_LF_2016_011.

P42/2913. KORELACE VYBORANYCH
PROGNOSTICKYCH ZNAKU A EXPRESE
PD-1NA CD4+PD-1+ A CD8+PD-1+
T-LYMFOCYTECH U CLL

Novak M., Prochazka V., Papajik T. (HOK
ENOL,Olomouc)

Prezentujeme analyzu korelace vybranych prognos-
tickych marker (exprese CD38 a ZAP-70, mutacni stav
IGVH a pritomnost prognosticky neptiznivych cytoge-
netickych abnormalit, deleci oblasti 17p a/nebo 11q)
s expresi receptoru PD-1 (Programmed Death-1) na CD4+
a CD8+ T-lymfocytech u nemocnych s CLL. Analyzou
korelaci ziskanych vypoctem Spearmanova korelacni-
ho koeficientu byly zjistény nasledujici skutecnosti:
CD4+PD-1+ a CD38: 1Sp = 0,142 slaba (nepouzitelna)
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zavislost, CD8+PD-1+ a CD38: rSp = 0,092 slaba (nepou-
Zitelna) zavislost, CD4+PD-1+ a ZAP-70: 1Sp = 0,168 slaba
(nepouzitelna) zavislost, CD8+PD-1+ a ZAP-70: 1Sp =
0,175 slaba (nepouzitelna) zavislost, CD4+PD-1+ a delece
oblasti 17p a/nebo 11q: rSp = 0,116 slaba (nepouzitelna)
zavislost, CD8+PD-1+ a delece oblasti 17p a/nebo 11q:
1Sp = 0,183 slaba (nepouzitelna) zavislost, CD4+PD-1+
a pritomnosti mutované formy genu pro tézké retézce
imunoglobulinti (IGVHMUT): 1Sp = 0,452 stfedni zavis-
lost, CD8+PD-1+ a pfitomnosti mutované formy genu
pro tézké fetézce imunoglobulin®i (IGVHMUT): 1Sp
= 0,584 stfedni zavislost. Median absolutniho poctu
PD-1+ bunék na CD4+ i CD8+ T-lymfocytech u nemoc-
nych s mutovanou formou IGVH genu (IGVHMUT)
byl signifikantné vys$si, neZ u nemocnych bez pti-
tomnosti této mutace (IGVHUNMUT): CD4+PD-1+
IGVHMUT 0,628*109/1 vers. CD4+PD-1+ IGVHUNMUT
0,345*109/1, p= 0,025 CD8+PD-1+ IGVHMUT 0,561*109/1
vers. CD8+PD-1+ IGVHUNMUT 0,238*109/1, p = 0,037
Analyzou Spearmanova korela¢niho koeficientu byla
prokazana stfedné silna zavislost mezi expresi markeru
PD-1na subpopulacich CD4+ a CD8+ T-lymfocyti u ne-
mocnych s CLL a pfitomnosti mutované formy genu pro
tézké fetézce imunoglobulinti (IGVH). Median absolut-
niho poctu PD-1+ bunék na CD4+ i CD8+ T-lymfocytech
u nemocnych s mutovanou formou IGVH genu byl
signifikantné vyssi, neZ u nemocnych bez pritomnosti
této mutace. Prikazna zavislost mezi expresi markeru
PD-1na subpopulacich CD4+ a CD8+ T-lymfocyti u ne-
mocnych s CLL a expresi marker CD38, ZAP-70 a dele-
cemi oblasti 17p a/nebo 11g u nemocnych s CLL nebyla
nalezena. Biologicky vyznam vys$si miry exprese PD-1
u nemocnych s mutovanou formou IGVH genu, tedy
u pacientd s priznivéjsi prognézou, je nejasny a vyza-
duje dalsi vyzkum. Podpofeno granty IGA-LF-2015-001,
MZCR IGA NT 13576 a grantem Nadace pro transplantace
kostni dfené, Plzen.

P43/2904. DETEKCIA MUTACIE MYD88
L265P U PACIENTOV S WALDENSTROMOVOU
MAKROGLOBULINEMIOU (WM)

Lukackova R. (Oddelenie klinickej genetiky, Medirex a.s.,
Bratislava - SK)

Waldenstrémova makroglobulinémia (WM) je lym-
foproliferativne ochorenie zaradujice sa podla Kklasi-
fikacie WHO do skupiny lymfémov. Tvori 1 aZ 2% zo
vSetkych hemoblastéz. Je charakterizované infiltraciou
kostnej drene klondlnymi B-lymfocytmi a pritomno-
stou monoklonalneho imunoglobulinu IgM v sére.
Medzi klinické prejavy tohto ochorenia patria: chronic-
ka tnava, krvacanie z dutiny tstnej a nosnej, bolesti

hlavy, kozna purpura a neuropatia. V sti¢asnej dobe je
WM stale nevyliecitelna, s medidnom prezitia 5 rokov.
Z tohto dévodu sa liecba zameriava hlavne na potlace-
nie priznakov s minimalnym poskodenim vnutornych
organov. MYD L265P je nova popisana somatickd mu-
tacia vyskytujiica sa u 95% pacientovs WM, v géne do-
chadza k zamene leucinu za prolin v kodéne 265 (L265P).
Mutacia MYD88 L265P prostrednictvom aktivovanych
signalnych drdh NF-xB a Akt-mTOR zvysuje proliferaciu
a prezivanie patologickych buniek. Stanovenie tejto
mutacie predstavuje novy diagnosticky marker pri WM.
V mensom percente sa vyskytuje u inych lymfoproli-
ferativnych ochopreniach (napr. CLL, DLBCL). Naopak
tato mutacia nie je pritomna pri mnohopocetnom
myeléme, preto sluzi ako vhodny diagnosticky marker
pri stanovovani presnej diagnézy. Mutacia v MYD8S je
marker odliSujici WM od inych lymfoproliferativnych
ochoreni. Cielom prispevku je prezentovat zavedenu
metodiku sekvenovania a MLPA analyzy, ktoré maja
vyznam v diagnostike WM. Pritomnost mutacie MYD88
ma vplyv na klinické prejavy a prognézu WM a jej
urcenie napomaha pri vybere optimalnej lieCebnej
stratégie.

P44/2878. KOMPLEXNI PI?I'STUP

V DIAGNOSTICE LYMFOMU

V PRAKTICKYCH PRIKLADECH

Kalinova M., Krskova L., Mrhalova M., Mandakova
P., Candova J., Prouzova Z., Soukup J., Campr V.,
Kodet R. (Lymfomova skupina Ustavu patologie a moleku-
larni mediciny 2. LF UK a FN v Motole, Praha)

Diagnostika a spravna klasifikace lymfomd vyzadu-
je komplexni laboratorni pfistup. Zakladem je klasické
histopatologické, morfologické a cytologické vySetfenti,
na které navazuje imunohistochemicky prtakaz (IHC)
exprese proteinti, vySetfeni metodami fluorescenc¢ni
in situ hybridizace na interfaznich jadrech (I-FISH),
a analyza nukleovych kyselin molekuldrnimi meto-
dami. Je vyhodné, kdyzZ je moznost vySetfeni tkané
pomoci priitokové cytometrie. Na prikladu nékolika
kazuistickych pfipadti dokumentujeme ticelnost kom-
plexniho laboratorniho pfistupu v diagnostice lymfo-
mil. V nékterych pripadech by bez specializovanych
vySetfeni nebyla spravna diagnostika mozna, nékdy
mohou byt naopak nékteré diléi vysledky zavadéji-
ci. Proto je vhodné, aby vSechny specidlni laboratote
zaméfené na hematopatologickou diagnostiku byly
soucasti jednoho pracovisté a bylo tak mozné jednotliva
vySetfeni jednoduse a i¢elné propojit. Timto pfistupem
je mozné dospét k presné diagnoze ve vétsiné pripadi,
a tak vyhovét naroktim kladenym na spravné zarazeni
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lymfom pro naslednou terapii nemocnych. Ilustrace
na kazuistickych pfipadech jsme vybrali, aby zdtiraz-
nily nejen vyznam a nutnost zaclenéni molekularnich
metod do rutinniho vySetfeni lymfomd, ale iz pohledu
potfeby zachovat si vedle vyuziti novych laboratornich
metod také zdravy diagnosticky nadhled pfi interpre-
taci komplikovanych nalezli. Bez spoluprace tymu
patologii, molekularnich biologti, imunologli, hema-
toonkologh by diagnostika lymfomd u ¢asti nemocnych
byla obtizna nebo dokonce neproveditelnd. Podpofeno
projektem (Ministerstva zdravotnictvi) koncep¢niho
rozvoje vyzkumné organizace 00064203 (FN MOTOL)
a OPPK CZ.2.16/3.1.00/24022.

P45/2877. RITUXIMAB V LIECBE
CHRONICKEJ B-LYMFOCYTOVEJ LEUKEMIE

- SKUSENOSTI KHAT V BRATISLAVE
Hrubisko M., Stefinikova Z., Masarova K., Lukas
J., Mistrik M., Roziakova L., Skrakova M., Sninska
Z., Sopko L., Batorova A. (Klinika hematologie a trans-
fiiziologie LF UK, SZU a UN Bratislava, Antolska 11, 851
07, Bratislava - SK)

Uvod: Liecba chronickej B-lymfocytovej leukémie
(CLL) sa zasadnym sp6sobom zmenila po pridani mo-
noklonalnych protilatok (MAD) do jej liecby. Zavedenie
novych cytostatik (fludarabin) resp. ich kombinacii
(fludarabin + cyklofosfamid - FC) vyrazne zvysilo pocet
pacientov s odpovedou na liecbu, a to vratane komplet-
nych remisii. I ked sa pozorovalo prediZenie prezivania
bez relapsu (RFS), k prediZeniu celkového preZivania
(0OS) nedoslo. Az pridanim monoklonalnej protilat-
ky anti-CD20 (Rituximab - RXM) ku kombindacii FC
(FCR) doslo k zmene v prediZeni OS. Vyrazne stiipol
pocet remisii (FCR: ORR 90% oproti 44% v ramene FC)
(Hallek, The Lancet 376, 2010) a podla novSich tdajov,
po 9,5-rocnom sledovani, je zretelny pozitivny vplyv
aj na OS (FCR: median prezivania nedosiahnuty vs. FC
86 mes.) (Fischer K et al. ASH 2012). Ciel: Porovnanie
efektivity rezimu FCR so skupinou chorych liecenych
v minulosti bez pouzitia RXM. Material a metdédy:
Subor tvori 73 pacientov z rokov 2001 - 2015 lie¢enych
chemoterapiou na baze fludarabinu, ¢iuzsélo, v kom-
bindcii s cyklofosfamidom resp. FC + RXM. Kombindcia
FCR sa zacala rutinne pouzivat na KHaT od roku 2008.
10 pacientov, ktori zrelabovali po rezime F(C), dostalo
ako dalsiu lie¢bu kombinaciu FCR. Tito chori st zahr-
nuti v oboch skupinach, preto je sticet chorych 83 (60
v skupine FCR a 23 v skupine F(C)). Priemerny vek pri
diagnéze v celom stibore bol 57 rokov (medidn 56 r.,
rozsah 28-79 rokov). V skupine FCR resp. F(C) boli tieto
hodnoty (priemer - median - rozsah) 57,2/52,3 - 56,5/50
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- 28-79/28-76 mesiacov. Median diZky sledovania od
ukoncenia lie¢by bol 46,5 mes. (rozsah 3-103 mes.).
Rezim FCR dostalo 45 pacientov v 1. linii, 12 chorych
v 2. 1inii, 2 pacientiv 3. linii a jeden az v 5. 1linii liecby.
Rezim F(C) bol ako prvoliniovy podany 19 pacientom,
Vysledky: Len u Styroch pacientov sme v skupine FCR
nezaznamenali odpoved na liecbu, 56 (93%) dosiahlo
odpoved, vacsinou kompletnt remisiu. V kontrolnej
skupine F(C) malo rezistentnt chorobu 5z 23 pacientov,
pocet odpovedi bol 18/23, Cize 78%. Median prezivania
bez choroby v skupine FCR bol 44 mesiacov, kym v sku-
pine bez RXM len 23 mes. Rozdiel sice nie je Statisticky
signifikantny, ale pozorujeme vyrazny trend v prospech
skupiny FCR. OS v skupine FCR nebol eSte dosiahnuty,
v skupine F(C) je median prezivania 83 mesiacov. Ani
tunie je rozdiel Statisticky vyznamny, je v§ak potrebné
uviest, Ze 11 chorych v skupine bez RXM bolo lie¢enych
v dalsej linii rezimom FCR prip. inymi spésobmi. Dvaja
pacienti v skupine FCR Ziju po alogénnej nepribuzen-
skej transplantacii krvotvornych buniek. Vzhladom
na malé pocty pacientov v jednotlivych podskupinach
podla cytogenického rizika sme vyhodnotenie podla
genetickych markerov nerobili. Zaver: Obdobie pre-
Zivania bez choroby (PFS) sa pridanim Rituximabu
do lie¢by CLL vyrazne predizilo, medidn PFS je oproti
historickej skupine temer dvojnasobny. Zaznamenali
sme aj zlepSenie celkového preZivania, ktorého median
nebol este v skupine FCR dosiahnuty. Vyznamne sa
zlep§ila kvalita zivota vzhladom k tomu, Ze pacienti
dlhé obdobie - radovo roky - nie si odkazani na cyto-
staticka liecbu. V budtcnosti je mozné predpokladat
dalsie zlepSenie vysledkov, nielen preto, Ze kombina-
cie na baze Rituximabu sa stali Standardnou sticastou
lie¢by CLL uz v 1. linii, ale aj vzhladom na dostupnost
dalsich novych monoklonalnych protilatok.

P46/2872. ZKUSENOSTI

S LECBOU PERZISTUJICIHO

CHYLOTHORAXU ASOCIOVANEHO

S LYMFOPROLIFERATIVNIMI ONEMOCNENIMI
Pospiskova J., Belada D., Zik P., Smolej L., Simkovi¢
M., Moty¢kova M., Stépankova P., Sykorova A. (IV.
interni hematologicka Klinika, Fakultni nemocnice, Hradec
Kradlové)

Chylothorax u malignich lymfoproliferativnich one-
mocnéni se vyskytuje vzacné, nejcastéji u nehodgkin-
skych lymfom, klinicky ale pfedstavuje ¢asto zavazny
problém. Cilem prace je prezentovat vysledky konzerva-
tivni 16¢by 10 pacientd s perzistujicim netraumatickym
malignim chylothoraxem. Jednalo se o 5 nemocnych
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s folikularnim lymfomem, 4 s chronickou lymfocytarni
leukemif a 1s T-perifernim nehodgkinskym lymfomem
bliZe neuréenym. V nasem souboru byly 3 Zeny, median
véku nemocnych v dobé diagnézy byl 66 let (95 % IS 57.5
az 69.7 let). Konzervativni terapie vedouci k zastaveni
tvorby chylothoraxu trvala v praiméru 66 dnt (SD 32.6),
zahrnovala 1é¢bu zakladniho onemocnéni a soucasné
dlouhodobou podptirnou péci (drendz hrudni dutiny,
dietni opatfeni a nutri¢ni podporu). K vymizeni chylo-
thoraxu doslo ve vétsiné pripadi (80 %) aZ pri dosazeni
1écebné odpovédi u hematoonkologického onemocnént,
které zplisobovalo poSkozeni hrudniho mizovodu. Ve
dvou pifipadech byla s velmi dobrym efektem aplikova-
na nizkodavkova radioterapie. Ozafen byl bud pfimo
ductus thoracicus nebo paraaortalni a mediastinal-
ni lymfatické uzliny. Konzervativni 1é¢bu maligniho
chylothoraxu lze povaZovat za vhodnou metodu 1é¢by,
potlaceni aktivity lymfoproliferativniho onemocnéni
se z naS$ich vysledka zda byt zasadni. Nicméné studie
s vétsim poctem pacientli by byla potfeba ke stanoveni
spolehlivéjsich zavérd. Jednou z pricin naruseni funkce
hrudniho mizovodu (ductus thoracicus) je infiltrace

nebo utlak nddorem. To vede k iniku a hromadéni
chylu v pohrudnic¢ni dutiné. Jde o méné castou, ale
zavaznou komplikaci. Objemny vypotek mtze vést k re-
spira¢nim obtizim, zavislym na mnozstvi a rychlosti
dopliiované tekutiny. Chylus obsahuje velké mnozstvi
tuku a v tucich rozpustnych vitamint, proteinti, elek-
trolytlh a T lymfocyti. Porucha resorpce nebo ztraty
chylu pfi evakuaci vedou ¢asto k zavazné malnutrici,
dysfunkci imunitniho systému, dehydrataci a hypo-
vitaminéze. U vSech nami popisovanych pacientd se
podarilo potlacit tvorbu chylothoraxu, a to s medi-
anem doby k jeho vymizeni 73 dni (95 % IS 42.5-89.1
dni). Vznik chylothoraxu byl v 90 % spojen s aktivitou
malignilymfoproliferace s pfitomnosti mediastinalni
lymfadenopatie a/nebo pfitomnosti nadorovych bunék
v chyléznich vypotcich. Efektivni potlaceni maligniho
onemocnéni obvykle vedlo i k vymizeni chylézni se-
krece. Pouze u jednoho nemocného (10 %) byla druhd
progrese chylothoraxu nejasnd a davana do souvislosti
s probéhlou radioterapii paraaortalnich a mediasti-
nalnich lymfatickych uzlin. Terapie zahrnovala jak
1é¢bu zakladniho onemocnéni prislusnymi chemote-
rapeutickymi rezimy (FCR, R-dex, RCD, R-CHOP, GDP,
R-GDP, obinutuzumab + bendamustin, R-ESHAP,
R-mega-CHOP), tak 1é¢bu chylothoraxu. U vSech ne-
mocnych byla v ivodu nutna pleuralni punkce/drenaz
pro respiracni obtize. K ovlivnéni chylézni sekrece byla
aplikovana dieta s omezenim tukl v 70 % a parente-
ralni vyziva v 80 %. Pouze u dvou pacientt (20 %) byla
pouzita radioterapie. V jednom ptipadé byl ozafen
pfimo hrudni mizovod s velmi dobrym efektem a to
vdavce 9 Gy v 5 frakcich. U druhého pacienta byly oza-
feny paraaortalni a mediastinalni lymfatické uzliny
v davce 4 Gy ve 2 frakcich. Po déletrvajici nizkotucné
dieté doSlo u 4/7 pacienti (57 %) k jejimu porusovani
nebo nedodrzovani, ve tfech pfipadech pacientijizna
zacatku 1é¢by dietu odmitli.
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LABORATORNI DIAGNOSTIKA

P47/2925. LABORATOR TESTU
SLUCITE!.NOSTI JAKO SOUCAST
REGIONALNI REFERENCNi LABORATORE
Borutova N., Pfidalova J., Holuskova I., Galuszkova
D. (Transfuzni oddéleni FN, Olomouc)

Uvod: Pfiprava transfuze pro pacienty podléha radé
nafizeni. K pfipravé transfuze je zapotiebi krevni vzo-
rek pacienta a zadanka o transfuzni pripravky, které
pfijimame na pracovisti Centralniho pfijmu vzorka.
Vzorky jsou nasledné zpracovavany v Laboratofi testl
slucitelnosti. Metodika: Pfedtransfuzni vySetfeni se
sklada z vySetfeni krevni skupiny pacienta, screenin-
gu antierytrocytarnich protilatek a vlastniho testu
slucitelnosti, ktery slouzi k posouzeni kompatibility
erytrocytli darce a plasmy pfijemce. Jsou-li béhem
predtransfuzniho vysetfeni zjistény néjaké komplikace
(napf. pozitivni protilatkovy nalez, nejednoznacné ur-
ceni krevni skupiny, pozitivni test slucitelnosti) musi
byt dale vzorek doSetfen v Laboratofi specidlni imuno-
hematologie, kde po vySetfeni zdravotni laborantka se
specializaci spolu s 1ékatem uzavre vysledek a doporuci
dalsi postup k vybéru vhodného transfuzniho ptiprav-
ku pro pacienta. Do laboratofe Transfuzniho oddéleni
Fakultni nemocnice Olomouc (TO FNOL) je denné pfiji-
mano v prumeéru kolem 45 poZadavki na predtransfuzni
vySetfeni nejen z riznych oddéleni FNOL, ale i ze §iro-
kého okoli a poCet nakiizenych transfuznich pfipravki
se pohybuje mezi 80 -120 denné. Vysledky: Kazdy mésic
je prijimano do Laboratore testll slucitelnosti TO FNOL
cca 1100 - 1300 pozadavkil o pfedtransfuzni vySetfeni.
V roce 2015 bylo pfijato 13060 vzorkl na predtransfuzni
vySetfeni. Z toho bylo 4550 poZzadovano v rezimu sta-
tim a 8510 v rezimu plan. V 780 pfipadech bylo nutné
presetfeni v Laboratofi specidlni imunohematologie.
Zavér: Vysledkem nasi prace je cilena a predevs§im
icelnd hemoterapie upravena podle potfeb pacienta.

P48/2964. MONITOROVOANI' HLADINY
BCR/ABL1 TRANSKRIPTU U PACIENTU

S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII
Koliac¢kova M., Kfupkova L., Divoka M., Slavik L.,
Papajik T. (Hemato-onkoligickd klinika, FN a LF UP,
Olomouc)

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je nadoro-
vé myeloproliferativni onemocnéni hematopoetické
kmenové buriky s incidenci 1,0 aZ 1,5 novych pfipadi
na 100 000 obyvatel / rok. Kauzalni pfi¢inou vzniku
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CML je pritomnost fazniho genu BCR-ABLI1, Kktery je
vysledkem reciproké translokace t(9;22)(q34;ql11). Fazni
gen BCR-ABLI slouzi jednak jako marker pro potvrzeni
Klinické diagnézy CML a jednak jako marker pro sle-
dovani tspésnosti 1é¢by a monitorovani minimalni
rezidudlni nemoci. Zavedeni imatinib mesylatu a in-
hibitort tyrozinovych kinaz druhé generace do klinické
praxe vyrazné ovlivnilo ispésnost 1é¢by CML pacientdi.
Nedilnou soucasti terapie CML se stalo monitorovani
hladiny BCR-ABLI1 transkriptt v periferni krvi. K tomu
slouzi standardizovana metoda kvantitativni reverzné
transkriptazova polymerazova fetézova reakce (Q-RT-
PCR) s pouzitim fluorescen¢né znacenych sond. Jedna
se orychlou PCR v redlném ¢ase, kdy vysledna hladina
BCR-ABLI transkripti je vztazena k expresi kontrolniho
genu ABLL. V naSem sdéleni se zaméfime na vyznam
monitorovani hladiny BCR-ABLI transkriptd u CML
pacienti 1é¢enych inhibitory tyrozinovych kindz. Pro
nazornost uvadime 3 modelové situace 1é¢ebnych od-
povédi, které mohou nastat.

P49/2977. LZE VERIT VYSLEDKUM
»ANALYZY ZIVE KAPKY KRVE*?

Kfupka M. (Ustav imunologie LF a FN, Olomouc)

Darkfield Live Blood Analysis neboli analyza Zi-
vé kapky krve v temném poli je komercné nabizena
metoda, kterd v poslednich letech dosihla v Ceské
republice znacného rozsifeni. Podle propagatora této
metody je mozné jeji pomoci ziskat z jediné kapky krve
komplexni obraz o zdravotnim stavu pacienta. Podle
webovych stranek nabizejicich tuto metodu ,,alterna-
tivni mediciny* ji 1ze pouZit ke zjiSténi Sirokého spektra
parametrii, jako je stavimunitniho systému (alergie,
autoimunity), potize s krevnim cukrem, viskozita krve,
riziko infarktu ¢i mrtvice, hladiny Zeleza, kyseliny lis-
tové ¢i vitaminu B12, ale i ponékud nejasné stavy jako
je ,stav detoxikace ¢i pfekyseleni organismu“ ¢i ,,my-
koza krve“. Objevuji se i informace o moznosti vyuziti
k diagnostice nadorovych chorob. Analyza Zivé kapky
je nabizena vétSinou osobami bez oficialniho zdravot-
nického ¢ibiologického vzdélani za pfimou thradu a je
zaloZena na pozorovani nefixovaného vzorku kapilarni
krve za vyuziti mikroskopie v temném poli a digitalni
zdznamové techniky. Cilem prace bylo pomoci jedno-
duchého experimentu prispét k objektivnimu popisu
metody ,,analyzy zivé kapky krve*“ a redlnosti tvrzeni
o0 jejivyuzitelnosti v monitorovani zdravotniho stavu.
Byla pouzita Cerstva kapilarni krev dobrovolnika netr-
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piciho vyraznéjsimi zdravotnimi komplikacemi, ktera
byla zpracovana podle dostupnych informaci o pouzi-
vané metodice analyzy. Kromé toho byly vzorky také
vystaveny riznym vnéjs$im vlivim, jako je nafedéni
hyperosmotickym pufrem ¢i hodinové stani pii poko-
jové teploté. Vzorky byly nasledné pozorovany pomoci
mikroskopie ve fizovém kontrastu, kterd poskytuje
podobné vysledky jako mikroskopie v temném poli.
Ziskané snimky byly srovnany s fotografiemi, které
jsou na webovych strankach provozovateld ,,analyzy
Zivé kapky krve“ uvadény jako vzor zmén zptisobenych
uidajnou nerovnovahou organismu (¢asto popisovanou
jako tzv. pfekyseleni) nebo redlnymi patologickymi
stavy. Na zakladé ziskanych snimkd a jejich srovnani
se snimky provozovatel popsané metody lze konstato-
vat, Ze vétSina jevli uvadénych v pozorované krvi jako
znamka zdravotnich problém@ mohou byt s vysokou
pravdépodobnosti artefakty vznikajici pfi zpracovani
vzorku (vzduchové bublinky, necistoty) nebo pfirozené
probihajici procesy (krevni srazlivost, vysychani prepa-
ratu s naslednym zakoncentrovanim slozek krevni plaz-
my a vznikem hypertonického prostfedi s naslednou
tvorbou echinocytl ¢i rouleaux forem). Vyhodnoceni
nepodléha zadné standardizaci a je tak pravdépodobné
vyrazné zatiZeno dojmy a individudlnimi nazory jed-
notlivych pracovniki, coz se také ukazalo v nékolika
malo dostupnych publikacich vénujicich se tomuto
tématu (1-3). Na zakladeé téchto dat tak nelze predpokla-
dat redlny prakticky pfinos komer¢né nabizené metody
»analyzy zivé kapky krve“ pro sledovani zdravotniho
stavu a je na misté varovat pfed vyvozovanim jakych-
koliv zavéra z jejich vysledkli. Podpoteno grantem IGA_
LF 2016_011. Literatura: 1. Teut M., Lidtke R., Warning
A. (2006) Reliability of Enderlein ‘s darkfield analysis
of live blood. Altern Ther Health Med. 12(4): 36-41. 2.
El-Safadi S. Tinneberg H-R., Briick F., von Georgi R.,
Miinstedt K. (2005) Erlaubt die Dunkelfeldmikroskopie
nach Enderlein die Diagnose von Krebs? Eine pro-
spektive Studie. Forsch Komplementarmed Klass
Naturheilkd 2005;12:148-151. 3. Ernst E. (2005-07-12).
Intrigued by the spectacular claims made for Live Blood
Analysis? Don‘t be. It doesn‘t work. The Guardian.

P50/2926.'0PTICKA' AGREGOMETRIE

- POROVNANI VYSLEDKU VYSETRENI

V PLAZME NEUPRAVOVANE A UPRAVENE NA
STANDARDIZOVANY POCET TROMBOCYTU
Bultasova L., Korelusova 1., Slechtova J., Duspivova
1. (EN Pilzeii, UKBH, Plzeii)

NasSe hematologicka laboratof pouziva dlouhodobé
pro vySetfeni agregace trombocytd optickou metodou

na pristrojich fady APACT plazmu s upravenym poctem
trombocytli na 250.10E9/1. Pfipravuje se smisenim plaz-
my bohaté na desticky s plazmou chudou na desticky
v poméru zavislém na poctu trombocytli v kazdé z nich.
Na zakladé doporuceni vyrobce pro analyzator APACT
4004 a Doporuceni pro standardizaci optické agrego-
metrie SSC/ISTH z 12/2012 jsme porovnavali vysledky
vySetfeni agregace trombocytli v plazmeé upravené na
standardizovany pocet trombocytli (250.10E9/1) a plaz-
my s neupravovanym poctem trombocytl. Pocet trom-
bocytll v neupravované plazmeé se pohyboval v rozmezi
317-600.10E9/1. Pro vySetfeni byly pouzity induktory
v uvedenych koncentracich: ADP (10 uM/1), kolagen
(100 ug/ml), kys. arachidonova (5 mg/ml), ristocetin
(1,5 mg/l a 0,7 mg /1). Celkem bylo vySetfeno 29 pa-
cientli. Zavér: Pii pouziti induktori ADP, kolagenu,
kyseliny arachidonové a ristocetinu o koncentraci 1,5
mg/1 nebyly zjiStény rozdily ve vysledcich maximalni
amplitudy agregace trombocytll v upravené a neupra-
vované plazmé (rozdil vysledki se pohyboval v rozmezi
0,5-6,0 %). Byl zjistén rozdil mezi vysledky vySetfeni
strmosti agregac¢ni kfivky (11-18 %) - vysledky vySetfeni
neupravované plazmy jsou povsechné vyssi nez z plaz-
my upravené, coz lze vysvétlit vy$§im poctem reagu-
jicich trombocytli. Vyznamnéjsi rozdil mezi vysledky
vySetfeni z upravené a neupravované plazmy byl zjistén
ve vysledcich maximdalni amplitudy agregace trombo-
cytl po ristocetinu o koncentraci 0,7 mg/1a sice 26,4 %,
kdy po standardizaci poctu trombocyti na nizsi pocet
je agregabilita trombocytli naopak vyssi nez v plazmé
neupravované, Také ve vysledcich strmosti kfivky agre-
gace trombocytli v uvedené koncentraci ristocetinu bylo
dosazeno v upravené plazmé o 17 % vy$sich hodnot. Toto
zjisténi bude ovéfovano prométenim dalSich vzorkl
a zvétSenim hodnoceného souboru.

P51/2929. CHARAKTERIZACIA

VRODENYCH ERYTROCYTOZ

Kralova B., Fialova Kucerova J., Kapralova K.,
Pospisilova D., Horvithova M., Divoky V. (Ustav
Biologie LF UP, Olomouc; Détska klinika FNOL, Olomouc)

True polycythemia (or erythrocytosis) is characteri-
zed by increased red cell mass, which can be accompa-
nied by elevated hemoglobin and hematocrit. Primary
polycythemias result from either inherited germline
mutations in erythropoietin receptor (EPOR) or acqui-
red somatic mutations in Janus kinase 2 (JAK2). They
are characterized by augmented sensitivity of erythroid
progenitors to erythropoietin (EPO) and reduced/low-
-normal EPO levels. Recently, mutations in a negative
regulator of EPOR/JAK2 signaling, LNK, were reported
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in erythrocytoses with low EPO levels. Mutations in mo-
lecules involved in hypoxia signaling, which regulates
the production of red blood cells, are associated with
secondary polycythemias characterized by elevated/
high-normal EPO levels and EPO hypersensitivity of
erythroid progenitors in most of the cases. These include
mutations in von Hippel Lindau (VHL, recessive inheri-
tance), alpha subunit of hypoxia inducible factor 2 alpha
(HIF2-alpha) and prolyl hydroxylase domain protein 2
(PHD2) (both dominant inheritance). During the last ten
years we have collected a cohort of twenty-six patients
with congenital polycythemia. The in vitro hemato-
poietic colony assay revealed EPO hypersensitivity of
erythroid progenitors in sixteen of them. Subsequently,
these patients were subjected to mutational screening
of known polycythemia-related genes. A previously pu-
blished EPOR mutation (5967insT), leading to a loss of
the negative regulatory domain of EPOR, was detected in
two unrelated pediatric patients. A known mutation in
HIF2-alpha (p.G537R), which is responsible for increased
HIF signaling, was found in two unrelated children. In
one pediatric patient with signs of a myeloproliferative
disease in the bone marrow, two heterozygous muta-
tions in JAK2 (p.E846D and p.R1063H) were detected.
These two JAK2 substitutions (inherited from healthy
parents) cooperate to augment JAK2 signaling and cause
the disease. A single nucleotide polymorphism (SNP) in
a gene coding for LNK (rs3184504, p.R262W), was revea-
led in five cases. This polymorphism is associated with
increased production of multiple inflammatory and
immunomodulatory cytokines. One of these patients
also inherited a previously described p.P488S muta-
tion in EPOR. However, although reported in a po-
lycythemia patient, the direct causality of this EPOR
mutation with the development of erythrocytosis was
not confirmed. Nevertheless, it is possible that in our
patient the EPOR P488S and LNK R262W may cooperate
in generating the disease phenotype. In addition, this
patient was shown to be a homozygote for SNP 152230724
in JAK2, known to be associated with increased risk of
acute leukemia and gastric cancer development. This
JAK2 152230724 SNP was detected also in five additional
patients with otherwise negative mutational scree-
ning; in two of them together with SNP rs3184504 in
LNK. We conclude that in the majority of congenital
polycythemia cases the causative defect remains to be
elucidated. We propose thatin addition to possible new
targets in EPOR/JAK2 or HIF signaling pathway, some
of the patients may harbor a predisposing mutation/
polymorphism and the full disease phenotype develops
as a result of interaction with some other congenital
or acquired lesion.
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P52/2987. ZAVISLOST UCINNOSTI
NiZKOMOLEKULARNIHO HEPARINU
(STANOVENE TESTEM ANTI XA) NA HLADINE
ANTITROMBINU - KAZUISTIKA GRAVIDNI
PACIENTKY S DEFICITEM ANTITROMBINU
Prochiazkova J., Slavik L., Ulehlova J., Palova M.,
Hlusi A. (HOK LF a EN, Olomouc)

24-leta pacientka se poprvé dostavila na nase pra-
covisté v 8. tydnu 3. gravidity (pfedchozi 2 téhotenstvi
skoncila spontannim abortem). V anamnéze dale 1é-
cend hypertenze a ischemicka cévni mozkova ptihoda
pfed 2 lety, tehdy v ramci celkového vySetfeni zjis-
tén deficit antitrombinu s kauzalni mutaci c.2759c-
-t v homozygotnim stavu. Hladina antitrombinu se
pohybovala mezi 20-30%. Pacientka byla 1écend LMWH
v profylaktické davce (vys$si nebyla mozna z divodu gy-
nekologického krvaceni) v kombinaci s ASA. Na zacatku
II. trimestru doslo k recidivé CMP - s expresivni afazii
a pravostrannou hemiparézou s nalezem ischémie
v povodi ACM vlevo (dle MRI). Trombolyticka terapie
nebyla indikovana pro nesouhlas pacientky. Pfi terapii
lé¢ebnou davkou LMWH a substituci antitrombinu
doslo k rychlé tipravé hybnosti, pretrvavala mirna
expresivni afazie. Pacientka prevedena na warfarin,
na kterém stabilizovana az do 29. tydne gravidity, kdy
doslo k rozvoji preeklampsie. Pro nutnost predcasné-
ho ukonceni gravidity pfevedena na lé¢ebnou davku
LMWH se substituci antitrombinu. Pfi antihyperten-
zivni a symptomatické terapii doslo ke stabilizaci stavu,
gynekology rozhodnuto o odloZeni porodu pro nezralost
plodu. Ve 30. tydnu doslo k intrauterinnimu amrti
plodu. Po porodu byla opét zavedena antikoagulacni
terapie warfarinem, ktera pokracuje dosud. Pacientka
je bez neurologického deficitu. Graf znazornuje zavis-
lost hladiny anti Xa na hladiné antitrombinu (méfeni
byla provadéna pred a po substituci antitrombinu ve
stejném casovém odstupu od podani LMWH). Nase
pozorovani potvrzuje vyznam antitrombinu jako ko-
faktoru nizkomolekularnich heparinii a podporuje nut-
nost substituce antitrombinu v terapii trombotickych
komplikaci pfi jeho nedostatku.

P53/2928. DIAGNOSTIKA VON
WILLEBRANDOVY CHOROBY

NA UKBH FN PLZEN

Korelusova 1., HajSmanova Z., Slechtova J.,
Svajcrova J., Petrmichlova D. (EN Plzeii, UKBH, Plzeii)

Von Willebrandova choroba (vWch) je nejcastéjsi

vrozené krvacivé onemocnéni. Pricinou je nedostatek
nebo funkéni defekt von Willebrandova faktoru (VWE).
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Diisledkem je snizend koagulacni aktivita FVIII a poru-
Sena adhezivni funkce desticek. Klinické projevy zavisi
na tizi strukturalniho nebo kvantitativniho defektu
VWE. Typické je krvaceni ze sliznic, zejména z nosu
a dasni, kozni krvaceni ¢i protrahované krvaceni po
poranéni. vWch se dle klasifikace z roku 2006 déli na
3 typy. Typ 1 a 3 je kvantitativni deficit vVWF, u typu
1 se jedna o parcialni, u typu 3 o uplny nedostatek
VWE, pficemz struktura a funkce vWF jsou u typu 1
normalni. Typ 2 je definovan jako kvalitativni ¢ili
strukturalni defekt vWF provazeny poruchou funkce
zejména vysokomolekularnich multimer@. U typu 2
rozliSujeme na zdkladé analyzy struktury multimert
jesté nékolik subtypli. Zcela jednoznacnou diagnosti-
ku vWch umoznuje molekularné genetické vySetfeni.
Panel diagnostickych testl vWch na nasem pracovisti
zahrnuje testy screeningové (krevni obraz, krvacivost
metodou Simplate, aPTT), zakladni (FVIII:C, vVWF:Ag,
funk¢ni testy vWF:RCo, VWFE:CB) a specifické (prova-
dime RIPA - ristocetinem indukovana agregace des-
ticek). Na zakladé vypoctu diskrimina¢niho poméru,
ktery hodnoti funkci vci hladiné vWF, jsme schopni
rozlisit kvantitativni a kvalitativni poruchu vWE (typ
1a 3 od typu 2). Vysoce specifické diagnostické testy
neprovadime rutinné, vzorky zasilame na specializo-
vana pracovisté. V lednu 2015 jsme do vySetfovaciho
panelu pridali dalsi funk¢ni test - test vazebné kapa-
city kolagenu (vVWF:CB, vyrobce Corgenix). vVWF:CB se
provadi ELISA kitem REAADS Collagen Binding Assay
Test Kit (96 well kit), kdy kolagen pokryva povrch
jamky mikrotitra¢ni desti¢ky. Referencni plazma
a kontrolni plazmy jsou soucasti kitu. Vysledné hod-
noty VWFE:CB v % se odecitaji z nastavené kalibra¢ni

ktivky pri vinové délce 450 nm proti referenénimu
filtru 650 nm na fotometru Reader 530 (Athos Labtec
Instrument GmbH Rakousko). Vyrobce kitu doporucu-
je zarovern i stanoveni antigenu vWF (VWF:Ag), které
jsme respektovali. Stanoveni bylo provadéno ELISA
kitem - REAADS VON WILLEBRAND FACTOR ANTICEN
KIT ELISA (96 wells) - v jamkach mikrotitrac¢ni des-
ticky je navazana specificka protilatka anti-human
VWE. Referencni plazma ke kalibraci je soucasti kitu.
Vysledné hodnoty VWF:Ag v % byly odeCteny z nastave-
né kalibrac¢ni kfivky pfi vinové délce 450 nm proti re-
ferencnimu filtru 650 nm rovnéz na fotometru Reader
530. Spravna kalibrace vWF:CB, vWF:Ag byla ovéfena
kontrolnim materidlem Control N a Control P (firma
Siemens), namétené hodnoty vVWF:Ag a VWF:CB byly
v povolenych referen¢nich mezich. Od ledna 2015 do
bfezna 2016 jsme vySetfili vzorky plazmy kontrolni
skupiny (20 zdravych dobrovolnikd - muzi, Zeny) a 112
pacientd s jiz znamou diagnézou vWch, s poruchami
koagulace a krvacivymi stavy. K vyhodnoceni jsme
pouzili vypocet diskrimina¢niho pomeéru R (tj. pomér
VWFE:CB/VWF:Ag). U zdravych lidi je R=1,u pacientti
s VWch typu 1je R v rozmezi 0,5-1,0, u pacientl s ty-
pem 2 vWch je R< 0,5. V pfipadé vysledk{ kontrolni
skupiny se R pohybovalo v rozmezi1,0-1,3. U pacientli
s diagnostikovanou vWch byl pomér R od 0,1-1,3; u pa-
cientd s krvacivymi stavy, resp. poruchou koagulace
od 0,4-1,6. U pacientti s R< 0,5 byla provedena dalsi
vySetfeni na specializovaném pracovisti k upfesnéni
diagnézy, napi. pfimé vysetfeni struktury velkych
multimerti. Metodika vySe uvedenych ELISA testl
byla zvladnuta, od ledna 2016 jsou standardni soucasti
vySetfovaciho panelu vWch.

PODPURNA PECE

P54/2937. PRIMARNI ANTIMYKOTICKA
PROFYLAXE MICAFUNGINEM, V DAVCE

50 MG NA DEN, U DOSPELYCH PACIENTU
BEHEM INDUKCNIi CHEMOTERAPIE

AKUTNIi LYMFOBLASTICKE LEUKEMIE

(ALL): HODNOCENI Z POHLEDU

BEZNE KLINICKE PRAXE

Kabut T., Folber F., Silek C., Prochizkova
J., Rolencovd M., Kocmanova 1., Kouba M.,
Weinbergerova B., Cetkovsky P., Mayer J., RaAcil
Z, (Interni hematologickd a onkologickd Klinika Fakultni
nemocnice, Brno; Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha; Oddéleni Klinické mikrobiologie FN, Brno)

Uvod: Invazivni mykotické infekce (IFI) béhem 1é¢by
akutnich leukémii byvaji spojeny s vysokou morbiditou
amortalitou. Zatimco u pacientl intenzivneé 1écenych
s akutni myeloidni leukémii je primarni antimykoticka
profylaxe (PAP), pfedevs§im posakonazolem, zavedenou
praxi, standardizované postupy PAP u pacienti s ALL
chybi. Hlavni problém predstavuje zejména riziko in-
terakci azolovych antimykotik, G¢innych proti vlakni-
tym houbam, s cytostatiky pouzivanymi v ramci in-
tenzivni 1é¢by ALL. Volba vhodné PAP u pacientfi s ALL
je proto slozita, pficemz v mnoha pripadech pacienti
pak zlistavaji bez dostatecné ochrany proti vlaknitym
houbam. Cil: Hodnoceni efektivity a bezpe¢nosti PAP
micafunginem (50 mg/den) béhem indukéni 1é¢by do-
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spélych pacientli s ALL. Metodika: Retrospektivni ana-
lyza pacientii z 2 hematologickych center v ramci Ceské
republiky, lé¢enych s ALL (ev. s T- lymfoblastickym
lymfomem nebo Burkittovym lymfomem/leukémii) dle
intenzivnich ALL (nebo ALL podobnych) protokolti s PAP
micafunginem. Micafungin v davce 50 mg/den byl pa-
cientim podavan od pocatku indukéni chemoterapie do
restituce v absolutnim poctu neutrofilii. K hodnoceni
[FI byla pouzita kritéria EORTC/MSG 2008, pro bezpec-
nost PAP kritéria CCTCAEv. 4. Vysledky: Mezi roky 2012
az 2015 celkem 49 pacientl dostavalo béhem indukéni
chemoterapie ALL PAP micafunginem v davce 50 mg
naden. Trvani této profylaxe bylo v primeéru 22 dni (2-
80 dni). U 39 pacientd byl v 1é¢bé pouzit protokol ALL-
CELL 2012 Junior, u zbylych 3 a7 pacientdi pak protokoly
GMALL B-ALL/NHL 2002 a ALL-CELL 2012 Elderly nebo
EWALL Elderly. Selhani antimykotické profylaxe bylo
zaznamenano u 2 ze 49 pacientti (4.1%), kteti béhem 1é¢-
by rozvinuli IFIL. U obou se jednalo o ,, prokazanou“ IFI,
zatimco ,,pravdépodobna“ IFI se v sledovaném souboru
nevyskytla. Oba pacienti s prokazanou IFI byli nasledné
Uspésné 1lé¢eni kombinacemi antimykotik. V prvnim
pfipadé sejednalo o invazivni plicni aspergilézu, ktera
byla histologicky prokdzana a konfirmovana PCR iden-
tifikaci (kultivace negativni). Tato infekce se ovSem
vyskytla jiZ velice casné po zahajeni PAP (4. den). U dru-
hého pacienta se IFI manifestovala jako diseminovana
infekce s postizenim jater a sleziny plisni Geotrichum
capitatumm. Citlivost k echinocandinim zde byla
stanovena jako MIC 32 pg/ml. Dal§ich 10 pacientii ze 49
(20,4%) rozvinulo plicni infiltraty na HRCT, z ¢ehoZ 3 ze
49 (6,1%) infiltraty pro IFI specifické, dle kritérii EORTC/
MSG 2008 (bez mikrobiologického zachytu, napliujici
tak kritéria pro ,,moznou* IFI), a7 ze 49 (14,3%) infiltraty
nespecifické. Empiricka antimykoticka terapie byla za-
hajena u 10 pacientt ze 49 (20,4%), priCemz u 8 pripadi
210 byl zvolen micafungin 100 mg/den, u zbylych dvou
pak vorikonazol nebo amfotericin B lipidovy komplex.
V celém souboru doslo béhem indukéni chemoterapie
k elevaci jaternich testl (JT) minimalné na grade 1-2.
Nicméné 63% z téchto pacientd mélo jiz vstupné zhor-
Sené jaterni parametry. Zadné z téchto zhor$eni JT viak
nebylo uzavreno jako postiZeni souvisejici s podavanim
micafunginu a nevyzadovalo tak pferuseni PAP. Zavér:
Zhodnoceni nasbiranych dat prokazalo efektivitu mi-
cafunginu v davce 50mg/den jako PAP u této velmi rizi-
kové populace pacientt stran invazivnich mykotickych
infekci, ale rovnéz i moznych 1ékovych interakci. Pouze
u dvou pacientt (4.1%) byla zaznamendna priillomova
IFI, navic v jednom ptipadé ve velmi casné po zahdje-
ni PAP. ZvysSeni jaternich testli pfedstavovalo hlavni
limitaci této profylaxe, ale souviselo pravdépodobnéji
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se samotnou terapii ALL a nevyzadovalo tak preruseni
profylaxe micafunginem.

P55/2903. INFEKCNIi KOMPLIKACE PRI
LECBE RITUXIMABEM A JEJICH PREVENCE
Polak P., Penka M., Smejkal P., Chlupova G.,
Kamelander J. (Oddéleni klinické hematologie, Fakultni
nemocnice, Brno)

Autofi se vénuji rizikim infekénich komplikaci pti
1é¢bé monoklonalni protilatkou proti povrchovému
znaku CD20 lymfocytl. Ve vztahu k infekcim jsou dis-
kutovany zasadni patofyziologické mechanizmy jako
je mésice az roky trvajici deplece B-lymfocytl, riziko
deficitu protilatek riznych tfid a pozdni neutropenie po
aplikaci rituximabu. Souhrnné jsou prezentovany do-
sud popsané infekéni komplikace u pacienti 1écenych
rituximabem. Vystupem je shrnuti nejpodstatnéjsich
kroki prevence infek¢nich komplikaci komunitnich
i spojenych s nemocnic¢ni péci se zvlastnim drazem
na vakcinaci proti chfipce a pneumokokiim a tetanu.
Pokud je to mozné, pak je nezbytné vakcinaci dokoncit
alesponi 2 tydny pred aplikaci rituximabu. V ptipadé za-
vaznych infekénich komplikaci je indikovana aplikace
nitrozilnich imunoglobulind (IVIG).

P56/2873. USEFULNESS OF SERUM
1,3-B-D-GLUCAN FOR DIAGNOSIS OF
INVASIVE FUNGAL DISEASE IN PATIENTS
WITH HEMATOLOGICAL MALIGNANCIES:

A RETROSPECTIVE ANALYSIS

Weinbergerova B., Kocmanova 1., Rolencova M.,
Mayer J., Racil Z, (Interni hematologickd a onkologickd
Klinika LF MU a FN, Brno; Oddéleni Klinické mikrobiologie,
EN, Brno)

Background: Serologic detection of circulating1,3-b-
-D-glucan (BG) fungal biomarker shows promise for
improving the diagnosis of invasive fungal diseases
(IFDs). Numerous studies have evaluated the diagnos-
tic performance of BG and proved its suboptimal sen-
sitivity when used alone for early diagnosis of IFDs.
Moreover, the major limitation of this test mainly in
hematological patients (pts.) is the high frequency of
false positive results. Aims: We have evaluated the
usefulness of the serum BG assay in real practice for
the diagnosis of IFDs in pts. with hematological malig-
nancies. Methods: We retrospectively analyzed serum
BG samples collected from patients with hematological
malignancies in high risk of IFDs treated at our de-
partment between 2010 and 2014. The Fungitell assay
was used for detection of BG. We performed retrospecti-
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ve cross check of probable and proven IFDs recorded in
the Fungal INfection Database - FIND. BG results were
not used for the diagnosis of IFDs. Results: Fungitell
assay was performed on 1912 serum samples from 630
patients with hematological malignancy (3.0 samples/
pt.). Depending on the cut-off used (= 60; > 80; > 100;
> 150 pg/ml) there were 231 positive BG samples in 78
pts.; 185 samples in 64 pts.; 155 samples in 52 pts. and
108 samples in 33 pts, respectively. Proven and probable
cases of IFD occurred only in 49 (21.2%) out of 231 posi-
tive samples (in 19 out of 78 patients) with BG = 60 pg/
ml - 11 probable invasive aspergillosis (1A), 4 proven IA,
3 invasive candidiasis and 1 invasive fusariosis. Eight
pts. (1.5%) from the group with negative BG samples
(< 60 pg/ml) developed any IFD (6 probable IA, 1 proven
IA and 1 invasive trichosporonosis). Depending on the

criterion of positivity of BG used (= 60/ = 80/ > 100/ >
150 pg/ml) sensitivity was 67.1/63.6/63.1/53.9%, spe-
cificity was 90.1/92.9/93.6/95.4%, negative predictive
value (NPV) was 98.6/98.6/98.6/98.6% and positive
predictive value (PPV) was 21.2/21.3/26.5/25.9%, respecti-
vely. Conclusion/summary: Our study proved high
specificity and NPV of serum BG allowing to exclude
patients with IFD. On the other hand we confirmed
limited sensitivity and mainly very low PPV of the
test as its major limitations. We didn’t observe any
significant differences in sensitivity and PPV between
groups with different cut-offs. Thus positive BG as-
say results in high risk hematological pts. should be
carefully evaluated together with other clinical and
microbiological findings. This work was supported by
grant MUNI/A/1028/2015.

TRANSFUZNI PROBLEMATIKA

P57/3009. JE UROVEN BEZPEéNQSTI
HEMOTERAPIE V CR DOSTATECNA?

Bohonék M., Tesarova E. (Oddéleni hematologie a krevni
transfuze, Ustfedni vojenskd nemocnice - Vojenska fakultni
nemocnice, Praha; Transfuzni a tkarnové oddéleni Fakultni
nemocnice, Brno)

Uvod: Podani krevni transfuze je z mnoha pficin
nutné stle povazovat za rizikovy vykon. Velikost rizika
1ze minimalizovat, ale nelze jej nikdy zcela vyloucit.
Z forenzniho hlediska je mimotfadné zavazné riziko
prenosu infekci. Dale jsou to alergické a imunologické
reakce a zavazné smrtici reakce pii podani nekompa-
tibilniho erytrocytarniho pfipravku. Jednim z nejdis-
kutovanéjSich problémi soucasného transfuzniho
1ékarstvi je riziko pfenosu infekce. Kontaminované
krevni transfuze jsou celosvétové stdle pri¢inou fady
novych infekci a ndkaz ptijemcti. Postupt k omezeni
infek¢nich rizik transfuzi je nékolik. Jedna se v prvé
tadé o dlisledny vybér darcli s dlirazem na bezptispévko-
vé darcovstvi, provadéni screeningového, vySetfovani
darcii, deleukotizace pripravkll, pouzivani patogen-
-redukénich technik a sledovani a vyhodnocovani ne-
zadoucich vliv transfuzi hemovigilanci. Testovani
darct krve a jejich sloZek na krvi prenosné infekce:
Zakladem laboratorniho screeningu darci krve na krvi
prenosné infekce jsou sérologicka vysetfeni, kterd jsou
ale zatizena rizikem diagnostického okna (HIV 2 - 3 tyd-
ny, HBV 4 - 6 tydn{i, HCV 2 - 6 mésicli). MozZnosti, jak
toto riziko snizit, je roz§ifeni screeningu o molekularné
biologické metody, kterymi se zjistuje pfimo pfitom-

nost nukleové kyseliny daného viru. Citlivost téchto
metod je vyss$i a umoznuji tak zkraceni diagnostického
okna (WHIVo7-9dnti, HCV0o59-65dntia HBV 025~
30 dntl). Znacna c¢ast zemi svéta proto v poslednich 15
letech k sérologickym testGm zavedla i rutinni vySet-
feni NAT a v transfuzni sluzbé jsou tato vySetfeni jiz
pokladana za ,State of the Art“. Testovani darcti krve
a rizika pfenosu infekce krevni transfuzi v CR: V CR je
testovani darcti krve na krvi pfenosné infekce zaloZeno
na povinném minimu, tj. na sérologickém vySetfeni
HBsAg, anti-HCV, anti-HIV 1/2 + Ag p24 a na syfilis.
Roz§iteni testovani o dalsi metody je jiZ nékolik let na
arovni odborné spolecnosti a MZ pouze diskutovano,
ackoli promorenost ceské populace napi. VHC ¢ini
cca 10 pripadd na 100 tisic obyvatel a predstavuje tak
epidemiologicky i transfuziologicky problém. Infekce
HIV je na setrvalém vzestupu exponencialniho charak-
teru. Narist infekce HIV i HCV v obecné populaci CR
zvySuje jeji prevalenci i mezi darci krve. V CR je rocné
provedeno témér 500 tisic odbért krve a jejich slozek,
za lcelem vyroby transfuznich pripravka pro klinické
pouziti. Kalkulované riziko pfenosu infekce krevni
transfuzi je v CR u virovych hepatitid 1 : 300.000, u HIV
1:500.000 podanych transfuzi. Zatimco pfenos HBV
a HCV transfuzi v CR je v jednotlivych pfipadech téméf
kaZdoro¢né zaznamenan a v roce 2015 v CR doslo dokon-
ce k sériovému pienosu HCV, pfenos HIV transfuzi v CR
dosud popsan nebyl. Nejohrozenéjsimi skupinami pa-
cientl jsou polytransfundovani, zpravidla onkologicti
a onkohematologicti pacienti, kterym pfipadny prenos
zavazné infekce, vyznamné komplikuje jejich zdravotni
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stav. Zavér: Snahou autor( je poukazat na nevyhovujici
troveil bezpecnosti hemoterapie v CR, kdy rizika pfeno-
su infekci krvi jsou vyssi nez ve vétsiné zemi nejen EU.
Obecné akceptovany standard testovani krve darcti je
tak v CR opomijen. Bezpe¢nost hemoterapie je mozné
vyrazné zvysit roz§itenim algoritmu vySetfovani krve
déarcti krve o povinnou detekci nukleovych kyselin mini-
malné tfi pivodct krvi pfenosnych infekci (HBV, HCV
a HIV), aniz by to pfi rozumném organiza¢nim modelu
predstavovalo vyznamné zvySeni nakladd.

P58/2945. SPECTRA OPTIA - PILOTNI
SEPARACE NA TRANSFUZNIM ODDELENI
FAKULTNIi NEMOCNICE OLOMOUC

Entrova A., Stejskalova M., Stratiloval., Galuszkova
D. (Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice, Olomouc)

Uvod: Aferetickd jednotka transfuzniho oddéleni
Fakultni nemocnice Olomouc byla v listopadu 2015
rozsifena o systém pro aferézu Spectra Optia. Spectra
Optia je mobilni automaticky separator krevnich slo-
Zek, ktery pomoci centrifugace a optické detekce systé-
mem automatického fizeni rozhrani AIM (Automated
Interface Management) provadi terapeutické aferézni
procedury a procedury sbéru bunék. Metody: V pribéhu
12/2015-2/2016 byly provedeny pilotni odbéry vybranych
procedur - odbéry darcovskych trombocytii (TROMBO),
procedura vymeény erytrocytll (RBCX), kontinualni shér
mononukledrnich bunék (CMNC) a sbér granulocytli
(PMN). Mimo separace trombocytl vyzaduji vSechny
ostatni procedury dvouzilni ptistup. Vysledky: Odbérta
darcovskych trombocytll (procedura Sbér trombocytil
- TROMBO) bylo provedeno 41 (6 x 1TU, 24 x 2TU, 11
x 3TU), odbéry byly provedeny do odbérové soupra-
vy REF 10400, v pfipadé odbérti 3 TU byl jesté pouzit
akcesorni vak na skladovani trombocytd REF 70030.
Jakostni parametry produktd byly vyhovujici, pfistroj
vSak neumoziuje odbéry trombocytli do nahradniho
roztoku. Procedura vymény erytrocytl (Red blood cell
exchange - RBCX) byla provedena u 3 pacientd (u 1
pacienta se sekundarni polycytémii a u 2 pacientt
s familiarni erytrocytézou). K depleci erytrocytd byla
pouzita odbérova souprava REF 10220. Pacientim bylo
odebrano 413 g - 616 g erymasy s kompletni objemovou
nahradou fyziologickym roztokem, délka procedur byla
35-40 minut. U tohoto typu odbéru se nejvice projevila
limitace dvouzilniho pfistupu. Procedura sbér granu-
locytli (PMN) byla provedena 1x u darce po stimulaci
kortikoidy, do odbérové soupravy REF 10300, jako HES
byl pouzit roztok Voluven 10%. Jakostni parametry pro-
duktu - granulocyty z aferézy (CA): objem 448 ml a ob-
sah granulocytl 0,66 x1010/TU. Procedura Kontinualni
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sbér mononuklearnich bunék (CMNC) byla pouzita
u dvou darcti k odbéru koncentratu mononuklearnich
bunék pro externiho odbératele (biotechnologickou
spolecnost) pro vyuziti ke studijnim a vyzkumnym
Gacelim. Pro odbéry byla pouzita odbérova souprava
REF10300. Byly odebrany dva leukaferetické produkty
(Koncentraty mononuklearnich bunék) o objemu 112
ml a 113 ml, celkem bylo zpracovano 9000 ml plné kr-
ve u obou odbérti, délka procedur byla 157 minut a 165
minut, priatok sbéru 0,8ml/min, vstupni pritok 65 ml/
min. Pomér vstup/antikoagulant byl vstupné nastaven
na 12:1, pro vyskyt shlukl ve sbérné lince pfechodné
snizeno na 8:1 nasledné navrat k hodnotam 11:1. Oba
produkty splnily pozadavek na obsah mononuklear-
nich bunék >4x109/TU. Zavér: Spectra Optia vhodné
doplnila portfolio afereticky pfistrojii naseho praco-
visté. Uvitali jsme moznost provadéni darcovskych
odbért trombocytli, kterd zvysSuje efektivnost vyuziti
pfistroje, i pfes mozZnost separace trombocyti pouze do
plazmy. Nutnost dvouzilniho pfistupu byla limitujici
u deplecnich vykonti erytrocytll u pacienti. Ostatni
odbéry byly provedeny u darcii, kde zZilni pfistup nebyl
problém. Separace cestou centralniho Zilniho katétru
nebyla provedena.

P59/2932. KOMPLIKACE PRI

ZAJISTENI HEMOTERAPIE PRO

PACIENTY PO TRANSPLANTACI

KOSTNIi DRENE/PERIFERNICH

KMENOVYCH BUNEK (TKD/TKB)

Holuskova 1., Vodickova M., Kalmanova P.,
Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice,
Olomouc)

Uvod: Rutinné je na nasem transfuznim oddéleni
provadéno vysetfeni pacientli po transplantaci kostni
dfené/perifernich kmenovych bunék (TKD/TKB) od roku
2000 a to jako soucast predtransfuzniho vysetfeni, kom-
pletniho imunohematologického vysetfeni nebo jako
samostatné vySetfeni krevni skupiny (KS) na zadost
Zadatele. Material: krevni vzorek pacienta odebrany do
K3EDTA Metodika: Prvni informaci o planované TKD/
TKB dostava vedouci imunohematologickych laboratofi
prostfednictvim zpravy od 1ékaiht Hematoonkologické
Kliniky. Na podkladé téchto informaci vypracuje kartu
pacienta po TKD/TKB vcetné doporucené hemoterapie,
kterad vychazi z typu inkompatibility (velka, mala,
event. smisSend). VySetfeni transplantovaného paci-
enta zahrnuje vysSetfeni krevni skupiny v ABO systému
a vySetfeni RhD antigenu. VySetfeni provadime dle
moznosti na analyzatorech Techno TwinStation nebo
Swing TwinSampler firmy BioRad nebo manudlné.
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Rovnéz u vSech novych hematoonkologickych pacien-
tl potencialné vhodnych k transplantaci vySetfujeme
Rh a Kell fenotyp na kartach sloupcové aglutinace
firmy Crifols. V pfipadé, jedna-li se o pribuzenskou
transplantaci, byva na nasem transfuznim oddéleni vy-
Setfena i krevni skupina darce. Vysledky: V letech 2000
az 2015 bylo u nas preSetfeno celkem 341 pacienti po
alogenni transplantaci kostni dfené/perifernich kme-
novych bunék. Ve 41 % (138/341) se jednalo o pribuzen-
skou a v 59 % (203/341) o neptibuzenskou transplantaci.
Stejnoskupinové bylo transplantovano 35% (118/341)
pacientli, nestejnoskupinové 65 % (223/341) pacientd.
U 27 % (93/341) pacientti byl zjistén pozitivni protilat-
kovy ndlez, ktery komplikoval zajisténi hemoterapie.
Ve 4 % (12/341) bylo u pacientdl po TKD/TKB presetfeno
podezfeni na potransfuzni reakci a dle vysledkl pre-
Setfeni byla hemoterpie dodate¢né upravena. Zaver:
Zajisténi hemoterapie pro transplantované pacienty se
tidi doporu¢nim transfuzniho 1ékafe a vychazi z typu
inkompatibility mezi darcem a pfijemcem. Cilem je
zajisténi adekvatni a co nejucinnéjsi hemoterapie a mi-
nimalizace erytrocytarni aloimunizace pro transplan-
tované pacienty.

P60/2912. ERYTROQYTARNi ALOIMUNIZACE
PACIENTKY PO PODANIi TROMBOCYTARNIHO
TRANSFUZNIHO PRIPRAVKU

Zemanova M., Holuskova 1., Pospisilova D.,
Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice,
Olomouc; Détska Klinika, Fakultni nemocnice, Olomouc)

Uvod: K erytrocytarni aloimunizaci dochazi vétsi-
nou po podani erytrocytarnich transfuznich pfipravka
(TP), inkompatibilnich v daném krevné skupinovém
systému. Po podani trombocytarnich transfuznich pti-
pravki byva aloimunizace popisovana zcela vyjimecné.
Nebezpeci vzniku aloimunizace je nejvétsi u antigent
Rh (CDE/ce) a Kell systému, proto by u rizikovych paci-
entl (pacienti polytransfundovani, pacienti s jiz proka-
zanou specifickou antierytrocytarni protilatkou) mélo
byt dodrzovano podani erytrocytdrnich transfuznich
pripravkt kompatibilnich v uvedenych antigennich
systémech. Pro podani trombocytarnich TP je doporu-
Ceno pouze zohlednit kompatibilitu v ABO systému, pfi-
¢emz trombocytarni TP krevni skupiny AB a 0 (s nizkym
titrem aglutinin® anti-A a anti-B) jsou povazovany za
univerzalni. Materidl a metodika: V ramci komplet-
niho imunohematologického vySetfeni je standardné
provadén screening nepravidelnych tepelnych antiery-
trocytarnich protilatek v nepfimém antiglobulinovém
testu a enzymatickém (papain) testu metodou sloup-
cové aglutinace (SA) na systému Bio-Rad. Pii zjisténé

pozitivité ve screeningovém testu je doplnéno urceni
specificity antierytrocytarnich protilatek v prislusném
testu metodou SA Bio-Rad, v pfipadé potfeby doplnéné
0 SA DG-gel ¢i Makropanel firmy Sanguin. V uvedeném
sdéleni je popsan pfipad erytrocytarni aloimunizace
9-mésicni holcic¢ky, 1é¢ené pro pancytopenii nejasné
etiologie opakovanymi pfevody erytrocytarnich i trom-
bocytarnich transfuznich pripravka. Vysledky: Pri
vstupnim imunohematologickém vySetfeni v 7/2015
byly metodou SA Bio-Rad identifikovany pouze nepra-
videlné tepelné antierytrocytarni autoprotilatky v.s.
nespecifické, reagujici v enzymovém (papain) testu.
Pfi kontrolnim vySetfeni v 10/2015, po aplikaci celkem
5T.U. ERD a 7 T.U. TADR/TAD, byla nové zjisténa
nepravidelna tepelna antierytrocytarni aloprotilatka
anti-K, reagujici v nepfimém antiglobulinovém testu
na SA Bio-Rad pouze s homozygotni formou antigenu
(KK), pti doplnujicim vySetfeni za pouziti Makropanelu
(Sanguin) byla jednoznacné potvrzena piitomnost an-
tierytrocytarni aloprotilatky anti-K. Pfi zpétném do-
hledani aplikovanych transfuznich pfipravka bylo
zjiSténo, Ze jeden ptipravek TADR pochazel od dar-
ce s fenotypem KKk. Zavér: Trombocytarni transfuzni
pripravky vétSinou nebyvaji pficinou erytrocytarni
aloimunizace. Pfimés zbytkovych erytrocytl v trom-
bocytarnich TP je minimalni, nejsou stanoveny kon-
krétni limity pro hodnoceni jakostnich parametrii.
Nicméné i takto minimalni pfimeés erytrocyti ¢i jejich
mikrocastic mize vést ve vzacnych pripadech k imuni-
zaci ptijemce a je tedy otazkou, do jaké miry je nutné
zohlednit pfitomnost konkrétnich erytrocytarnich
antigenl pfi podani trombocytarnich TP rizikovym
pacientim. Na zakladé zkuSenosti s uvedenou pacient-
kou jiz na nasSem TO dodrzujeme zohlednéni fenotypu
K/k pti podani trombocytarnich TP divkam a Zenam ve
fertilnim véku. Za poslednich 10 let (2006-2015) jde o je-
diny zaznamenany ptipad erytrocytarni aloimunizace
pacienta po podani trombocytarniho TP, z celkového
mnozstvi 25700 podanych trombocytarnich TP na TO
FNOL v uvedenych letech.

P61/2894. KINETICKY RIZENA

ELIMINACE PEGYLOVANEHO

DOXORUBICINU PLASMAFILTRACI

Blaha M., Lainski M., Martinkova J., Kubecek O.,
Filip S. (4. interni hematologickd Klinika LF a FN, Hradec
Krdlové; Radiologickd a onkologickd Klinika, LF a FN, Hradec
Kralové)

UVOD: Pegylovana lé¢iva davaji dalsi nadéji pro

pacienty resistentni na standardni cytostatickou te-
rapii. Pegylovany doxorubicin (PLD) miiZe byt u¢inny
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i u na platinu resistentnich Ca ovaria. Pegylace vede
k zméné farmakokinetiky a snizeni kardiotoxicity.
Diky tzv. efektu zvySené permeability a retence proni-
ka PLD brzy a relativné selektivnéji do naddorové tkané
(saturace tumoru je docilena do 48 hodin), ale pak
cytostatikum dlouhodobé cirkuluje a poskozuje zdravé
tkané. Zhodnotili jsme vlastni modifikaci kineticky
fizené eliminace PLD pomoci kaskadové filtrace plaz-
my (plazmafiltrace - PF) k eliminaci nadbytecné davky
PLD a sledovali farmakokinetické parametry a acin-
nost metodiky. METODIKA A SOUBOR NEMOCNYCH:
K ziskani plazmy byl pouzit separator krevnich télisek
Cobe Spectra nebo Optia (Terumo, Lakewood, Colorado,
USA). Ve druhém kroku plazma prochazela filtrem
Evaflux 5A (Kuraray Co, Osaka Japonsko), filtra¢ni
povrch dva m2, kapilary s vnitinim priimérem 175 um.
Priitok byl fizen pfistrojem CF 100 (Infomed, Zeneva,
Svycarsko). Antikoagulace: ACD-A, vstupni bolus he-
parinu. Promyté mnozstvi plazmy: 1 télesny objem.
Soubor nemocnych tvotilo 12 Zen s platinaresistentnim
Caovaria, davka PLD 50 mg/m2 kazdé 4 tydny. Lécbu 4
kurami dokoncilo 9 nemocnych. PF byla provadéna po
saturaci tumoru (44-46 hodin po podani), analyzovany
byly vzorky pfed podanim PLD, za 3, 10, 20, 30, 44(46),
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47(49), 56, 68, 92, 96 a 116 hodin. Podle farmakokinetic-
kych vzorcii byla spoctena renalni klirens pred, béhem
a po PF a biologicky polo¢as PLD. VYSLEDKY: V postin-
fizni fazi doslo k in vivo eliminaci 45%, v PF fazi 35%
avexudatech bylo7,3 % inicidlni davky PLD. Kapacita
filtr@i: 97-100 % PLD. Prili§ rychla eliminace je marke-
rem Casné reakce organismu na eliminaci PLD a vedla
k redistribuci PLD kolem 60. hodiny. Pomér eliminace
ve fazi po infaizi/PF je dlilezity pro iniciaci redistribuce
a prolongaci biologického polocasu PLD, ktery byl 2 - 3x
delsi oproti konven¢nimu doxorubicinu. Nezadouci
udinky: 7% (,,mild“ podle CTCAE, v. 4.03/2009). ZAVER:
PF je bezpecna a ucinna metodika k eliminaci PLD.
U¢innost PF z4visi na spravném nastaveni mohutnosti
PF a rychlosti endogenni eliminace PLD. Pfili$ rychla
eliminace vede k fenomenu redistribuce. PF je zfejmé
a¢inna k eliminaci nezadouci porce nejen 1é¢iva zhoto-
veného nanotechnikou, ale nanocastic jako takovych
vlibec. MliZe byt soucasti novych trenda ve vztahu
kindividualizované mediciné. Dalsi vyzkum musi po-
soudit vliv patologickych kovaridt - zejména relokace
do 3. prostoru (zvlasté do vypotkil) a zpét.

PODEKOVANTI: vyzkum byl podporovdn grantem AVZ 16-
30366A.
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