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MORFOLOGIE I.

Hematologic Morphology in the Age of Molecular
Genetics

Blood morphology and cytogenetic predictivity
in leukemia
Zini G. (Rome-Italy)

Role of bone marrow morphology in
myeloproliferative diseases and its correlation
with other diagnostic tools

Mustjoki S. (Helsinki-Finland)

Morphology and immune cytology of pleural effusions
Hastka J. (Mannheim-Germany)

Externi laboratorni kontrola v hematologické
morfologii

Matyskova M., Penka M.

(Fakultni nemocnice Brno Bohunice)

XIV. KONFERENCE OSETROVATELSKYCH

PROFESI V HEMATOLOGII

1832.
Jak se 1é¢i 1éky
Strojil Jan (Ustav farmakologie LF UP, Olomouc)

Nezadouci dc¢inky léCiv patii v souasné dobé mezi vy-
znamné priciny mortality a morbidity, zpisobuji vice dmr-
tf neZ dopravni nehody. Nezadouci t¢inky, kterym Ize pred-
chézet, vedou k 4,3 % vSech hospitalizaci, nej¢astéjSimi 1é-
ky jsou antiagregancia (16%), diuretika (16%), NSAIDs
(11%) a antikoagulancia (8%). [1] U jednoho ze sedmi pa-
cientti dojde béhem hospitalizace k vyskytu alespon jedno-
ho nezddouciho dc¢inku, které zvysuji ndklady a prodluzuji
hospitalizaci. [2] Pfesto neni riziko farmakoterapie popula-
ci vnimdno tak negativné napriklad ve srovnani s rizikem
terorismu, nasilnych trestnych ¢int ¢i nehod, prestoze ob-
jektivni riziko je niz8i. Stejné tak i ndklady vynaloZené na
ochranu populace pred nezadoucimi ucinky 1€k jsou Cas-
to niZ8i neZ ndklady na ,,ochranu‘ pfed jinymi riziky. Pred-
naska se zabyva obecnymi pficinami rizika pfedstavova-
ného i spravné indikovanou a monitorovanou farmakotera-
pii. Selhani soucasnych védomosti na drovni poznani
(pato)fyziologie chorob, nedostatené popsani tcinkd 1éku
po dostatecné dlouhou dobu, genetickd a fenotypickd vari-
abilita populace, rozdily v compliance, o¢ekavani pacientti
i lékard, ekonomické tlaky jako priciny komplexniho a ¢as-
to nepfedvidatelného dopadu 1éku. Ddle se prezentace za-
nim nékterych vyznamnych ptipadd z minulosti (talidomid,
beta blokatory, COX-2 inhibitory, antiobesitika) a roli mé-
dif a marketingu pfi vytvéreni obrazu 1ékt (vakciny, klinic-

Vv

ké studie). Uvedeny jsou nejCastéjsi typy nezadoucich Gcin-

ki vedoucich ke stazen{ 1éku ¢i omezen{ indikaci a prehled
zdkladnich epidemiologickych metod zkouméni bezpe¢nos-
ti 16kt véetné jejich vyhod a limitac{ (napf. databazové stu-
die, spontanni hlaseni, kohoutové studie). Zavérem jsou pro-
brany mozné reakce na zjisténa bezpecnostni rizika a raci-
ondlni zptisoby jeho minimalizace (od uplného staZeni z tr-
hu pies omezeni registrace po edukaci zdravotnikt a paci-
entl). ,,VSechny 1éky jsou nebezpecné. Nekteré mohou byt
ucinné.” (T. Moore, EACPT 2005) Vybrana literatura: [1]
R.L. Howard, AJ. Avery, S. Slavenburg, S. Royal, G. Pi-
pe, P. Lucassen, and M. Pirmohamed, “Which drugs cause
preventable admissions to hospital? A systematic review,”
British journal of clinical pharmacology, vol. 63, 2006, pp.
136-147. [2] E.C. Davies, C.F. Green, S. Taylor, PR. Wil-
liamson, D R. Mottram, and M. Pirmohamed, “Adverse
Drug Reactions in Hospital In-Patients: A Prospective Ana-
lysis of 3695 Patient-Episodes,” PLoS ONE, vol. 4, 2009,
p. e4439.

1849.

Virus A (HIN1) jako komplikace
hematoonkologického onemocnéni

Vachovi Petra, Hijkova Veronika, S¢udlova Jana, Kaja-
ba Viclav, Rohon Peter (HOK FN, Olomouc)

Mexicka (praseci) chripka je akutni virové onemocnéni
respiracniho traktu prasat zptisobené virem typu A (HIN1).
Virus zpuisobuje u prasat vysokou nemocnost ale nizkou
umrtnost. V nejvyssi mife propukd ke konci podzimu
a v zimnich mésicich. Hlavnimi symptomy lidské formy
praseci chripky jsou horecka, kasel, bolest v krku, bolest
svalii a hlavy, tinava, nékdy pritjem a zvraceni. Clovék se
praseci chfipkou miiZe nakazit piimym kontaktem s nemoc-
nym zvitetem. Virus ziskany ze soucasnych lidskych pri-
padut praseci chfipky je citlivy na antivirotika oseltamivir
a zanamivir, vétSina nakazenych lid{ se uzdravila bez 1é-
karského dohledu. Kazuistika: 42lety muz, ktery byl piijat
v 12/2009 ze spadové interni nemocnice s diftiznimi bolest-
mi bricha a dusnosti pii sebemensi ndmaze. Stanovena di-
agnoza Burkittiv lymfom, po ptedfazi kortikoidy zahdjena
chemoterapie. Poté dochdzi k akutnimu rendlnimu selhan{
s nutnosti opakované dialyzacni terapie. Nasledné se obje-
vuje progredujici dusnost, kasel, hyposaturace 80% — dle
RTG nélez oboustranné pneumonie, zjisténa pozitivita viru
HINI1. Jakad je oSetfovatelskd péce o klienta s virem HIN1
je predmétem naseho sdéleni.

1826.

Novinky v kreditnim systému celoZivotniho
vzdélavani nelékarskych pracovniki

Kajaba Viclav, Sukopova Véra

(HOK FN, Olomouc; Odd. vzdéldvdni, FN, Olomouc)

Celozivotni vzdélavani nelékarskych zdravotnickych
pracovnikl doznalo v poslednich letech vyraznych zmén.
Nedostatek odbornych akci hodnocenych kreditnimi bo-
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dy vystfidal stav, kdy jsou kazdoro¢né poradany tisice od-
bornych setkani/kurzt, kde je mozné nacerpat nové po-
znatky a ziskat kredity potfebné pro uzndni zpusobilosti
k vykonu nelékaiského zdravotnického povolani (dle za-
kona ¢. 96/2004 Sb.). Tolik diskutovana “honba za kre-
dity” ustupuje do pozadi a zdravotnicti pracovnici maji
moznost vétsiho vybéru z odbornych akef, kurzi, e-lear-
ningu a Skoleni blizkych k jejich odbornému zameéreni.

Sdéleni se zamétuje na aktudlni zmény (Vyhl. €. 4/2010
Sb.) v kreditnim systému pro vydani osvédceni k vyko-
nu zdravotnického povolani bez pfimého vedeni nebo od-
borného dohledu zdravotnickych pracovnikt (ve znéni
Vyhl. ¢. 321/2008 Sb.). Soucasné v prezentaci zazni nej-
Castéjsi dotazy a odpovédi plynoucti z koncici platnosti re-
gistracniho obdobf, které opraviiuje zdravotnické pracov-
niky k vykonu povoldni bez odborného dohledu. V pfipa-
dé neziskan{ dostate¢ného poctu “kreditd” lze tuto pod-
minku nahradit zkouskou, jejiz thradu definuje Nafizeni
vlady ze dne 8.6.2009 (¢. 184/2009) o stanoveni vySe
uhrad za zkousky. Bliz8i podminky téchto zkousek oSet-
fuje vyhlaska ¢. 189/2009 Sb.

Cilem prezentace je tedy poskytnout ve strucnosti zdra-
votnickym pracovnikidm - sestram pfehledny rimec aktu-
alnich pravnich norem, které se dotykajf jejich vykonu po-
volanf{ a celozivotniho vzdélavani s reflexi nejcastéjSich
dotazi, které dochdzeji na Odbor vzdélavani Fakultni ne-
mocnice v Olomouci.

1852.

Bezpecna manipulace s cytostatiky

Koubkova Petra, Kubickova Jana, Scholzova Sona, Mjar-
tanova Dagmar, Holbikova Marta, Vlasakovd Hana
(HOK FN, Olomouc)

Cytostatika jsou chemické latky, které maji vliv na rist
a mnozeni bunék, ovSem i s efektem na zdravé tkang. Pro-
to miiZe prace s nimi predstavovat riziko pro zdravotnicky
persondl i pro samotné pacienty a jejich okoli. Proto je nut-
né dodrzovat pravidla pfi zachdzenf s cytostatiky. Zdravot-
ni sestry mohou byt vystaveny toxickému pusobeni cyto-
statik napriklad pri manipulaci s infuzemi,zajistovani apli-
kace,manipulace s exkrementy pacienta, manipulace s pra-
dlem a s cyto odpadem. Uginky cytostatik mohou byt kar-
cinogenni, teratogenni a genotoxické i v malych
dévkach.Zdravotnicti pracovnici jsou nejcastéji vystavova-
ni cytostatickym 1atkdm formou inhalacni, ordlni a dermal-
ni. Cytostatickd 1écba by méla byt provadéna v dobfe vét-
ranych a snadno Cistitelnych mistnostech. Velice dtilezita
je manipulace s exkrementy pacienta.Produkty metabolic-
kého rozpadu mohou byt nebezpecné jesté 2-3 dny po skon-
Ceni 1é¢by.Nejvice odpadnich produkti byva vylouc¢eno mo-
¢i nebo stolici,ddle kizi nebo dechem.Mo¢ je kontamino-
vand 1-3 dny po 1é¢bé(6 dni u doxorubicinu, 7 dni u cis-
platiny nebo dacarbazinu), stolice 5-7 dni. Cytotoxicky od-
pad je veskery materidl, ktery prisel do styku s cytostatiky
béhem procesu pifpravy roztokt a jejich podani. Ve je po-
tfeba ukladat do specidlnich oznacenych Zlutych kontejne-

rd z pevnych materidld. Cytotoxicky odpad by mél byt spa-
len na popel. Postup pri rozliti cytostatika - pfi likvidaci pou-
Zijte jednorazové pomucky - cytostatika ve formé prasku
stirejte opatrné vlhkou utérkou - kontaminované misto
umyjte opakované vodou se sapondtem - vymente okamzi-
t¢ potiisnéné pradlo - veskeré pouzité pomucky pii uklidu
uklddejte do spec. kontejnerti na cyto - po ukonéeni prace
fadné vyvétrejte Obecné zdsady bezpecnosti - zakaz mani-
pulace s cytostatiky maji thotné, kojici Zeny, osoby planu-
jici rodinu, mladsi 18 let, nepovéreny persondl - nejezte, ne-
pijte a pouzivejte ochranny odév pii manipulaci s cytosta-
tiky - likvidujte veskeré kontaminované pomucky do urce-
nych kontejnert - absolvujte pravidelné Iékarské prohlidky
- nahlaste kazdy uraz, nehodu ¢i kontakt s cytostatikem Za-
sady prvni pomoci Potifsnéni kiiZze-oplachujte tekouci vo-
dou, pak omyjte mydlem a opét oplachnéte nedrhnout Zin-
kou Kontakt se sliznici-pouze vyplachy vodou Zasazeni
oka-opakované vyplachy vodou Néhodné poziti-vypijte vel-
ké mnozstvi vody a vyvolejte zvraceni

1853.
AKkutni leukémie — kazuistika
FranCeovd Alena, Stvova J., (HOO FN, Plzeri)

Akutni leukémie je zhoubné nddorové onemocnéni vy-
chazejici z nekontrolovatelného bujeni nezralych krvetvor-
nych bunék v kostni dfeni, tzv. blasti. Jedna se o onemoc-
néni s rychlym a agresivnim pribéhem, vyZzaduje rychlou,
intenzivni 1é¢bu. U nelécenych pacientil je moZnost preziti
pouze nékolik tydnti. V naSem piispévku Vds seznamime
s pribéhem onemocnéni pacientky H.F, 54 let. Od objeve-
ni se prvnich pfiznaki, diagnostiku, 1é¢bu cytostatiky i jeji
komplikace az po transplantaci krvetvornych bunék. Mésic
po transplantaci, po propusténi do domdci péce, nastala dal-
$i komplikace v podobé CMP. Po celé toto obdobi vyzado-
val zdravotn{ stav pacientky specifickou oSetiovatelskou pé-
¢i. Pacientka byla po ndro¢né rehabilitaci v uspokojivé fy-
zické kondici propusténa do doméci péce.

CLLI.

1631.

Epidemiologie chronické lymfocytarni leukemie
(CLL), aneb kde kon¢i monoklonalni B lymfocytéza
a zacina CLL

Doubek Michael, Panovska Anna

(Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno)

V soucasnosti jsou v piipadé CLL casto diskutovanymi
otdzkami moderni prognostické faktory ¢i terapie. Nicmé-
né dosud jsme neméli presnd data o skute¢né epidemiolo-
gické situaci CLL a o epidemiologické situaci monoklo-
nalni B lymfocytézy (MBL). Nevédéli jsme také, kolik ne-
mocnych s CLL ve skutecnosti vyzaduje 1écbu. Podle re-
centni analyzy provedené Interni hematoonkologickou kli-
nikou FN Brno byla zjisténa incidence CLL v nasi popula-
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Tabulka. Incidence a prevalence CLL.

Svét Jiini Morava
Incidence USA | Belogi, | Evropa, | Ocednie,|  Asie, 58-6.2
(na 100000 obyvatel arok) | (2009) | muzi, | muzi muzi Jjizni a
USA | (1999) | (1999) |vychodni,
(1999) muzi
(1999)
504 |335-] 22— | 281- 0,14 -
3.69 3.36 296 0,58
Prevalence - 48
(na 100000 obyvatel)
Pomér muzi/zeny Svyearsko Cina 13:1
14:1 32:1
Median véku pri diagnoze 72 65
(rolcy)

ci 5,8-6,2 pripadi na 100000 obyvatel a rok. Prevalence ne-
moci je 48 na 100000 obyvatel. Lécba je indikovana jen
u 1/3 nemocnych s CLL. Modern{ prognostické faktory (cy-
togenetiku, molekularni genetiku a imunofenotypiza¢ni pro-
gnostické znaky) md vySetieno 50 % pacientl. Incidence
nemoci zjisténd v nasi populaci je vyssi nez incidence, kte-
rd byla u bélochi publikovana v 90. letech 20. stoleti, ale
i v naSem desetileti (viz tabulka). Je velmi pravdépodobné,
Ze incidence CLL je ve skuteCnosti vySsi, protoZe spousta
pifpadii CLL nebyla v minulosti diagnostikovéna. S touto
otazkou souvisi téZ definice nové klinické jednotky: monok-
londlni B lymfocytézy (MBL). MBL je definovana pritom-
nosti klonalni populace B lymfocyti pfi nesplnéni diagnos-
tickych kritérii CLL a nepiitomnost{ jinych znamek lymfo-
proliferativniho onemocnéni. Jeji vyskyt stoupd s vékem,
v populaci nad 40 let je zjistovana u pfiblizné 3 % jedinc.
Klinicky vyznam MBL neni zatim zcela jasny, u nékterych
pacientti ale mize prechdzet do CLL ¢&i jiného lymfoproli-
ferativniho onemocnéni. V prehledném sdéleni bude dis-
kutovana incidence a prevalence CLL a MBL, diagnostic-
k4 kritéria CLL a MBL a faktory, které vedou k rozvoji
MBL a jeji progresi do CLL.

1847.

Chronicka lymfaticka leukemie

— na cesté k vyléceni?

Trnény Marek, Obrtlikovd Petra, Karban Josef, Pytlik
Robert, Vilkova Veronika, Schwarz Jifi

(Linterni klinika 1.LF UK a VFN, Praha; Ustav hemato-
logie a krevni transfiize, Praha )

Chronickd lymfatickd leukémie (CLL) je povaZovana za
inkurabilni onemocnéni s vyrazné heterogennim pribéhem.
Rada nemocnych, podle nékterych analyz az 50%, Zije dlou-
hodobé bez nutnosti zahdjit 1écbu. U nemocnych, kde je nut-
né zahdjit 1écbu, byl obecné prijiman fakt, Ze zasadni je che-
mosensitivita, ale z pohledu celkového preZiti jiz neni roz-
hodujici, zda nemocny dosahne kompletni ¢i parcidlni re-
mise. V poslednich letech se zavedenim imunochemotera-
pie a rozsifenim alogennich transplantaci se ukazuje, Ze kva-
lita odpovédi je spojena nejen s delSi dobou do progrese, ale
mtiZe také byt spojena s del$im celkovym pieZitim. Stano-
veni minimdlni rezidudlni nemoci je povazovano stile za
experimentdlni piistup bez pfimého dopadu na dalsi 1éceb-

ny postup. V poslednich letech se konsistentné ukdzalo i na
velkych souborech nemocnych, Ze nemocni, ktefi dosahli
negativity minimalni rezidudlni nemoci maji signifikantné
lepsi dobu do progrese neZ nemocni s pietrvavajici poziti-
vitou. PfestoZe i u t€chto nemocnych dochdzi k relapsiim,
a nelze stale mluvit o vyléceni ukazuje se zcela jednoznac-
né, Ze je zapotiebi u nemocnych, u nichz je cilem prodlou-
Zit Zivot pouZzit 1é¢ebné metody, které povedou k dosaZeni
co nejkvalitnéj$i odpovédi (kompletni remise), pokud moz-
no s dosazenim MRD. Tento piistup totizZ dava Sanci pri-
bliZit se k vyléCeni. U mladych nemocnych s relapsem je
nutné zvazit i moZnost alogenni transplantace.

1684.

Nemyeloablativni transplantace u 41 pacientii s CLL
z jednoho centra: nepribuzny darce zarucuje lepsi
kontrolu nemoci pri srovnatelné TRM

Jindra Pavel, Koza Vladimir, Steinerova Katefina, Jungo-
va Alexandra, Karas Michal, Lysdk Daniel, Svoboda To-
mas, Vozobulova Véra, Vokurka Samuel, Pekova Sona,
Hrabétova Marcela, Schutzova Miroslava

(HOO FN, Plzen; Chambon, Praha)

I pfes moderni Ié¢ebné postupy zahrnujici kombinaci pu-
rinovych analog a monoklondlnich protilatek, zastavd CLL
ve své podstaté nevylécitelnou nemoci. Zvlasté u skupiny
pacientd s kumulaci nepfiznivych prognostickych faktort
(nemutovany IgVH gen, dell7p, rezistence na puriny) jsou
tfeba alternativni postupy. Alogenni transplantace s reduko-
vanou pripravou (RIC SCT) se zda byt slibnou lécebnou al-
ternativou, nebot’ pii snizené toxicité zachovava GVL efekt.
Pribuzny dérce je vSak omezené dostupny a obava z vyssi
transplantacni mortality vede ke zdrZenlivosti ve vyuZiti ne-
piibuznych darci. Pacienti a metodika: Unicentrickd retro-
spektivni analyza 41 konsekutivnich pacientti s CLL (me-
dian 60 let, rozmezi 48-70) transplantovanych v letech
2002-9 RIC protokoly (Flu-Cy ¢i Flu-Mel) na HOO FN PI-
zet bud sourozencem (SIB skupina, n=16,39%) nebo s ne-
ptibuznym darcem (MUD, n=25, 61%). Cytogenetika byla
zndma u 39 (95%), z nich nepfizniva u 59%, u celkem 39
% byla ptitomna del17p-. IgVH stav byl zndamy u 17 (41%)
z nichZ u 15 nemutovany. Nem. dostali median 3 linif léc-
by (1-6), vSichni refrakterni na puriny. 20 (41%) transplan-
tovdno mimo CR/PR. Mezi skupinami SIB a MUD nebyly
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signifikantn{ rozdily v relevantnich parametrech (vek, sta-
dium, cytogenetika, IgVH, doba sledovani). Darci MUD by-
li signifikantné mladsi nez SIB (medidan 29 vs. 56 let,
p=<.0001). Vysledky: Pfi medidnu sledovan{i 22 mésict
(rozmezi 3-77) pro cely soubor je pravdépod. 3-r prezivani
(OS) a prezivani bez nemoci (DFS) 41%, resp. 39% zatim-
co nerelapsova mortalita (NRM) je 41% (17/41) a inciden-
ce relapsi 22% (9/41). Celkova incidence aGVHD
a cGVHD byla 56%, respektive 48%. Nebyl zaznamendn
rozdil v OS/DFS mezi pacienty s del17p a bez ni, stejné tak
mezi pacienty s nepriznivou a ostatni cytogenetikou. Srov-
nanim SIB a MUD skupin tyto mély podobnou 3-r pravdé-
podobnost OS (27% vs 55%, p=042), ale u MUD jsme za-
znamenali vyznamné lepsi DES (23% vs. 55%, p=0,03). To
bylo zptisobeno trendem k vyssi incidenci relapst (44% vs.
8%,P=0,06) a vyznamné vyssi incidenct rejekci Stépu (38%
vs. 0% ,p=0,0018) u SIB. Pro NRM,aGVHD a CGVHD ne-
byl zaznamenan mezi obéma skupinami vyznamny rozdil.
Zaver: RIC SCT je efektivni 1écbou prognosticky neptizni-
vé CLL s kurativnim potencidlem i u nemocnych refrakter-
nich na purinova analoga ¢i s del17p. Neptibuzny darce ne-
ovliviiuje negativné vysledek SCT u téchto pacientti, nao-
pak pfi nedostupnosti pribuzného darce je vhodnou alter-
nativou zarucujici lepsi kontrolu nemoci.

1740.

Nizkodavkovany fludarabin a cyklofosfamid v kombi-
naci s rituximabem v 1é¢bé starSich a komorbidnich
nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii/lym-
fomem z malych lymfocyta (CLL/SLL):

projekt Q-lite Ceské skupiny pro CLL

Smolej Luk4s, Spadek Martin, Belada David, Hrudkova
Monika, Brychtové Yvona, Doubek Michael, Schwarz Ji-
i, Cmunt Eduard, Rohon Peter, Klaskova Katefina, Ko-
zdk Tomas

(1. interni klinika, oddéleni klinické hematologie, FN
a LF Univerzity Karlovy, Hradec Krdlové; Oddélent kli-
nické hematologie, FN Krdlovské Vinohrady, Praha; In-
terni hematoonkologickd klinika LF Masarykovy univer-
zity a FN, Brno; Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha; Linterni klinika, VSeobecnd fakultni nemocnice,
Praha; Hemato-onkologickd klinika, FN, Olomouc; Ces-
kd CLL skupina, Praha)

Uvod: Kombinace fludarabinu, cyklofosfamidu a rituxi-
mabu (FCR) je nyni povaZovana za 1écbu volby v 1 linii i re-
lapsu chronické lymfocytarni leukémii (CLL), avSak pou-
ze u nemocnych v dobrém celkovém stavu bez zdvaznych
pridruzenych onemocnéni. V soucasné dobé€ neni jasné, zda
jsou fludarabinové rezZimy pifnosem i pro nemocné vyssi-
ho véku a/nebo s komorbiditami. Cilem projektu ,,Q-lite*
Ceské skupiny pro CLL bylo posouzeni ti¢innosti a bezpe¢-
nosti nizkodavkovanych fludarabinovych rezimi u star-
Sich/komorbidnich nemocnych s CLL/SLL. Nemocni a me-
todiky: Od 3/2009 do 4/2010 bylo na 14 pracovistich spo-
lupracujicich v ramci CSCLL zafazeno 60 nemocnych
(CLL, n=56, SLL, n=4). Jednalo se 0 35 muzi a 25 Zen

s medidnem véku 70 let (rozmezi 58-83). Oproti standard-
nimu rezimu FC byly ddvky fludarabinu sniZeny na 50 %
a cyklofosafamidu na 60 % (fludarabin 12 mg/m? i.v. nebo
20 mg/m2 p.o. D1-3, cyklofosfamid 150 mg/m? i.v. nebo
p.o.D1-3); davka rituximabu byla obvykla (375 mg/m2 D1,
v 1.cyklu, 500 mg/m? od 2.cyklu). FCR byl pouzit u 58 ne-
mocnych, FC 2x. V 1 linii bylo 1é¢eno 31 nemocnych, v re-
lapsu 29. Podrobnéjsi vstupni data jsou k 4/2010 dostupna
u 50 nemocnych. Vysoké riziko dle Raie bylo pfitomno u 30
nemocnych (60%). IgVH geny byly nemutované u 29 z 38
(76 %) nemocnych; delece 11q u 14 (38 %) a del 17p u 2
(5 %) nemocnych. Masivni lymfadenopatie byla pfitomna
u 21 (44 %) nemocnych. Vysledky ticinnosti a toxicity jsou
zatim dostupné u 34, resp. 51 nemocnych: Pfi hodnoceni
Lintention to treat** byla celkovd odpovéd u 20 z 34 nemoc-
nych (58 %); kompletni remise u 7 nemocnych (38 %). 4
nemocni (12%) méli progresi na 1écbe, stabilni choroba by-
la u 6 pacientd (18 %). U 4 nemocnych (12 %) nebyla 1é-
¢ebnd odpovéd hodnotitelnd. V 16¢bé pokratuje 25 nemoc-
nych. Tézka neutropenie (III/IV. stupné€) se vyskytla u 54
%, t€zka trombocytopenie u 13 % a t€¢zka anémie u 11 %
nemocnych. Zavazné infekce se objevily u 10 % nemoc-
nych. Tfi nemocni zemfeli po ukonceni 1écby (vSichni bez
1é¢ebné odpovédi). Zavér: Uvodni data z projektu Q-lite
ukazuji, Ze 1écba starSich ¢i komorbidnich nemocnych
s CLL/SLL nizkodavkovanymi protokoly FC/FCR jevi slib-
nou tc¢innost; hematologickd i infekeni toxicita jsou pfija-
telné. Pokracovani v ndboru do protokolu Q-lite se na za-
kladé téchto dat jevi jako opravnéné. Projekt financné pod-
porily firmy Roche a Bayer-Schering Pharma. Podpofeno
vyzkumnym zdmérem MZO 00179906 Ministerstva zdra-
votnictvi Ceské republiky.

1805.

Moznosti a limity 18F-FDG PET/CT vysetireni

u nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii

a lymfomem z malych lymfocyti

Papajik Tomas, Myslivetek Miroslav, Sedovad Zuzana,
Buridnkova Eva, Urbanova Renata, Koranda Pavel, Turc-
sanyi Peter, Prochdzka Vit, Pikalovd Zuzana, Kucerova
Ladislava, JaroSova Marie, Indrak Karel
(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc; Kli-
nika nukledrni mediciny FN a LF UP, Olomouc; Ustav
patologie FN a LF UP, Olomouc)

Pozitronovd emisni tomografie (PET) s pouzitim 18F-flu-
orodeoxyglukézy (18F-FDG) kombinovand s vypocetni to-
mografii (CT) pfedstavuje nejpiinosnéjsi zobrazovaci vy-
Setfeni pfi inicidlnim urceni stddia u nemocnych s ne-hodg-
kinskymi lymfomy (NHL). Pfinos PET/CT u nemocnych
s chronickou lymfocytarni leukémii/lymfomem z malych
lymfocytd (CLL/SLL) nebyl do dne$niho dne systematic-
ky analyzovén. Pivodni price zkoumajici 18F-FDG avidi-
tu u jednotlivych typt lymfoidnich neoplazii prokézaly, Ze
citlivost 18F-FDG PET se u CLL/SLL pohybuje ve srov-
nani s CT jen kolem 50%. V nasi prospektivné hodnocené
studii jsme analyzovali PET/CT nalezy u 18 nemocnych
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s nové diagnostikovanou CLL/SLL vétSinou v pokrocilém
stadiu choroby a velkou masou lymfatické tkdné a 6 nemoc-
nych s podezienim na Richterovu transformaci onemocné-
ni. Z pacienttl vySetfenych pii diagnéze choroby bylo 6 ne-
mocnych hodnoceno jako 18F-FDG PET neavidnich, u 5
nemocnych nékteré lymfatické uzliny akumulovaly 18F-
FDG zvysené, jiné vSak ne. U vSech 18 nemocnych byla vy-
poctena hodnota SUVmax. Medidn hodnot SUVmax byl 3,2
(rozmezi 1,5 — 5,6). U 2 nemocnych byl na PET/CT iden-
tifikovan podeziely extranodalni utvar, ktery byl podroben
dal$im vysetfenim. U prvniho nemocného byl prokdzan kar-
cinom tra¢niku, u druhé nemocné karcinom délohy. 6 ne-
mocnych bylo metodou PET/CT vysetfeno pii podezfeni na
Richterovu transformaci CLL/SLL. U v§ech nemocnych by-
la konstatovana jednoznacnd 18F-FDG avidita choroby, coz
bylo potvrzeno také vypoctenymi hodnotami SUVmax (me-
didn 16 4; rozmezi 7,2 — 25,3). U vSech 6 nemocnych byla
histologicky potvrzena transformace CLL/SLL. U 2 nemoc-
nych byl identifikovan difuzni B-velkobunéény lymfom,u 3
nemocnych lymfom HodgkinGv, u 1 nemocného CD30+
ALK+ anaplasticky velkobunény lymfom. Rozdily
SUVmax obou vysetfenych skupin byly i pfes maly pocet
pacientl statisticky vyznamné rozdilné (Mann Whitney
U test, p<0.001). I kdyz 18F-FDG PET/CT nepatii mezi
standardni zobrazovaci metody indikované pii vySetfeni no-
vé diagnostikovanych nemocnych s CLL/SLL, miZe jeho
pouziti u nemocnych s velkou nddorovou masou pfinést cen-
né poznatky dilezité pro dalsi péci o nemocné. Naproti to-
mu pfi podezieni na Richterovu transformaci predstavuje
PET/CT vysoce senzitivni a specifickou metodu, kterd mu-
Ze mimo jiné slouzit k zacileni planované biopsie do mista
s vysokou biologickou aktivitou transformované tkané. Pod-
pofeno grantem IGA MZ CR &. NR/9502-3.

TRANSPLANTACE

1642.

Vysledky lécby mladsich pacientii s akutni myeloidni
leukémii s normalnim karyotypem - role alogenni
transplantace krvetvornych bunék v ramci konsoli-
dacni lécby v 1.kompletni remisi - analyza vysledkia
obdobi 2003-2009

Karas Michal, Steinerova Katefina, Jindra Pavel, Vokur-
ka Samuel, Lysdk Daniel, Svoboda Tomas, Koza Vladi-
mir (Hematologicko-onkologické odd. FN, Plzert)

Uvod: alogenni transplantace krvetvornych bunék (allo-
SCT) po myeloablativni piipravé s piibuznym darcem u pa-
cientl s akutni myeloidni leukémif s normalnim karyoty-
pem (AML-NK) v 1 kompletni remisi (CR) zlepSuje prezi-
ti bez nemoci (DFS), incidenci relapst (RI) i celkové pre-
ziti (OS) ve srovnani s pacienty lécenymi pouze chemote-
rapii (CHT). Tento pozitivni vliv nebyl dosud ovéfen pro
nepiibuzenské alloSCT a pro alloSCT po redukované pri-
pravé (RIC). Vyznamnou roli v prognéze nemocnych
s AML-NK hraji také molekuldrné-genetické (MG) mar-
kery. K ovéfeni potencidlni role alloSCT v rdmci konsoli-

dacni 1é¢by u pacienti s AML-NK jsme retrospektivné
zhodnotili vysledky vSech téchto pacientti 1é¢enych od ro-
ku 2003 na naSem pracovisti v¢éetné zhodnoceni vlivu de-
tekovanych MG markerti. Pacienti a metody: od roku 2003
z intenzivné 1é¢enych 55 pacientd s medidnem véku 52 let
(23-59 let) s AML-NK dosahlo po 1 nebo 2 cyklech CHT
49 pacienttt CR. 45 pacientl s medidnem véku 51 let (23-
59let) a s medidnem sledovani 32 mésict (7-86 mésich) pak
pokracovalo v 16¢bé chemoterapii (18 pacientii, HD-Ara-C)
nebo podstoupilo alloSCT (27 pacientti, 59% RIC, 63% ne-
piibuzny dérce). Obé skupiny pacientd se nelisili v zadném
ze vstupnich prognostickych faktord (v€k, doba dosazeni
CR, MG markery, doba sledovani). Vysledky: v celém sou-
boru 91% pacienti s AML-NK doséhlo po 1 nebo 2 cyk-
lech chemoterapie CR. 18 (33%) pacientt zrelabovalo a 7
(13%) pacientd zemfelo z diivodi 1éCebné mortality (TRM).
Predpoklddany 4 lety DFS a OS jsou 52% resp. 53%. Ve
skupiné pacientti s AML-NK, ktefi dosahli CR a podstou-
pili alloSCT zrelabovali 2 (7%) pacienti a 3 (11%) pacien-
ti zemfeli z divodu TRM. Predpokladany 4 lety DFS a OS
je 78%. Zpusob transplantacni pifpravy ani typ ddrce nemé-
ly vliv na OS po alloSCT. Ve skupiné¢ CHT lécenych paci-
enti v CR AML-NK zemfeli 2 (11%) pacienti z divodu
TRM a 9 (50%) pacientt zrelabovalo. Predpokladany 4 le-
ty DFS a OS jsou 31% a 33%. AlloSCT se srovnatelnou
TRM (p=NS), snizila RI (p=0,003) a zlepsila DFS
(p=0,0003) a OS (p=0,009). V nasem souboru jsme nepro-
kazali signifikantni ovlivnéni prognézy prokdzanymi MG
markery. Zavér: s urcitou limitaci velikosti souboru ziska-
né vysledky pfinaseji nékolik potencidlnich zavéra: 1) al-
10SCT v poslednich letech pri nizké TRM a RI zlepsila DFS
a OS ve srovnani se samotnou CHT u pacientti s AML-NK
v 1.CR 2) typ darce ani pfipravy neovlivnili vysledky allo-
SCT 3) vyznam MG marker( se ndm v nasem souboru ne-
podafilo jednoznacné prokdzat.

1640.

Alogenni transplantace po redukované pripravé

u pacientii nad 60 let s akutni myeloidni leukémii
jako soucast standardni lécby — zkuSenosti jednoho
centra

Karas Michal, Steinerova Katefina, Jindra Pavel, Vokur-
ka Samuel, Lysdk Daniel, Svoboda Tomas, Koza Vladimir
(Hematologicko-onkologické odd. FN, Plzeri)

Uvod: nepiiznivou prognézu pacientli stariich 60 let
s akutni myeloidni leukémii (AML) lé¢enych intenzivni
chemoterapii (3 lety OS < 20%) muiiZe u ¢asti nemocnych
zlep§it zarazeni alogenn{ transplantace krvetvornych bunék
po redukované pripravé (RIT) do 1écebné strategie. V tom-
to sdéleni shrnujeme nase zkusSenosti s tfmto postupem pre-
devsim s ohledem na moznost zarazeni RIT do standardn{
1é¢by, na dtivody branici provedeni RIT a na zhodnoceni
vysledki samotné RIT véetné zhodnocent role nepiibuzen-
ské RIT. Pacienti a metody: od 1/2003 do 9/2009 podstou-
pilo z 69 intenzivné 1é¢enych pacienti starsich 60 let s AML
30 nemocnych s medidnem véku 62 let (rozmezi 60-68 let)
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RIT (fludarabin+melfalan). 19 pacientl bylo v dobé RIT
v 1.CR AML a 11 pacienti bylo mimo 1.CR. Zdrojem kr-
vetvornych bunek byla periferni krev s medidnem transplan-
tovanych CD 34+ bunék 5,79x10E6/kg (rozmezi 1,89-
14,90x10E6/kg). V 12 (40%) pripadech se jednalo o pribuz-
ného a v 18 (60%) pripadech o nepfibuzného darce (9x
s HLA neshodou). Vstupni prognostické parametry pacien-
ti transplantovanych od piibuzného a nepiibuzného dérce
se kromé nizsiho véku a vyssiho poctu CD34+ bunék u ne-
ptibuznych RIT mezi obéma skupinami nelisily. Prevenci
GVHD byla kombinace cyclosporinu A a methotrexatu. Dal-
$ postupy, lécba komplikact, jejich hodnoceni a hodnoceni
vysledki 1é¢by probihalo dle standardnich kritérii. Vysled-
ky: divody neprovedeni RIT u intenzivné 1é¢enych paci-
entti nad 60 let s AML byly: nedostupnost darce (28%), Spat-
ny celkovy stav (28%), dmrti pfi intenzivni 1é¢bé (25%)
a odmitnuti transplantace (19%). 30 (43%) z intenzivné 1é-
Cenych pacientil pak podstoupilo RIT. U vsech bylo v den
+30 po RIT dosazeno kompletniho chimerismu. Akutn{
GVHD se rozvinula u 13 (43%) pacientd a chronicka
GVHD se rozvinula u 10 (40%) z 25 hodnocenych pacien-
ti. S medidnem sledovani Zijicich pacientil 19 mésict (roz-
mezi 2-73 mésict) zije 17 (57%) nemocnych, z nichz 16
(53%) v trvajici CR. 5 (17%) pacientt zrelabovalo a 4 z nich
zemieli. 9 (30%) pacientl zemfelo z divodu NRM. NRM
do dne +100 byla 10%. Pfedpokladany EFS a OS ve 4 le-
tech je 46% a 48%. Vysledky RIT nebyly statisticky vy-
znamné ovlivnény typem darce. Zavér: pres urcitou limita-
ci velikosti souboru nami ziskané vysledky ukazuji, Ze té-
méf polovina intenzivné 1éCenych pacientt starsich 60 let
s AML byla schopna podstoupit RIT a Ze RIT (v¢etné ne-
ptibuzenské) pii tolerovatelné NRM a nizké incidenci re-
lapsti miiZze zlepsit nepiiznivou prognézu téchto nemocnych.

1643.

Efektivita protokolu FLAMSA-RIC s naslednou
alogenni transplantaci krvetvornych bunék u 51
vysoce rizikovych pacientii s hematologickymi
malignitami

Krej¢i Marta, Brychtova Yvona, Doubek Michael, Racil
Zdenék, Koristek Zden€k, Navratil Milan, TomiSka Mi-
roslav, Horky Ondfej, Dvordkova Dana, Mayer Jif{
(Interni hematoonkologickd klinika, FN, Brno)

Uvod: Podani chemoterapie a ndsledna aplikace rezimu
s redukovanou intenzitou (RIC) a provedeni alogenn{ trans-
plantace (SCT) u vysoce rizikovych pacienttl (pac.) s hema-
tologickymi malignitami se jevi jako nadéjné s dobrymi vy-
sledky. Metody: Bylo analyzovano 51 pac., ktefi podstou-
pili chemoterapii a RIC v naSem centru v obdobi 2006-2009
(30x AML, 6x ALL; 6x NHL, 3x CLL, 6x ostatni). Kom-
binace fludarabin (30 mg/m?), cytarabin (2 g/m?) a amsa-
krin (100 mg/m?2) po 4 dny (FLAMSA) byla pouZita k cy-
toredukci. Po tfidenni pause byl aplikovan RIC: 4 Gy TBI,
dédle ATG (Fresenius) 10-20 mg/kg/den po 3 dny a cyklo-
fosfamid 40-60 mg/kg/den po 2 dny. Amsacrin nebyl poddn
u nemocnych s lymfoidnimi malignitami. Median véku byl

49 let (rozpéti 19-61). Stav onemocnéni pred SCT: 8x CR1,
11x CR2, 1x CR3, 31x refrakterni onemocnéni nebo relaps.
Typy darct: 17x HLA identicky sourozenec, 34x nepiibu-
zensky darce. Pouzité $tépy: 47x PBSC, 4x kostni dfen. Vy-
sledky: Medidn piihojeni neutrofilG (nad 0,5 x 10E9/1) byl
18 dni, piihojeni $tépu bylo dosazeno u 45 pac., 6 pac. zem-
felo v aplazii. Lécebna odpovéd byla hodnocena u 45 pac.:
41x remise (91 %), 4x progrese (9 %). Umirti bez souvislos-
ti s relapsem (NRM) do dne +100 a v 1 roce byla 17 %
(9/51) a21 % (11/51); ptic¢iny NRM: 4x GVHD, 4x septic-
ky Sok, 2x multiorganové selhani, 1x krvaceni do CNS. In-
cidence akutni GVHD byla 62 % (28/45); 23x stupeti I+11,
5x stupen III. Incidence chronické GVHD byla 53 %
(19/36), 14x forma limitovand, 5x extenzivni. Median sle-
dovani od SCT je 13 mésict (rozpéti 0.03-47). U 41 % pac.
(17/41) doglo k relapsu. Zije 24 pac. (47 %), z toho je 21
pac. v remisi, 3 pac. s relapsem; 27 pac. (53 %) zemfielo (z
toho NRM 11x, progrese 16x). V celé skupiné 51 pac. je
medidn bezpfiznakového obdobi (EFS) 7 mésicl, median
celkového preziti (OS) 14 mésict. U pac., ktefi byli v CR
pred SCT a u pac. s chronickou GVHD, nebyly medidny
EFS a OS dosazeny. U pac. s AML je medidn EFS 6 mési-
ct a medidn OS 7 mésici. U pac. s lymfoidnimi malignita-
mi je median EFS 15 mésich a medidan OS nebyl dosazen.
Zaveér: FLAMSA-RIC protokol se jevi jako efektivni za-
chranna terapie u rizikovych pacientl s hematologickymi
malignitami. Lé&ebn4 odpovéd je 91 %, NRM v 1 roce je
21 %, frekvence zdvazné GVHD je nizka. Nejlepsich 1éceb-
nych vysledki dosahuji pacienti, ktefi byli v CR pred SCT,
dale pacienti s lymfoidnimi malignitami a pacienti s pfitom-
nosti chronické GVHD. K definitivnimu zhodnocenti je za-
potiebi delsi doba sledovani souboru.

1800.

Alogenni transplantace krvetvornych bunék

po reZimu s redukovanou intenzitou fludarabin,
busulfan a ATG, dlouhodobé vysledky

Brychtovd Yvona, Krej¢i Marta, Doubek Michael, Mu-
zik Jan, Mayer Jii{, Vorlicek Jii{

(Interni hematologickd, onkologickd klinika FN, Brno;
Centrum biostatistiky a analyz, LF a PFF Masarykovy
Univerzity, Brno)

Uvod: Retrospektivni analyza vysledkii alogennich trans-
plantaci krvetvornych bunék po rezimu s redukovanou in-
tenzitou fludarabin (30mg/m,5 dni), busulfan (8-12mg/kg
p.0.) a ATG Fresenius (10mg/kg/d, 4 dny) v nasem centru
od biezna 1998 do zai{ 2008. Metody: 71 pacientil, medi-
an veku 50 let, diagnéza 19 AML, 3 MDS, 24 CML, 2 idi-
opatickd myelofibroza, 3 Hodgkintv lymfom, 9 NHL (3
DLBCL,3MCL, 1 FL,2 T-NHL) a 8§ B-CLL/SCLL, 3 MM.
Periferni kmenové burky byly pouzity pro 68 pacientd,
kostni dfeni u 3 pacienti, od 65 pribuzenskych a 6 nepiibuz-
nych darct.Vysledky: Medidn sledovéni byl 55 mésicti. To-
xicita po transplantaci byla nizka [ stupen 111 5,6% (4), stu-
peni IV 1,4% (1)]. Kompletni chimerismus byl dosazen u 31
pacientt (43,6%) do dne +100, 57 pacientti dosahlo kom-

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010



THd - XXIV. OHD 2010

pletniho chimerismu v medidnu 82 dni, 14 (19,7%) paci-
entil nedosdhlo kompletniho chimerismu z diivodu rejekce
Stépu (1), pro podani jeho autologniho §tépu krvetvornych
bunék pro tézkou GVHD (1), progrese nebo relaps 9
(12,8%), tmrti z dtvodu infekce (2), krvéaceni (1). Akutni
GVHD se rozvinula u 24 pacientt (34,9%) :11, 8, 3, 2 pa-
cienti maximalni grade LILIILIV. Chronickd GVHD byla
u 33 pacienti (52 %) : 25 limitovand, 8 extenzivni. Sekun-
dérni rejekce Stépu byla u 3 pacientt s nepfibuzenskym dar-
cem. Infekcei do dne +100 mélo 50 pacientti ( 70 %. Preemp-
tivn{ terapii CMV mélo 24 % (17) pacienti. Infekci po dni
+100 mélo 35 pacientl (55 %). Zemftelo 27 pacientt ( 38
%), priciny umrti: 17 progrese (23,9%), 10 umrti z jiného
divodu nez relaps onemocnéni (14%) [ dmrti v souvislos-
ti s transplantaci 7 pacientt ( 3 infekce, 3 GVHD, 1 krva-
ceni), 2 Umrti na inekce po terapii relapsu nemoci, 1 Alz-
heimerova nemoc]. Medidn celkového preziti (OS) pro
vSechny pacienty nebyl dosaZen, preziti bez udélosti (EFS)
pro vSechny pacienty byl 23 mésict (Kaplan-Meier). Me-
didn OS den +100, 1rok, 2 roky, 4 roky byl 88.7%, 74,7%,
73.2%, 62 6% . Median EFS den +100, 1 rok, 2 roky, 4 ro-
ky byl 84.5%, 63.4%, 49%, 40.3%. Zavér: RIC je asocio-
vany se statisticky signifikantn¢ lepSimi vysledky u paci-
entl s aGVHD nebo cGVHD podle OS, EFS Podporova-
no grantem IGA MZ CR NS 9683/2008

1801.

Prevence GVHD a vysledky alogennich transplantaci
krvetvornych kmenovych bunék (retrospektivni
analyza).

Raida Ludék, Faber Edgar, Vondrakova Jana, Rusindko-
va Zuzana, Indrak Karel, Tucek Pavel

(HOK FN Olomouc; Katedra matematické analyzy a apli-
kact matematiky, Prirodovédeckd fakulta UP; Olomouc)

Uvod: V prevenci nemoci tépu proti hostiteli (GVHD)
po alogennich transplantacich krvetvornych kmenovych bu-
nek (SCT) zistava zdkladnim imunosupresivem cyklospo-
rin A (CSP-A), neziidka v kombinaci s malymi davkami
methotrexatu (MTX) nebo mykofenolat mofetilem (MMF).
Prezentovana retrospektivni analyza hodnoti vysledky alo-
gennich SCT (riziko vyskytu akutni a chronické GVHD, re-
lapsu zakladniho onemocnéni a imrti) v zavislosti na tfech
riznych rezZimech prevence GVHD. Soubor nemocnych
a metody: Prevence GvHD byla zajiSténa samotnym CSP-
Au 56 (37%), kombinaci CSP-A+MTX u 38 (26%) a CSP-
A+MMF u 56 (37%) z celkové 150 alogenné transplanto-
vanych pacientl (96% pro hematologickou malignitu). Ty-
to tfi skupiny se vyznamné liSily: vékem nemocnych (me-
didn 48 vs. 45 vs. 32, P=0,0054), diagnézou akutni leuké-
mie (38% vs. 55% vs. 64%, P=0,016), zastoupenim remis{
choroby v dobé SCT (13% vs. 39% vs. 59%, P=0,000002),
pouzitim ATG v ptipravném rezimu (68% vs. 24% vs.36%,
P=0,00005), SCT od pribuzného darce (55% vs. 95% vs.
36%, P=0,00000016), SCT od HLA-identického darce
(93% vs. 97% vs. 68%, P=0,000005) a SCT po myeloab-
lativni piipravé (4% vs. 41% vs. 55%, P=0,000000014).

Rozdily mezi skupinami v riziku GVHD, relapsu a umrt{
byly hodnoceny multivariacni Coxovou regresni analyzou,
k sestrojeni kfivek pravdépodobného preZiti bez nezadouci
udalosti (EFS) a celkového preziti (OS) byla pouZzita Ka-
plan-Meierova metoda. Vysledky: V uvedenych tfech sku-
pindch nebyl zaznamendn rozdil v riziku rozvoje akutni
(32% vs. 39% vs. 36%, P=0,58; HR 1,18 [95%CI 0,86 -
1,621, P=0,3) nebo chronické GVHD (25% vs. 29% vs.
36%, P=0,6), relapsu choroby (20% vs. 30% vs. 14%,
P=0,15; HR 0,87 [95%C1 0,56 - 1,37],P=0,56), TRM (20%
vs. 42% vs. 32%, P=0,13; HR 1,27 [95%CI 0,9 - 1,79],
P=0,18), pravdépodobném pétiletém EFS (52% vs. 32% vs.
43%, P=0,13; HR 1,0 [95%CI1 0,73 - 1,34], P=0,95) a OS
(53% vs. 34% vs. 53%, P=0,25; HR 1,03 [95%CI1 0,78 -
1,35], P=0.85). Zavér: Pti zohlednéni zakladniho onemoc-
néni a jeho stavu, intenzity pripravného rezimu zékladnich
charakteristik darce a dal$ich parametrQ, které mohou po-
tencidlné ovlivnit vysledek SCT, nelze uptednostnit jeden
urcity pristup v prevenci GVHD. Intenzita profylaktické
imunosuprese by méla byt u kazdého nemocného podstu-
pujictho SCT volena individudlng, na zdklad¢é dikladného
zhodnoceni vSech prognostickych faktord a transplantac-
nich rizik. Podpofeno Vyzkumnym zdmérem MSMT
MSM-6198959205.

1784.

Polyfunkéni CM V-specifické T-buiiky jsou znakem
uspésné obrany proti reaktivaci CMV u déti po HSCT
Kalina Tomas, Krél Ladislav, Kotus Dusan, Stuchly Jan,
Hubacek Petr, Sedlacek Petr, Stary Jan, Hrusak Ondrej
(Klinika détské hematologie a onkologie, UK 2.LF a FN
Motol, Praha)

Cytomegalovirus (CMV) zpusobuje zdvazné infekéni
komplikace u imunokompromitovanych pacientii po trans-
plantaci kmenovych bunék krvetvorby (HSCT). Studovali
jsme Cetnost a funk¢ni profil CM V-specifickych T lymfo-
cytl u zdravych dobrovolnikd a u détskych pacientti po
HSCT s cilem zjistit, které parametry mohou byt zndmkou
ucinné kontroly CMV reaktivace. Pro studium CMV-spe-
cifickych T lymfocytd jsme pouZili polychromatickou pri-
tokovou cytometrii. Po kratkodobé in vitro stimulaci mono-
nukledrnich bunék periferni krve jsme stanovili produkci in-
terferonu gamma (IFNg), interleukinu-2 (IL2), expresi kos-
timula¢ni molekuly CD40L a degranulaci pomoci CD107a
u 191 vzorkd od 118 pacientti a dobrovolnik. Zjistili jsme,
Ze u pacienttl, kteff byli schopni kontrolovat CMV reakti-
vace byly zastoupeny CD8+ T-lymfocyty produkujici za-
roven IL2 a IFNg, jez u CMV nekontrolujicich pacienttl
chybély. Nejcetnéjsimi CD8+ T-lymfocyty byly bunky pro-
dukujici pouze IFNg, které vSak nemély vztah ke kontrole
CMV reaktivace a povazujeme je tedy spiSe za pamét'ové
T-lymfocyty. Analyza vztahi mezi v§emi typy funkéni od-
povédi metodou hierarchického klastrovani ukazala, Ze ty-
to IFNg produkujici T-lymfocyty nejsou v souhfe s ostatni-
mi polyfunkénimi T-lymfocyty. Nase prace odhaluje funkc-
ni parametry T-lymfocytd, jeZ jsou potfebné pro monitora-
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ci dspésné imunitni odpovédi proti CMV po HSCT. Zaro-
veni poskytuje moznost nové interpretace fady predeslych
studif, které se omezily jen na detekci produkce IFNg. Pod-
poreno grantem IGA-NS/9996-4 a MZO 000064203

MORFOLOGIE 1II.

1851.

Vztah cytologickych charakteristik a cytogenetickych
zmén u nemocnych s chronickou lymfatickou leukémii
Prochéazka Vit, Faber Edgar, Papajik Tomas, Urbanova
Renata, Lapcikova Anna, Jurdnova Jarmila, JaroSova Ma-
rie, Indrak Karel

(Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Uvod: Chronick4 lymfatick4 leukémie (CLL) je nej¢as-
t€j$i leukémii dospélého véku. Klinicky pribéh a odpo-
v&d na terapii je extrémné variabilni. Suspicium na CLL
je casto vyjadfeno regiondlnim hematologem na zékladé
klinického vysetfeni a natéru periferni krve. Cil: Cilem
sdélenf je poskytnout prehled cytologickych zmén bunck
CLL a jejich vztahu ke klinicky vyznamnym cytogenetic-
kym zméndm. Metoda: V éfe moderni imunochemotera-
pie jsou nejsilnéjSim prediktorem preZiti cytogenetické
zmény nadorovych bunék. Od roku 2000, kdy byl publi-
kovan vliv ,,standardnich® cytogenetickych zmén (dele-
ce 17p, delece 11q, trisomie 12q a delece 13q) na progné-
zu, byla publikovéna fada dalSich ,,pfidatnych* chromo-
somovych zmén. Jakkoli je vztah mezi atypickou morfo-
logii bun¢k CLL a prognézou nemocnych zndm — vztah
mezi genetickymi zménami a vzhledem bunék byl dosud
studovan jen minimdlné. V éfe virtudlni mikroskopie
a moznosti efektivniho sdileni obrazi (telehematologie)
ziskdvame nastroj pro maximalni vyuziti morfologie bu-
nék jako dopliikového ndstroje predikce progndézy one-
mocnéni. Autofi budou prezentovat vlastni vysledky cy-
tologické analyzy za pomoci systému CellaVision DM 96
a Expert viewer (Sysmex®) a demonstrovat vztah cyto-
logickych ryst a cytogenetickych zmén nadorovych bu-
nék. Zavér: Hodnoceni kvalitnich standardizovanych
a preciznich cytologickych preparatti mize ptispét k hod-
textu ostatnich vySetrovacich metod. Podporeno granty:
MSM 6198959205 a ESF CZ.1.07/2.2.00/07.0294.

1717.

Prinos klasickej histopatologickej analyzy pre
dnes$ni moderni interdisciplinarnu diagnostiku
malobunkovych B-NHL

Plank Lukés (Ustav patologickej anatémie a Konzultad-
né centrum bioptickej diagnostiky ochorent krvotvorby
JLF UK a MFN a Martinské bioptické centrum, s.r.o.,
Martin-SK)

Malobunkové B-NHL predstavuji heterogénnu skupi-
nu nadorov, ktord mozno rozdelit’ na 1) CastejSie indolent-

né B-NHL (CLL/SLL, FL. a NHL B-buniek marginalnej
z6ny MALT-typu), 2) menej Casté indolentné B-NHL
(LPL a Waldenstromova makroglobulinémia, splenicky
a nodalny lymfém z B-buniek margindlnej zény a HCL),
3) agresivnej$i B-NHL typu MCL. Zakladom ich histo-
patologickej diagnostiky je identifikdcia nasledovnych
¢ft: a) histocytologickd verifikdcia dominujicich ,,malych
lymfoidnych buniek* s nulovou alebo nizkou primesou
,,blastov* /okrem blastoidného MCL/, b) nizkej mitotic-
kej aktivity /s vynimkou MCL a niektorych FL. G1-2/, ¢)
rozsah nadorovej infiltracie v tkanive (parcidlna versus
totdlna infiltracia organu), d) spdsob rastu (diftizny, foli-
kulovy/noduldrny, pseudonoduldrny, pseudofolikulovy,
na spdsob plastovej, resp. margindlnej zony), e) ¢it leu-
kemizdicie, infiltracie tkanivovych Struktdr orgénu, f)
identifikdcia pripadnej plazmocytovej alebo plazmocy-
toidnej diferencidcie nddorovych buniek, ako aj f) iden-
tifikdcia pripadnej velkobunkovej transformacie primar-
ne malobunkového B-NHL. Vsetky uvedené histopatolo-
gicky identifikovatené Crty si vysledkom interakcie
vlastnosti nddorovej bunky a miestneho mikroprostredia.
Medzi najdolezitejsie vlastnosti nddorovej bunky patri za-
chovanie vlastnosti jej fyziologického protajsku na pri-
sluSnom vyvojovom stupni B-bunkového radu, zmeny
pod vplyvom jej genetickej vybavy a produkcie tzv. ho-
ming receptora alebo inych funkéne podobnych media-
torov (napr. integrinov), ako aj potencidl velkobunkovej
transformécie. Medzi najddleZitejSie vplyvy mikroprost-
redia patri miestna tkanivova a bunkova vybava, ako aj
protinddorova T-lymfocytovd alebo aktivacia histiocytov
a epiteloidnych buniek (vratane tzv. sarkoid-like reakcie).
Tieto vplyvy mdzu predstavovat’ prognosticky vyznam-
ny parameter ochorenia a v extrémnych pripadoch ,,prek-
ryt* vlastnd nddorovu proliferdciu a st’azit’ jej diagnostic-
ku identifikdciu. VSetky uvedené Crty su dolezité pre bi-
opticku diagnostiku a stic¢asne umoZznuji pochopit’ biolo-
gicku podstatu a klinickd manifestdciu ochorenia. Nie st
stabilné a v priebehu ochorenia sa mézu menit’ a vyzaduju
neraz rebioptické vySetrenie. Ani pri zvySovani dostup-
nosti fenotypovych a genotypovych analyz B-NHL ich
vyznam neklesd a tieto parametre si vyhodné aj z hla-
diska Casovych a ekonomickych narokov diagnostické-
ho procesu. Podporené projektom Centra excelentnosti
pre perinatologicky vyskum na JLF UK v Martine (IMTS
kéd 26220120016).

1836.

Hodgkinuv lymfom. Klasifikace WHO 2008

a problémy diferencialni diagnozy

Boudova Ludmila, Veseld Pavla, Fakan FrantiSek, Michal
Michal (Sikliiv patologicky iistav, Plzert)

Podle klasifikace WHO by se mél uzivat ndzev Hodg-
kindv lymfom (HL), nebot’ je prokdzana lymfoidni pova-
ha nadorovych bunék, které jsou v naprosté vétsiné B-pu-
vodu. Star$i ndzvy jsou lymfogranulomatéza, (maligni)
lymfogranulom a Hodgkinova choroba. Hodgkinovy lym-
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fomy délime na 2 zdsadni podskupiny: klasicky Hodgki-
ntv lymfom (classical HL, cHL, 95% piipadi) a noduldr-
ni HL s lymfocytarni predominanci (nodular lymphocy-
te predominant Hodgkin lymphoma, NLPHL, dfive no-
dulérn{ paragranulom, 5% piipadl). Tyto dvé kategorie se
lis1: 1. klinickymi vlastnostmi 2. nddorovymi buikami
(morfologii a imunofenotypem) 3. nenddorovym pozadim
(sloZzenim a architekturou) V ramci cHL rozliSujeme dal-
§i 4 subtypy: noduldrni skler6zu, smiSenou celularitu, cHL
bohaty na lymfocyty (lymphocyte rich cHL — nejnovéjsi
podtyp) a lymfocytarni depleci. Ve vSech jsou podobné
nadorové bunky: Reedové-Sternbergovy (RS, velké dvoj-
jaderné s bohatou cytoplazmou, v kazdém jadfe eozino-
filni jadérko) a Hodgkinovy (H, jednojaderné — jinak ob-
dobného vzhledu jako RS). Typicky exprimuji CD30
a Casto i CD15, nékteré B-markery. RS jsou diagnostic-
ké buriky (bez nich nemtiZeme stanovit diagnézu cHL).
Pozadi cHL tvori vétSinou malé T-lymfocyty, dale gra-
nulocyty, histiocyty, plazmatické burky, fibroblasty. Sub-
typy cHL se vSak od sebe také 1isi — klinicky a morfolo-
gicky (sloZenim pozadi, architekturou, poctem a stupném
atypie nadorovych bunék, pozitivitou viru Epsteina-Bar-
rové (EBV). NLPHL se od cHL lisi morfologicky i kli-
nicky. Nadorové bunky se nazyvaji LP(lymphocyte pre-
dominance, difve LH - lymphocytic and histiocytic) ne-
boli “popcorn cells” (jadro vypada jako prazend kukufi-
ce). Povazuji se za zvlastni varianty RS bunék, které ne-
exprimuji CD30 a CD15, ale zato silné¢ CD20 a casto
i epitelidlni membranovy antigen. Nemocni prichazeji ve
stadiu I ¢i IT a mivaji - i pfes Casté relapsy - vybornou pro-
gnézu. Problémy patologické diferencialni diagnézy vy-
vstavaji zejména v téchto oblastech: 1. cHL versus lym-
fadenitida, zejména herpetickd (EBV) 2. cHL versus
DLBCL - pro hrani¢ni neklasifikovatelné pfipady oddé-
lila klasifikace WHO 2008 zvlastni kategorii 3. NLPHL
versus DLBCL — zejména T-cell histiocyte rich B-cell
lymphoma (THRBCL — B-lymfom bohaty na T-lymfo-
cyty a histiocyty) 4. cHL, zejména NS, versus ALCL (ana-
plastic large cell lymphoma, anaplasticky velkobunécny
lymfom) 5. NLPHL versus LR cHL

XIV. KONFERENCE OSETROVATELSKYCH

PROFESI V HEMATOLOGII

1690.

Duchovni péce a kvalita Zivota u hematoonkologicky
nemocnych

Cermakova Markéta, Murdychova Eva

( Ustav pro humanitni studia v lékarstvi 1. LF UK, Praha;
1. interni klinika hematoonkologie VFN a 1.LF UK, Praha)

Kvalitu Zivota zkouma mnoho obort. Lze na ni nahli-
7et z mnoha thla. Samotnou kvalitu Zivota miZeme rozdé-
lit do i rovin — roviny télesné, jejiz metou je zdravi, du-
Sevni, jejimZ cilem je §tésti a duchovni, kterd hledd smysl
Zivota, konkrétni zZivotni situace atp. V tomto sdélen{ se za-
méfime na duchovni, spiritudlni rovinu. Nemocni¢ni ka-

plan je na nasi 1. internf klinice hematoonkologie VFN
a 1.LF UK v Praze soucasti multidisciplindrniho tymu, ja-
ko je to bézné ve vétsin€ zdpadni zemi. Poskytuje neevan-
gelizacni sluzbu, kterd neni nijak denominacné limitovana
a je v kontextu se standardy Evropské sit¢ nemocnicnich
kaplani. Nemocni¢ni kaplan pecuje o obecnou spirituali-
tu vSech pacientti, ktefi maji moZnost se rozhodnout, jest-
li tuto sluzbu chtéji vyuzit nebo ne. PIné respektuje auto-
nomii nemocnych. Nemocnicni kaplan slouZi nejenom pa-
cientiim a jejich blizkym, ale i zdravotnickému persondlu.
Svou pfitomnosti kultivuje a tim i zkvalitiiuje prostredi kli-
niky. V rozhovorech s pacienty se ¢asto vénuje smyslu Zi-
vota pacientl, smyslu jejich aktudln{ Zivotn{ situace a po-
maha jim vidét jejich Zivot a dal§i moznosti z riznych th-
14. Doprovazi pacienty po dobu opakovanych hospitaliza-
cf a je jim emociondlné i duchovné bezpe¢nym privodcem.
Diky tomu, Ze slouZi nejen nemocnym ale i zdravotnikim,
muiZe pomoci feSit piipadné konflikty, které mohou v né-
rocném prostiedi hematoonkologie nastat. Pomdha pacien-
tovi nahliZet na problém ocima sestry a sestrdm o¢ima pa-
cienta. JelikoZ chceme na nasi klinice poskytovat komplex-
ni péci, a tim zvySovat kvalitu Zivota naSich nemocnych,
spolupracujeme i s obCanskym sdruzenim Lymfom Help,
které podporuje pacienty s malignim lymfomem, jejich ro-
diny a blizké. Pro hospitalizované pacienty mame spolec-
ny projekt Doprovazeni pacientt s lymfomem, ve kterém
byvali pacienti, ktefi maji min. 1 rok od ukonceni 1écby,
doprovazeji vétsinou nové diagnostikované pacienty a pre-
dévaji jim své zkuSenosti s nemocfi a Iécbou.

1808.

Multikulturni oSettovatelstvi ve zdravotnickém
zarizeni

Kratochvilovéd Lucie, Murdychovd Eva

(I.Interni klinika Hematologie, VFN, Praha)

Multikulturni oSetfovatelstvi ve zdravotnickém zafize-
ni zaméfend na teorii i praxi multikulturniho pfistupu
v oSetfovatelstvi. Cilem préace je jednak pozorovat troven
informovanosti osob pracujicich ve zdravotnictvi a pou-
kéazat na nebezpeci jistého kulturniho nedorozumeéni, kte-
ré muZe plynout z neznalosti specifickych potieb etnickych
¢i ndrodnostnich skupin, s nimizZ se mize zdravotnicky per-
sondl ve své praxi setkat. Dalsim cilem je zjistit moZné ne-
dostatky v oSetfovani osob vietnamské narodnosti. Meto-
dou vedouci k zjisténi tidaji byl dotaznikovy prizkum na
odbornych pracovistich nemocnice v Praze. Dotaznik v po-
¢tu Sedesati kust byl koncipovén jako zjednoduseny test
znalosti z oblasti multikulturniho oSetfovatelstvi, pfitom
diiraz byl kladen na specifika péce o osoby vietnamské na-
rodnosti. Shromdzdéné dotazniky byly vyhodnoceny a je-
jich vysledky zpracovany do grafli, ¢imZ bylo mozno vy-
pozorovat a porovnavat konkrétni zjisténa fakta, kterd by-
la ddle zdrojem pro zavérecnou Cast prace, pojednava o vy-
sledcich vyzkumu. Uvedené vysledky se shoduji s pfedem
stanovenymi hypotézami. Bylo tedy zjiSténo, Ze informo-
vanost sester v oblasti multikulturniho osSetfovatelstvi ne-
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ni vysokd. Na zdklad¢ zjiSténého jsem se pokusila navrh-
nout opatieni vedouci ke zlepSeni situace v dané oblasti.

1634.

Zkusenosti sestry jako operatora separatoru

pri registraci idaji do Svétového hemaferetického
registru

TomsSova Hana, Strnadova Blanka, Knourkova Ludmila,
Bléha Milan (11. interni klinika - OKH, Separdtorové cent-
rum, Hradec Krdlové)

UVOD: Létebné hemaferézy jsou pomérné kompliko-
vané a ekonomicky ndro¢né procedury. Je velmi uZitecné
registrovat udaje o jejich pribéhu ve svétovém registru
a tak ziskdvat mnohem vétsi zkuSenosti zejména u chorob,
které nejsou Casté. R.2003 vznikl svétovy registr (WAA -
World Apheresis Registry), do kterého se naSe pracovisté
ptihlasilo. Od obdrZeni samostatného kédu zasilame tda-
je o procedurach e-mailem do centra, které je analyzuje (na
podkladé zdsad quality assurence measurements).
METODIKA A SOUBOR NEMOCNYCH: WAA je fizen
z centrily v Umea ve Svédsku, kterd analyzuje tidaje. Re-
gistrujeme vSechny terapeutické hemaferézy. Kazdy paci-
ent je kédovan a jsou registrovany podrobné tdaje o pru-
béhu procedur, napf. typ procedury a pfistroji, pouZité roz-
toky a jejich spotieba, nezadouci pithody béhem 1écby, zpt-
sob zilniho pristupu atd. Relativné podrobné je zazname-
navan vyskyt vedlejsich reakci a okamzité hodnoceni kli-
nického stavu. Zapis provadi sestra (operatorka) hned po
ukonéeni procedury. VYSLEDKY: Dosud jsme registrova-
li 1886 procedur u 314 nemocnych. Vedlejsich pfihod by-
lo registrovano 5,8%. Pocétecni chyby pfi registraci odstra-
novala centrdla po vzdjemné dohodé. Analyzované vysled-
ky jsou z centra pro nase pracovisté zasilany pravidelné
rocné anebo na vyzadani. Spojeni s centrem je bez obtizi
i pro dotazy, také technika zdznamu se stala rutinni zdlezi-
tosti. Po jistém zacviku je zaddvani tdaju zaleZitosti né-
kolika minut. DISKUSE: Registrace hemaferéz je dileZi-
tym predpokladem pro validaci vykonil, kontrolu vyskytu
vedlejsich reakci a srovndvani{ vysledktl ¢innosti s jinymi
centry. Po kratkém zacviceni provadéji registraci bez obti-
Z{ sestry. separatorového centra ihned po vykonu. Registr
je veden v anglicting, ale zakladn{ seznam slov nebylo t&z-
ké zvladnout. Planuje se vSak preloZeni dat do CesStiny.
ZAVER: Registr umoziiuje relativné jednoduse a bezplat-
né vyhodnocovani vlastnich vysledkd a porovnavani
s ostatnimi centry na zdkladé poslednich poznatkt védy.
Price je podporovéno granty IGA MZ CR NS/9743-4,
MZO0 00179906, MSM 0021620820.

1622.
Problematika oSetrovatelské péce o Zilni porty
Vodickovd Petra, Semrové Lucie (HOO FN, Plzeri)

Potieba zajisténi dlouhodobého piistupu do Zilniho fe-
Cisté vedla k vyvoji systémi, které tento opakovany pii-

stup umoziiuji a souc¢asné minimalizujf rizika souvisejici
s implantaci cizorodého materidlu. Jednim z nich je Ziln{
port, ktery je typem permanentniho centrdlniho Zilniho
katétru se specidlnim zakon¢enim. Jednd se o komirku se
silikonovou membranou, kterd je umisténa v podkoZzi a ze
které vede katetr do centraln{ Zily. Takovy vstup je bez-
pecny a pii spravném oSetfovani jej lze pouzivat po do-
bu nékolika let. Zavedenf Zilniho portu je jednoduchy vy-
kon, jeho pribéh byva nekomplikovany a port samotny je
pacientem obvykle dobie snaSen. Béhem nékolika posled-
nich let se Zilni porty staly béZnou soucdsti 1é¢by rtiznych
chronickych onemocnéni, nej¢astéji jsou vyuzivany u pa-
cientl s malignim onemocnénim k poddvan{ opakovanych
cykld protinddorové chemoterapie. Vyhody vyuzZivani
portl lze spatfit nejen ve sniZeni nutnosti a poctu invaziv-
nich vykoni k pfi poddvani chemoterapie, jako je napf.
zavedeni centrdlniho Zilniho katétru. UmozZnuji volnost
pohybu pacienta béhem aplikace cytostatik, Ize jej pou-
Zit k odbérim krevnich vzorkd i k podavani 1é¢iv potieb-
nych k udrzeni uspokojivého celkového stavu pacienta.
Kvalitni oSetfovatelskd péce o Zilni port je zakladnim
predpokladem pro jeho dlouhodobou a bezproblémovou
funkci. Pro péci o Zilni port plati specidlni zdsady, mezi
které patif napt. pouzivani Hubertovy jehly o spravné dél-
ce a pruméru, proplachovéni a uzaviran{ Zilntho portu he-
parinovou zitkou po ukonceni 1é¢by, proplachy nepouZzi-
vaného portu. Nezbytnou soucdsti péce je edukace paci-
enta. Efektivni komunikace a dostatek informaci je mo-
tivaci k aktivnimu zapojeni pacienta do péce o svij port.
Autorky ve svém sdéleni prezentuji problematiku oSet-
fovatelské péce o Ziln{ porty véetné edukace pacientd.

1854.

Incidence plicnich a bronchialnich infekci u pacienti
po transplantaci krvetvornych bunék realizovanych
v pokojich s HEPA a bez HEPA filtrace vzduchu

- observacni studie

Bystrickd Eva, Brandejsova R., S¢udlova Jana, Vokurka
Samuel (HOO FN, Plzeni; HOK FN,Olomouc)

Uvod: Reverzni izolace je formou piisného bariérové-
ho oSetfovatelstvi. Cilem této izolace je ochrdnit imunit-
né oslabené pacienty, napf. po transplantaci krvetvornych
bunék, pred infekci. Jsou realizovany riizné postupy s ci-
lem zabranit pfenosu infekce pfimym kontaktem, vzdu-
chem, vodou a potravinami. Existuji v§ak vyznamné roz-
dily v rozsahu a charakteristikdch reverzni izolace mezi
jednotlivymi centry a podle nékterych studif je tcinnost
piisné izolace transplantovanych pacientti — s vyjimkou
zakladniho bariérového oSetrovatelstvi ( pecliva hygiena
rukou) - diskutabilni a kontroverzni. HEPA (High effici-
ency particulate air) filtrace minimalizuje mikrobidln{
kontaminaci vzduchu v HEPA filtrovanych pokojich.
HEPA filtrace je obecné doporucovana prfi transplantacich
krvetvornych bunék, pfedevsim pak u alogennich. N¢k-
terd centra vSak takovou filtraci nemohou zajistit nebo ji
nemaji. Publikované zkuSenosti s transplantacemi bez za-
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jisténé HEPA filtrace vzduchu se jevi jako dobré. Tato
sledovaci studie si klade za cil zmapovat dostupnost
HEPA filtraci vzduchu u transplantacnich center a ana-
lyzovat vyskyt plicnich a bronchidlnich infekci v pfipa-
de¢ zajisténé a nezajisténé HEPA filtrace vzduchu. Me-
todika: sledovaci, prospektivni, nerandomizovana, srov-
ndvaci multicentricka studie. Sledovani: Monitorovaci
karta: vék, pohlavi, diagnéza, pfipravny rezim, typ
transplantace, type filtrace transplantac¢niho pokoje, an-
timikrobidlni profylaxe, trvani neutropénie <1,0x10%/1,
den dimise po transplantaci, vyskyt plicni nebo bron-
chidln{ infekce s pfipadnou definici patogenu, den roz-
voje infekce, 1é¢ba kortikoidy v dobé rozvoje infekce,
stavebni dpravy a rekonstrukce na transplantacni jed-
notce v obdobi poslednich 12 mésici, pravidelné revi-
ze funkc€nosti a tcinnosti HEPA filtrace) Presny popis
nové studie i prvni zkusSenosti s monitoraci pacientt
uvedou autofi v prispévku.

1855.

Moznosti, prehled a aktivity sester v ramci profesnich
a odbornych hematoonkologickych skupin

Bystrickd Eva, Koukalova Alena, Kajaba Véclav

(HOO FN, Plzen; FN, Olomouc; HOK FN, Olomouc)

Souhrn nedodén.

CLLII.

1702.

Rituximab v kombinaci s vysokodavkovanym
Dexamethasonem: efektivni lécebna modalita

u pacienti s relabujici/refrakterni chronickou
lymfocytarni leukemii

Panovskéd Anna, Simkovi¢ Martin, Belada David, Hrudko-
va Monika, Smolej Lukas, Mayer Jif{, Doubek Michael
(Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno;
2. Interni klinika - oddélent klinické hematologie FN a LF
UK, Hradec Krdlové)

Uvod: Pacienti s refrakterni chronickou lymfocytérni
leukemii (CLL) majf nepfiznivou prognézu. Rezimy s vy-
sokoddvkovanymi (HD) kortikosteroidy se zdaji byt slib-
nou modalitou pro tyto pacienty. Kombinace HD methyl-
prednisolonu s rituximabem (R-HDMP) je efektivni,
avSak Casto provazena zdvaznymi infek¢nimi komplika-
cemi. Pilotni data naznacuji, Ze kombinace rituximabu
s dexamethasonem (R-Dex) poskytuje srovnatelné vy-
sledky s nizsi toxicitou. Cile a Metodika: Provedli jsme
retrospektivni analyzu dcinnosti a bezpecnosti R-Dex
u pacientl 1é¢enych ve dvou Ceskych centrech od 4/2006
do 2/2010 dvéma variantami R-Dex: rituximab 500mg/m?2
vden 1, 8, 15 a 22 (375mg/m2 v 1. cyklu) 4 4 tydny
(n=25) nebo rituximab 500mg/m? v den 1 (375mg/m2 v 1.
cyklu) 4 3 tydny (n=16). Davka dexamethasonu byla
320mg v 1 cyklu (40mg v den 1-4 a 10-13/15-18). Vy-

sledky: R-dex byl podéan 41 pacientim (19 muzi) s CLL
a indikaci k 1é¢bé dle NCI-WG, median véku 68 let (44-
81). Autoimunitni hemolytickd anemie ¢i trombocytope-
nie byla jedinou indikaci k 16¢bé€ u 7 pacientti. Stadium
Rai III/IV bylo pfitomno u 37/41 pacientti. Nemutované
IgVH geny mélo 24 z 29 vysetfovanych, cytogenetické
aberace detekované FISH (n=33) - del 17p u 7 pacientt,
del 11q u 11, del 13q u 15 a trisomie 12 u 5 pacientu.
Median predchozich terapii byl 2 (0-8), 29/41 pacientt
bylo predléceno fludarabinovym reZimem. Efekt R-Dex
u pacientl bez hemolyzy (n=32): celkovd odpovéd
(ORR), n=21 (62%), kompletni remise (CR), n=6 (18%),
parcidlni remise (PR), n=15% (44%), stabilni choroba
(SD), n=4 (12%) a progrese onemocnéni (PD), n=5
(15%). Vsichni pacienti léceni R-Dex pro autoimunitni
cytopenii dosdhli CR. Toxicita stupné III/IV vcetné infek-
ci se objevila u 13 pacienti (32%), steroidni diabetes u 6
(15%) a vedlejsi ucinky spojené s infuzi rituximabu u 3
pacientil (7%). V dobé analyzy (2/2010) byl median do-
by bez progrese (PFS) 9 mésicl, medidn celkového pre-
ziti (OS) nebyl dosazen. Nebyl nalezen vyznamny rozdil
v ORR i PFS mezi 2 variantami R-Dex. Zavér: NaSe da-
ta ukazuji, Ze R-Dex je nadéjnou a efektivni terapii pro
pacienty s refrakterni CLL, zvlasté provdzené imunitn{
cytopenii. Infekéni komplikace zlstavaji zdvaznym téma-
tem. Dlouhodoba kontrola CLL miiZe byt o¢ekdvana pou-
ze u mensiny pacientd. Vy$§i ddvka rituximabu béhem
cyklu nevedla ke zvySeni uc¢innosti rezimu. Podporeno
vyzkumnymi granty MZO 00179906 MZ CR, MSM
0021620808 MSMT CR a Ceskou leukemickou skupinou
— pro zivot (CELL).

1762.

TP53 Mutations in Chronic Lymphocytic Leukemia:
Analysis of 2,435 Consecutive CLL Samples

Pekovi Sona, Mazal Oldfich, Cmejla Radek, Plachy Ra-
dek, Zejékové Lenka, Karas Michal, Smolej Lukas, Ko-
zak Tomas

(Chambon, a.s., Laborator molekuldrni diagnostiky, Pra-
ha; Hematologicko-onkologické oddéleni FN, Plzeri; Oddeé-
leni klinické hematologie, FN, Hradec Krdlové; Oddélent
klinické hematologie, FN Krdlovské Vinohrady, Praha)

Background: TP53 plays pivotal role in the process of
DNA repair and apoptosis. In 10-20% of patients with
chronic lymphocytic leukemia (CLL) the TP53 pathway
is affected by genomic TP53 mutation, aberrant mRNA
splicing or by dysfunction of cooperating protein partners.
It has been reported that in CLL, chemotherapy induces
evolution of TP53 mutated subclones that might lead to
the progression of the disease. In our study (from Janua-
ry 2005 to December 2009), we have analyzed TP53 mu-
tation status in 2,435 consecutive CLL samples, including
1,287 diagnostic samples and 1,148 samples during the
follow-up. The follow-up comprised 181 CLL patients,
for whom clone-specific assays to monitor minimal resi-
dual disease have been prepared. Aims: The aim of the
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study was to address mutational status of TP53 gene, mo-
des of inactivation/modulation of the TP53 gene and the
possibility of clonal evolution of TP53 mutated subclo-
nes in a large cohort of 2,435 CLL patients. Methods: At
the time of diagnosis, mutational status of TP53 gene was
determined using direct sequencing and functional assay
FASAY. Assays to monitor minimal residual disease
(MRD) have been prepared based on the sequence of clo-
nal IgVH rearrangement(s) identified at the time of dia-
gnosis. Nine temperature-sensitive mutants TP53 and
a novel splicing variant delta ex6 were molecularly clo-
ned and characterized. Results: In 237 out of 1,287 dia-
gnostic CLL samples we have identified TP53 variants
(18.4%), including point mutations, insertions, deletions,
temperature-sensitive mutations and aberrant splicing va-
riants. Most of them have fully penetrant transactivati-
on-defective mutant phenotype in vitro; 10 mutants dis-
play temperature-sensitive properties with mutant pheno-
type at permissive conditions and wild type phenotype at
non-permissive conditions. In 1,148 follow-up samples
analyzed for the MRD level in 181 CLL patients under-
going chemo/immunotherapy or bone marrow transplant
we have never observed clonal TP53 evolution. Summa-
ry/Conclusions: TP53 mutations/variants are diverse. The
majority of TP53 mutations/variants are activating, so-
me of them have unusual characteristics (e.g. temperatu-
re sensitivity), or might represent aberrant splicing iso-
forms expressed at variable levels over the time. Moreo-
ver, results based on 1,148 follow-up CLL samples indi-
cate that evolution of mutated TP53 subclones triggered
by chemotherapy does not seem to play a major role in
CLL progression.

1649.

Resekvenacni mikroc¢ipy: nastroj pro vyzkum

a diagnostiku chronické lymfocytarni leukémie
Lochmanova Jana, Tichy Boris, Plevova Karla, Dobes Pe-
tr, Navrkalova Veronika, Mal¢ikova Jitka, Ro¢nova Lud-
mila, Mraz Marek, Zeleny Jaroslav, Dvordkova Barbora,
Mayer Jiif, Trbusek Martin, PospiSilova Sarka

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

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je lymfopro-
liferativni onemocnéni s vysoce variabilnim klinickym
prubéhem. Mezi nejvyznamnéjsi prognostické faktory
patii mutacni status genu pro tézky fetézec imunoglobu-
linu (IgVH) a prfitomnost chromozomalnich aberaci (del
13q14,del 17p13,del 11q22 a trizomie 12). Byla také po-
psana souvislost mezi mutacemi v tumor-supresorovych
genech (napf. TP53, ATM) a rezistenci na 1écbu a/nebo
progresi choroby, v patogenezi CLL maji vyznam také
microRNA. Cilem této prace bylo zavést rychlou a spo-
lehlivou metodiku pro sekvenovéni vybranych gent, u ni-
chz se predpokladad, Ze by zména jejich sekvence mohla
mit negativni vliv na patogenezi CLL a/nebo terapeutic-

kou odpovéd.. Byly vybrany zejména geny obsahujici vel-
ky pocet exond, jejichZ pfimé sekvenovani by bylo piilis
ndrocné. Resekvenacni mikroCip (platforma Affymetrix,
50K) byl navrZzen pro exony a sestfihovd mista
exon/intron nasledujicich gent: TP53, ATM, BCL6,RB1,
CDKN2A, C-MYC, FAS, SH2D1A, SOCS1 a 110 pre-
microRNA, jejichZ sekvence zahrnuje priblizné 20 nuk-
leotidd z pri-microRNA. Vybrané geny byly amplifikova-
ny z genomové DNA metodou long-range PCR. Ampli-
kony byly ekvimoldrné smichany; smés amplikont frag-
mentovana a fluorescencné naznacena; produkty byly
hybridizovany s mikro¢ipem . Pro analyzu byli vybrani
zejména vysoce rizikovi CLL pacienti. Dosud byly sekve-
novany vzorky od 29 CLL pacientti (14 pacientd s muta-
ci v genu TP53; 14 pacientt s deleci ATM ve vice nez
90% CLL bunék; 1 pacient bez aberaci) a 11 zdravych
dérct. VSechny missense mutace a polymorfismy v genu
TP53, které byly jiz dfive prokdzany funk¢ni analyzou
FASAY s naslednym sekvenovanim, byly na mikroCipu
zachyceny. Kratké (1-2 nt) a dlouhé delece (desitky nt)
byly detekovany pouze v pripadé delece druhé alely v ge-
nu TP53 (I-FISH). U pacientti s deleci ATM bylo proza-
tim detekovano 7 mutaci a 4 zndmé polymorfismy. V ge-
nech pro microRNA bylo detekovadno 11 zndmych poly-
morfismi (4 v pri-microRNA; 6 v pre-microRNA; jedna
v maturované microRNA). Z naSich vysledki vyplyva, Ze
resekvenacni mikroCip je vhodnym ndstrojem pro pred-
béZnou mutacni analyzu, zejména u genl s velkym po-
¢tem exont. U vytipovanych oblasti je vhodné ovéfit vy-
sledky pfimym sekvenovanim. Ve srovndni s klasickym
sekvenovanim je pouziti resekvenacnich mikro¢ipt ro-
bustnéjsi, levnéjsi a Casové méné narocné. Prace byla pod-
pofena granty IGA MZCR NS10439-3/2009, NR9858-
3/2009, MSMT MSM0021622430, MUNI/A/1012/2009.

1813.

Charakteristiky pacientii s B chronickou lymfatickou
leukémii (B-CLL) se subgeny V1-69 a V3-21 IgVH
Urbanova Renata, Prochdzka Vit, Papajik Tomds, Turc-
sanyi Peter, Plachy Radek, Schillerova Lenka, Pikalova
Zuzana, Holzerova Milena, JaroSova Marie, Zapletalova
Jana, Indrak Karel

(Hemato onkologickd klinika FN, Olomouc; Ustav lékai-
ské biofyziky LF UP, Olomouc)

Uvod: Nemutovany stav IgVH je nezavisly nepfiznivy
prognosticky faktor u pacienti s B-CLL stejné jako pii-
tomnost chromozomalnich aberaci, delece 17p a 11q. Sou-
Casné je studovan vliv subgend IgVH na vyvoj onemoc-
néni a posuzovdn jejich vyznam jako moznych prognos-
tickych faktort. Cil: Analyzovat soubor pacientti s B-CLL
se subgeny V3-21 a V1-69 sledovanych na HOK FN Olo-
mouc. Metody a vysledky: Mutacni stav IgVH byl analy-
zovan u 350 pacientl s B-CLL. Subgen V3-21 byl popséan
u 6,2 % nemocnych, z nichz 41 % mélo nemutovanou se-
kvenci IgVH, subgen V1-69 byl popsan u 13,5 % pacien-
ti, z nichz 97,7 % mélo nemutovany stav IgVH. Vysoce
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rizikové aberace (11qg-,17p a 6q-) byly detekovany meto-
dou FISH u 37 % pacientti s V3-21 a u 56 % pacientt
s V1-69. ZAP 70 pozitivnich bylo 82 % pacientid s V3-21
a 100 % vysetienych pacientl s V1-69. V souboru V1-69
byl popsdn aberantni imunofenotyp ve 43 % pacienti
au 79% byla prokazana 100% homologie IgVH. Median
celkového preziti (OS) ve skupiné u V3-21 dosahl 108 mé-
sictt (95% C1 54-125), u skupiny V1-69 pak 91,6 mésict
(95 % C178-104). Median doby do zahdjeni 1écby (TES)
ve skupiné V3-21 byl 54 mésict (95 %Cl 29-87) ve sku-
piné V1-69 58 mésict (95%Cl 40-76). Lécba: V souboru
V3-21 bylo 1é¢eno 86 % pacienti (18/22), celkova lé¢ena
odpovéd (ORR) v primoterapii byla 47 % (reZim mabt-
hera, fludarabin a cyklofosfamid R/FC byl pouzit u 42%
lé¢enych), u souboru V1-69 bylo 1éceno 82 % pacientt
(36/44), rezim R/FC podén u 72% pacient s ORR 72 %.
Vysledky: V souboru V3-21 pacienti nebyl prokazan roz-
dil v OS a TFS v zdvislosti na muta¢nim stavu IgVH
(p=0,8 resp. p=0,15), naopak byl prokdzan rozdil v pfipa-
dé pritomnosti nepfiznivych cytogenetickych zmén
(p=0,01 resp. p=0,05) a prokdzan rozdil v zavislosti na kli-
nickém stddiu onemocnéni Binet A/B,C (p=0,007 resp.
p=0,0003). V souboru V1-69 pacientii nebyl prokdzan roz-
dil v OS a TFS v zdvislosti na pfitomnosti nepfiznivych
cytogenetickych zmén (p=0,316 resp p=0,086) ani v za-
vislosti na stddiu onemocnéni Binet A/B,C (p=0,097 resp.
p=0,218). Nebyl prokdzan rozdil v preziti souboru pacien-
ti V3-21 a V1-69 (p=0,275). Zavér: U souboru pacientti
V3-21 jsme neprokdzali vyznam stanoveni mutacniho sta-
vu IgVH na OS a TFS, naopak stanoveni nepfiznivych cy-
togenetickych zmén a pokrocilého klinického stadia Binet
B/C si prognosticky vyznam na OS a TFS zachovava.
U pacientd V1-69 ztraci dle nasich pozorovani prognos-
ticky vyznam stanoveni cytogenetickych zmén i stanove-
ni klinického stddia onemocnéni.

1723.

Prognosticky vyznam stanoveni proteinu ZAP-70
prutokovou cytometrii metodou stredni
fluorescencni intenzity (MFI) u nemocnych

s chronickou lymfocytarni leukémii.

Vroblova Vladimira, Schmitzova Daniela, Jankovicova
Karolina, Hrudkova Monika, Pekova Sona, Vrbacky Fi-
lip, Kucerova Lenka, Krejsek Jan, Maly Jaroslav, Smo-
lej Lukas

(Ustav klinické imunologie a alergologie, LF UK a FN,
Hradec Krdlové; 1. interni klinika, Oddéleni klinické he-
matologie, LF UK a FN, Hradec Krdlové; Laboratore
Chambon, a.s., Praha; Oddéleni lékarské genetiky, LF
UK a FN, Hradec Krdlové)

Uvod: Exprese proteinu ZAP-70 patii mezi nejdisku-
tovanéjsi prognostické faktory u chronické lymfocytarni
leukémie (CLL). Vliv na vysledek exprese ZAP-70 mu-
Ze mit fada faktorti: vybér klonu monoklondln{ protilat-
ky, pouziti flurochromu, pfimého ¢i nepfimého znaceni ¢i
nastaven{ hranice pozitivity. Hodnoceni pomoci stfedni

fluorescen¢ni intenzity (MFI) mtiZe eliminovat subjektiv-
ni chybu zptisobenou pfi nastavovani hranice pozitivity
izotypové kontroly. Dosud bylo vSak publikovano velmi
maélo zkuSenosti se stanovenim ZAP-70 pomoci MFI. Ci-
lem tohoto projektu proto bylo porovnani metod hodno-
ceni ZAP-70 pomoci MFI a izotypové kontroly. Nemoc-
ni a metodiky: V letech 2005-2009 jsme stanovili expre-
si ZAP-70 u 138 nemocnych s CLL (94 muzi a 44 Zen;
medidn véku v dobé diagndzy 59 let; rozmezi 31-82 let).
Exprese ZAP-70 byla stanovena pritokovou cytometrif
s pouZzitim monoklondlni protildtky konjugované s fyko-
erytrinem (PE), klon 1E7.2 (Caltag, USA). Vysledek ex-
prese ZAP-70 byl hodnocen dvéma zplsoby: Hranice po-
zitivity u 1. metodiky byla stanovena dle externi izoty-
pové kontroly. Vzorek byl povazovéan za ZAP-70 pozitiv-
ni, pokud byla v oblasti CD19 pozitivnich bunék expre-
se = 20 % bunek. U druhé metody byl hodnocen pomér
MFI ZAP-70 z oblasti T lymfocytd a CLL bunék; hrani-
ce pozitivity byla stanovena na 3. Vysledky: Dle izotypo-
vé metody bylo ZAP-70 pozitivnich 49 nemocnych (36
%). Obdobi do 1é¢by (time to treatment, TTT) bylo krat-
§{ u ZAP-pozitivnich nemocnych (medidn 29 vs. 44 mé-
sicl, p=0,06). Také celkové preZiti (overall survival, OS)
bylo kratsi u ZAP-pozitivnich (medidn 125 vs. 174 més.,
p=0,12). Pfi hodnoceni metodikou MFI bylo ZAP-70 po-
zitivnich 43 pacientti (31 %). Pouziti MFI pfineslo ve
srovndni s izotypovou metodou lepsi identifikaci nemoc-
nych s nepiiznivym klinickym pribéhem, a to jak ve
smyslu vyznamné krat§iho TTT (medidn 24 vs. 54 mési-
cti, p=0,0003), tak i OS (medidn 97 vs 174 més.,
p=0,012). ). Pfi kombinaci exprese ZAP-70 s expresi
CD38 ¢i muta¢nim stavem IgVH doslo ke zptesnéni pro-
gnostického zafazen{ oddélenim podskupiny s nejdelsim
OS (ZAP-70 + CD38 negativni ¢i ZAP-70 negativni +
IgVH geny mutované, p=0,047 a p=0,008). Zavér: Nase
data naznacuji, ze hodnoceni exprese ZAP-70 u CLL me-
todikou MFI by mohlo lépe predpovédét klinicky pribéh
onemocnéni nezZ hodnoceni dle izotypové kontroly. Jed-
noznacnd vyhoda tohoto pfistupu déle spociva ve snize-
ni subjektivity hodnoceni. Podporeno vyzkumnym zame-
rem MZO 00179906 Ministerstva zdravotnictvi Ceské re-
publiky.

CML - EDUKACNI SEKCE

BCR-ABL Peptide vaccines as immune target
therapy for chronic myeloid leukemia
Bocchia M. (Siena-Italy)

The immunomodulatory effects of tyrosine kinase
inhibitors
Porkka K. (Helsinki-Finland)

Advances in the management of newly diagnosed
chronic myeloid leukemia
Olavarria E. (London, United Kingdom)
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1672.

SYSTEM POSTGRADUALNIHO VZDELAVANI
V HEMATOLOGII V EVROPE - PROJEKT EHA
H-NET

Cermdk Jaroslav, Hellstrom-Lindberg, Eva jménem
Vyboru pro vzdélavani EHA

( Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Karolin-
ska Instituet, Stockholm, Svédsko )

Jednim z projektd EHA je snaha sjednotit systém
postgradudlniho vzdéldvani v hematologii v Evropé
a vytvofit zaklady pro vzdjemnou vyménu zkuSenosti
a poznatkl mezi 1ékafi v predatestacni pripravé a vyu-
Cujicich — mentord v mezindrodnim méfitku. Tento pro-
gram nazvany H-Net je podpofen i edukacnim grantem
Leonardo Evropské unie. V prvé ¢4sti projektu bylo vy-
tvofeno tzv. Evropské hematologické curriculum, nava-
zujici na tzv. Hematologicky pasport (logbook). EHA
curriculum obsahuje 5 okruhii otdzek z rliznych oblas-
t{ klinické a laboratorni hematologie a transfuzntho 1¢-
kafstvi a je urCeno jiz atestovanym lékartim, ktef{ ma-
Jji vyjadfit své dovednosti a znalosti ziskané béhem pre-
datestacni pfipravy hodnocenim, do jaké miry jsou pro-
blém poloZeny v dané otdzce schopni samostatné feSit.
Dotaznik byl rozesldn vSem atestujicim v rdmci EU
v letech 2004-2008, vysledky byly zpracovany na vzor-
ku 6 vybranych zemich EU (v&etn& CR). V oblasti ty-
kajici se chorob ¢ervené fady byla zjiSténa velmi dob-
rd znalost u vSech typl anemifi, jedinou vyjimkou byla
prekvapivé dédi¢nd sférocytoza, kde znalosti prokdza-
lo méné nez 25% tdzanych. Velmi dobré znalosti byly
obecné zjiStény v hematologické onkologii, v okruhu
tykajicim se transplantaci prokdzali pomérné dobré zna-
losti i hematologové z pracovist’, kterd sama netrans-
plantuji, urcitou vyjimku tvofily otdzky tykajici se po-
transplantacni péce a u vSech dotazovanych kapitola ty-
kajici se zpracovani Sté€pia. Nepiijemnym zjiSténim by-
la pomérné nizkd kvalita odpovédi tykajicich se hodno-
ceni ndtértl kostni dfené, biopsif a histologickych pre-
parati, kde se ukazuje, Ze v fadé zem{ toto hodnoceni
délaji specialisté hemato-patologové. Problémy cinila
i interpretace slozit¢jsich koagula¢nich ndlezl, zejmé-
na na bazi molekuldrné genetickych metod a kupodivu
i indikace rtiznych antihemofilickych pfipravki, kde se
zfejmé projevuje vyraznd centralizace nemocnych. Na-
opak, problémy nelinily otdzky z transfuziologie, kte-
ré se ale tykaly predevsim indikaci a zplisobu poddva-
nf jednotlivych piipravkd. Cesti atestanté prokdzali vel-
mi dobré znalosti v hematologické onkologii, koagulac-
ni a transfuzni problematice a pomérné dobré znalosti
v transplantacni hematologii, horsi vysledky méli v la-
boratorni hematologii — morfologii a zejména pritoko-
vé cytometrii. Program bude pokracovat prospektivné
ve skupiné vybranych hematologi recentné zarazenych
do oboru, kteff by se méli zicastnit mezindrodniho stu-

dijniho programu s mentory z jednotlivych evropskych
zemi.

1756.

Diagnostika a 1écba systémové mastocytozy

Kozdk Tomas, Doubek Michal, Polivka Jindfich, Jankov-
skd Milada, Pekova Sona

(OKH FN Krdlovské Vinohrady, Praha; IHOK FN, Br-
no; Laborator molekuldrni diagnostiky, Chambon a.s.,
Praha)

Systémova mastocytéza (SM) je vzacné myeloproli-
feracni klondlni onemocnéni samostatné linie masto-
cytli. Symptomatologie SM je spojena jednak s pfizna-
ky z uvoliovani vasoaktivnich medidtorG (histamin,
VEGTF, prostgalandiny, atd.), jednak s projevy nddoro-
véhoTNF- onemocnéni s infiltraci kostni dfené a jinych
organi. SM muze doproviazet jiné hematologické klo-
nalni onemocnéni (SM-AHNMD). WHO rozlisuje dle
kliniky a laboratornich projevi 4 zdkladni typy SM: in-
dolentni SM, SM-AHNMD (s mastocytézou spojené
hematologické klondlni nemastocytdrni onemocnéni),
agresivni SM (ASM) a mastocytarni leukémie (MaCL).
V naSem souboru 30 pacientl je 11 muzt a 19 Zen, vé-
kovy medidn v dobé stanoveni diagnézy byl 55,5 roku
(25-179). Ve 4 pripadech §lo o agresivni formu SM, u 5
pacientll probihalo souc¢asné jiné hematoonkologické
onemocnéni (MDS, AML, 2 x NHL, ET), u 19 pacien-
tl se jednalo o indolentni formu SM, 2 pacientt §lo
o MaCl. FIP1L1/PDGFRA a mutace v c-kit byly vy-
Setfeny u 26 pacientd. U Zadného pacienta nebyl nale-
zen FIP1L1/PDGFRA, mutace c-kit byla pozitivni u 12
pacientti (40%). Urticaria pigmentosa byla pfitomna
celkem u 9 pacientl. Anafylaktické reakce spojené s vy-
plavenim vasoaktivnich mediator byly projevem ne-
moci u 7 pacientti. Osteolytickd loZiska nebo tézka os-
teopordza s patol. frakturami byly pfitomny u 4 pacien-
tt. Terapie interferonem alfa byla zahdjena v 1. linii
u 11 pacientd, u jedné pacientky prokazatelné snizila
frekvenci anafylaktickych epizod a vedla k dstupu in-
filtrace kostni diené. Pacienti se SM-AHNMD byli 1é-
¢eni primarné pro jiné hematoonkologické onemocné-
ni, tfi pacienti zemfeli (relaps AML a progrese MDS
a NHL). Dvé pacientky zemfely na progresi SM: Ma-
CL a ASM. Lécba kladribinem byla indikovadna celkem
u 4 pacientl s agresivni SM, u 3 vedla k navozeni PR,
v jednom piipadé byla lécba bez odpovédi. Imatinib byl
indikovén u 3 pacientu, stav je zatim hodnocen jako sta-
bilni choroba (SD). Zavér: SM je svym klinickym pra-
béhem pestré onemocnéni. Jak uvolnéni vasoaktivnich
medidtortl, tak nadorovy syndrom mohou byt Zivot
ohroZujici. Biologicka 1écba se uplatiiuje u indolentnich
forem, u agresivnich je indikovana protinddorova tera-
pie a nové také l1écba inhibitory tyrozinkindz, zejména
u pfipadt bez mutace v c-kit.
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1856.

Doporuceni CZEMP pro diagnostiku a 1écbu
Ph-negativnich myeloproliferativnich

onemocnéni (MPO)

Schwarz Jifi, Penka Miroslav, PospiSilovd Dagmar,
Kfen L., Campr V.

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Oddéleni
klinické hematologie, FN, Brno,; Détskd klinika, FN, Olo-
mouc; Ustav patologie, FN, Brno; Ustav patologické ana-
tomie, FN Motol, Praha)

V 1. 2009 byla modernizovéna a rozsifena doporucen{
CZEMP pro diagnostiku a 1é¢bu BCR/ABL- MPO, tj.
esencialni trombocytémie (ET), polycythaemia vera (PV)
a primarni myelofibrézy (PMF). Diagnostika ET a PMF
se opira o histopatologicky (HP) nélez, ktery vSak musi
byt bezpodminecné v souladu s popsanymi klinickymi
a laboratornimi ndlezy u ET nebo riznych stadii PMF.
Diagnostika typické PV se opira o prikaz mutace V617F
genu JAK?2 za predpokladu vyznamného zvyseni hod-
not ¢erveného krevniho obrazu. Pfi jeho hrani¢nich hod-
notdch je nutny prikaz zvysené celkové masy erytrocy-
ti (RCM). U atypickych piipadl, neni-li pfitomna polyg-
lobulie (anebo zvysend hodnota RCM), postacuje HP ob-
raz PV dle definice WHO plus nédlez mutace V617F
JAK?2, anebo neni-li pfitomna mutace JAK2 V617F, sta-
¢i{ HP obraz PV plus prikaz polyglobulie (anebo zvyse-
ného RCM). Lécba ET i ostatnich MPO s trombocytémii
(tj. rannych stadii PMF a PV) je identickd. Pacienti jsou
stratifikovani podle pfitomnosti trombotického rizika
(pfedchozi trombdzy, dalsiho trombofilniho stavu, muta-
ce JAK?2), pfitomnosti symptomi onemocnéni (obvykle
mikrocirkulacnich) a poctu trombocytd. Pouze pacienti
pod 65 let bez uvedenych rizik s poctem trombocytti pod
1000 G/1 jsou povazovani za nizkorizikové a nevyzadu-
ji cytoreduktivni lécbu. Ostatni jsou vysokorizikovi
a jsou indikovéni k tromboredukci, ve véku nad 65 moz-
no uzit potencidlné leukemogenni hydroxyureu, u mlad-
Sich volime mezi anagrelidem a interferonem-alfa. Cilem
je udrzet trombocyty trvale pod 400, resp. 600 G/1 u vy-
soko-, resp. nizkorizikovych pacientti. Kys. acetylosali-
cylovd se podava u vSech pacientd s trombocyty pod
1000 G/1 (pfi vyssich hodnotach hrozi krvaceni), nema-
ji-1i kontraindikaci. Pfi PV pfistupuje jako trombotické
riziko i polycytémie samotnd. Tu lé¢ime venepunkcemi
/ erytrocytaferézami, v pfipadé nemoznosti dosdhnout ci-
lovych hodnot Hkt pod 45, resp. 42 u muzi, resp. Zen,
podavame cytoreduktivni terapii hydroxyureou u pacien-
tt nad 65 let, interferonem u mladsich jedinct. Lécba po-
krocilych stadii PMF s cytopeniemi je symptomaticka,
zakladem je transfuzni substituce. Jedinou kurativni te-
rapii PMF je alogenni transplantace krvetvornych bunék.
Tu nesmime indikovat prili§ brzy vzhledem k jejim fa-
talnim riziktim, ale zdroven ne pfili§ pozdé — nesmime
dopustit prechod do akutni leukemie, avizovany blasty
v krevnim obrazu. Indika¢nimi kritérii jsou i rychly roz-
voj hepato-/splenomegalie, pfitomnost celkovych symp-
tomd onemocnéni a hodnota hemoglobinu pod 100 g/1.

1657.

Splenektémia pri autoimunitnej trombocytopénii
(AITP) - Ano & Nie ?

LipSic Tomas (HTO, Klinika laboratornej mediciny
- OUSA, VSZaSP, Bratislava-SK)

AITP je ochorenie sposobené dvomi imunitnymi mecha-
nizmami - zvySenim destrukcie trombocytov (Tr) a posko-
denim ich produkcie. Patofyzioldgia AITP je kombindciou
posobenia B a T-lymfocytov na celd vyvojovu liniu Tr s vy-
slednym zvySenim destrukcie a zniZzenim produkcie s na-
slednou trombocytopéniou (TP). Kombinacie humordilnej
a celuldrnej zlozky, miest ich pdsobenia a intenzity st roz-
ne medzi jedincami aj v Case. Slezina je orgdnom a miestom
“koncentracie zloziek imunitného systému — T a B lym-
focytov a makrofagov a miestom produkcie protilatok. Pre-
to pri pomalej pasdzi trombocytov jej interiérom je aj ide-
alnym milieu pre ich destrukciu. Splenektomia (SE) zname-
né odstranenie 1/3 imunitného systému — jeho troch na TP
sa podielajucich zloZiek, ako aj najvhodnejSieho prostredia
pre destrukciu Tr. Vykonali sme 270 splenektémii u pacien-
tov s AITP. Protokol zahrnoval komplexnu diagnostiku - z4-
kladné hematologické, hemostazeologické, imunologické,
virologické, biochemické a zobrazovacie vySetrenia a vy-
Setrenia trombocytokinetiky, terapiu, indikdciu a vykonanie
splenektomie a dlhodobé sledovanie pacientov. Z 270 pa-
cientov s AITP po SE sme sledovali 155p viac ako 5 (5-
40) rokov. Indikaciou SE boli: potvrdena diagnéza AITP,
perzistentcia trombocytopénie viac ako 6 mesiacov, hod-
nota Tr<30G/L, alebo TP s vyraznymi prejavmi hemoragic-
kej diatézy, relativna alebo absoliitna refraktérnost’ na tera-
piu prvej linie alebo kontraindikacie farmakoterapie a lie-
ndlna lokalizacia destrukcie Tr. Dlhodobé sledovanie 155
pacientov po SE vykdzalo dlhodobt remisiu - kompletni
(CR) u 116p (74,8%), dobrt (GR) u 19p (12,3%), Ciastoc-
nd (PR) u 13p (8.4%), nedostato¢nu (PoR) u 3p (1,9%) a zi-
adnu dpravu (NR) u 4p (2,6%). Vel'mi uspokojivé, dlhodo-
bé remisie (CR+GR+PR) boli u 148p (95,5%) Nezavazna
morbidita po SE bola u 2,6%, mortalita Ziadna, len prechod-
né relapsy u 11,6% pacientov. Ziadny zo 148 pacientov ne-
vyZadoval dalSiu terapiu, okrem docasnej u pripadov s vy-
raznejs$im relapsom. Nebola zaznamenan4 zvysend frekven-
cia infektov, ani OPSI. Jedinym spol'ahlivym indikacnym
a prognostickym faktorom bola detekcia liendlnej destruk-
cie Tr. Tradi¢né ani nové liecebné postupy nenahradzuji
modalitu splenektémie vo zmysle trvania a stupiia remisie,
podstatne mensich kontraindikécii a vedl'ajSich neziadicich
ucinkov a v neposlednom rade aj zlepSenia kvality Zivota.

1704.

Nové vydani nomenklatury HLA systému

a jeho praktické dopady

Mrézek FrantiSek, Ambruzova Zuzana, Petfek Martin
(HLA laborator, Ustav Imunologie, FN a LF UP, Olomouc)

Od identifikace prvniho HLA antigenu (“Mac*, pozdé-
jiHLA-A2) v roce 1958 [1] se polymorfismus HLA systé-
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mu rozrostl az na aktudlni a kdysi tézko predstavitelny
pocet 4743 popsanych variant [2]. JiZ prvni ,,prikopnici
HLA* si uvédomovali nutnost zavedeni univerzalniho na-
zvoslovi pro oznacovani HLA znakd, a proto v roce 1968
ustavili Nomenklaturni vybor Svétové zdravotnické orga-
nizace (WHO) pro faktory HLA systému. Standardizaci
nomenklatury na tdrovni jednotlivych HLA laboratori pod-
poruji akreditace evropskou i americkou imunogenetic-
kou spolecnosti (EFI, ASHI). Jiz v predchozi verzi no-
menklatury HLA systému z roku 2004 jsme narazili na
problém rychlého ndristu po¢tu nové popsanych HLA
alel. PrestoZe byl stdvajici ndzvoslovny systém oboha-
cen o pridatné alelické kody, jeho kapacita se, zejména
u nejpocetnéjsich alelickych skupin (HLA-A*02, B*15),
brzy vycerpala. V reakci na tuto skute¢nost vybor WHO
pfipravil novou verzi HLA nomenklatury [3], ktera plati
od 1. dubna 2010 spolecné s dalsi verzi oficidlni databa-
ze sekvenci HLA alel IMGT/HLA). Nova verze nomen-
klatury zdsadné zménila princip oznacovani HLA variant;
specifické oblasti ve jménech alel nyni oddélujeme dvoj-
teCkami, napt. A*02:101. Kromé toho, Ze tato zména od-
stranuje limity pro zafazovani novych HLA alel, umoz-
nuje nove pri vydavani vysledk typizace jednoduse ,,po-
kryt“ HLA alely, které koduji identické vazebné domény
HLA molekuly (napf. A*02:01P) nebo které sdileji iden-
tickou sekvenci pro tyto domény (napt. A*02:01:01G).
Tyto a dalsi zmény jsou do znacné miry orientovany na
zjednoduseni HLA vysledki pro klinické vyuziti, zejmé-
na pro ucely vySetieni piijemce a darce krvetvornych bu-
nék. Nova verze HLA nomenklatury vyZaduje zmény ne-
jen od pracovnikd v HLA laboratofich, ale do svych po-
stuptl ji musi prevzit také registry darcti krvetvornych bu-
nék, vyrobci reagencii pro vySetfeni HLA systému a trans-
plantacni centra. Odborné imunogenetické spolecnosti
(EFI, ASHI) i velké darcovské registry se dohodly na roc-
nim prechodném obdobi, kdy budou akceptovat vysled-
ky v pivodnim i novém formatu. Kone¢nym datem pro
prechod na nové ndzvoslovi je 1. duben 2011. Cilem na-
Seho sdéleni je proto rozsitit povédomi o nové verzi HLA
nomenklatury mezi zainteresované odborniky a usnadnit
tak jeji zavadéni do praxe. Grantova podpora: VZ MSM
6198959205. Citace: [1] Park I, Terasaki P. Hum Immu-
nol 2000;61:185-89. [2] ,7.4.2010. [3] Marsh SG et al.
Bone Marrow Transplant 2010; doi: 10.1038/bmt.2010.79.

XIII. KONFERENCE ZDRAVOTNICH
LABORANTU

1819.

WHO Klasifikace lymfomii o¢ima zdravotni laborantky
Greglirkova Jana, Juraniovéd Jarmila, Lapéikova Anna, Vy-
kydalova Alena, Stejskalovd Alena, Indrakova Jarmila
(Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Prednaska se vénuje problematice lymfomu. Nabizi je-
jich prehledné rozdéleni dle WHO klasifikace. Nase sdé-
leni se zaméfuje na morfologické zmény jednotlivych ty-

pa lymfomu a jejich podskupin, se kterymi se v labora-
tofi miiZzeme nejcastéji setkat. U nékterych typl lymfomu
uvadime i imunofenotypizacni a cytogenetickd vysetieni,
avSak jen v ptipadech, kdy tato vySetieni slouZi k potvr-
zen{ diagndzy. Nasim cilem je sezndmit odbornou verej-
nost s charakteristickymi morfologickymi zménami
u lymfoma. Tyto poznatky mohou byt vyuZity v jejich dal-
§f praxi. Na zavér je prezentovana zajimavd kazuistika.

1691.

Imunocytologie lymfatickych uzlin

Novosadova Libuse, Starostka David, Mikula Peter, Cha-
sakova Katefina

(Oddélent klinické hematologie, Nemocnice s poliklini-
kou, p.o., Havifov)

Soubor: Imunocytologické vySetfeni lymfatickych
uzlin predstavuje dilezity prvek v diferencidlni diagnos-
tice lymfadenopatii. Prezentujeme soubor 218 piipadu
lymfatickych uzlin vySetfenych cytologicky a v indiko-
vanych pfipadech i imunofenotypizacné v obdobi let
2001-2009. Metodika: Cytologické vySetieni bylo reali-
zovano z imprintu lymfatické uzliny po pfipravée klasic-
kym panoptickym barvenim. Flow-cytometrickd imuno-
fenotypizace bunék lymfatické uzliny byla provadéna po
mechanické dezintegraci do bunécné suspenze s vyuZzi-
tim pistového dezintegratoru. Celularita suspenze byla
korigovana pridanim pufru PBS. Imunofenotyp byl sta-
noven flow-cytometrii v rezimu dvojbarevné ¢i viceba-
revné imunofluorescence po pripravnych procedurdch
a znaCeni panelem monoklondlnich protildtek zamére-
nym na lymfoproliferace. Cilem imunofenotypizace by-
lo zjistit pfitomnost hemopoetickych (lymfoidnich) ¢i
non-hemopetickych (CD45-) bunék, stanovit zastoupen{
lymfoidnich fad, monoklonalitu v B-linii a charakteris-
ticky imunofenotyp u non-hodgkinskych lymfoprolifera-
ci. Imunocytologické ndlezy jsme srovnavali s vysledky
histologie a imunohistochemie. Problémem flow-cyto-
metrického vySetfeni miize byt potencidlni nereprezen-
tativnost vySetfované populace bunék zapfi¢inéna zpu-
sobem dezintegrace (s destrukci predmétnych elementi),
zpusobem filtrace, 1yzy erytrocytil a volbou analyzova-
né populace. Vysledky: Celkovy prehled zastoupenti jed-
notlivych stavii dle kone¢né diagndzy: nespecifické re-
aktivni lymfadenitidy 58x, specifické lymfadenitidy 8x,
Hodgkintv lymfom 19x, B-NHL 49x, T-NHL a ALCL
8x, extrameduldrni plazmocytom 1x, extrameduldrn{ he-
mopoéza 1x, metastdzy karcinomu 53x, nediagnosticky
vzorek 21x. Diagnosticka konkordance flow-cytometrie
a histologie u NHL pfesahovala 80%. Zavér: Imunocy-
tologickd analyza lymfatickych uzlin je rychld a senzi-
tivni vySetiovaci metoda, kterd je v mnoha pripadech di-
agnostickd, a to zejm. u postizeni uzlin NHL, kdy je di-
agnodza Casto vcetné subtypu lymfomu zndma v den vy-
Setfeni. To ovliviiuje sméfovani dalSiho diagnostického
postupu a umoziiuje rychlou volbu lé¢ebné strategie u pa-
cientl v zdvazném stavu.
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Vysetireni mozkomisniho moku v hematologické
laboratori

Péankova L., Zilvarové E., Kopecka I., Fatorova 1.
(Hradec Kralové)

Abstrakt nedodan.

1686.

Raritni zachyt mastocelularni leukemie

Hon¢ikova Michaela, Subrtovda Hana, Mocikové Heidi,
Mikulenkova Dana, Vydra Jan, Kozdk Tomas

(Oddélent klinické hematologie, FN Krdlovské Vinohra-
dy, Praha; Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

79leta pacientka s anamnézou chronického kardidlniho
selhani a chronické bronchitidy byla hospitalizovana pro
febriln{ stav s pravostrannou pneumonif, bolestmi bficha
a artralgiemi. V krevnim obraze (KO) zjiSténa leukocytoza
(15 x 109/1) a trombocytopenie (80 x 109/) bez ptitomnos-
ti anémie. V diferencidlnim rozpoc¢tu KO nalezeno 20 %
atypickych bunék, dale pritomno 71% neutrofilnich leuko-
cytl, 7% lymfocytl, 0% eosilnofilnich a 0% bazofilnich
leukocytid, 1% plasmatickych bunék.. Z cytochemickych
metod zjiSténa pozitivita toluidinové modri a PAS. V kost-
ni dieni piitomno 59% atypickych bunék. Nalez pritokové
cytometrie byl necharakteristicky s pozitivitou znaku
CD117, CD33, CD71,CD43. Histologie a cytogenetika
kostni dfené nebyla provedena. Molekuldrni vysSetieni
JAK2, c-kit a FIP1L1/PDGFRa byly negativni. Na zakla-
dé vyhodnoceni KO a kostn{ dfené a vySe uvedenych me-
tod by ndlez uzavien jako mastoceluldrni leukémie. Vzhle-
dem k celkovému té¢zkému stavu dalsi vySetfeni nebyly pro-
vedeny, 1écba leukémie nebyla zahdjena a pacientka zem-
fela po sedmi dnech hospitalizace.

1804.
Transplantace krvetvornych kmenovych bunék
Raida Ludek (Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Lécba riznych onemocnéni (nejen hematoonkologic-
kych) transplantaci krvetvornych kmenovych bunék
stala standardnim 1é¢ebnym pfistupem umoznujicim sta-
bilizovat nebo vylé¢it fadu chorob s ptivodné infaustn{
prognézou. Zakladni délenf rozlisuje autologni (krvetvor-
né kmenové buriky jsou pacientovy, byly odebrany a vi-
talné zamrazeny pred transplantaci) a alogennf (transplan-
tované krvetvorné kmenové buriky pochdzeji od jiného
jedince, at’ jiz ptibuzného ¢i neptibuzného) SCT. Zdrojem
bunék miZe byt v obou pifpadech bud pifmo kostni dieii
(primdrni zdroj), nebo periferni krev (sekunddrni zdroj),
do které jsou kmenové bunky vyplaveny ve vétsim mnoz-
stvi po predchozi stimulaci a mobilizaci. Autologni i alo-
genni SCT maji své specifické hematologické i nehema-
tologické indikace, které jsou ovlivnény zakladnimi prin-
cipy a fyziologii téchto dvou 1é¢ebnych pristupt. Rizné

typy transplantaci se rovnéz lisi rozdilnym rizikem re-
lapsu zdakladniho onemocnéni, potransplanta¢nich kom-
plikaci, morbiditou a mortalitou.

PODPURNA PECE
Problematika syndromu multiorganového selhani
u hematoonkologickych pacientii - patogenese,

moznosti terapie, prognosa
Kolar Michal (Praha)

Syndrom multiorganového selhani ( Multi Organ Failure
—MOF) je uniformnim vyusténim piisobeni procest, kte-
ré miZe iniciovat Siroké spektrum nox.

Témito procesy, které samostatné, ale spiSe v komple-
xu, MOF zptisobi, jsou : buné¢na hypoxie, rozvrat vniti-
niho prostfedi a metabolismu, ale hlavné dysregulovana
systémova zanétliva reakce (Systemic Inflammation Re-
action Syndrom — SIRS ).

Patogenesa téchto procesti je u hematoonkologickych
pacientl modifikovdna piedevsim absolutnim ¢i funk¢-
nim deficitem neutrofild -hlavnich vykonnych bunék
a lymfocyti — hlavnich ,,regulac¢nich* bunék v SIRS.

V systému tak zlistdvaji aktivni pfedev§im endotelie
a makrofdgy. Aktivace mize vést rychle k témto deregu-
la¢nim fenoméntim :

1. nefizené ¢innosti vykonnych mechanismt v tkdnich
(02 radikaly, enzymy makrofagl) a

2. zménam v prusvitu a aktivité kapildr.

Disledkem mizZe byt:

- destrukce bunécnych populaci organt (pfic¢ina: viz 1.)

- septicky Sok a rozvoj diseminované intravaskularni ko-

agulace (pfiCina: viz 2.).

Pii trvani v Case jsou tyto jevy pri¢inou bunécné hy-
poxie, rozvratu metabolismu, vnitfniho prostredi i ,,sebe
navzajem.” Nejlepsi terapif je profylaxe nejcastéjsich pri-
¢in SIRS: infekce a ndhlého rozpadu masy bunék.

Kli¢em k dspéchu pii probihajicim SIRS je v¢asnd in-
tervence sméfujici k zdstavé zakladnich procest — za-
mezeni bunécné hypoxie, stabilizace vnitfniho prostfedi
, metabolickych procesti a odstranéni pii¢iny SIRS ( in-
fekce, bunécného rozpadu, alergické reakce, imunopato-
logického procesu...).

U rozvitého MOF je prognostickym ukazatelem hlav-
né pocet postizenych orgdnt ( pfi vice nez 4 je preziti ma-
lo pravdépodobné) a trvani leukopenie (déle nez 14 dni
pri kritickém stavu je téméf jisté signum mali ominis) .

U netransplantovanych je sumdrné preziti cca 20-30%,
u pacientt po allotransplantaci je preZivs{ solitérem, imrt-
nost je cca 95%.

Oportunni infekce CNS sdruzené s AIDS.
Machala Ladislav (Praha)

NejcastéjSimi oportunnimi infekcemi CNS, které jsou
sdruzené s pozdnimi stadii HIV infekce, jsou mozkova to-
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xoplasmosa, kryptokokovd meningitida a progresivni
multifokdln{ leukoencefalopatie.

Mozkova toxoplasmosa a kryptokokova meningitida se
objevuji pfi hodnotdach CD4+ T lymfocytt pod 100/UL a
pfi v€éasné diagnose a fadné terapii je jejich prognosa vét-
Sinou pifizniva.

Progresivni multifokdln{ leukoencefalopatie je spojena s
vyrazné hlubsim imunodeficitem pfi poctech CD4+ T lym-
focytdl pod 50/UL, lé¢ebné moZnosti jsou dosud neuspo-
kojivé a onemocnéni ma proto pravidelné fatdlni priibéh.

Zakladem predchdzeni rozvoje oportunnich infekei
CNS pri HIV infekci je vCasné zahdjeni antiretrovirové
terapie, které zajisti dostatecné vysoky pocet CD4+ t lym-
focytd. V piipadé selhani antiretrovirové terapie 1ze spo-
lehlivé zajistit prevenci mozkové toxoplasmosy primar-
ni chemoprofylaxi. U kryptokokové meningitidy je pro-
fylaktické poddvani antimykotik omezeno na sekundarni
rezim po prodélaném onemocnéni a u progresivni multi-
fokdlni leukoencefalopatie dosud nenf zZadna specificka
profylakticka lécba k dispozici.

1825.

Molecular detection of pathogens in hematooncological
and critically ill patients: an update on available
methodologies

Pekova Sona, Cmejla Radek, Mazal Oldfich, Haugvicova
Renata, Zazula Roman, ét’astn)’/ Petr, Vydra Jan, Zejékové
Lenka, Plachy Radek, Kozak Tomas, Priicha Miroslav
(Chambon a.s., Laborator molekuldrni diagnostiky, Pra-
ha; Anesteziologicko-resuscitacni klinika, 1. LF UK, Fa-
kultni Thomayerova Nemocnice, Praha; Oddélent klinic-
ké hematologie, FN Krdlovské Vinohrady, Praha; Oddé-
lent klinické biochemie, hematologie a imunologie, Ne-
mocnice Na Homolce, Praha)

Background: Infectious complications in patients with
hematological malignancies represent a serious clinical
issue. In these severely compromised individuals, rapid
and broad-range identification of pathogens in diverse bi-
ological materials is of immense clinical importance, di-
rectly affecting the patient’s outcome. Aims: The goal of
the work was to further improve present laboratory tech-
niques for rapid, quantitative and full-range identificati-
on of pathogens in all types of biological material isola-
ted from patients. Methods: Between September 2007 and
March 2010 we have investigated 3, 478 biological sam-
ples including peripheral blood, BAL, cerebrospinal flu-
id, sputum, aspirates from joints and cavities, drainage
fluids, abscesses, tissue biopsies, urine, and stool from he-
matooncological patients and patients from intensive ca-
re units, using pathogen-specific probes and Real-Time
PCR technology coupled with direct sequencing. During
this period of time we have created a database of sequ-
ences of pathogens relevant to our racial and geographi-
cal region. Results: Using bioinformatics and computer-
based tools for molecular biology we have designed and
developed quantitative multiplex Real-Time PCR assays

for rapid detection of pathogens identified in our cohort
of patients, at present covering close to one hundred cau-
sative agents, including bacteria, fungi, RNA and DNA
viruses, and selected parasites. Table 1 shows the detec-
tion spectrum of our molecular assays available at pre-
sent. Conclusion: Molecular detection of pathogens repre-
sents a useful tool to accelerate and refine the diagnos-
tics of infections. This approach allows for rapid and bro-
ad-range detection of pathogens from a very limited
amount of sampled material. Broad-range quantitative Re-
al-Time PCR diminishes the need for the ultimate identi-
fication of causative agents by sequencing, which leads
to substantial shortening of the time from the point of
sampling to the point of available results to a few hours.
At present, due to the broad detection spectrum of the pat-
hogen-specific multiplex Real-Time PCR techniques, in
the absolute majority of cases, direct sequencing serves
merely as a confirmatory technique. We believe that mo-
lecular detection of pathogens opens new perspectives to
the supportive care of hematooncological and critically ill
patients and proves to be valuable help in the clinical de-
cision making.

1760.

Diagnostika invazivnej plicnej aspergilézy pomocou
detekcie galaktomananu z tekutiny ziskanej
bronchoalveolarnou lavazou u hematoonkologickych
pacientov

Toskova Martina, Rac¢il Zdenék, Kocmanova Iva, Len-
gerova Martina, Rolencovda Monika, Mayer Jii{

(Interni hematoonkologickd klinika, FN a LF MU, Brno;
Oddeéleni klinické mikrobiologie, FN, Brno,; Centrum mo-
lekuldrni biologie a genové terapie IHOK, FN, Brno)

Uvod: Invazivna plicna aspergiléza je zdvazna infekg-
nd komplikdcia hematoonkologickych pacientov a jej sko-
ra diagnostika moze zlepsit’ ich prezivanie. Met6dy: Ret-
rospektivna analyza detekcie galaktomananu (Platelia As-
pergillus, Bio-Rad, Franctizsko) z tekutiny ziskanej z bron-
choalveolarnej lavaze (BAL) v obdobi 7/2003 az 10/2009.
Vysledky: V sledovanom obdobi bolo bronchoalveoldrnou
lavazou vySetrenych 295 pacientov (pac.) s hematologic-
kou malignitou. VSetkym pac. bol zdroven vysetreny sé-
rovy galaktomanan. Invazivna pl'icna aspergiléza (defino-
vand podla EORTC/MSG 2008 kritérif) sa rozvinula
u 12,8% (38/295) pac., z toho bolo 7 pac. s istou invazi-
vnou plicnou aspergilézou (IPA) a 31 pac. s pravdepodob-
nou IPA. Pac. s moznou IPA (70) a pacienti s faloSnou po-
zitivitou sérového galaktomananu (12) boli z analyzy vy-
liceni. Pac. bez evidencie IPA boli pouziti ako negativna
kontrola (175). Do analyzy bolo zavzatych 213 vzoriek od
198 pac. Priemer indexu pozitivity (IP) galaktomananu
(GM) z BAL u pac. s istou a pravdepodobnou IPA bol
2,03, median 1,18 (rozmedzie 0,07 — 9,01), u negativnej
kontroly priemer 0,19, median 0,14 (rozmedzie 0,01 —
1,78). Pac. s istou IPA mali priemerny IP GM z BAL 3 48,
medidn 3 48 (rozmedzie 0,12 —9,01), pac. s pravdepodob-
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nou IPA median 0,93, priemer 1,70 (rozmedzie 0,07 —
8,58). V analyze podskupin pac. s istou a pravdepodobnou
IPA bol priemerny IP GM z BAL vyssi u neutropenickych
pac. ako u pac. bez neutropenie (2,15 vs. 1,69). 60,5%
(23/38) pac. malo pozitivny sérovy GM (cutoff 2x > 0,5
IP) v rozmedzi +/- 7 dni od datumu BAL. 68,4% (26/38)
pac. dostdvalo antimykotikd s i¢innost’ou na invazivnu as-
pergilézu (ako profylaxiu alebo empirickd terapiu) pred
BAL s medidnom 2 dni (rozmedzie 1 — 25 dni). Senziti-
vita vySetrenia GM z lavdznej tekutiny u nasej skupiny pa-
cientov pri cutoff IP GM = 0,5 je 66%, Specificita 95%,
pozitivna prediktivna hodnota 76%, negativna prediktiv-
na hodnota 92%. Pri cutoff IP GM = 1 0 je senzitivita 50%,
Specificita 98%, pozitivna prediktivna hodnota 83%, ne-
gativna prediktivna hodnota 90% Zaver: Nasa analyza
ukdzala obmedzend senzitivitu a vysokdu Specificitu vyset-
renia galaktomananu z lavdznej tekutiny. Nizka senzitivi-
ta moZe byt spdsobend vysokym percentom pacientov so
zavedenou antimykotickou terapiou v dobe BAL a preto
je potrebné BAL spravit’ ¢o najskor pred zahdjenim anti-
mykotickej terapie. Praca bola podporend grantmi Minis-
terstva zdravotnictva Ceskej Republiky &. NS 10442-
3/2009 a NS 10441-3/2009.

LABORATORNI HEMATOLOGIE

1739.

Vyuziti SNP microarrays pri detekci nebalancovanych
chromosomovych aberaci u pacientii s MDS a AML
Bystrickd Dagmar, Dostdlovd Merkerova Michaela, Ze-
manova Zuzana, Krej¢ik Zdenc¢k, Belickova Monika, Bfe-
zinova Jana, Michalova Kyra

(Centrum nddorové cytogenetiky, UKBLD, VFN a I LF UK,
Praha; Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha)

Celogenomova analyza metodou Single Nucleotide Po-
lymorfismus (SNP) microarray nabizi moderni pfistup
k identifikaci nebalancovanych chromosomovych zmén.
Metoda neni zavisld na dostupnosti délicich se bunék a je
informativni, i pokud nelze provést konvencni cytogene-
tickou analyzu. Diky vysoké citlivosti umoznuje detekci
kryptickych variant v poctu kopii DNA sekvenci (CNV)
a usekd s tzv. uniparentalni disomii (UPD). UPD vznika-
ji v dusledku ztraty materidlu jednoho a duplikaci druhé-
ho homologniho chromosomu, coz vede ke ztrité hete-
rozygosity (LOH) beze zmény v poctu kopii DNA. V du-
sledku toho muize dojit k inaktivaci tumor-supresorovych
gentl. Ziskané UPD byly detekovany u hematologickych
malignit véetné MDS a AML, kde byly prokdzany u cca
20% pripadt. V pilotni studii jsme pomoci microarray
HumanCytoSNP-12 BeadChips (Illumina; rozliSeni
6,2kb, detekce 300K SNP) vysetfili 24 pacienti s MDS
a AML pri diagndze: RA (2x), RCMD (9x), RAEB-I (3x),
RAEB-II (5x), AML (2x), MDS/MPD (3x). 15 pacientt
meélo na zdkladé cytogenetické analyzy normdlni a 9 pa-
cientl komplexni karyotyp. Jako kontroly jsme pouzili
vzorky dvou zdravych dércii. Analyza CNV byla prove-

dena softwarem KaryoStudio (Illumina). U 2/15 pacien-
ti s normdlnim karyotypem jsme odhalili useky s UPD
(upd17q, upd20p). U dalSich dvou nemocnych jsme de-
tekovali CNV. U pacientky se subtypem RAEB-2 byla od-
halena kryptickd delece v oblasti p13.1 az p13.2, kde je
lokalizovan tumor supresorovy gen ETV6. U nemocné
s MDS RA jsme identifikovali kryptickou deleci 5q32 az
5q33, pii které zlstala zachovdna oblast 5q31. Analyzy
komplexnich karyotypti u pacienti s MDS potvrdily roz-
sahlé chromosomové aberace zahrnujici ve vSech pripa-
dech deleci 5q a dalsi kryptické nebalancované zmény.
U tfi pacientd byla prokdzana pfitomnost upd17, ve dvou
pripadech soucastné s upd11. U dalSich tif nemocnych by-
la detekovana del(17)(p), u jednoho mikrodelece v ob-
lasti 17p13.1 (gen TP53). Pouze u dvou pacientii nebyla
oblast 17p nijak zménéna. Celkem bylo odhaleno 6 UPD
na chromosomech 11 (2x), 17 (3x) a 8 (1x), 54 deleci a 29
amplifikaci. V ndmi popsanych aberovanych oblastech
byly identifikovdny zndmé geny, jejichZ deregulace mu-
Ze mit vyznamny podil na patogenezi onemocnéni. SNP
microarray diky vysoké citlivosti a moznosti detekovat
UPD vyznamné dopliiuje ostatni molekuldrné cytogene-
tické analyzy. MZO VFN2005, VZ UHKT00023736
a LC535.

1736.

Hierarchical clustering of flow cytometry data

— defeating multidimensionality

Fiser Karel, Sieger Tomas, Mejstfikova Ester, Schumich
Angela, Wood Brent, Irving Julie, Dworzak Michael Nor-
bert, Vormoor Josef

(Department of Paediatric Haematology and Oncology
Charles University, 2nd School of Medicine, Prague-CZ;
Faculty of Electrical Engineering, Department of Cyber-
netics, Czech Technical University, Prague-CZ; Childre-
n’s Cancer Research Institute and St. Anna Children’s
Hospital, Vienna-Austria; Department of Laboratory Me-
dicine, Seattle, Washington-USA; Northern Institute for
Cancer Research, Newcastle University, Newcastle-UK)

Flow cytometry is a valuable tool in research, diagnos-
tics and in minimal residual disease (MRD) monitoring
of hematologic malignancies. However, its gradual advan-
cement towards ever increasing numbers of fluorescent
parameters, leads to information rich datasets, which are
challenging to analyze. Thus, we have developed a no-
vel method to analyze complex flow cytometry data, ba-
sed on Hierarchical Clustering Analysis (HCA) but with
a new underlying algorithm, employing Mahalanobis di-
stance measure. We have validated the method by com-
parison to standard gating approaches as performed in-
dependently by expert cytometrists. Using this method we
have detected Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL)
blast populations in diagnostic and follow up datasets
(n=85) from four centers. The correlation between HCA
and standard gating approach was highly comparable to
inter laboratory comparisons in the I-BFM LMD ring tri-
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al. To further improve performance in low MRD level fol-
low up samples and to automate MRD detection we com-
bined HCA with Support Vector Machine (SVM) lear-
ning. SVM correlated better with gating than HCA in
samples with low MRD levels. HCA in combination with
SVM proved to be strong analytical tool for flow cytomet-
ry with potential for automatic MRD detection. This work
was supported by IGA NS/10473-3 and P301/10/1877
grants.

1790.

Technical aspects and guidelines for application

of EuroFlow protocols: towards 8-color flow cytometry
in the diagnosis and classification of hematopoietic
malignancies

Kalina Tomas, Mejstiikova Ester, Flores-Montero Juan,
Lécrevisse Quentin, Cullen Mathew, Lhermitte Ludovic,
Sedek Lukasz, Mendonéa Andreia, Bottcher Sebastian,
van der Velden Vincent, Hrusdk Ondfej, Orfao Alberto,
van Dongen Jacques

(Klinika détské hematologie a onkologie, UK 2.LF a FN
Motol, Praha; Department of Medicine, Cancer Research
Centre and Cytometry Service, University of Salamanca,
Salamanca-Spain; St. James University Hospital Leeds-
UK Department of Hematology, Hopital Necker, Paris-
France; Dept. of Pediatric Hem. and Oncology, Medical
University of Silesia, Zabrze-Poland; Department of He-
matology, Instituto Portugues de Oncologia, Lisbon-Por-
tugal; 2nd Department of Medicine, University Klinik
Schleswig-Holstein, Kiel-Germany; Department of Immu-
nology, Erasmus MC, Rotterdam-Netherlands)

EuroFlow collaborative project designed approaches for
fast and sensitive diagnostics of hematopoietic malignan-
cies using 8-color flow cytometry. We have extensively tes-
ted approaches for instrument settings, compensation, cho-
ice of fluorochromes and staining protocols. We have de-
veloped new analysis software “Infinicyt” for advanced se-

mi-automated analysis of 8-color flow cytometry data.
When a test cohort of 30 healthy donors’ peripheral blood
was measured using the common EuroFlow protocol in 8
participating laboratories, we could demonstrate the coef-
ficients of variation of each parameter to be lower then 50%.
Furthermore, we could merge the data files into one file that
is amenable to analysis in the Infinicyt software where all
expected cell types cluster to the same position (Figure 1).
Merged analysis of 60 ALL cases will be presented to de-
monstrate the power of enhanced software analysis for fast
and accurate diagnostics. In conclusion, we show that 8-
color flow cytometry coupled with novel software solutions
are extremely potent tools for diagnosis and classification
of hematopoietic malignancies. On behalf of the EuroFlow
Consortium (EU-FP6, LSHB-CT-2006-018708) www.euro-
flom.org Legend to figure: Novel Infinicyt “APS view” pre-
senting 8-parameter cells’ phenotype in a single dot plot.
“A”-Monocytes, “B”-B-cells in red, “C”-NK-cells, “D”-
CD4-T cells, “E”- double negative T cells, “F’-CDS8-T cells

1773.

Detekce mutaci v BCR-ABL genu pomoci High
Resolution Melting (HRM) analyzy zavisi

na nukleotidové sekvenci templatu, umisténi mutace,
typu nukleotidové zamény a pouzité PCR smési
véetné DNA interkalac¢niho barviva

Nadvornikova Sylvie, Polivkovd Vaclava, Shaik Gou-
se M., Draber Peter, Moravcova Jana Machova Pola-
kova Katefina

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Oddéleni pre-
nosu signdlu, Ustav molekuldrni genetiky AV CR, Praha)

Mutace v oblasti ABL kindzy genu BCR-ABL jsou jed-
nim z dulezitych mechanismi rezistence na 1é¢bu tyro-
sin kindzovymi inhibitory u pacientd s chronickou mye-
loidni leukémii (CML). Rtzné metody s riznou citlivos-
tf jsou pouzivany k detekci BCR-ABL mutaci. Mezi jiny-
mi i HRM analyza, kterd umoziuje zachytit nukleotido-
vou zaménu, inzerci/deleci nebo jiné nezndmé mutace na
zakladé zmén v disociatnim chovani analyzované
dsDNA. Drive publikovanou HRM analyzu (Poldkova KM
et al., 2008, Leuk Res 32, 1236-1243) rozdélujici ABL ki-
nazovou doménu pomoci ¢tyf pard primerd do ¢tyf am-
plikoni (HRM1-HRM4) jsme validovali pro rutinn{ scre-
eningovy test detekce mutaci v ABL kindzové doméné.
Sestnéct riiznych mutaci vzdy v minimalné 4 riiznych pro-
centuelnich zastoupenich bylo analyzovdno pomoci
HRM. Ziskané vysledky byly shodné s vysledky ziskany-
mi pfimou sekvenaci pro 9/16 mutaci. U 3/16 mutaci ne-
byly jako pozitivni detekovany vzorky obsahujici muta-
ci ve 100% zastoupeni. Tento problém jsme vyfesili pfi-
ddnim exogenni DNA divokého typu do vzorku po pro-
béhnuti PCR a opakovanou HRM analyzou jsme mutace
jiz spolehlivé detekovali. Jako pozitivni nebyly detekova-
ny 4/16 mutaci bez ohledu na jejich procentueln{ zastou-
peni ve vzorku. Jako dalsi krok jsme testovali 6 DNA bar-
viv (SYBR Green, SYTO-9, SYTO-13, EvaGreen,
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LCGreen, ResoLight) a 4 rizné PCR smési lisici se ob-
sahem soli (24 kombinaci celkem) s ohledem na citlivost
a spolehlivost detekce mutaci. Pro tento test byly pomo-
cif HRM analyzy hodnoceny vzorky obsahujici mutaci
E255K ve 100%, 50%, 15%, 5% a 0%. Analyza vzorkt
obsahujicich 5% mutovaného templatu ukdzala, Ze rGizna
DNA barviva se vyznamné lisi ve schopnosti detekovat
mutaci. HRM s pouzitim LCGreen, SYTO-9 a SYTO-13
ve vSech PCR smésich signifikantné detekovaly 5% mu-
tovaného templdtu v porovnani se vzorky bez mutace (P
<0,05 nebo P <0,01). Pfi pouziti SYBR Green nebyl spo-
lehlivé zjistén mutovany templat v 5% zastoupeni u zad-
né z testovanych smési, zatimco jiné barvy se lisily ve
schopnosti detekovat 5% mutovaného templatu v zavis-
losti na PCR smési. Vzorky obsahujici 15%, 50% a 100%
mutovaného templatu byly detekovany jako pozitivni po-
moci vSech 24 kombinaci PCR smési a DNA barviv. Zis-
kané vysledky ukazuji, Ze sekvence testovaného templa-
tu, typ mutace, sloZzeni PCR smési, stejné jako pouzité
DNA interkala¢ni barvivo vyznamné ovliviiuji ispéSnost
HRM analyzy; a pro spolehlivou detekci mutaci je po-
tieba brat v tvahu vSechny tyto parametry. Podporeno
MZOUHKT2005, KAN200520701.

1679.

PCR detekce zygomycet u hematoonkologickych
nemocnych

Hrncifova Kristyna, Lengerovda Martina, Kocmanova Iva,
Racil Zdenék, Volfova Pavlina, Palousova Dita, ToSkova
Martina, Winterova Jana, Weinbergerova Barbora, Mayer
Jifl (Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, In-
terni hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno; Od-
deleni klinické mikrobiologie, FN, Brno; Interni hemato-
onkologickd klinika LF MU a FN, Brno)

Uvod: Invazivni zygomykézy jsou zdvaznou kompli-
kaci u hematoonkologickych nemocnych. Zakladem pro
uspésnou lécbu je Casnd diagnostika a Casné zahdjeni
vhodné antimykotické 1é¢by. PrestozZe je jiz nékolik let
vénovana velkd pozornost rozvoji molekuldrné biologic-
kych diagnostickych metod, stdle neni k dispozici Zadny
standardizovany postup. Metody: DNA z Cerstvych tkani
a z houbovych kultur byla izolovdna pomoci ZR
Fungal/Bacterial DNA Kit (Zymo Research, USA). DNA
z tkani v parafinovych bloc¢cich (FFPE) byla izolovana
pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Némecko).
Zygomycetovd DNA byla detekovdna pomoci semi-ne-
sted real-time PCR s interkala¢nim barvivem EvaGreen
cilené do useku 18S ribozomalni DNA s pouzitim prime-
rd prevzatych z literatury. Konkrétni druh zygomycety byl
ndsledné ur¢en pomoci High Resolution Melt (HRM) ana-
lyzy na pristroji Rotorgene 6000 (Corbett Research) srov-
nanim kiivek tani vzorku a pozitivnich kontrol (DNA izo-
lovand z kultur Rhizopus microsporus, R. oryzae, Mucor
racemosus, Rhizomucor pusillus a Absidia corymbifera).
Pozitivni vysledky byly potvrzeny real-time PCR s pri-
mery a TagMan MGB sondou specifickou pro dany druh.

Vysledky: Prezentovand metoda vyuZivajici HRM analy-
zy umoznuje detekci Sirokého spektra zygomycet v kli-
nickych vzorcich v jedné reakci. Detekuje klinicky vy-
znamné rody Rhizopus spp., Mucor spp., Rhizomucor
spp. a Absidia spp. Touto metodou bylo testovano 7 vzor-
ki tkang (6 Cerstvych a 1 FFPE) hematoonkologickych
pacientl s histologicky nebo mikrobiologicky prokaza-
nou zygomykdzou. Vsechny tyto vzorky byly pozitivni
a ve vSech pripadech bylo mozné ptimo identifikovat druh
zygomycety (R. microsporus (n=4), A. corymbifera (n=2)
aR. pusillus/miehei (n=1)). Vysledky byly potvrzeny spe-
cifickymi real-time PCR pro dané druhy. Dale bylo tes-
tovano 5 vzorku tkané (3 Cerstvé a 2 FFPE) pacientd bez
pfiznakd a prikazu zygomycetové infekce s negativnim
vysledkem ve vSech pfipadech. Zavér: Prezentovana me-
toda vyuZzivajici HRM analyzu pfedstavuje jednoduchy,
rychly a finan¢né nendkladny zptisob detekce zygomy-
cet v klinickych vzorcich. Je velmi vhodn4 pro identifi-
kaci kultur i screening klinickych vzorki v rutinn{ dia-
gnostické praxi. Nasledné pouziti specifickych real-time
PCR pro jednotlivé druhy zygomycet umoziiuje potvrze-
ni vysledku a kvantifikaci fungdln{ ndloZe ve vzorku. Ta-
to prace byla podpofena granty Ministerstva zdravotnic-
tvi Ceské Republiky ¢. NS10442-3/2009 a NS10441-
3/2009 a Masarykovy Univerzity ¢. MUNI/A/1012/2009.

1618.

Karyometry, RNA and DNA image densitometry of
lymphocytes in patients suffering from B-chronic
lymphocytic leukemia (B-CLL)

Smetana Karel, Jirdskova 1., Karban J., Trnény M.

( Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Charles Uni-
versity, 1st Medical Faculty General Hospital, Prague)

Since quantitative information on the nucleolar and cy-
toplasmic RNA concentration in differentiating and ma-
turing blood cells is very limited, the present study was
undertaken to provide additional data on that topic in dif-
ferentiating cells of the erythroid lineage in situ. The sa-
tisfactory number of erythroblasts in bone marrow of pa-
tients suffering from the chronic phase of chronic mye-
loid leukaemia without a large increase in the granulocy-
tic to erythroid ratio facilitated computer assisted image
RNA density measurements in both nucleoli and cyto-
plasm at the single cell level. As expected, the measure-
ments indicated a significant decrease of the nucleolar and
cytoplasmic RNA concentration only in advanced stages
of erythroblast differentiation. The resulting ratio of the
nucleolar to cytoplasmic RNA concentration was very
stable and did not change during differentiation, being
similar in the early and advanced stages of erythroblastic
development. Thus the marked similarity of the nucleo-
lar to cytoplasmic RNA concentration indicated a “sym-
metric decrease” of the RNA concentration during the
erythroblastic differentiation. Such phenomenon might be
related not only to the nucleolar RNA transcription but al-
so to its transport and cytoplasmic consumption. Howe-
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ver, no such symmetry of the nucleolar and cytoplasmic
RNA decreasing concentration in differentiating cells has
been reported and apparent on the basis of quantitative com-
puter assisted image densitometry at the single cell level.
Other approaches for the study of differentiating human
erythroblasts in bone marrow biopsies would be very diffi-
cult or impossible. In addition, the marked decrease in the
nucleolar diameter in differentiating erythroblasts and the
stability of the nucleolar RNA concentration suggest that the
amount of RNA in the nucleolus of differentiating erythrob-
lasts is closely associated with nucleolar size rather than
with its concentration within the nucleolar body.

XIII. KONFERENCE ZDRAVOTNICH
LABORANTU

1815.

Monitorovani hladiny BCR/ABL transkripti

u pacientit s CML pomoci kvantitativni

real-time RT-PCR

Kadlecové Jana, Divokd Martina, RoZzmanova Sarka, Ka-
landrova Eliska, Kola¢kova Monika, Novosadova Ale-
na, JaroSova Marie, Indrakova Jarmila
(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc)

Kauzdlni pri¢inou vzniku chronické myeloidni{ leuké-
mie (CML) je pfitomnost nové vzniklého fizniho genu
BCR/ABL, ktery je vysledkem reciproké translokace
t(9;22)(q34;q11). Fizni gen BCR/ABL slouZzi jako mar-
ker pro potvrzeni klinické diagnézy CML, pro sledovani
uspésnosti 1écby a monitorovani minimdlni rezidudlni ne-
moci. Nejcitlivéjsi metodou detekce BCR/ABL transkrip-
ti je kvalitativni analyza metodou reverzné transkripta-
zové polymerazové retézové reakce (RT-PCR). Tato me-
toda umoziuje selektivni in vitro amplifikaci pfesné de-
finovaného useku nukleotidovych sekvenci a tim dovolu-
je presné urcit jejich pritomnost nebo nepfitomnost, to vse
na trovni 1 leukemické bunky mezi 105 — 106 zdravymi
burikami. Pro CML pacienty 1é¢ené inhibitory tyrozino-
vych kindz je dilezité sledovat nejen samotnou piitom-
nost, ale také mnozstvi (hladinu) BCR/ABL transkriptu.
K tomu slouZi standardizovand metoda kvantitativni RT-
PCR (Q-RT-PCR) s pouzitim fluorescencné znaenych
sond. Jednd se o rychlou PCR v redlném Case (real-time),
kdy detekce produktd PCR probihd jiz béhem vlastni re-
akce. Provadi se ve specidlnich termocyklerech vybave-
nych optikou pro detekci fluorescencniho signdlu. Vysled-
néd hladina BCR/ABL transkriptt je vztaZena k expresi
kontrolntho genu ABL a tim poskytuje standardizované
vysledky. NérGst a vysokd hladina transkriptu BCR/ABL
signalizuji $patnou odpovéd na 1é¢bu a $patnou progné-
zu, naproti tomu pokles ¢i vymizeni transkriptt
BCR/ABL dobrou odpovéd na 1é¢bu a dobrou prognézu.
Cilem naSeho sdéleni je sezndmit s principem metody re-
al-time RT-PCR a jejim vyuZitim pfi monitorovani
BCR/ABL transkripti u nemocnych s CML. Podpofeno
granty IGA MZ NS 9949-3 a MSM 6198959205.

1648.

Zbytkové leukocyty v transfuznich pripravcich
Subrtovd Hana, Salatova Petra, Hon¢ikovd Michaela,
gpaéek Martin, Kozak Tomas (OKH FNKV, Praha)

Uvod: priitokové cytometrie dnes urychli provoz a hod-
noceni zbytkovych bilych krvinek v deleukotizovanych
transfuznich pfipravcich. Princip: Souprava BD Leuco-
count obsahuje propidium jodid ( PI), coZ je barva nuk-
leovych kyselin barvici pri pouziti RNz pouze buné¢nou
DNA. Leukocyty jsou tedy oznaceny, desticky a erytro-
cyty jako bezjaderné objekty se nebarvi. Zkumavky BD
Trucount obsahuji kulicky jako vnitini referenci slouzici
k absolutnimu vypoctu zbytkovych leukocyti. Vzorky se
spojuji s lyofilizovanou peletou kulic¢ek pfed znacenim.
Po znacen{ jsou vzorky méfeny na pritokovém cytomet-
ru . Absolutni pocet je ur¢en jednoduchym vypoctem : po-
¢et namérenych bunék se vydéli poctem namérenych flu-
orescencnich kulicek a vysledek se ndsobi poctem kuli-
cek v peletce. Nastaveni pristroje provadi aplikacni spe-
cialista. Vzorky se daji zpracovat i do 48 hodin po leu-
koredukci. Kontrola kvality se provadi pomoci kontrol-
nich kitli pro desti¢ky a pro erytrocyty. Vyhodou je vel-
mi rychlé a jednoduché zpracovani vzorkt transfuznich
piipravki, testy jsou reprodukovatelné, IVD a spliuji kri-
téria pro spravnou laboratorni praxi. Nevyhodou se mu-
Ze jevit vySsi cena

Moznosti stanoveni spravného poctu trombocyti
- kazuistika problematického pacienta

Pavlikova Z., Hrnéifova K., Mala M., Bolfova M.,
Pecka M., Maly J. (Hradec Kralové)

Abstrakt nedodan

1726.

Aktualni diagnostika von Willebrandovy nemoci
Ulehlovd Jana, Kacalové Petra, Chalupnikova Petra, Je-
zakova Jarmila, Seckarfova Martina, Sykorova Miroslava,
Slavik Ludék (HOK FN, Olomouc)

Diagnostika von Willebrandovy nemoci (vWD), prav-
dépodobné nejcastéjsi vrozené krvacivé poruchy, vyzaduje
mnoho specidlnich laboratornich vySetfeni. VWF je glykop-
rotein syntetizovany pouze v megakaryocytech a endoteli-
alnich bunkach, pritomen je v o-granulich desticek, plazmé
a subendotelu. Biosyntéza vVWF zahrnuje mnoZstvi krokut
jako je dimerizace, polymerizace, glykosylace a Stépeni pro-
polypeptidu. Diive pouzivana diagnostika vWD se opirala
o méné specifické testy jako je krvacivost a aktivovany par-
cidlni tromboplastinovy test. V dnesni dobé patii mezi za-
kladni testy diagnostiky vWD vySetfeni vW antigenu a ak-
tivity a musi byt vySetieno u vSech pacientt, ktefi maji po-
zitivni osobni nebo rodinnou anamnézu krvacivych piihod,
pokud chceme dosdhnout spravné diagndzy. Klinicky vy-
znam vysSetieni: ¢ JestliZze pozorujeme velmi nizké nebo do-

28

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010



THd - XXIV. OHD 2010

konce nedetekovatelné hladiny VWF:Ag, mtiZzeme oceka-
vat, Ze se jednd o typ 3 vVWD. V pripadé lehce sniZenych ne-
bo normalnich hladin vWF aktivity a F VIII, musi byt pro-
vedeno porovnani s hladinou vVWF:Ag. V pfipadé, Ze jsou
vSechny tii hodnoty v normalnim rozmez{, miiZeme vylou-
¢it von Willebrandovu chorobu a hemofilii A. * Pokud je
alespon jeden parametr abnormalné sniZen, je nezbytné pro-
vést kalkulaci poméru vWF aktivity / vWF antigenu. ¢ V pii-
padé, Ze je pomér blizky hodnoté 0,7 miZeme uzaviit dia-
gndzu jako von Willebrandova choroba typu 1. ¢ Jestlize po-
mér vWF aktivity / VWF antigenu pod 0,7 miZeme dia-
gnostikovat typ 2A, 2B a 2M. Dalsi laboratorni parametry
jako je RIPA (ristocetinem indukovand agregace trombocy-
tl), analyza multimert a vazebna analyza, jsou nezbytné
v pifpadé k rozliSen{ jednotlivych subtypt. Existuji také sta-
vy pri kterych se vyrazné zvySuje hladina vWF: akutni z4-
nétlivd onemocnéni, procesy zpisobujici poskozeni endo-
telidlni Casti cévni stény aj. Prezentace bude dale doplnéna
zajimavymi kauzuistikami.

1725.

D-Dimery - stanoveni a Kklinické vyuziti k diagnostice
trombézy

Slavik Lud&k, Ulehlova Jana, Jezdkova Jarmila, Sykoro-
va Miroslava, Chalupnikova Petra, Seckafovd Martina,
Kacalova Petra (HOK FN, Olomouc)

Vysetieni D-dimeru si v poslednim desetileti vydobylo
vyznamnou pozici v algoritmu diagnostiky hluboké Ziln{
trombdzy a plicni embolie. Pres vice nez 30 let, kdy je toto
vySetfeni dostupné, prodélalo vySetfeni D-dimeru fadu
zmeén, jak v technologii vySetfeni, tak i ve stanoveni cut-off
a interpretaci vysledkd. V posledni dobé je patrnd snaha
o standardizaci vySetfen{ a vyjadfovani vysledkd, kde ¢dst
vyrobctl uddva ddaje vyjadiené jako mg/ml ve fibrinogen
ekvivalentnich jednotkdch (FEU) a ¢ast pouze jako mg/ml.
Prvni komer¢ni metodiky vysetfeni D-dimeru z 90. let mi-
nulého stoleti ve formé ELISA stanoveni disponovaly do-
statecnou citlivosti, ale jednou zdsadni nevyhodou, coZ by-
la ¢asova naro¢nost. Z tohoto diivodu byla tato vySetieni na-
hrazena kvalitativnimi latex aglutinacnimi testy prvni ge-
nerace, které byly proveditelné ve velmi kratkém case. Nic-
méné byly pouze kvalitativni a hodnoceni bylo subjektivni.
Z toho vyplyvala velmi nizka reprodukovatelnost vySetfeni.
Druhd generace latex aglutina¢nich testd byla uz kvantita-
tivn{ a aplikovatelna na fadé koagula¢nich automati. Vyka-
zovala pouze lehce nizsi citlivost oproti ELISA metodikdm,
které se tou dobou posunuly k fast ELISA metoddm s ¢aso-
vou dostupnosti 30 min. Tyto testy pii cut-off D-dimeru 500
ng/ml dokdzaly vyloucit trombotickou pithodu s 95 % prav-
dépodobnosti. Treti generace latex aglutina¢nich testi vy-
Setfeni D-Dimeru, na bazi kombinace dvou monoklonalnich
protilatek, poskytla posun cut-off na 240 ng/ml s 98 % prav-
dépodobnosti vylouceni trombotické pithody. V posledni do-
bé jsou snahy nékterych vyrobei prosadit cut-off 135 ng/ml
s 99 % pravdépodobnosti vylouceni trombotické piihody,
zde je vSak nutné mit na zfeteli vysoky pocet falesné pozi-

v

tivnich vzorkt z fady jinych pfi¢in neZ jsou akutni trombo-
tické komplikace. Vyuziti stanoveni D-dimeru se etablova-
lo zejména na poli vylouceni hluboké Zilni trombézy a plic-
ni embolie. Pouziti pro potvrzeni trombotické piihody je za-
tizeno vysokou nespecificitou vySetfeni. Rozsifeni kvanti-
tativntho stanoveni D-dimeru také umoznilo sledovéni re-
kurence trombotickych komplikaci pfi 1écbé, kde je nutné
dodrzet pravidelné monitorovani D-dimeru v pribéhu 1é¢-
by, coz je patrné z nékolika kazuistik.

LYMFOMY I

1656.

Urcovani rozsahu onemocnéni u non — Hodgkinovych
lymfomii s extralymfatickym Sifenim — doporuceni
Kooperativni lymfomové skupiny

Sykorova Alice, Belada David, Smolej Luk4s, Pytlik Ro-
bert, Benesovd Katefina, VaSovd Ingrid, Papajik Tomas,
Salek David, Prochdzka Vit, Trnény Marek, Matuska Mi-
lan, Brejcha Martin, Kubackova Katefina, Kabickova Edi-
ta, Mocikova Heidi, Campr Vit

(I1. interni klinika, oddélent klinické hematologie FN a LF
UK Hradec Krdlové; I. interni klinika VFN Praha; In-
terni hematoonkologickd klinika, FN Brno; Hematoonko-
logickd klinika, FN Olomouc; Ustav klinické hematolo-
gie, FN Ostrava; Onkologické centrum J. G. Mendela,
Novy Jic¢in; Radioterapeuticko - onkologické oddéleni, FN
Motol, Praha; Klinika détské hematologie a onkologie 2.
LF UK a FN Motol Praha,; Oddélent klinické hematolo-
gie, FN Krdlovské Vinohrady Praha; Ustav patologie
a molekuldrni mediciny 2. LF UK a FN Motol Praha)

Vychodiska: Rozsah nemoci non — Hodgkinovych lym-
fomt (NHL) se obvykle stanovuje podle rozsifené Ann
Arbor klasifikace. Tato klasifikace byla ptivodné vytvo-
fena pro Hodgkinlv lymfom (HL), ktery postihuje pre-
vazné lymfatické uzliny. U HL se neobjevuje tak Casté
Sifeni do extralymfatickych orgdnd a tkani a primarni
vznik v extralymfatické tkéani je vzacny. NHL jsou ovSem
mnohem castéji spojeny s extralymfatickym Sifenim a asi
1/3 piipadi se fadi mezi primdrné extranoddlni lymfo-
my. Proto je pouZiti rozsifené Ann Arbor klasifikace
v téchto ptipadech u NHL omezené. V rdmci zpracova-
véani dat registru NHL Kooperativni lymfomové skupiny
(KLS) bylo zjisténo, Ze urceni rozsahu postizeni u NHL
neni v Ceské republice jednotné v téch piipadech, kdy se
jedna o diseminaci onemocnéni do extranoddlniho orga-
nu nebo tkané. Cil: Na konci roku 2009 byl vypracovan
ndvrh urceni klinického stadia u NHL se zvlastnim zfe-
telem k postizeni extralymfatickych orgdnt/tkani pro po-
treby lymfomového registru KLS. Tento navrh byl pfi-
pominkovan ¢leny vyboru KLS a pfijat na zasedani vy-
boru v Brné v lednu roku 2010. Vysledky: Na zasedani
vyboru KLS v lednu 2010 byla pfijata dohoda tykajici se
urceni klinického stadia NHL s noddlnim i extranodalnim
Sifenim. Pro tcely urceni klinického stadia a tomu odpovi-
dajici 1écebné intenzity byly extralymfatické organy roz-
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wVelké* extranoddlni orginy
(dle Ann Arbor klasifikace)

~Malé* extranodilni orginy
(dle klasifikace pro primarné

Stadium P
Stadiu extranodsini lymfomy podie
Musshoffa)
lokalizované postizeni Jakékoliv (lokalizované, diseminované,
IE || extralymfatického orginu difueni) postizeni | extralymfatického
orginu
|okalizované postiZeni akékoliv postizeni | extralymfatického
IE |l extralymfatického orgdnu s postizenim  |jorgidnu a postizeni LU na stejné strané

brinice

uzlin (LU) na stejné strané brinice
Lokalizované postiz

akékoliv postizeni 1 extralymfatického

IIE |1 extralymfatického orginu s postiZenim  forgdnu a postizeni LU na obou strandch
.U na obou strandch brinice brinice
Diseminované ¢i difuzni postizeni Jakékoliv postizeni > | extralymfatického
extralymiatického orginu s nebo organu s nebo bez postizeni LU
ez postizeni LU

Jakékoliv postiZzeni = | extralymfatického
wrgdnu s nebo bez postizeni LU

déleny na ,,velké" organy — jétra, plice, kosti, mezotel (ple-
ura, peritoneum, perikard) a mekké tkané. VSechny ostatni
organy byly definovany jako ,,malé“. Zavér: U postizeni
lymfatickych organt je k uréeni rozsahu nemoci NHL vhod-
nd rozsitend Ann Arbor klasifikace. Pro extralymfatické §i-
feni nemoci ¢i u primarné extranodélnich lymfom je vhod-
né tuto klasifikaci 1épe prizpusobit praktickym potiebdm.
Validita vypracované klasifikace bude hodnocena v pro-
spektivnich i retrospektivnich studiich KLS.

1665.

UdrZovaci lécba rituximabem u lymfomi

- moznosti v roce 2010.

Belada David

(IL.interni klinika FN a LF UK, Hradec Krdlové)

I pres pokroky v 16¢bé pacientd s nehodgkinovymi lym-
fomy velkd ¢ast pacientl relabuje. Cytostatika i INF alfa
jsou v ramci udrzZovaci terapie provazeny vyraznou toxici-
tou. Velmi dobrd efektivita, minimdlni toxicita a dlouhy bi-
ologicky poloc¢as monoklonalni protilatky anti CD20 — ri-
tuximabu - z néj ¢ini idedlni molekulu pro udrzovaci léc-
bu. V roce 2010 je jeho standardni indikaci poddvéani u ne-
mocnych s relapsem FL, kde bylo induk¢ni terapii dosaze-
no minimalné parcidlni remise (PR) — zde je poddvan 1x
po 3 mésicich po dobu 2 let. Uplnou novinkou jsou vysled-
ky mezindrodni randomizované studie PRIMA v 1.linii FL.
Nemocni po podéani imunochemoterapie (R-COP nebo R-
CHOP nebo R-FCM - vybér dle rozhodnuti centra), u kte-
rych bylo dosazeno minimalné PR, byli randomizovani me-
zi observaci a udrzovaci 1écbu rituximabem 1x po 2 mési-
cich po dobu 2 let nebo. Pfi medidnu sledovani 25 mésict
bylo prokdzéno statisticky vyznamné prodlouzZeni doby do
progrese u nemocnych, kteti byli 1é¢eni udrzovaci 1écbou
rituximabem (p<0.0001). UdrZovaci 1écba rituximabem
v 1.linii se tak stdvd v soucasné dobé standardni terapii.
U ostatnich lymfomi se jevi nadéjné udrzovaci 1é¢ba ritu-
ximabem u lymfomi z plastové zony, vysledky zatim ale
nejsou zcela jednoznacné. U difiizniho B-velkobunééného
lymfomu jsou vysledky udrzovaci 1é¢by nejednoznacné.
Probihaji randomizované studie - v rdmci 1.linie probiha
studie NHL-13, ve které jsou nemocni po terapii R-CHOP
randomizovani mezi udrzovaci 1écbu rituximabem (1x po

2 mésicich po 2 roky) a observaci. U pacienti s relapsem
difizniho B-velkobunécného lymfomu probihd studie
CORAL, kde jsou mladsi nemocni do 60 let randomizova-
ni mezi zéchrannou lécbu R-ICE a R-DHAP a poté po au-
tologni transplantaci, nasledné s 2. randomizaci mezi udr-
Zovaci lécbu rituximabem (1x po 2 mésicich po 2 roky)
a observaci. Celkové lze shrnout, Ze udrZovaci 1é¢ba ritu-
ximabem je standardni lé¢ebnou moznosti u nemocnych
s FL v prvni linii i v relapsu, navic je i ,,cost-efektivni*. Léc-
ba se z hlediska toxicity jevi jako velmi dobfe tolerovand,
bez zavaznéjsich nezadoucich ucinku. Presto je v tomto
konceptu stdle nékolik otazniki, a to dlouhodobd bezpec-
nost poddvani, optimdlni schéma aplikace ¢i zptisoby 1&¢-
by pri relapsu lymfomu pfi udrzovaci 1écbeé. UdrZovaci léc-
ba rituximabem predstavuje velkou nadéji do budoucna a da
se predpokladat jeji rozsifeni i na dalsi typy lymfoprolife-
rativcich nemoci. Prace byla podpofena grantem IGA MZ
CR: NR/9453-3 a vyzkumnym zamérem MZO 00179906.

1713.

Nehodgkinské lymfomy gastrointestinalniho traktu
u déti a dospivajcich, klinicko-patologicka analyza
a vysledky lécby protokoly némecké pracovni
skupiny NHL-BFM (Berlin-Frankfurt-Miinster)
Kabickova Edita, Sumerauer David, Votrubova Jana,
Bélohlavek Otakar, Mejstiikova Ester, Gajdos Petr, Kyncl
Martin, Kodet Roman, Stary Jan

(Klinika détské hematologie a onkologie UK 2.LF a FN
Motol, Praha; PET Centrum Nemocnice Na Homolce,
Praha; Klinika détské hematologie a onkologie, FN Mo-
tol, Praha; Klinika zobrazovacich metod UK 2.LF a FN
Motol, Praha; Ustav patologie a molekuldrni mediciny
2.LF UK a FN Motol, Praha)

Uvod: Nehodgkinské lymfomy (NHL) jsou nejrychleji
rostouci zhoubné nddory v détském véku, v dobé stanove-
ni diagndzy je Castd lymfogenni i hematogenni disemina-
ce. Priblizné tfetina pacientll md primarné postizenou ob-
last bficha, vétSina abdomindlnich NHL je B typu. Cile:
Analyza klinicko — patologickych dat, zhodnoceni 1é¢ebné
odpovédi a preziti pacientd s NHL gastrointestinalniho trak-
tu. Pacienti a metody: V obdobi 1993-2009 jsme na Klini-
ce détské hematologie a onkologie 1é¢ili celkem 224 déti
s NHL, 58 (26 %) s postizenim GIT. Nejcastéj$im histolo-
gickym typem byl Burkitttiv lymfom (72 % pacienti). Ve
skupiné bylo 48 chlapcti a 10 divek s medidnem véku v do-
bé diagnozy 10 let (2-18). Primédrni GIT lymfom mélo 25
déti (43 %), diseminované onemocnéni s postizenim GIT
melo 33 déti, nejcastéji byla infiltrovana ileocékalni oblast
(77 %). Onemocnéni stadia IT (St.Judegs Staging) mélo 11
pacientt, stadium III 45 pacientd, stadium IV dva pacienti.
Podle rozsahu onemocnéni a hladiny LDH zahrnoval 1éceb-
ny plan 2 nebo 4 cykly chemoterapie pro pacienty nizsiho
stupné rizika (skupina R1, R2; 15 déti). Pacienti s onemoc-
nénim vysokého stupné rizika (skupina R3, R4; 43 déti) ab-
solvovali 5-6 cyklt intenzivnéjsi chemoterapie. Vysledky:
Indukéni chemoterapii dosahlo kompletni remise 53 paci-
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entt (90 %), u 5 déti s inicidlné refrakternim NHL nador
na intenzivni 1é¢bé progredoval, vSechny zemfely na rych-
lou progresi lymfomu (medidn 5 mésict od stanoveni dia-
gndzy). Na zavazné infekéni komplikace zemrelo 6 déti
(10%). Po ukonéené 1é¢be relabovali 2 pacienti, (5 a 11 let
po 1écbe), oba dosdhli zachrannou 1écbou 2.remise, jeden
z nich zemtel 7 let po 1é¢bé relapsu na pneumokokovou se-
psi. S medidnem sledovani 10 let (0,7-17) Zije bez zndmek
onemocnéni 45 pacientii (OS 79 %). U zZadného pacienta
nevznikl sekunddrni ani pozdni projevy zdvazného orga-
nového postizeni. Zaveér: Postizeni GIT jsme diagnostiko-
vali u 1/4 déti s NHL, nejcastéj$im typem byl Burkittiv lym-
fom. V dobé stanoveni diagnézy méla polovina déti infilt-
rované také nitrohrudni organy. Vysoka proliferacni frakce
lymfomovych bunék vysvétluje mimoradnou citlivost né-
doru k chemoterapii, intenzivnimi BFM protokoly 1ze vy-
1é¢it vice nez 75% pacientl. Intenzivni chemoterapie je pro-
véazena zavaznymi infekénimi komplikacemi (i pfi adekvat-
ni podptirné 16¢be). Nepiiznivou prognézu maji déti s ini-
cidlné refrakternim onemocnénim. Podpofeno granty IGA
MZ CR NS/9997-4, NS/10480-3 a vyzkumnymi zaméry
MZOFNM?2005.

1788.

Redukce toxicity primarni 1é¢by pokrocilého
Hodgkinova lymfomu. GHSG, studie HD15

Markovi Jana, Kral Zden&k, Mécikova Heidi, Smardova
Lenka, Zikavska Lubica, Klaskovéa Katefina, Skopalova
Magdalena, Bol¢ak Karel, Dédeckova Katefina, Coupko-
va Irena, Vernerova Zdenka, Kamaradova Katefina, Cam-
pr Vit, Kozdk Tomas

(Oddeélent klinické hematologie FN Krdlovské Vinohradly,
Praha; II. interni hematoonkologickd klinika FN Brno,
Bohunice, Brno; PET centrun, Nemocnice Na Homolce,
Praha; Masarykiiv onkologicky iistav, Brno; Ustav radi-
acni onkologie FN Na Bulovce, Praha; Ustav patologie
FN Krdlovské Vinohrady, Praha; Ustav patologie, FN
Motol, Praha; Oddéleni klinické hematologie, FN Krd-
lovské Vinohrady, Praha)

Uvod: cilem studie HD15 German Hodgkin Study
Group (2003-04/2008) bylo zjistit, zda Ize sniZit intenzitu

dévky chemoterapie a omezit radioterapii u pokrocilych
stadii Hodgkinova lymfomu a zaroven zachovat vyborné
vysledky studie HD9. Se standardnim ramenem (A) 8x
BEACOPP eskal byla srovndvana dvé experimentdlni ra-
mena: (B) 6x BEACOPP eskal a (C) 8x BEACOPP14. Ra-
dioterapie (RT) jen v pfipadé PET pozitivni parcidln{ remi-
se (rezid tu = 2.5 cm). Pacienti a metody. Do studie HD15
bylo zarazeno z FN Kralovské Vinohrady Praha a FN Br-
no 186 pacienti (pts). 54% muzi, median véku 30 let (r
18 — 59). Stadium IIB s RF 22%, stadium III 37% a stadi-
um IV 41% pts. IPS 0-2 mélo 60% pts, IPS 3-7 40%. Hi-
stologie: NS 77% , MC 20%, LPHD 2% a ostatni 1% pts.
Pomér pts v ramenech studie: A, B, C: 39%, 33% a 28%.
Median sledovani Zijicich pts k 31.3.2010 60 mésict (r24-
87). Vysledky: Kompletni remise po skoncené 1écbé do-
sahlo 175 (94 %) pts. Tti zemfeli na akutni toxicitu 1écby,
8 pts progredovalo. U 159 pts byl PET po terapii negativ-
ni, ale v dal$im pribéhu relabovalo 8 pts, negativni predik-
tivni hodnota PET (NPV) po ukoncené terapii je 95%. Vy-
sokd NPV se s pribyvajicimi pozdnimi relapsy (vétSinou
u pts bez RT!!!) lehce snizuje. PET po skoncené chemote-
rapii byl pozitivni u 24 pts (8 z nich progredovalo). Pozi-
tivni prediktivni hodnota (PPV) PET je 33%. RT byla pro-
vedena jen u 30 pts (16%). AML/MDS se vyskytla u 2 pts
(jeden Zije po aloSCT, druha pt zemfela). Celkem zemfe-
lo 8 pts (4.3%). Priciny: akutni toxicita 1écby u 3 pts, pro-
grese HL u Ctyf pts, sekundarni malignita AML/MDS 5 let
po terapii 1x. Pétileté celkové preziti (OS) je 95,7 % (95%
CI, 81-85). Ocekavané uddlosti (progrese, relaps, umrti )
se vyskytly u 20 (10,7%) pts. 5-lety FFTF je 89,3% (95%
CI, 76-82). Zavér: Celkové vysledky naseho souboru ve
srovnani s multicentrickou studif HD15 jsou velmi dobré.
Vyznamné je predevsim nizké procento umrti na akutni to-
xicitu lécby. Nebyl prokazan signifikantni rozdil mezi jed-
notlivymi rameny studie (A,B,C) v hodnotich 5-letého
FFTF a Hodgkin specifického FFTF. Tento zavér podpo-
ruje puvodni hypotézu studie, Ze je mozné sniZit intenzitu
1é¢by, aniz by doslo k ovlivnéni vysledkd 1é¢by (predpo-
klad: méné intenzivné 1éCeni pacienti budou mit méné po-
zdnich nasledkt). Kone¢né hodnoceni multicentrické stu-
die HD15 GHSG je pldnovano na rok 2013. Podpotfeno
grantem IGA MZ CR, NR 8033-6/2004

1615.

Pozitivni PET pred autologni transplantaci
perifernich kmenovych bunék je spojen se zlou
prognozou u pacientii s relabovanym Hodgkinovym
lymfomem

Moécikova Heidi, Pytlik Robert, Markova Jana, Steinero-
va Katefina, Kral Zden€k, Belada David, Trnkovd Ma-
rie, Trnény Marek, Koza Vladimir, Mayer Jiff, 74k Pavel,
Kozak Tomas (Oddéleni klinické hematologie FN Kdlov-
ské Vinohrady, Praha; 1.Interni klinika a 1.LF UK VFN
Praha; Oddeleni hematoonkologie, FN, Plzeri; Interni he-
matoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno; Klinika he-
matoonkologie, FN, Hradec Krdlové; Ndrodni registr
kmenovych bunék CR - datacentrum, Praha)
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Uvod. Autologni transplantace perifernich kmenovych
bunék (ASCT) je standardni 1é€bou u pacienti s relapsem
Hodgkinova lymfomu (HL), ale vede k vyléceni pouze
u poloviny z nich. Je znamych nékolik rizikovych fakto-
rd, které zvysuji riziko relapsu po ASCT. Cil studie. Ta-
to retrospektivni studie hodnotila sekundarni klinické ri-
zikové skore v relapsu, prognosticky vyznam pozitrono-
vé emisni tomografie (PET) a dosazeni kompletni remi-
se (KR) hodnocené pomoci CT po zachranné chemote-
rapii pfed ASCT u 76 pacientt s relabujicim/refraktérnim
HL. Metody. Preziti bez relapsu nebo progrese (PFS)
a celkové preziti (OS) bylo hodnoceno pomoci Kaplan-
Meierovy metody. Rozdily v preziti mezi podskupinami
byly vyhodnoceny pomoci log-rank testu. Vysledky. Me-
dian sledovani pacienti po ASCT byl 23 mésici. Celko-
vé 11 (55%) z 20 PET pozitivnich pacientti a 14 (25%)
z 56 PET negativnich pacientu zrelabovalo po ASCT. 2-
lety PFS u PET negativnich vs PET positivnich pacientt
byl 72.7 £ 6.3% respektive 36.1 = 11.6%, (P=0.01). 2-le-
ty OS u PET negativnich vs PET positivnich pacienti byl
90.3 + 4.1% respektive 61.4 + 11.6%, (P=0.009). V uni-
variacnich analyzach, sekundarni klinické rizikové skére
v dobé relapsu HL, primdrné refraktérni nemoc nebo do-
sazeni KR podle CT scan nebylo statisticky signifikant-
né spojeno s PFS a OS. V multivaria¢ni analyze byl PET
statisticky signifikantni pro PFS pouze v kombinaci
s ostatnimi faktory (klinickym rizikovym skére a dosa-
Zenim KR dle CT) (P=0.017). Multivaria¢ni analyza ani
jednoho z téchto faktorti nebyl statisticky signifikantn{ pro
OS (P=0.08). Zavér. Pozitivni PET pied ASCT urcuje vy-
soce rizikovou podskupinu pacientd s hor§im PFS a OS
oproti PET negativnim pacientim. Tato vysoce rizikova
podskupina pacientli miiZe mit prospéch z dalsi 16¢by po
ASCT.

MDS

1671.

Evropsky registr nemocnych s myelodysplastickym
syndromem

Cermdk Jaroslav jménem Pracovni skupiny pro MDS Eu-
ropean LeukemiaNet

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Evropsky registr pro nemocné s MDS vznikl poc¢atkem
roku 2009 v ramci projektu European LeukemiaNet. V pr-
vé fazi bylo k dcasti v projektu vybrano 11 zemi z rtz-
nych evropskych regiond a byli sledovéni nové diagnos-
tikovani nemocni s nizkym a stfednim-1 rizikem podle
IPSS. Po nédboru prvnich 400 nemocnych byla provede-
na prva metaanalyza ddaji v registru. Cilem studie bylo
krom ziskani demografickych tdaji zmapovat i klinické
nélezy, celkovy stav nemocnych, typ 1é¢by vcetné poda-
vani transfuzi a stav zdsob Zeleza, délku preziti a inciden-
ci progrese k pokrocilym stadiim MDS. Ve skupiné ana-
lyzovanych nemocnych prevazovali muzi (63%), medi-
an véku byl 74 let (rozmezi 18-95 let), 94% nemocnych

bylo bilé rasy. Nejcastéjsi diagnézou byla dle WHO kla-
sifikace (2001) RCMD (28,5%), ddle RARS (21,0%),RA
(20,2%), RAEB-1 (13%), 5q- syndrom (6,8%), RCMD-
RS (6,5% a MDS-U (4,0%). Predominance vyskytu u mu-
70 bylau RA (70 4%),u Zen byla u 5g- syndromu (77,8%),
86,5% nemocnych mélo ve dfeni < 5% blastt, 77,3% ne-
mocnych mélo pfiznivy karyotyp dle IPSS, 55,8% nemoc-
nych mélo 1 cytopenii, 18,5% mélo cytopenii ve 2 fadach,
déleni podle IPSS bylo nasledujici : 0- 50,0%, 0,5 —
28.2%, 1- 14,8%, neklasifikovano — 7%. Hodnota skére
dle Karnofského se u vétSiny nemocnych pohybovala me-
zi 80-100%, hodnoceni denni aktivity pomoci EQ 5D sko-
re bylo v priméru 70 ze 100 moznych bodt. Z komorbi-
dit byly nejcastéjsi kardiovaskuldrni choroby (28%), da-
le diabetes mellitus (16%) a onemocnéni dychacich cest
(13%), nejcastéji uzivanou skupinou 1€k byla antihyper-
tenziva (37%). Median skére komorbidit dle Sorora ¢inil
2.4. Pouze 37% nemocnych dostdvalo v této fazi choro-
by néjakou 1écbu, vétsina z nich (31%) byla 1écena rHu-
EPO, transfuze erytrocyti dostavalo 27% nemocnych.
Primérnd hodnota feritinu v séru ¢inila 289 pg/l, chela-
tacni 1é¢bu dostdvala pouze 3% nemocnych (vzhledem ke
kratké dobé sledovani — v priméru 175 dni), hodnota fe-
ritinu v séru byla u této skupiny v dobé zahdjeni 1écby
1638 ug/l. Béhem doby sledovdni nemocnych doslo
k progresi do pokrocilého MDS u 3,3% nemocnych
a zemfelo 16 nemocnych (4%), z toho 9 na jiné pficiny
nez MDS. Béhem prvého roku bylo do registru zafazeno
vice nez 600 nemocnych, z toho 59 z Ceské republiky,
za coZ patii diky vSem participujicim centrim a koordi-
natorce studie pro CR Ivané Karlachové a vedouci studij-
ni sestfe Jan¢ RySavé.

1754.

Transkripéni faktory EKLF a Flil u 5q minus
syndromu. Srovnani s nalezem u MDS o nizkém
riziku s normalnim 5. chromozomem.

Neuwirtova Radana, Fuchs Oto, Jon4Sovd Anna, Cermak
Jaroslav, Siskova Magda, Vondrakova Jana, Hochova Ia-
na, Libiger Jif{, Novdkova Ludmila, Kadlckova Eva, Kos-
teCka Arnost, Holickd Monika, Provaznikova Dana, Mi-
chalovd Kyra, Bfezinova Jana

(1. interni klinika VFN, Praha; Ustav hematologie a krev-
ni transfuze, Praha; Hematologicko-onkologickd klinika
FEN, Olomouc; OKH FN Motol, Praha; OKH Masaryko-
va nemocnice, Usti n.L.; Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha; HTO Bat'ova nemocnice, Zlin; Centrum
nddorové cytogenetiky VFN, Praha)

Uvod V pritbéhu hemopoezy ma kritce spole¢nou kme-
novou buriku destickova a erytroidni fada(MEP). O dife-
renciaci MEP do destickové fady rozhoduje kromé jinych
faktort transkripéni faktor Flil (Friend leukemia integra-
tion 1), do erytroidni fady EKLF (Erythroid Kriippel-Li-
ke Factor). Mezi nimi existuje zkfiZeny antagonismus. Ty-
pickym znakem 5q minus syndromu (5g-sy) je makrocy-
tarni anemie a zvySeny pocet desticek. PoloZili jsme si
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otdzku, zda by zmény obou zminénych faktori mohly vy-
svétlit pfiznaky 5qg-sy. Vysledky u 5g-sy jsme srovnali
s nélezy pacienti s MDS low risk s normdlnim 5. chro-
mozomem (norm.5q). Metoda a materidl Hladiny Flil
a EKLF mRNA byly vySetfeny v krvi u 28 nemocnych,
ve dfeni u 17 nemocnych s 5qg-sy. U nemocnych
s norm.5q byly vySetieny vzorky krve u 23 a dfen¢ u 16
nemocnych. Hodnoty byly srovnany se zdravymi kontro-
lami (krev-16 a dfen-8). Exprese gent Flil a EKLF byla
stanovena v mononukledrech periferni krve a kostni dfe-
né isolovanych na gradientu Ficoll-Paque. Exprese obou
faktorti byla zméfena pomoci kvantitativni RT-PCR v re-
alném Case. Vzorky byly vySetfeny duplicitné. Jako srov-
ndvaci gen byla pouZita exprese genu pro glyceraldehyd-
3-fosfatdehydrogendzu. Vysledky Exprese Flil mRNA
byla u 28 pacientl s 5g-sy zvySena v krvi ve srovnan{
s kontrolami (p=0.0003). U 23 MDS s norm.5q jsme na-
lezli rovnéz zvyseni Flil (p=0.04). Ve dieni Flil u 5g-sy
bylo zvyseno (p=0.05), zatimco u MDS s norm5q nebyl
proti kontrolam rozdil (p=0.97). EKLF u 5g-sy v krvi je
na rozdil od Flil vyrazné sniZeno proti kontrole
(p=0.006), zatimco u MDS s norm. 5q je naopak hladina
EKLF oproti kontrole mirné zvySena (p=0.04). U 5g-sy
je EKLF ve dfeni dle ocekavani zfetelné sniZeno
(p=0.0008). Ve dfeni u MDS s norm. 5q je EKLF podob-
né jako v krve mirné zvyseno (p=0.006). Zavér Nase vy-
sledky méfeni genové exprese mRNA faktord Flil
a EKLF jsou v souladu s o¢ekdvanymi ndlezy u 5q-sy:
zvySeni Flil odpovidd trombocytémii u 5g-sy a sniZeni
exprese EKLF by méla odpovidat anemii u téchto paci-
entli. U nemocnych s MDS s norm.5q pres heterogenitu
nemocnych se ukdzalo mirné zvyseni Flil i EKLF v kr-
vi provazené zvySenim EKLF i ve dieni. U MDS
s norm.5q se nabiz{ ticelové vysvétleni tohoto nélezu v po-
dobé snahy organismu kompenzovat cytopenii zvySenim
obou faktorti, podobné jako je tomu u zvySeni erytropo-
etinu a trombopoetinu. u vétSiny MDS nemocnych.

1662.

Bodové mutace N-RAS genu u pacienti

s myelodysplastickym syndromem jako

nepriznivy prognosticky faktor onemocnéni
Stemberkova Radka, Lag$uthové Petra, Cechovd Hana,
Staiikovd Martina, Hrabakové Pavla, Jen&ik Jan, Cermék
Jaroslav, Zizkov4 Hana

(Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha)

UVOD: N-ras gen kéduje malé proteiny s GTPazovou
aktivitou, které jsou soucasti bunécné signalizace. Bodové
mutace vedouci ke zméné konformace proteini mohou zpt-
sobit jejich trvalou aktivaci. Pfedpoklada se, Ze tyto akti-
vujici mutaéni zmény N-ras genu hraji dileZitou roli v roz-
voji celé fady nadort, véetné hematologickych malignit.
CIL: Bodové mutace N-ras genu byly studovény u pacien-
ti s myelodysplastickym syndromem (MDS) a de novo
akutni myeloidn{ leukémii (AML) s cilem objasnit jejich
vyznam v diagnéze a prognéze onemocnéni. METODIKA:

DNA izolovana z periferni krve (PK) nebo kostni diené
(KD) 107 pacienti s MDS (17xRA/RARS, 34xRCMD,
4x5g-,23xRAEB1/2, 19xsAML, 10xMDS/MPS; dle WHO
klasifikace) a 73 pacientd s de novo AML (5xMO0, 14xM1,
21xM2,6xM3, 21xM4, 5xM5, 1xM6; dle FAB klasifikace)
na pritomnost bodovych mutaci ve 12. a 13. kodonu N-ras
genu metodami polymerdzové fetézové reakce a pfimého
sekvenovéni v obou smérech. VYSLEDKY: Mutace N-ras
genu byly piitomny u 8% (9/107) MDS pacientti a u 18%
(13/73) pacienti s de novo AML. V MDS skupiné byla vét-
Sina mutaci nalezena v kodonu 12 (7 z 9 mutaci), dva paci-
enti méli mutace v obou kodonech. V porovnéni s casnymi
formami MDS, byly mutace Castéji detekovany u pacientt
s pokrocilymi formami MDS (8 z 9, P = 0.012). Nejcasteji
byly mutace detekovény u pacientd s AML (AML vs. MDS:
P =0.02). V AML skupiné byly mutace ve 12. a 13. kodo-
nu nalezeny priblizné ve stejném pomeru (7/13 a 6/13). Nej-
Castéji byly mutace detekovéany u pacientd s AML M2 sub-
typem (6/13, P = 0.018). Nami nalezené mutace N-ras ge-
nu vedou k zdméné aminokyselin. Nejobvykleji pozorova-
nou substituci byla tranzice GGT na GAT ve 12. kodonu.
U MDS pacientti byla detekovédna vyssi mutacni variabili-
ta neZ u AML pacienti. MDS pacienti s N-ras mutaci pre-
Zivali signifikantné krat$i dobu (medidn 9 mésici) v po-
rovndni s pacienty bez mutace (medidn 59 mésict, P =
0.001). Preziti pacientid s AML s mutaci a bez mutace se ne-
lisilo (median 16 mésicu, P = 0,82). Pfitomnost mutaci N-
ras genu nesouvisela s poctem blastid v PK/KD pacientt
s MDS & AML. ZAVER: Zjistili jsme, Ze piftomnost mu-
taci N-ras genu u MDS pacientti je jednozna¢né spojena
s krat$i dobou celkového preziti. Zjistili jsme ndrdst vysky-
tu mutaci smérem k pokrocilym formam MDS. Nase nale-
zy naznacuji vyznam a pouzitelnost mutaci N-ras genu ja-
ko pomocného prognostického faktoru pfi stanoveni indi-
vidudlniho rizika MDS pacientii. Podpofeno grantem
MZCR 00012736 Email: radka.stemberkova@uhkt.cz

1670.

Incidence a 1écba stavi s pretiZenim Zelezem

— studie Pailette 2

Cermdk Jaroslav a Cesk4 skupina pro Myelodysplastic-
ky syndrom (MDS)

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Koncem roku 2009 a poc¢atkem roku 2010 probéhla stu-
die PAILETTE 2, jejim ticelem bylo po vice neZ roce opét
zmapovat incidenci a 1é¢bu stavi s pretizenim Zelezem
a porovnat soucasné vysledky s ndlezy ze studie
PAILETTE 1. Studie se zicastnilo 68 1ékatt ze vSech re-
gionti Ceské republiky a bylo hodnoceno 372 nemocnych.
Oproti minulé studii se zvysil pocet nemocnych, u nichz
byl zndm pocet podanych transfuzi v minulosti (75,5%
nemocnych) a hladina feritinu v séru (90,6% nemocnych).
Median véku nemocnych byl 73,0 let, u 59,4% nemoc-
nych byla stanovena dg. MDS, u 40,6% $lo o jiné one-
mocnéni (vrozené a ziskané poruchy cervené krevni fa-
dy, myeloproliferace, hereditarni hemochromatéza). Pri-
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mérny pocet podanych transfuzi se v obou studiich neli-
§il (50,6 TU v.s. 51,8 TU), primérna hodnota feritinu v sé-
ru byla 1566,5 pg/l (1845,3 g/l ve studii PAILETTE 1),
hodnota feritinu v séru u chelatovanych nemocnych pred
zahdjenim 1éCby Cinila 2257.5 pug/l. Vice nez 20 TU eryt-
rocytd obdrzelo 80,1% nemocnych, chelataéni 1é¢ba by-
la zahdjena u 40,6% nemocnych (oproti 27,9% ve studii
PAILETTE 1), medidn délky chelata¢ni 1écby byl 373,0
dne. Pri srovnani poctu lécenych nemocnych s pocty ne-
mocnych s riiznou inicidlni hodnotou feritinu bylo zjis-
téno, Ze vesmés vSichni nemocni s hodnotou feritinu >
1500 pg/l (39,4%) obdrzeli chelatacni 1écbu. U 58,0% ne-
mocnych doslo po 1é¢bé k poklesu hodnot feritinu v séru
(46,5% ve studii PAILETTE 1), primérny pokles hod-
noty feritinu v séru Cinil 284,8 g/l (ve studii PAILETTE
1 se po lécbé hodnota feritinu dokonce zvysila o 70,3
pg/l). Pokud jde o pouZzité chelata¢ni pripravky, doslo
k vyznamnému posunu ve prospéch deferasiroxu (53,6%
v.s. 434%) oproti deferipronu (Ferriprox,Apotex)
(33,1% v.s. 58 4%), snizil se pocet nemocnych lé¢enych
deferioxaminem. Chelatacni 1é¢ba byla ukoncena ¢i pre-
rusena jen u 9,3%. Studie PAILETTE 2 ukazala vyznam-
ny kvantitativni i kvalitativni posun v chelatacni 1é¢bé
oproti studii PAILETTE 1, vyrazné se rozsifil pocet che-
latovanych nemocnych zejména ve skupiné s inicidlni-
mi hodnotami feritinu > 1500 pg/l, prodlouZzila se dél-
ka chelatacni 1écby a bylo dosaZeno negativni bilance
Zeleza u témér 60% nemocnych a doslo i k vyznamému
poklesu hodnot feritinu v séru. Zménilo se i spektrum
pouzivanych chelata¢nich pfipravkd ve prospéch defe-
rasiroxu.

1781.

Prvni zkuSenosti Ceské MDS skupiny s terpii
5-Azacitidinem (5-AZA) u nemocnych

s Myelodysplastickym syndromem s vySSim

rizikem (IPSS stiedni I a vysoké riziko) a AML.
JonaSova Anna, Novakova Ludmila, Bélohlavkova Petra,
Vondrdkovd Jana, Cervinek Libor, Cermék Jaroslav

(1. interni klinika VFN, Praha; UHKT, Praha; FN, Hra-
dec Krdlové; FN, Olomouc; FN, Brno)

Uvod. Terapie vyssich rizikovych skupin MDS je sté-
le problematicka. Jedinou kausalni terapii je allogenni
transplantace, ta v§ak s ohledem na primérny vék nemoc-
nych s MDS je dostupnd malému % nemocnych. Moder-
ni 1écba je hlavné orientovdna na prodlouzeni prezivani,
doby do transformace do AL a zlepSenf kvality Zivota. Ty-
to cile spliuje epigenetickd terapie zv1asté pak inhibito-
ry metyltrasferdzy. Nase prace je vénovana zkuSenostem
Ceské MDS skupiny s 5-Azacitididinem (5-AZA) u ne-
mocnych z vyssich rizikovych skupin MDS (IPSS stied-
ni IT a vysoké riziko) a AML. Pacienti a vysledky. Od fij-
na 2008 do tnora 2010 bylo 1é¢eno 29 nemocnych (19 M,
10 F). Median véku byl 65,7 let (50-83 let), median do-
by od stanoveni diagnosy do zah4jeni terapie byl 2,2 mé-
sict (0-76). Dle WHO Kklasifikace bylo 1é¢eno 12 RAEB

II, 1 RAEB - 1,1 CMMLI1, 1 CMML 2, 6 AML <30%
MB , 4 AML >30% MB, 2 MDS/MPS. U 2 pts §lo o se-
kundarni MDS. 13 bylo predlécenych, z toho 8 relapst
a 5 refrakternich chorob (4 po BMT, 9 po ptredchozi che-
moterapii). Z terapeutického hlediska problematickych
bylo15 pts. Cytogenetika byla k dispozici u 24 pts, 6 mé-
lo prognosticky priznivé, 9 intermed. a 9 Spatné nalezy.
Median délky sledovani byl 4 mésice (rozsah 1-18), me-
didn podanych cykli 3 (rozsah 1-13). Medidn davky Vi-
dazy 71,5mg/kg/den (50-75mg). Pouzité reZimy: 7 denni
u 18, ostatni u 11 pts. Redukce davky byla u 8 pts. Z ne-
Zadoucich u¢inkl prevazovala hematologicka toxicita (ne-
utropenie a trombocytopenie) Gr3/4 u 14 pts, nehemato-
logickd toxicita (reakce v misté vpichu a GIT toxicita) by-
la vétSinou Gr 1/2. Hospitalizace pro komplikace cyto-
penie byly nutné u 7 pts. 1 nemocny zemiel na infek¢ni
komplikace. Odpovédi. Hodnotitelnych bylo 24 pts , 2 do-
sahly CR, 2 CRi, 3 PR, 1 HI, 4 SD a 12 bylo PD. Cel-
kem tedy odpovédélo 50% pts (véetné SD) s velmi dob-
rou odpovédi u 30% (bez SD). Analyza vlivu na celkové
prezivani zatim z diivodu kratkého sledovani je obtiZzna.
Zavér. Hlavnim benefitem Vidazy je prodlouzeni doby
prezivani a transformace do AML to zatim u naseho sou-
boru je obtizné hodnotitelé. Nase vysledky dosazeni od-
povédi dobie koreluji s daty publikovanych studii (AZA
001, CALGB 9221). Nutné je brat v tivahu, Ze nas sou-
bor byl na rozdil od standardnich studii vysoce rizikovy
(predléceni, relabovani, refrakterni nemocni a zarazeni
nemocnych s AML nad 30% MB). I pfes to jsou vysled-
ky i zatim malého souboru nemocnych uspokojivé. V de-
finitivni presentaci budou analyzovdna dal$i nova data
za poslednich 5 mésici.

1821.

Alogenni transplantace krvetvornych bunék

u pacient s myelodysplastickym syndromem

a sekundarni akutni myeloidni leukémii

— retrospektivni analyza.

Vondrakova Jana, Bélohlavkova Petra, Zapletalova Jana,
Raida Lud&k, Z4k Pavel, Jebavy Ladislav, Voglova Jaro-
slava, Zavielova Alzbéta, Skoumalova Ivana, JaroSova
Marie, Faber Edgar, Maly Jaroslav, Indrak Karel

(HOK FN a LF Univerzity Palacného, Olomouc; Oddé-
lent klinické hematologie I1. interni klinika, FN a LF Uni-
verzity Karlovy, Hradec Krdlové; Ustav Iékaiské biofy-
ziky, LF Univerzity Palackého, Olomouc)

Uvod: Myelodysplasticky syndrom (MDS) piedstavu-
je prognosticky heterogenni skupinu chorob s potencio-
ndlné riznym rizikem prechodu v akutni leukémii (AL).
Jednou z 1é¢ebnych moznosti tohoto syndromu je alogen-
ni transplantace krvetvornych bunék (aloTKD), kterd se
v soucasné dobé diky modernim piipravnym reZimim sté-
va dostupnéjsi. Nicméné fada otdzek stale ziistava nevy-
jasnénych. Cilem retrospektivni analyzy bylo proto zhod-
noceni provedenych aloTKD ve dvou transplantacnich
centrech se zaméfenim na celkovy piinos aloTKD pro
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MDS nemocné, zhodnoceni jejich prognostickych para-
metrt i vlastniho pribéhu aloTKD a OS. Soubor nemoc-
nych: Celkem se jednalo o 30 nemocnych, muZi a Zeny
v poméru 1:1, transplantovani v letech 1997 — 2010 ve vé-
ku 23 — 63 let (median 56). Dle klasifikace WHO 2001
se inicidlné jednalo o 2x 5qg- sy (7%), 2x RARS (7%), 9x
RCMD (30%), 6x RAEB I (20%), 11x RAEB II (36%).
Dle IPSS byla prognéza hodnocena jako 2x (6%) nizké,
stfedni int -1 11x (37%) a int-2 11x (37%), déle 6x (20%)
vysoké riziko pfechodu v AL. Ve 13ti piipadech (43%)
byla provedena aloTKD az ve fazi AL, vétSinou po pied-
chozi indukenti, resp. i konsolidacni chemoterapii. 6 (20%)
nemocnych podstoupilo aloTKD pfi progresi v pokroci-
lejsi stadium MDS a 11 (37%) se stacionarni chorobou.
Myeloablativni pfipravny rezim absolvovalo 11 nemoc-
nych (37%) a rezim s redukovanou intenzitou 19 (63%).
14x byla provedena transplantace piibuzenskd, 16x nepri-
buzenskd, z toho 1x byla pouZita kostn{ dfen, v ostatnich
ptipadech periferni kmenové buriky. Vysledky: Median sle-
dovéni od dg. MDS byl 33 mésici, od aloTKD 15 mési-
ct. Transplantace byla provedena v medianu 11 mésict od
dg. MDS. V celém souboru zemfelo 11 nemocnych — pri-
¢inou byla 4x progrese choroby, 4x infekéni komplikace ,
3x GVHD a soucasnd infekce. Jednalo se o inicidlné nej-
vice rizikové MDS, 8 (27%) transformovalo v AL, dle IPSS
bylo inicidlné 4x (13%) vysoké riziko, 7x (23%) stfedni
(int-2 a int-2). Medidn od diagnézy byl 12 a od TKD 3
meésice. Ostatni nemocni dosédhli dlouhodobé remise cho-
roby, u méné rizikovych MDS byla odstranéna transfizni
dependence a vyrazné zlepSena kvalita Zivota. V soucas-
nosti Zije 19 nemocnych (63%) s medidnem sledovanim 49
mésict od dg. MDS a 27 mésict od aloTKD. Zavér: Uka-
zuje se, ze MDS ¢i sekunddrni AL 1ze s vyuZzitim aloTKD
pfizniveé kurativné ovlivnit. Zvazovani této 1écebné moz-
nosti by se proto mélo stat rutinni soucasti diagnosticko-
prognostického algoritmu u MDS nemocnych.

3rd SYMPOSIUM ON ADVANCES IN
MOLECULAR HEMATOLOGY

1850.

Mitocans are efficient against cancer stem-like cells
Neuzil Jiri (Molecular Therapy Group, Institute of Bio-
technology, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague, Czech Republic, and Apoptosis Research Group,
School of Medical Science, Griffith University, Southport,
Qld, Australia)

Neoplastic disease is the number one killer in industri-
alized countries, with high level of remission post-thera-
py. It is becoming obvious that recurrence of the patho-
logy is due to a small sub-set of tumour cells with stem-
like properties. These cancer stem-like cells (CSCs) ha-
ve self-maintenance features, low cell cycle activity, and
the propensity to resist established radio- and chemothe-
rapy. Post therapy, they may differentiate into fast-proli-
ferating cancer cells to give rise to second-like tumours

with much worse prognosis. We have identified a novel
class of anti-cancer agents that act via mitochondrial de-
stabilization, termed mitocans, epitomized by cancer cell-
selective vitamin E analogues. These agents act by tar-
geting the mitochondrial complex II, which results in ge-
neration of reactive oxygen species (ROS). Recently, we
have modified these agents by addition of the triphenylp-
hosphonium group that targets them directly to mito-
chondria. These compounds, represented by mitochond-
rially targeted vitamin E succinate (MitoVES), are much
more efficient in killing cancer cells than their non-tar-
geted, parental counterparts, while maintaining the can-
cer cell selectivity. We have recently found that MitoVES,
unlike the untargeted vitamin E succinate, very efficient-
ly killed CSCs represented by a mammosphere model, de-
rived from the MCF7 breast cancer cell line. Our data in-
dicate that MitoVES acts by acting on complex II, which
results in highly elevated levels of ROS. Since our gene
chip analysis indicates that the mammosphere cells with
high level of stemness (as identified using gene chip clus-
ter analysis) are more dependent on oxidative phospho-
rylation, it may be that mitochondrially targeted com-
pounds have a higher propensity to kill these highly re-
calcitrant cells. We propose that agents like MitoVES may
efficiently kill CSCs, whereby contributing to minimali-
sing tumour recurrence.

1625.

Centrosomal decisions on self-renewal in mouse
embryonic stem cells

Koledova Zuzana, Raskova Kafkova Leona, Kramer Al-
win, Divoky Vladimir

(Department of Biology, Faculty of Medicine, Palacky
University, Olomouc; Clinical Cooperation Unit for Mo-
lecular Hematology/Oncology, German Cancer Research
Center (DKFZ) and Department of Internal Medicine 'V,
University of Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 581,
69120 Heidelberg, Germany)

Mouse embryonic stem cells (mESCs) are pluripotent,
self-renewing cells derived from early embryos. mESCs
have a unique cell cycle structure with a very short G1 pha-
se that lacks functional restriction point and G1 checkpo-
int. We investigated the causes of these phenomena and we
revealed that they all stem from a high and DNA-damage
refractory CDK?2 activity. As we recently reported, we
found out that G1 checkpoint pathways, which abrogate
CDK?2 activity after DNA damage in somatic cells, are not
functional in mESCs due to centrosomal sequestration of
Chk1/Chk?2 proteins and, importantly, localization of a lar-
ge proportion of CDK?2 molecules to centrosomes. Alt-
hough alternative G1 checkpoint pathways, including
p53-p21 and GSK-33-CDC25A pathways, were activa-
ted in mESCs after DNA damage, they did not impinge on
CDK2 activity, suggesting that centrosomal localization
shelters CDK?2 from checkpoint mechanisms. Furthermo-
re, our studies furnished evidence on CDK2 activity in un-
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derpinning rapid G1 phase progression during unperturbed
mESC cycles, driving escape from G1 phase in the condi-
tions of DNA damage, as well as maintenance of self-re-
newal: Downregulation of CDK2 activity slowed down G1
phase progression in mESCs and, importantly, induced so-
matic cell-like cell cycle, differentiation-associated chan-
ges in mESC morphology and expression of differentiati-
on markers. From our observations, we conclude that cent-
rosomal CDK2 might have a crucial function in maintenan-
ce of self-renewal in mESC in the conditions of DNA da-
mage and that centrosomes might play an important, me-
diatory role in the cell fate game in mESCs, providing an
interface for crucial cell cycle and cell fate decisions to ta-
ke place. This work was supported by grants NR/9508 (Mi-
nistry of Health), MSM 6198959205 and 2B06077 (Minis-
try of Education, Youth and Sport), by funds of the Deuts-
che Krebshilfe (108560) and Deutsche Jose Carreras Leu-
kémie Stiftung (DJCLS R 06/04), and in part by Palacky
University grant LF 2010 013.

1848.

Activation of G1/S checkpoint is induced by UV-C
irradiation of human embryonic stem cells

Barta Tomas, Vinarsky Vladimir, Holubcova Zuzana, Do-
lezalova Désa, Verner Jan, PospiSilova Sdrka, Dvoidk Pe-
tr, Hampl Ales

(Department of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk
University, Brno, Czech Republic; Department of Mole-
cular Embryology, Institute of Experimental Medicine,
v.v.i., Academy of Sciences of the Czech Republic, Brno,
Czech Republic; Center of Molecular Biology and Gene
Therapy, Department of Internal Medicine—Hematoonco-
logy, University Hospital Brno, Czech Republic)

Embryonic stem cells progress very rapidly through the
cell cycle, allowing limited time for cell cycle regulato-
ry circuits that typically function in somatic cells. Mecha-
nisms that inhibit cell cycle progression upon DNA da-
mage are of particular importance, as their malfunction
may contribute to the genetic instability observed in hu-
man embryonic stem cells (hESCs). In this study, we ex-
posed undifferentiated hESCs to DNA-damaging UVC
light and examined their progression through the G1/S
transition. We show that hESCs irradiated in G1 phase un-
dergo cell cycle arrest before DNA synthesis and exhibit
decreased cyclin-dependent kinase 2 (CDK?2) activity. We
also show that the phosphatase Cdc25A, which directly
activates CDK2, is downregulated in irradiated hESCs
through the action of the checkpoint kinases Chk1 and/or
Chk2. Importantly, the classical effector of the p53-me-
diated pathway, protein p21, is not a regulator of G1/S
progression in hESCs. Taken together, our data demon-
strate that cultured undifferentiated hESCs are capable
of preventing entry into S phase by activating the G1/S
checkpoint upon damage to their genetic complement.
Funding: This work was supported by the grants
MSM0021622430, AV0Z50390512, AV0Z50390703,

1M0538, LSHG-CT-2006-018739, IGA MZ CR NR9-
293-3/2007, MUNI/E/0118/2009

1758.

ISWI chromatin remodeling ATPase Smarca5 (Snf2h)
is required for hematopoietic development in mouse
Kokavec Juraj, Kapalova Martina, Curik Nikola, Savvu-
lidi Filipp, Necas Emanuel, Majumdar Romit, Skoultchi
Arthur I., Stopka Tomas

(Pathological Physiology and Center of Experimental He-
matology, First Faculty of Medicine, Charles University
in Prague; Cell Biology, Albert Einstein College of Me-
dicine, Bronx, New York, NY; Pathological Physiology
and Center of Experimental Hematology, First Faculty of
Medicine, Charles University in Prague and First Medi-
cal Department — Hematology, General Faculty Hospi-
tal, Prague, Czech Republic)

Chromatin remodeling plays an important role during
normal and malignant hematopoietic cell differentiati-
on. Chromatin remodeling associated Imitation Switch
(ISWI) class of ATPase Smarca5 is one of candidate ge-
nes involved in maintaining chromatin fluidity that is
probably necessary for almost any transaction during
hematopoietic gene regulation. Indeed Smarca5 is abun-
dantly expressed in mammalian hematopoietic compart-
ment. In addition, Smarca5 levels are significantly inc-
reased in human acute myelogenous leukemia blasts.
Our previous studies indicate that the effect of Smarca5
on chromatin is dose dependent with significant impact
on distribution of histone marks associated with euchro-
matin (H3K9Ac and H3K79Me?2) and on heterochro-
matin size. To study role of Smarca5 in hematopoiesis
we successfully created a conditional allele (cKO) of
Smarca5 in mouse by introducing loxP sites around
exon 5. cKO deletion mediated by Cre-recombinase as
compared to previously published classical KO (Stop-
ka 2003) is a null allele. Deletion of Smarca$ in any he-
matopoietic lineage studied (by Cre-mediated deletion
in hematopoietic progenitors, B and T cells, granulo-
cytes/monocytes and red cell precursors) resulted in de-
pletion of the studied lineage indicating that Smarca5
is indeed required in these cells. However, the nature of
these changes is currently unknown, and profound exa-
mination of chromatin structural changes is ongoing and
will be also presented on the meeting.
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1755.

Acute leukemia caused by low PU.1 level

is accompanied by lymphoid defect and its
aggressiveness is augmented by loss of pS3

Basovd Petra, Vargova Karin, Savvulidi Filipp, Necas
Emanuel, Stopka Tomas

(Pathological Physiology and Center of Experimental He-
matology, First Faculty of Medicine, Charles University in
Prague; Pathological Physiology and Center of Experimen-
tal Hematology, First Faculty of Medicine, Charles Univer-
sity in Prague; First Medical Department — Hematology,
General Faculty Hospital, Prague, Czech Republic)

PU.1 (Sfpil) is an extensively studied hematopoietic-
specific Ets family transcription factor that plays an es-
sential role in the development of both myeloid and lymp-
hoid lineages. Decreased expression up to 20% by using
hypomorph allele of PU.1 in mouse results in a differen-
tiation block and development of acute myeloid leukemia
(AML) (Rosenbauer 2004). Since PU.1 expression is al-
so downregulated in chronic lymphoid leukemia (CLL)
(our unpublished observation) and p53 mutations are in
CLL associated with aggressive behaviour (Gaidano
1991, Dohner 1995) we decided to use the PU.1 knoc-
kdown mice carrying the genetic defect upstream a regu-
latory element of PU.1 (Rosenbauer 2004) and p53 knoc-
kout mice produced by deletion of exon 6 resulting in
a null allele (Jacks, T., 1994). By using these models we
are addressing these two points: 1) to describe effects of
PU.1 knockdown on lymphoid development with a fo-
cus on searching for possible development of murine
CLL, 2) since p53 gene is mutated in approximately 10-
15% of myeloid and lymphoid leukemias at diagnosis
(Slingerland 1991, Sugimoto 1992) we decided to search
whether p53 can enhance tumorigenecity in mice deve-
lopping either AML or potentially also CLL while con-
currently carrying p53 knockout allele. Results: 1) PU.1
knockdown mice with loss of p53 do not develop CLL,
instead these mice are markedly deficient (>40 fold) in B-
lymphoid cells (N=10). 2) p53 mutations accelerate de-
velopment of AML in PU.1 knockdown mice (appearing
at 2.5 months instead of 5 months of age) (N=20). In
conclusion, PU.1 knockdown mice at the level of 20% de-
velop AML with profound lymphoid defect and loss of
p53 accelerates development to AML and do not lead to
CLL. We think that maybe even lower level of PU.1 in
mouse may predispose for potential development of CLL,
this approach is being currently addressed.

LYMFOMY 11

1797.

Lymfoplazmocytarni lymfom a Waldenstromova
makroglobulinémie: diagnosticka kritéria,

klinické nalezy a 1écebné mozZnosti

Papajik Tomas, Prochdzka Vit, Indrdk Karel
(Hemato-onkologickd klinika, FNOL a LF UP, Olomouc)

Lymfoplazmocytarni lymfom (LPL) je charakterizovan
jako zhoubné lymfoproliferativni onemocnéni vychazejici
z malych B-lymfocyti, plazmacytoidnich lymfocytl a plaz-
matickych bungk, které ve vétsin€ piipadd infiltruji kostni
dient (KD), méné Casto lymfatické uzliny a slezinu. One-
mocnéni je velmi Casto spojeno s vyskytem paraproteinu
IgM v krvi nemocnych, i kdyZ jeho pfitomnost neni pro di-
agnézu LPL nezbytnd. Waldenstromova makroglobuliné-
mie (WM) je nalézdna u vétSiny nemocnych s LPL a je de-
finovéna jako LPL s postizenim KD a pfitomnosti monok-
lonalniho IgM proteinu v krvi v jakékoliv koncentraci. Bun-
ky LPL na svém povrchu vétSinu spole¢nych znakt B-lym-
focytd, jejich fenotyp vSak neni jednoznacné charakteristic-
ky. U 50% LPL nachazime t(9;14), u 50% WM se vysky-
tuje dalece 6q21. Klinické projevy onemocnéni vyplyvaji
z infiltrace kostni dfené patologickymi lymfocyty a z vy-
skytu IgM v krvi nemocnych. Hyperviskézni syndrom na-
jdeme u 20% pacientd s WM. LPL/WM neni v soucasné
dob¢ vylécitelné nemocnéni konvenéni protinddorovou te-
rapii. V posledni dobé se vSak podaftilo zlepsit preziti ne-
mocnych diky zavedeni rituximabu do 1é¢ebnych schémat,
stejné jako pouzitim purinovych analog, bortezomibu ¢i tha-
lidomidu. Rada novych 1ékii prochazi navic posledni fazi
klinickych zkousek nebo jsou uvoliiovdna pro pouZiti v 1é-
¢ebné praxi (everolimus, bendamustin) jak pro nové dia-
gnostikované, tak pro relabujici pacienty. Vysoceddvkova-
nd a transplantacni 1é¢ba by mély byt vyhrazeny pro pro-
gnosticky nepiiznivé mladSi nemocné, kde 1ze pfedpokla-
dat pfiznivy pomér rizika vykonu a jeho efektivity. Speci-
ficky je také pristup k nemocnym s projevy hyperviskozi-
ty (indikace plazmaferézy), které mohou byt u nékterych
nemocnych zhorSeny inicidlnim poddnim rituximabu (vze-
stup IgM indukovany anti-CD20 protilatkou). Podpofeno
VZ MSMT 619 895 9205 a 619 895 922

1700.

Double-hit lymfémy — nova skupina vysoko
agresivnych B-NHL

Balhdrek Tomas, Barthovd Martina, Szépe Peter, Marci-
nek Juraj, Plank Lukas

(Ustav patologickej anatémie a Konzultacné centrum bi-
optickej diagnostiky ochorent krvotvorby JLF UK a MFN,
Martin, SR)

WHO Kklasifikdcia nddorov hemopoetického a lymfoid-
ného tkaniva z roku 2008 zaviedla novi kategériu neklasi-
fikovatelnych B-lymfémov s ¢rtami intermedidrnymi med-
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zi difiznym velkobunkovym B-lymfémom (DLBCL)
a Burkittovym lymfémom (BL) pre lymfémy tzv. ,,Sedej z6-
ny“ medzi uvedenymi entitami. V momente vzniku bolo
zrejmé, Ze pdjde o heterogénnu skupinu agresivnych a vy-
soko agresivnych B-NHL. Tieto lymfémy vzhl'adom k mor-
fologickym, fenotypovym a/alebo genetickym odlisnostiam
nespliiaju striktné kritéria BL, ale sti¢asne pre niektoré ,,bur-
kittoidné” ¢rty ich nemozno zaradit' ani do kategérie
DLBCL. Unikétnou a relativne jasne determinovanou pod-
skupinou DLBCL/BL intermedidrnych B-lymfémov st tzv.
,,double-hit“ resp. ,,dual-hit“ (DH) lymfémy. Tieto st defi-
nované kombindciou prestavby BCL2 (18q21) alebo BCL6
(3q27) alebo teoreticky aj CCND1 (11q13) s obligatérnou
prestavbou MYC (8q24). Raritné pripady s konkomitant-
nou MYC, BCL2 a BCL6 prestavbou sa oznacuju ako ,,trip-
le-hit* lymfémy. Uvedené abnormality st sticastou kom-
plexnych zmien karyotypu, ktoré sa nevyskytuju pri BL.
DH-lymfémy tvoria cca 10% lymfémov morfologicky kla-
sifikovanych ako BL (nezriedka diagnostikovanych ako tzv.
atypické BL) a takmer 40% agresivnych blastickych B-
NHL s prestavbou MYC vrdtane uz zrusenej podskupiny
,,Burkitt-like“ DLBCL. MYC gén byva v prestavbe s gén-
mi pre tazké (IGH) alebo 'ahké ret’azce imunoglobulinov
(IGL), pomerne casté su aj prestavby MYC s non-IG part-
nerom, preto je nevyhnutné vySetrovat’ stav MYC lokusu
s pouzitim zlomovych FISH sond. Morfologicky si DH-
lymfémy tvorené stredne velkymi centroblastmi s urcitym
jadrovym pleomorfizmom a moznou primesou velkych bla-
stov, ¢rtami kohezivneho rastu, vysokou proliferacnou ak-
tivitou a Castym obrazom tzv. ,,hviezdneho neba“. Najca-
stejSie BCL2/MYC DH-lymfémy zvycajne vykazuji GC-
fenotyp (CD10+, bcl-6+) s abnormdlnou silnou expresiou
bel-2. BCL6/MYC DH-lymfémy mézu mat’ GC aj non-GC
fenotyp. Incidencia DH-lymfémov narastd s vekom (naj-
CastejSie st vo veku okolo 60 rokov), u deti sa nevysky-
tuju. Klinicky ide o vysoko agresivne B-lymfémy s extrém-
ne zlou prognézou (prezivanie <1rok) a to aj napriek in-
tenzivnej liecbe s pouzitim BL protokolov. DH-lymfémy si
diagnostikované vo vysokom klinickom $tadiu alebo ak bo-
li diagnostikované skor, zvycajne ,,neocakdvane® rychlo
progreduju. Problémom pre klinické Stidie je ich zriedka-
vost a fakt, Ze Cast’ z nich unikd diagnostike ako BL alebo
vel'mi agresivne prebiehajiice DLBCL. Podporené Grantom
Ligy proti rakovine, 0.z.

1807.

Piinos s porovnani hodnot SUV (standardized
uptake value) u pacientii s riznymi histologickymi
podtypy lymfomu pri vstupnim 18F-FDG PET/CT
vySetieni.

Sedové Zuzana, Buridnkovd Eva, Myslivecek Miroslav,
Prochazka Vit, Koranda Pavel, Kucerova Ladislava, Flo-
dr Patrik, Jarkovsky Jifi, Indrak Karel, Papajik Tomas
(Hemato-onkologickd klinika FNOL a LF UP, Olomouc,
Klinika nukledrni mediciny FNOL a LF UP, Olomouc;
Ustav patologie FNOL a LF UP, Olomouc; Institut bios-
tatistiky a analyz, Masarykova Univerzita, Brno)

Integrovand PET/CT metoda dokdze pfesné zobrazit
strukturu, velikost a lokalizaci lymfomové tkané aku-
mulujici 18F-FDG. Jednotlivé histologické podtypy
non-hodgkinskych lymfomi (NHL) mohou mit diky od-
lisné biologické podstaté a metabolickym procesim
riznou intenzitu akumulace 18F-FDG, pficemZ ta ma-
Ze byt také odlisnd u jednotlivych nemocnych se stej-
nym podtypem lymfomu. Cilem nas$i prace bylo zhod-
noceni pfinosu stanoveni SUV u pacientd s nelécenym
NHL v rdmci inicidlniho 18F-FDG PET/CT vySsetieni
a ddle stanoveni vzdjemné korelace mezi jednotlivymi
histologickymi podtypy NHL, proliferacni aktivitou je-
jich bunék a hladinou laktdt-dehydrogendzy v séru
(LDH). Celkem bylo od ledna 2007 do srpna 2009
zhodnoceno 149 vstupnich 18F-FDG PET/CT vysette-
ni. U kazdého bylo vypocitdno SUV z patologické le-
ze vetsi jak 2 cm, kterd méla nejvyssi hodnotu SUV
v téle nemocného (SUVmax). Pro statistickou analyzu
byly hodnoceny ndsledujici podtypy lymfomi: Diftz-
ni velkobunéény B-lymfom (DLBCL), folikuldrni lym-
fom (FL), lymfom z buné¢k pldstové zony (MZL), lym-
fom z bunék margindlni zény (MZL), periferni T-lym-
fom (PTCL), lymfom z malych lymfocytt (SLL) a slou-
¢end skupina T-lymfoblasticky lymfom (TLBL) s ana-
plastickym lymfomem (ALCL). Geometricky priamér
hodnot SUVmax byl v celém souboru nemocnych 10,2
(95% CI; 9.1 - 11.5;), nejvyssi priméry a mediany hod-
not SUVmax dosahovali nemocni s DLBCL, FL,
a PTCL, nejnizsi pak s MCL, MZL a SLL/CLL. Statis-
ticky vyznamny rozdil hodnot SUVmax (p<0.001) byl
nalezen predevsim mezi nemocnymi s DLBCL ve srov-
nani s pacienty s MCL, MZL a SLL. Pfekryv hodnot
SUVmax mezi DLBCL, FL a PTCL byl velmi vyraz-
ny. Podobny prekryv hodnot SUVmax < 10 byl zazna-
menan mezi DLBCL a ostatnimi NHL. Statisticky ne-
byla prokdzana korelace hodnot LDH a SUVmax, za-
timco hodnoty proliferacniho indexu naddorovych bunék
Ki67 s hodnotami SUVmax korelovaly dobfe (r =
0.409; p<0.001). U nemocnych s Ki67 < 60 byl geo-
metricky primér SUVmax 8,8, u pacientt s Ki67 > 60
byl geometricky primér SUVmax 14,3 (p<0.001). Vy-
sledky nasi studie potvrzuji, Ze stanoveni SUVmax pri
inicidlnim vySetfeni u NHL nepfedstavuje ve vétSiné
pfipadt pfinos pro zpfesnéni diagnostiky nemocnych.
Korelace hodnot SUVmax s hodnotami Ki67 naznacu-
je, ze by SUVmax mohlo mit u ur¢itych typi NHL pro-
gnosticky vyznam. Podpofeno grantem IGA MZ CR
¢. NR/9502-3
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1783.

Casna FDG-PET a jeji viznam pro prognézu a volbu
lécebné strategie u mladsSich pacientii s DLBCL
vyssiho rizika (aalPI 2-3)

Salek David, VaSové Ingrid, Pytlik Robert, Janikova And-
rea, Michalka Jozef, Smardové Lenka, Krdl Zden&k, May-
er Jifi

(Interni hematoonkologickd klinika, FN, Brno a Lékarskd
fakulta Masarykovy univerzity, Brno; 1. interni klinika
VFN, Praha)

Zamér: Zhodnoceni vyznamu ¢asné FDG-PET pro pro-
gnézu mladsich pacientl s difiznim velkobunéénym B-
lymfomem (DLBCL) a vy$$im rizikem (aalPI 2-3) Uvod:
Intenzivni induk¢éni reZimy uzivané u mladsich rizikovych
pacientd s DLBCL pfinaseji nevyhnutelné i vyssi pocet
komplikaci v dusledku toxicity 1é¢by. Otdzkou je, zda
vsichni tito pacienti potfebuji takto agresivni 1é¢bu po ce-
lou dobu indukce, obzvlasté v pripadé dosazeni Casné
kompletni remise dle PET. Negativita ¢asné FDG-PET
u DLBCL po 2-3 cyklech chemoterapie je dle nékterych
praci povaZovana za pozitivni prognosticky znak (Haioun
et al, Blood 2005). Metody: Lécbu ptizpiisobenou vysled-
ku interim PET mélo celkem 25 pacienti s DLBCL (z to-
ho 5x typ mediastindlni) s vy$$im stfednim a vysokym ri-
zikem dle IPlaa, diagnostikovanych na IHOK FN Brno
v letech 2005-2009, a nezarazenych do studie KLS R-
MEB. Intenzivni indukce spocivala ve 2-3 cyklech R-me-
gaCHOP, ve 12/25 piipadl predchézela prefaze (nejcas-
teji R-CHOP). Poté byla provedena FDG-PET. V pfipa-
dé dosazeni ¢asné PET negativity jsme sniZili intenzitu
chemoterapie na standardni reZim R-CHOP 21 a Iécba by-
la dokoncena do celkovych 6-8 cykli. V pripadé PET+
1écba pokracovala salvage platinovym reZimem + HD
BEAM a ASCT. Vysledky: 4 pacienti méli ¢asnou PET
pozitivni, 1 1é¢bu zatim nedokoncil, 2 byli primdrné trans-
plantovani i pres negativni PET. Pfezivani (OS a PES) by-
lo hodnoceno u zbylych 18 pacientd s negativni interim
PET a naslednou redukci intenzity 1écby. Median véku
v celém souboru byl 55 let (30-61), pfevazovaly Zeny

(17:8). Spatny performance status (ECOG 2-4) byl vstup-
né u 13 pacienttl, B-symptomy u 23/25, klinické stadium
IV u 23/25. 12 pacientd mélo aalPI 3, 13 aalPI 2. Po in-
dukéni 16€be 21/25 nemocnych (84%) dosahlo CR, 1 PR,
2 progredovali pfi 1é¢bé a 1 nebyl zatim hodnocen. S me-
didnem sledovan{ 17 mésict ¢ini odhadované 2-leté cel-
kové preziti u PET- pacientd 77% (3/18 zemfeli), 2-leté
preziti bez progrese 59% (7x relaps). Zavér: Redukce in-
tenzity induk¢ni 1éCby na zdklad€ negativity ¢asné FDG-
PET pfinesla v naSem souboru pomérné nizké 2-leté PFS
(59%). Srovnani se skupinou transplantovanych nemoc-
nych ze studie KLS R-MEB (2-leté PFS 84%, p=0,063)
naznacuje, Ze zachovan{ intenzity induk¢ni terapie mize
mit vyznam pro zlepSeni prognézy mladsich high-risk pa-
cientd s DLBCL. Nase zdvéry jsou vSak limitovany men-
§im poctem pacientd i krat$i dobou sledovani, a budou
muset byt potvrzeny randomizovanou studii (aktualné ote-
virana studie KL.S RIMCEB).

1689.

Klinicky obraz a lécba starSich nemocnych s difiznim
velkobunéénym B-lymfomem: analyza dat 1425
pacientii Ceského lymfomového projektu (CLP)
Prochdzka Vit, Trnény Marek, Pytlik Robert, Vasova Ingrid,
Salek David, Belada David, Sykorova Alice, Papajik Tomas,
Jankovska Milada, Kozdk Tomas, Kubackova Katefina, Pet-
rova Markéta, Campr Vit, Boudova Ludmila, Matuska Mi-
lan, Trnkova Marie , Kooperativni lymfomova skupina
(Hemato-onkologickd klinika, FN, Olomouc; I. interni kli-
nika, VFN, Praha; Interni hemato-onkologickd klinika,
FN, Brno; Hematologickd klinika, FN, Hradec Krdlové,
Oddélent klinické hematologie, FNKV, Praha; Radiotera-
peuticko-onkologické oddéleni, FN Motol, Praha; Ustav
patologie a molekuldrni mediciny, FN Motol, Praha;
Ustav patologie, FN, Plzen; Ustav klinické hematologie
FNO, Ostrava)

Difuzni velkobunécny B lymfom (DLBCL) predstavuje

nejéast&jsi subtyp nehodgkinova lymfomu v Ceské repub-

Vliv rituximabu na OS
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lice. Median véku nemocnych pfi diagnéze je 63 let. Cil:
Analyzovat prognostické faktory, Iécebné modality a vy-
sledky lécby v neselektované populaci starSich nemocnych
s DLBCL. Soubor: Hodnotili jsme data 1425 nemocnych
starSich 59 let bez zndmek postiZzeni CNS u nichZ byla di-
agndza uzaviena pred 31.12.2008. Median véku pri diagno-
ze dosdhl 70 let (60-94); zastoupeni stadii dle Ann Arbor:
1214 %), 11 (26,5 %), 111 (16,7 %), 1V (354 %). Extrano-
délni postiZeni bylo pfitomno u 66,3 % nemocnych. Zastou-
peni IPI a vékové uzptisobeného IPI (aalPT) skére: nizké (L)
23/22 %, nizké stiedni (LI) 26/30 %, stfedni-vysoké (IH)
25/27 %, vysoké (H) 26/21 %. Lécba prvni linie byla za-
hdjena u 86,7 % nemocnych, nejcastéji antracyklinovym re-
Zimem (CHOP, 78 %) s medidnem poctu davek 6. Inten-
zivni chemoterapie byla aplikovana u 2,3 % pacientt. Ri-
tuximab byl soucdsti 1écby u 58 % nemocnych (medidn po-
¢tu davek 6), radioterapie u 25 % nemocnych. Lécebna od-
povéd byla zhodnocena u 1076 (87,1 %) 1éenych pacien-
ti. PET scan byl pouzit ve 139 pripadech. Vysledky: Kom-
pletni remise (CR) byla dosaZena u 66,3 %, nepotvrzend CR
19,9 %, parcidlni remise ve 12,5 % a stabilni chorobau 2,5
% nemocnych, 8,8 % nemocnych na terapii progredovalo.
PET- CR byla dosazena ve 114 (82 %) pripadech. Béhem
sledovani (medidn 2,7 roku), Zije v 1. remisi 574 nemoc-
nych (40,3 %), u 313 (22 %) doslo k relapsu/progresi lym-
fomu a 517 (36,3 %) pacient zemielo. Procento celkové-
ho preziti (OS) ve 3 letech dosahlo 59,6 % (95% CI 0,57-
0,63); procento nemocnych bez udalosti (EFS) ve 3 letech
dosahlo 50 % (95% CI 0,47-0,53). Rituximab zlepsil 3-le-
t€ OS (55 % v 65 %, p<0,0001) i 3-leté EFS (44 % v 59 %,
p<0,0001). Zlepseni OS bylo patrné ve vech skupinach vy-
jma nizce rizikovych pacientil. Dosazeni PET negativni re-
mise predikovalo delsi OS i EFS (p=0,001, p=0,0005). Mul-
tivariani analyza identifikovala nedosazeni CR, vék=70 let,
PS=2 (ECOG), LDH>N a aplikaci rituximabu jako nezavis-
1¢ prediktory OS. Nedosazeni CR, vék=70 let, IH/H aalPI
skore, LDH>N a aplikace rituximabu nezavisle predpovi-
daly EFS. Zavér: Soucasné 1écebné modality vedou k dlou-
hodobé remisi u 2/3 starSich pacienti s DLBCL. PreZiti vy-
soce rizikovych nemocnych je vsak stale neuspokojivé. Ri-
tuximab vyznamné sniZuje riziko progrese i umrti, zv1aste
u IH/H-IPI. PET negativita je predpokladem pro dlouho-
dobou remisi. MSM 0021620808; IGA NR/9502-3.

1664.

Klinicky vyznam kvantitativniho stanoveni t(14;18)
u folikularniho lymfomu

Janikova Andrea, Dvorakova Dana

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

Uvod: Folikuldrni lymfom (FL) se vyznacuje individu-
aln¢ variabilnim pribéhem a prognézou. Morfologické
i klinické indexy maji pouze limitovany vyznam.
T(14;18) je vysoce asociovana s FL a polymerdzova fe-
tézovd reakce (PCR) umoZnuje jeji detekci. Vztah
t(14;18) k folikularnimu lymfomu je dosud predmétem

diskuzi. Cil: Zjistit, zda existuje vztah mezi mnozstvim
t(14;18)+ bunék detekovanych v krvi nebo kostni dfeni
a prubéhem FL. Metody: 202 pacientti s FL 1é¢enych od
03/2001 az 01/2010 na IHOK FN Brno bylo testovdano
na t(14;18). Testovany byly vzorky krve a kostni dfené
pred 1écbou, v jejim pribéhu a po 16¢bé. Vzorky byly tes-
tovany nested PCR (pro MBR a mcr oblasti) a v pripadé
MBR+ byla provedena kvantifikace real time PCR (RQ
PCR). Naprostd vétsina pacientd méla stadium III nebo
IV a byla lécena systémovou terapii (rituximab + chemo-
terapie). Vysledky: V dobé stanoveni diagnézy/relapsu
(151/51) byla t(14;18) identifikovana u 113/202 (66%)
pacientil, pouze 95/202 (47%) bylo MBR+. Dlouhodobé
bylo sledovano 75 MBR+ pacientd (medidn 37; 7-102
mésictt). Po 1é¢bé dosahlo 55/75 pacienti klinické i mo-
lekuldrni remise (PCR-) v krvi a kostni dfeni, tito paci-
enti vykazovali méné relapst (24% vs 55%), delsi dobu
do progrese (median 21 vs 12 mésict; p 0.012) a méné
umrti na progresi lymfomu (5% vs 40%). PCR- vs PCR+
pacienti po 1é¢bé se vSak také vyznacovali vyznamné niz-
§i kvantitou t(14;18) pfed zahdjenim 1écby v krvi (medi-
an 709 (0-650616) vs 6870 (114-1200000) kopii/10 na 6
CE) i v kostni dfeni (median 2276 (1-451066) vs 81414
(58-1050000) kopii) (p.0,009 a p.0,005). Vyznam ,,mo-
lekuldrni naloze* v krvi i kostni dfeni pred 1écbou jsme
potvrdili srovnanim pacientil s dobrou vs nepiiznivou pro-
gnézou (EFS =36 vs <12 mésict). Pacienti s dobrou pro-
gndzou (n=20) méli oproti nemocnym se $patnou progno-
zou (n=16) vyznamné nizsi vstupni pocty kopif t(14;18)
v krvi a kostni dfeni (p.0,002; p.0,009). Mezi srovnava-
nymi skupinami nebyly rozdily v demografickych para-
metrech, délce sledovani, zastoupeni gradd, podilu rela-
bovanych pacientti nebo FLIPI. Zavéry: Kvantita t(14;18)
bunék v krvi nebo kostni dfeni predstavuje nezavisly pro-
gnosticky faktor u FL. Tento ,,molekularn{ staging* mu-
Ze identifikovat pacienty s nepfiznivym vyvojem choro-
by jiz v dobé stanoveni diagnézy nebo relapsu.

AKUTNI LEUKEMIE 1.

1840.

Prechodna leukoencefalopatie u dvou déti s akutni
lymfoblastickou leukémii

Mihdl Vladimir, PospiSilovd Dagmar, Novak Zbynék,
Neklanovd Marta, Houda Jif{, Cechakové Eva, Michélko-
va Kamila

(Détskd klinika LF UP a FN, Olomouc; Radiologickd kli-
nika LF UP a FN, Olomouc)

Leukoencefalopatie (LE) je dobfe popsanym nezadou-
cim ucinkem nékterych cytostatik, zejména metotrexatu,
pokud je aplikovan v kombinaci s intratekdlnim poddnim
a radioterapii CNS. Symptomatickd LE nebyva pozoro-
véna Casto (pouze u 1% pacientl) a je doprovazena vari-
abilnim neurologickym ndlezem (kfece, hemiparézy, afa-
zie a n¢kdy i ataxie a prechodné poruchy vidéni) Casto
s ndhle vzniklou poruchou chovani, pfiznaky zmatenos-
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ti, emocnf labilitou, strachem, nevyprovokovanym pla-
¢em, bolesti hlavy, nevolnosti a desorientace. Ani u jed-
noho naseho pacienta se leukoencefalopatie nevyskytla
do 2-9 dnt po aplikaci MTX. U patnactileté divky s c-
ALL se encefalopatie projevila za 11 dnf po intratekdln{
aplikaci MTX a u dvandctiletého chlapce s AHL az 6 tyd-
nd po nitrozilnim poddni HD MTX (5g/m?) a pii 1é¢bé
s dexametasonem, doxorubicinem a dal§imi cytostatiky
dle protokolu ALL BFM Interim 2000. U obou pacientt
bylo vstupni MRI vysetfeni mozku s normdlnim nélezem.
Autofi referuji klinické a radiologické ndlezy pomérné
vzéacné prechodné leukoencefalopatie.

1835.

Zhodnotenie molekularnej heterogenity u akiitnej
myeloidnej leukémie s normalnym karyotypom

S0 zameranim na prognosticky vyznam muta¢ného
statusu NPM1, FLT3-ITD a DNA polymorfizmu
rs16754 (A/G) v géne WT1. Skiisenosti jedného centra.
Katrincsakova Beata, Szotkowski Tomas, Divoka Martina,
Sicova Katerina, Holzerova Milena, Hubacek Jaromir, Mu-
zik Jan, Dusek Ladislav, Indrak Karel, JaroSova Marie
(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc; In-
stitut biostatistiky a analyz MU, Brno)

Na zaklade novej WHO klasifikacie definujd NPM1 mu-
tované akitné myeloidné leukémie (AML) docasnu enti-
tu. V tejto skupine AML ndlez FLT3-ITD nielen zhorSuje
inak priaznivd prognézu ur¢end mutovanym NPM1, ale
bez ohl'adu na mutacny status NPM1, prognosticky vyznam
FLT3-ITD by mal byt zdvisly na pomernom zastipeni
FLT3-ITD/wild-type alel. Prognézu AML, osobitne AML
s normalnym karyotypom (NK), navySe ovplyviiuji popri
NPM1 a FLT3, najcastejsie mutovanym a prognosticky naj-
vyznamnej$im génom, i dalSie génové zmeny. Z nich sle-
dujeme v dobe diagnézy u AML, spolu s mutdciami NPM1,
FLT3-ITD, FLT3-D835, MLL-PTD a expresii BAALC
i mutdcie v géne WT1 (ex6ny 7 a 9), vratane vyskytu jed-
nonukleotidového polymorfizmu (SNP) rs16754 (A/G)
v tomto géne. Kym nédlez WT1 mutécii by mohol byt’ spo-
jeny s nepriaznivou prognézou v ramci AML s NK, detek-
cia apon jednej minoritnej alely v danom SNP génu WT1
by mohla naopak urcit’ pacientov s priaznivejSou progné-
zou. V naSom prispevku sa zameriame na stbor 73 kura-
tivne lieCenych pacientov s de novo AML s NK diagnos-
tikovanych na HOK FNOL v rokoch 1997-2009 s dostup-
nym genetickym materidlom z doby diagnézy. V nom
zhodnotime dopad heterogenity FLT3-ITD v skupine
NPMI1 mutovanych AML a vyskyt a vyznam WT1 muté-
cif a SNP rs16754 v kontexte dalich molekuldrnych mar-
kerov. V subore 73 pacientov je 38 Zien a 35 muzov; prie-
merny vek pri diagnéze 55 rokov (rozsah 22 az 72), medi-
an doby sledovania 62 tyzdnov (2 az 608). Zistili sme na-
sledovnu distribticiu génovych zmien: mutNPM1 55%
(40/73),FLT3-ITD 37% (27/73), FLT3-D835 19% (13/70),
MLL-PTD 1% (1/71), vysoka expresia BAALC 31%
(18/59) s ndlezom aspon jednej molekuldrnej zmeny u 86%

(61/71) pacientov s kompletnymi ddtami o vSetkych mar-
keroch. Frekvencia WT1 rs16754 SNP genotypov je nasle-
dovna: 3% (2/73) GG, 29% (21/73) GA, 68% (50/73) AA.
V naSom prispevku komentujeme génové zmeny v kontex-
te dalsich laboratérnych nélezov a lie¢ebnych vysledkov,
vratane alogénnej transplanticie krvotvornych buniek
(26/73), ktora predstavuje v pripade dostupného HLA iden-
tického darcu zlaty Standard liecby pre AML s nepriazni-
vou prognézou. Predovsetkym u AML s NK je vSak zrej-
mé, Ze pri vol'be lieCebného postupu by sa malo zvazovat’
i molekuldrne pozadie ochorenia, najmi v skupine NPM1
mutovanych AML. Sledovanie prognosticky vyznamnych
molekuldrnych markerov je v pripade AML s NK esenci-
alna, nakol'ko prognéza ochorenia dosahuje medzi tymito
pacientami znacnu variabilitu. Grantovad podpora: MSM
6198959205 a IGA MZ CR NR/9481-3

1818.

Vysledky lécby sekundarnich AML v 5 centrech
intenzivni hematologické péée v CR v letech 1999

aZ 2009. Data registru ALERT CR.

Indrak Karel, Voglova Jaroslava, Koza Vladimir, Maalou-
fova Jacqueline, Kozdk Tomas, Muzik Jan, JaroSova Marie,
Szotkowski Tomas, Michalova Kyra, 74k Pavel, Steinero-
va Katefina, Vydra Jan, Si¢ova Katefina, Dusek Ladislav
(Hemato-onkologickd klinika LF UP, Olomouc; II. Inter-
ni klinika LF UK, Hradec Krdlové; Hemato-onkologické
oddéleni FN, Plzeii; UHKT, Praha; Oddélent klinické he-
matologie FN Krdlovské Vinohrady, Praha; Institut Bios-
tatistiky a analyz MU, Brno)

Mezi sekunddrni AML zde fadime AML vzniklé na
podkladé predchoziho myelodysplastického syndromu
(MDS) a AML vznikajici jako pozdni komplikace cyto-
toxické nebo radiacni 1écby. V analyzovaném souboru
1516 nemocnych s AML z 5 center CR piedstavovaly ty-
to sekundarni AML 22% (N=328). Median véku sekun-
darnich AML byl o 6 let vyssi (62 roki) neZ medidn vé-
ku u de-novo AML. Cytogeneticky byla u 3,4% nemoc-
nych z celé sestavy potvrzena dg. promyelocytdrni leuke-
mie (PML), jen 2% nemocnych mélo podle cytogeneti-
ky dobrou prognézu, 39% mélo stiedni prognézu, 24%
$patnou progndzu a u 32% nemocnych nebylo cytogene-
tické vysetieni provedeno. Kurativni lé¢ba byla indikova-
na u 176 (54%) nemocnych. Kompletni remise vsak by-
la dosazena jen u 49% a z nich 60% brzy relabovalo. 21
(28%) ze 74 nemocnych podstoupilo v rdmci konsolida-
ce alogenni transplantaci krvetvornych bunék. Tito ne-
mocni méli median celkového preziti (OS) 19,2 (interval
11-28) mésicl a ve srovndni s nemocnymi lé¢enymi jen
chemoterapii s medidnem 13 mésici (interval 6-19 mé-
sict) prokazovali tendenci k del§imu celkovému preZiti.
Rozdily vsak nebyly statisticky vyznamné — ziejmé vli-
vem chyby malych ¢isel. Medidn OS vSech kurativné 1é-
¢enych nemocnych se sekundarni AML byl jen 8,2 mési-
ce (7-11). I u nemocnych se sekunddrni AML byl proka-
zan signifikantni prognosticky vyznam cytogenetiky. Dé-
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le nez nemocni se stiedni nebo Spatnou cytogenetickou
progndzou prezivali nemocni se sekunddarni PML a ne-
mocni s dobrou cytogenetickou prognézou s medidnem
28 mésicu (interval 12-44 mésici). Prognosticky signifi-
kantné vyznamny byl i vék v dobé diagnézy. Kurativné
1é¢eni nemocni <60 let méli median OS 9 mésicu (6-12)
a kurativné 1é¢eni nemocni =60 let méli median OS 6,6
mésici (4-9). Dosazené vysledky potvrzuji prognosticky
vyznam klasifikace AML s rozdélenim na de novo a se-
kundarni AML i skute¢nost, Ze u nemocnych se sekundar-
ni AML, snad s vyjimkou APL, zatim nemame dostatec-
né efektivni 1écbu a méli bychom se proto snazit nemoc-
né, které jsme schopni kurativné 1é¢it, zaradit do klinic-
kych studii. Prace byla zpracovdna s grantovou podpo-
rou IGA MZ CR NR/9481-3.

1817.

Vysledky lécby a vybrané prognostické faktory

u de-novo AML v 5 centrech intenzivni
hematologické péce v CR v letech 1999 ai 2009.
Data registru ALERT CR.

Indrak Karel, Voglova Jaroslava, Koza Vladimir, Maalou-
fova Jacqueline, Kozdk Tomas, Muzik Jan, Jarosova Marie,
Szotkowski Tomas, Michalova Kyra, 74k Pavel, Steinero-
va Katefina, Vydra Jan, Si¢ova Katefina, Dusek Ladislav
(Hemato-onkologickd klinika LF UP, Olomouc; II. Inter-
ni klinika LF UK, Hradec Krdlové; Hemato-onkologické
oddéleni FN, Plzeii; UHKT, Praha; Oddélent klinické he-
matologie FN Krdlovské Vinohrady, Praha; Institut Bios-
tatistiky a analyz MU, Brno)

Analyzovany soubor tvori 1188 nemocnych s de-no-
vo AML s medidnem véku 58 let (19-92), pomér muzi
a Zen i jejich vékové zastoupeni byly vyrovnané. V do-
bé hodnoceni souboru Zilo 36% nemocnych. Nemocni{
byli pro analyzu vlivu véku rozdéleni do 3 skupin: <45
let; 46-59 a =60 let. Z celkového hodnoceni induk¢ni
a konsolidacn{ 1écby jsme vyloucili nemocné s APL.
V nejmladsi vékové skupiné Zilo v dobé analyzy 54%
nemocnych (Me 43 més.), ve stiedni vékové skupiné
43% (Me 38 més.) a v nejstarsi vékové skupiné 23%
(Me 12,6 més.). V nejmladsi vékové skupiné byl vyso-
ky podil nemocnych s akutni promyelocytarni leukemifi
(APL) - 18%, ve stfedni skupiné ¢inil 11% a v nejstar-
§1 skupiné jen 4%. Podobna byla i distribuce nemoc-
nych s dobrou cytogenetickou prognézou bez APL
s nejcetnéjSim zastoupenim v nejmladsi skupiné - 14%.
Zastoupeni nemocnych se $patnou cytogenetickou pro-
gnodzou bylo ve vSech tfech vékovych skupinach pre-
kvapivé srovnatelné 13-15%. Indukéni 1éc¢ba byla po-
ddna 97% nemocnych ve véku do 60 let, ale jen 53%
nemocnych =60 let. KR dosdhlo 88% nemocnych z nej-
mladsi vékové skupiny, 74% ve stfedni a 58% v nejstar-
§1 vékové skupiné. Konsolida¢ni 1écba byla poddna 95%
nemocnych v KR v mlad§ich vékovych skupinidch
a 88% nemocnych v KR =60 let. ASCT podstoupilo
54% (299) z celé sestavy 554 nemocnych, ktefi dosta-

NP

li konsolidac¢ni 1écbu. V nejmladsi vékové skupiné s ne-
priznivou cytogenetikou podstoupilo ASCT v rdamci
konsolidace 68% nemocnych, v prostfedni vékové sku-
piné 37% a jen 17% nemocnych podstoupilo ASCT
v prognosticky nepfiznivé nejstarsi vékové skupiné. Au-
tologné bylo transplantovdno 41 nemocnych. Alogen-
né bylo transplantovdno 258 nemocnych, 73% v 1. KR,
14% nemocnych ve druhé a dalsi KR. 23% ptibuzen-
skych resp. 18% nepfibuzenskych transplantaci bylo
provedeno mimo remisi choroby. Vék byl nejvyznam-
néjsim prognostickym faktorem pro OS i PFS AML. Me
OS resp. PFS v nejmladsi vékové skupiné byl 26 resp.
15 més.; ve stfedni vékové skupiné 15 resp. 12 més.
a ve skupiné =60 let 10 resp. 8 més. 10 let preziva 85%
nemocnych s APL ve véku do 60 let. Nemocni s dob-
rou prognézou mimo APL v nejmladsi a stfedni véko-
vé skupiné po 10 letech dosud nedosdhli Me preziti.
V nejstarsi skupiné je Me preziti 22 més. Ve skupiné
se stfedn{ cytogenetickou prognézou byl Me OS v jed-
notlivych vékovych skupindch 31; 16 resp. 13 més.
a u nemocnych se Spatnou prognézou 14; 9 a 5 més.
Price byla zpracovdna s grantovou podporou IGA MZ
CR NR/9481-3.

1792.

HOX génova expresia odliSuje pacientov s ALL

na zaklade fenotypu, genotypu a prognozy

Starkova Julia, Zamostna Blanka, Mejstiikova Ester,
Drabkin Harry, Trka Jan

(CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie, 2 Iékarskd
fakulta, Karlova univerzita, Praha; Prirodovédeckd fakul-
ta, Karlova univerzita, Praze; Medical University of South
Carolina, Dept. of Hmatology/Oncology, Charleston, USA)

Homeodoménové (HOX) gény hraji ddlezitd dlohu
v normalnej hematopoéze a tiez v procese leukemoge-
nézy. Presny vztah medzi expresiou HOX génov a Gcin-
kom pocas transformacného zvratu nie je jasny. My sme
preto detekovali expresny vzorec HOX génov v normal-
nych lymfoidnych bunkdch a porovnali ho s bunkami
detskych pacientov s akitnou lymfoblastickou leukémi-
ou (ALL). Pomocou kvantitativnej PCR v redlnom ca-
se sme vySetrili HOXA, HOXB a CDX1/2 gény u 61
pacientskych diagnostickych vzoriek a FAC-sortova-
nych subpopuldcii norméalnych lymfoidnych progenito-
rov. Zistili sme, Ze ur¢ité HOX gény (HOXA7-10,A13,
B2-4) boli exprimované u pacientov a pritom v normal-
nej kostnej dreni boli detekované len vo vel'mi skorych
vyvojovych $tadiach, a naviac HOXA6 a CDX2 nebo-
li detekované v Ziadnej subpopulacii B-vyvojovej ra-
dy. Expresia HOX génov sa liSila u skupin pacientov
definovanych na zdklade odliSného imunofenotypu
a genotypu. Signifikantne odlisné boli gény: HOXA3,
A4,A7,B3 aB4. T-ALL a MLL/AF4 pozitivni pacien-
ti mali vysoku expresiu HOXA/B génov oproti pacien-
tom BCP-ALL bez fiznych génov a BCR/ABL pozitiv-
nych pacientov, ktorych hladina HOX génov bola ve-

42

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010



THd - XXIV. OHD 2010

I'mi nizka.. Dal§im zaujimavym zistenim boli HOX gé-
ny, ktoré boli $pecificky exprimované u urcitych gene-
ticky charakterizovanych podskupin pacientov:
HOXAT7 gén downregulovany u hyperdiploidnych pa-
cientov, HOXB7 gén downregulovany u TEL/AMLI
pacientov a nizka expresia CDX2 u BCR/ABL pozitiv-
nych pacientov. V stvislosti s prognézou existuji pra-
ce, ktoré asociuju zId prognézu u AML pacientov s vy-
sokou expresiou HOX génov. Paradoxne, z naSich vy-
sledkov vyplyva, Ze u detskych ALL pacientov je zl4
prognoza spojend s nizkou expresiou HOXA skupiny
génov. Dalej sme tieZ ukdzali, Ze u MLL/AF4 pozitiv-
nych pacientov hladina HOXA génov koreluje s vekom
pri diagnéze. Je evidentné,, Ze tento jav koreluje s me-
tylaciou prométorovej oblasti HOXA génov. Z naSich
vysledkov vyplyva, zZe dereguldcia HOX génov u ALL
pacientov nesuvisi s diferenciacnym $tadiom, v ktorom
sa leukemicka bunka zastavila. HOXA expresia korelu-
je s progndzou.a genotypickd podskupina sa viaze so
$pecifickymi HOX génmi. Podporené grantom GACR
301/58, MSM0021620813, GACR 301/08/P532

3rd SYMPOSIUM ON ADVANCES IN
MOLECULAR HEMATOLOGY

1846.

Oncogene and tumor suppressor gene network

in myeloproliferative neoplasms

Kralovics Robert

(Center for Molecular Medicine, Austrian Academy of
Sciences, Wien, Austria)

Transformation to acute leukemia is a major compli-
cation of myeloproliferative neoplasms (MPNs), howe-
ver the genetic changes leading to transformation rema-
in largely unknown. We investigated 380 patients with
high-resolution SNP microarrays for chromosomal aber-
rations in chronic as well as leukemic phase of MPN. In
addition to the previously described lesions, we identifi-
ed numerous recurrent defects. We did not observe sig-
nificant differences in the frequency of chromosomal
aberrations between JAK2-V617F positive and negative
patients or among the 3 classical MPN entities (PV, ET,
PMF). However, there was a significant difference bet-
ween patients in chronic phase and leukemic phase. Five
chromosomal loci showed significant association with
post-MPN leukemia. Among these leukemia-associated
defects, deletions of both arms of chromosome 7 were the
most frequent. We mapped the 7p common deleted regi-
on to the IKZF1 gene, which encodes the transcription
factor Ikaros. Patients with IKZF1 loss exhibited complex
karyotypes, and del7p was a late event in the genetic evo-
lution of the MPN clone. IKZF1 deletions were seen in
both undifferentiated and differentiated myeloid cell ty-
pes, indicating that IKZF1 loss does not cause a differen-
tiation arrest but rather renders progenitors susceptible
to transformation, most likely through chromosomal in-

stability. Induced Ikzf1 haploinsufficiency in primary mu-
rine progenitors resulted in increased cytokine-dependent
growth, suggesting that reduced expression of IKZF1 is
sufficient to perturb growth regulation. Thus, IKZF1 loss
is an important step in the leukemic transformation of
a subpopulation of MPN patients.

1841.

Cooperation of DNA damage response pathways

and inflammatory signaling pathways regulates

the transition from proliferation to senescence

in MLL-ENL-mediated cellular transformation
Takacova Sylvia, Piterkova Lucie, Dolezel Petr, Luzna
Pavla, Bartek Jiri, Divoky Vladimir

(Department of Biology, Faculty of Medicine and Den-
tistry, Palacky University, Olomouc, Czech Republic; De-
partment of Histology and Embryology, Faculty of Me-
dicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc, Czech
Republic; Department of Cell Cycle and Cancer, Institu-
te of Cancer Biology, Danish Cancer Society, Copenha-
gen, Denmark)

Mixed Lineage Leukemia (MLL) - rearranged leuke-
mia defines a unique subtype of human acute leukemias
according to its gene expression pattern, genetic basis,
phenotype and poor prognosis. Understanding the mecha-
nism of cellular transformation by MLL oncogenes may
shed light on the nature and complexity of the disease and
may suggest new therapeutic strategies. We studied the
early phase of MLL-ENL-initiated leukemia using a swit-
chable MLL-ENL-ERtm mouse model that developed
myeloproliferation both in the bone marrow and spleen
with different hematopoietic characteristics. We identifi-
ed the activation of the DNA damage response (DDR)
pathway in aberrantly proliferating differentiated myelo-
id bone marrow and spleen cells. The threshold of DDR
gradually increased and negatively correlated with proli-
feration over time in the bone marrow leading to induc-
tion of senescence. In contrast, DDR was not maintained
throughout disease progression in the spleen causing
a slow-down, but allowing continuous proliferation
advantage. We profiled the gene expression across dise-
ase states in both tissues to identify the transcription pro-
gram that underlies the transition from proliferation to se-
nescence. Based on an in vivo correlation study between
DDR levels, proliferation rates, tissue- and state-specific
gene expression patterns, we identified a distinct subset
of inflammatory genes that were unique in the transition
phase in the bone marrow, but were not differentially ex-
pressed in the spleen suggesting that these genes/path-
ways might cooperate with DDR to counteract the MLL-
ENL-driven proliferation program. We also propose he-
re a hierarchical model of the DDR/inflammation regu-
latory relationship in the context of an MLL-ENL-leuke-
mia model. Supported by grants MSM6198959205 and
NPV2B06077, from the Ministry of Education, Youth and
Sports, Czech Republic
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1782.

The mechanism underlying biological effect

of valproic acid in targeted therapy

of AML1/ETO-positive cells

Zapotocky Michal, Starkova Julia

(CLIP, Department of Paediatric Haematology and On-
cology, Charles University, 2nd Medical School, Prague,
Czech Republic)

In t(8;21) acute myeloid leukaemia (AML), the leu-
kaemogenesis is supposed to be promoted by the inter-
ference with expression of AML1 target genes. Rep-
ressor complex associated with AML1/ETO fusion pro-
tein recruits class I histone deacetylases (HDAC). Valp-
roic acid (VPA) was found to have an extensive effect
on AML blasts, via inhibition of class I HDAC. We ai-
med to characterise the differentiation effect of VPA
on AML1/ETO-positive leukaemic cells and to deter-
mine the expression pattern of AML1 target genes. We
treated Kasumi-1 (M2 AML1/ETO-positive), Kasumi-
6 (M2 AMLI1/ETO-negative) and MV4-11 (MLL/AF4-
positive) cells with VPA and 12-0-tetra-decanoylphor-
bol-13-acetate (TPA). Two AMLI1/ETO-positive and
two negative patients’ bone marrow diagnostic samples
were treated ex vivo with VPA and TPA to confirm in
vitro findings. VPA induced apoptosis in AML1/ETO-
positive and MLL/AF4-positive cells in dose dependent
manner. However, immunophenotype changes confir-
ming the differentiation process preceding apoptosis
(decreased CD33/34/117 and increased CD11a/11b ex-
pression) were observed solely in AML1/ETO-positi-
ve cell line. As the AML1/ETO-positive differentiated
cells exhibited positivity of AnnexinV we had to eva-
luate the exact sequence of differentiation and apopto-
sis. Interestingly, after blocking the apoptosis with ca-
spase inhibitor ZVAD the differentiation was still de-
tected in the same extent. Conversely, no immunophe-
notype changes were detected in either of control cells.
TPA was used to overcome the incapability of cells to
differentiate, it induced monocytic differentiation in
both AML1/ETO-positive and negative cells. As quan-
tified by gqRT-PCR, VPA treatment increased expressi-
on of PU.1, IGFBP7, BPI and C/EBPA genes in
AMLI1/ETO-positive cells. No significant changes we-
re detected in AML1/ETO-negative cells. Specific ef-
fect was confirmed in patients’ bone marrow samples
ex vivo. All samples exhibited changes of immunop-
henotype after TPA treatment while VPA treatment in-
duced similar changes only in AMLI/ETO-positive
samples. Taken together, we provide a conclusive evi-
dence of differentiation specific for AML1/ETO-posi-
tive cells accompanied with the increase of the repres-
sed genes expression. Our findings of differentiation
immediately followed by apoptosis bring the new in-
sight into the biological effect of VPA. Our data sug-
gest that AML1/ETO-positive AML patients might spe-
cifically benefit of the HDAC inhibitors treatment. Sup-
ported by Zentiva.

1763.

Search for genes affected by DNA hypomethylation
treatment in AML patients

Hijkova Hana, Petrbokova Radka, Novakova Ludmila,
Schwarz Jifi, Cermdk Jaroslav, Haskovec Cedrik
(Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague)

Decitabine (5-aza-2’-deoxycytidine) is cytidine nuc-
leoside analog that has already been used clinically for
treatment of elderly or for standard chemotherapy non-
responsive patients with acute myeloid leukemia
(AML). Decitabine acts through its incorporation into
DNA that causes depletion of DNA methyltransferases
and subsequent DNA hypomethylation. Changes in
DNA methylation pattern are known to be involved in
pathogenesis of AML patients. We searched for genes
influenced by DNA hypomethylation exposure by tre-
ating ML-2 cell line (derived from AML M4 patient) for
3 days with 1 KM decitabine. Effect of the treatment
was measured by gene expression profiling with Human
Signal Transduction Pathway Finder PCR arrays. Ge-
ne expression changes of 5 chosen genes were valida-
ted by TagMan gene expression assays. Bisulfite sequ-
encing was performed to analyze changes of DNA met-
hylation status. After hypomethylation treatment of
ML2 cell line, 15 genes were significantly upregulated
by twofold or greater when compared to the untreated
controls. Comparison of gene expression patterns in the
treated versus control cells revealed cohorts of upre-
gulated genes that play role in differentiation (EGRI1,
CEBPB, BMP2), activation of immune system (CCL2,
CCL20, IL8, IL4R, ICAM1), apoptosis (BAX, IL1A,
LTA, GADD45A) and cell cycle regulation (CDKN1A,
CDKN2B). The EGR1 (early growth response 1) gene
was of particular interest, because it has been described
as a potential tumour suppressor gene in hematologi-
cal malignancies. We verified changes in EGR1 expres-
sion by TagMan RQ-RT PCR also in AML patients at
diagnosis. A substantial proportion of AML patients had
decreased level of EGR1 expression compared to healt-
hy donors. To clarify the correlation between EGR1 ex-
pression and methylation, bisulfite sequencing was per-
formed. Despite of high density of CpG dinucleotides
in 5° upstream regulatory region of EGR1 gene, no cor-
relation between changes in EGR1 expression and aber-
rant DNA methylation was observed. This study confir-
med that mechanism behind the antitumour effects of
hypomethylation treatment is more complex and does
include more than reactivation of epigenetically silen-
ced genes. Recently, we have focused on the role of po-
tential miRNA regulation of EGR1 gene. Additionally,
further methylation studies are ongoing on other upre-
gulated genes after decitabine exposure. Supported by
NS10632-3/2009 and OC10042.
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173s.

5-Azacitidine and Valproic acid modify chromatin
structure near key hematopoietic genes

in myelodysplastic syndrome (MDS)

Stopka Tomas, Burda Pavel, Vargova Karina, Cufik Ni-
kola, Jona$ové Anna, Siskova Magda, Trnény Marek
(Pathological Physiology and Center of Experimental He-
matology, First Faculty of Medicine, Center of Experi-
mental Hematology, Charles University, Prague; First
Medical Department — Hematology, General Faculty
Hospital, Prague, Czech Republic)

The myelodysplastic syndrome (MDS) represents
a heterogeneous disorder characterized by ineffective
hematopoiesis and evolution to acute myelogenous le-
ukemia that is strikingly refractory to current therape-
utic approaches. Novel epigenetic drugs including
DNA-methyltransferase inhibitor 5-Azacitidine (5-
AZA and histone deacetylase inhibitor Valproic acid
(VPA) are currently considered to improve clinical res-
ponse in patients with high-risk forms of MDS. MDS
is characterized by abnormal differentiation and bloc-
ked maturation responsive to 5-AZA and VPA, there-
fore we are herein proposing, that genes encoding he-
matopoietic transcription factors such as PU.1, GATA-
1, CBFB or CEBPA are candidate target genes of the
epigenetic therapy. Expression of these genes is dysre-
gulated in MDS (Huh 2007, Maratheftis 2007). We he-
rein present our pilot study to determine effects of 5-
AZA or VPA treatment on chromatin structure of MDS
blasts derived from peripheral blood of a single pati-
ent diagnosed with MDS RAEBII in transformation to
acute leukemia. This patient displays significant clini-
cal response (a decrease of blasts and reciprocal incre-
ase of Hemoglobin levels) to 5-AZA. Our initial data
found that in vitro 5-AZA or VPA treatment induces
significant changes in chromatin structure upstream of
PU.1 gene in favor of opened chromatin structure. The
analysis of other transcription factor genes is in pro-
gress and will be presented in the meeting. The evalu-
ation of chromatin structure in patients with MDS may
add to better understanding of effectiveness of epige-
netic therapy in MDS.

1730.

Antibody array revealing new prognostic

and drug-response pathways in childhood leukemia
Kanderova Veronika, Kalina Tomas, Stuchly Jan, Cern4
Daniela, Fiser Karel, Hru§dk Ondfej, Slastad Heidi, Wu
Weiwei, De Souza Goulart Luiz Fernando, de la Rosa
Carrillo Daniel, Holm Anders, Lund-Johansen Fridtjof
(Charles University, 2nd Medical Faculty, CLIP - Cyto-
metry, Prague, Czech Republic; Rikshospitalet Medical
Center and the University of Oslo, Norway)

This study takes a novel approach to detect changes in
cellular proteins that associate with therapeutic outcome of

acute childhood leukemia. Large-scale analysis of cellular
proteins can potentially bring more relevant information
than expression profiling of transcriptome. Proteins from
the cell membrane, cytoplasm and nucleus are labelled with
biotin and subjected to size exclusion chromatography. As
many as 72 fractions are analyzed with bead suspension ar-
rays that contain 1700 antibodies to cellular proteins. The
particles are measured by six-color flow cytometry, and the
data cumulated to provide complex antibody reactivity pat-
terns. The results provide information about protein levels,
subcellular localization and protein-protein interactions [1].
To test the performance of the array, we investigate well-
defined leukemia cell lines and primary samples and we di-
vide the whole proteoms to the membrane and the cytoplas-
mic fractions. We proved the principle that the antibody ar-
ray gives dose dependent and reproducible results and that
a good sensitivity and specifity is achieved. Monitoring
a large scale protein profile opens new possibilities for di-
section of drug response pathways and leukemia cell bio-
logy. References: [1] Wu et al., Mol Cell Proteomics, 2008.
Supported by Norway Grants and EEA Grants
#A/CZ0046/2/0008, Czech Republic grants #NS/10473-3
and #VZ MSMT 0021620813.

TRANSFUZNI LEKARSTVI

1748.

Vliv preanalytické faze na vySetreni ph

u trombocytarnich koncentrati

Rehorova Lenka

(Transfuzni oddéleni Krajskd nemocnice, Liberec, a.s.)

VLIV PREANALYTICKE FAZE NA VYSETRENI
PH U TROMBOCYTARNICH KONCENTRATU Reho-
fova L. Transfuzni oddéleni , Krajskd nemocnice Liberec,
a.s. Uvod: pH na konci skladovan{ je jednim z markert
zachovani funkce krevni desticky v trombocytarnim kon-
centratu (TK). Vyhldska 143/2008 C. Cilem studieSb.
O lidské o krvi stanovi rozmezi pH 6,4 — 7.4 pfi 22 bylo
definovat kritickd mista vySetieni pH vzhledem k opa-
kované nevyhovujicim vysledkim pH (zvySeni nad 7.4).
Metoda: Trombocyty smésné deleukotizované v ndhrad-
nim roztoku Composol byly pripraveny ze 4 buffy coa-
ti. pH bylo méfeno u 15 transfuznich ddvek (TD) na za-
¢atku a na konci exspirace (den 0 a 5) dvéma metodami:
C ab) na pH metru pii pokojovéa) na acidobazickém ana-
lyzatoru pii 22 C. Méfeni pH probihalo na Oddéleni kli-
nické biochemie. Kteploté 24 vySetfeni pH byly pouzity
vzorky TK odebrané do transfer vakti, objem vzorku na
zacatku exspirace byl 15 ml, na konci exspirace 20
a 50 ml. Priprava vzorku k laboratornimu stanoveni pH
byla provedena a) presatim injek¢ni stiikackou a b) pre-
litim TK do sekundarni zkumavky OKB. Pro statistické
hodnoceni jsme pouzili statistické nastroje programu Ex-
cel ze souboru Microsoft Office. Statistickd vyznamnost
byla posouzena na hladiné p < 0,05. Vysledky a diskuse:
Mezi metodami méfeni a) a b) nebyl zjistén statisticky vy-
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znamny rozdil (p=0,16). Na zac4tku skladovani TK bylo pH
vyssinez 7.4 u 3 TD, na konci uchovéavani tuto mez piekro-
¢il jeden pripravek (metoda méfeni a) i b)). Ke sniZeni pod
6.4 nedoslo ani u jedné TD. Pokles pH na zacétku a konci
exspirace byl srovnatelny u obou metod méreni (p=0,27).
Vyloucili jsme vliv metody méfeni na zvySeni pH. Mezi me-
todami a) a b) pfi pfipravé vzorku k analyze jsme neproka-
zali statisticky vyznamny rozdil (p=0,38), nicméné zvyse-
ni pH 0 0,1 — 0,2 zpiisobené piftomnosti vzduchu (metoda
ptipravy a)) je pro horni limit pH v TK vyznamné. Na vy-
sledné pH mél vliv objem alikvotniho vzorku uchovavané-
ho pro méfeni pH na konci skladovani, zjistili jsme statis-
ticky vyznamny rozdil mezi pH méfenym ze vzorku o ob-
jemu 20 a 50 ml (p=0,001). Zavér: Definovali jsme kritic-
k4 mista stanoveni pH v trombocytdrnich koncentritech.
Neprokdzali jsme rozdil mezi dvéma riznymi metodami
meéfeni. Jako kli¢ové hodnotime provedeni preanalytické fa-
ze: pfipravu vzorku (minimdlni objem alikvotu pro méfeni
pH na konci exspirace TK 50 ml), zpracovani (Setrné pre-
liti TK) a transport vzorku k analyze (plnd zkumavka bez
promichdni se vzduchem).

1741.

Beta-thalasemie jako pri¢ina mikrocytozy
u darci krve - kasuistika

Zemanova Markéta, Sulovska Ivana
(Transfuzni oddéleni FN,Olomouc)

Uvod: vyskyt B-thalasemie ve stfedni Evropé je rela-
tivné vzdcny, presto byvd nejcastéjsi pricinou vrozené
mikrocytézy. Onemocnéni je zptisobeno mutaci 3-globi-
nového genu, kterd vede ke sniZzeni produkce nebo k tpl-
né ztraté B-globinového fetézce. V nasich podminkach jde
vétSinou o heterozygoty, tj. pouze nosice B-thalasemické
alely. Takovi jedinci byvaji klinicky asymptomaticti,
s mirnou anémii, ale s vyraznou mikrocytézou, hypochro-
mazii a Casto i ndpadnou erytrocytézou. Lécba neni ve
vétsiné piipadd nutnd. Popis piipadu: Na transfuznim od-
déleni FN Olomouc jsme v roce 2009 zjistili napadnou
mikrocyt6zu, erytrocytézou a lehké snizeni hemoglobi-
nu u dvou novych darct krve (Hb 127, resp. 130 g/l, Ery
6.45, resp. 5.93 x1012/1, MCV Ery 63.9, resp. 70.2 fl).
Jednalo se o bratry, oba byli zcela asymptomaticti a v mi-
nulosti opakované darovali krev na jiném transfuznim od-
déleni, pficemz jednomu z nich byla pro mikrocytézu do-
porucena ferroterapie. Pfi dal$im vySetfeni na ambulanci
Hematoonkologické kliniky byly v natérech periferni kr-
ve nalezeny tercovité erytrocyty, poikilocyty, ovalocyty,
basofilni teckovani erytrocytd. U obou bratrti byl vylou-
¢en deficit Zeleza a ndsledné sekvencni analyzou PCR de-
tekovana heterozygotni mutace IVS-II-1 (G-A) vedouci
k B-thalasemii minor. Zavér: I pres relativné vzacny vy-
skyt thalasemie je tfeba na ni vZdy pomyslet v diferenci-
alnf diagnostice mikrocytarnich anémif, resp. pfi ndpad-
né mikrocytdze, kterd miZe byt Casto jedinou znamkou
onemocnéni. Pfi hodnoceni zptisobilosti darce krve k od-
béru je tedy vhodné posuzovat hodnoty krevniho obrazu

vzdy komplexné. Priikaz nosi¢stvi B-thalasemie u nasich
dvou darci vedl k trvalému vyloudeni z ddrcovstvi krve.

1811.

Prevalence HLA protiliatek u polytransfundovanych
hematologickych pacienti

Bolckova Hana Tereza, Matéjkova Eva, Zukova Marie,
Siméackovi Jitka (UHKT, Praha)

Transfuze krevnich piipravki jsou nedilnou soucasti
1é¢by hematologickych pacientti. Jednim z vedlejsich
Ucinkl transfuzi je moznd imunizace pifjemce antigeny
krevnich bunék darce, coz mize komplikovat dalsi trans-
fuzni terapii takto imunizovanych pacientt. Cilem této
studie bylo zjistit prevalenci HLA protilatek u polytrans-
fundovanych hematologickych pacientt. Pro detekci HLA
protilatek byl pouzit lymfocytotoxicky test (LCT-NIH)
a ELISA kity: QuikScreen [GTI] pro detekci HLA proti-
latek I. tridy (IgG a IgM) a B-Screen [GTI] pro detekci
HLA protilatek II. tfidy (IgG). U 84 hematologickych po-
lytransfundovanych pacientti jsme provedli screening
HLA protilatek I. a II. tfidy. Tito pacienti dostali od 7 do
354 transfuzi s medidnem 83. Prevalence HLA protila-
tek u téchto pacientl byla 15,5% (13/84). 3 pacienti byli
pozitivni pouze v LCT testu, 6 bylo pozitivnich v LCT
i v ELISA testech, 4 pacienti byli pozitivni pouze
v ELISA testech. Z 10ti ELISA pozitivnich pacientl u 2
byly detekovany IgM protilatky HLA 1. tfidy, u 4 byly de-
tekovany IgM a IgG protildtky HLA I. tfidy, v 1 pfipadé
byly detekovany IgG protilatky HLA 1. tfidy, ve 3 vzor-
cich byly spolu s protilatkami HLA I. tiidy (IgG+1gM)
detekovany také protilatky HLA II. tfidy (IgG). Prevalen-
ce HLA protildtek v ndmi vySetfované skupiné polytrans-
fundovanych hematologickych pacientii byla 15,5%. Pro
sledovani HLA imunizace téchto pacientd je optimalni
kombinace obou metod - LCT i ELISA testt. Detekce
(resp. identifikace) HLA protildtek u polytransfundova-
nych pacientl je vyznamnou soucdsti prevence event. te-
rapie potransfuznich reakei, zejména refrakternosti na po-
déani trombokoncentratl. Tato prace vznikla za podpory
grantu CEZ 237360001 UHKT

1651.

Hemovigilance

Wasserburgerova Renata, Urbankova Marie, Svubovd R,
Burianova D, Charalambidu Jedlickova A, Kndpkova P,
Dobesova E, Prejdovd Z, Minafova L, Krajsova Ivana,
Hnilicova R, Piknova D, Repovsky Stefan, Slézar Jifi, Ch-
melenskd D, Lasota Zenon, Kratka M.

(Transfiizni sluzba a.s. , Sumperk; Sumperskd nemocnice
a.s.; Stredomoravskd nemocnicni a.s. HTO Nemocnice,
Prerov,; Stredomoravskd nemocnicni a.s. HTO Nemocni-
ce, Prostéjov;, TO NsP, Novy Jicin)

Transfizni sluzba a.s. Sumperk zavadi systém hemovi-
gilance s cilem sjednotit postupy ve vSech zdravotnickych
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zafizenich holdingu AGEL tak, aby se zvysila kvalita a bez-
pecnost hemoterapie. Kvalitu a bezpecnost transfiiznich
pifpravki zastituje smérnice 2002/98/EC, kterd je legisla-
tivni normou pro staty Evropské unie. Transfizni sluzba
a.s. Sumperk vyrabi a zpracovava odbéry plné krve a krev-
nich slozek z odbérovych mist v Sumperku, Bruntsle, No-
vém Ji¢ing, Prerové a Prostéjove. Vyrobené transfizni pri-
pravky pak prostfednictvim konsignacnich skladii doddva
svym odbérateltim, kterymi jsou zejména zdravotnickd za-
fizeni holdingu AGEL. PoZzadované udaje pro statistické
zpracovani byly z jednotlivych odbérovych stiedisek a kon-
signa¢nich skladt ziskany formou dotazniku. Hlavnimi sle-
dovanymi parametry jsou: 1. Nejcastejsi klinické priciny
docasného a trvalého vyrazeni, komplikace pri odbérech.
2. Nejcastéjsi priciny docasného vyrazeni darctl z divodu
odchylek v krevnim obraze. 3. Patologické laboratorni na-
lezy - imunohematologie, zachyt pozitivnich protilatek
u ddrci krve v roce 2009. 4. Patologické laboratorni néle-
zy - virologie, zachyt infekci ddrcti krve v roce 2009. 5. Ne-
zadouci uddlosti souvisejici s piipravou a vydejem trans-
fuznich pfipravkl na krevni bance. 6. Nezadouci uddlosti
souvisejici s poddvanim transfuznich piipravki. 7. Potrans-
fuzni reakce u pacientd. 8. Neaplikované transfuzni pii-
pravky, reklamace, vratky. 9. Pri¢iny likvidace transfiiznich
piipravkii ve vyrobé. V CR nenf systém hemovigilance jed-
notné koordinovany, proto je nasi snahou a prioritou sjed-
notit postupy ve vSech zdravotnickych zafizenich holdin-
gu AGEL a stdt se tak nezbytnou soucdsti a rovnocennym
partnerem na mezindrodni drovni v rimci European Hemo-
vigilance Network.

MNOHOCETNY MYELOM 1.

1787.

RMG - Registr monoklonélnich gamapatii

Maisnar Vladimir, Klime§ Daniel, Pelcové Jana, Hijek
Roman (II. interni klinika - oddéleni klinické hematolo-
gie, FN a LF UK, Hradec Krdlové, Institut biostatistiky
a analyz, MU, Brno; Interni hemato-onkologickd klini-
ka, LF MU a FN Bohunice, Brno)

Registr monoklondlnich gamapatii je v soucasnosti
jednim z hlavnich projekti Ceské myelomové skupi-
ny. Divodem pro jeho vytvoreni byla snaha o zahdjen{
prospektivniho sbéru dat nemocnych s monoklondlni-
mi gamapatiemi z regionu stfedni a vychodni Evropy
s cilem sledovani jejich incidence, vyuZzivani a efektu
jednotlivych lé¢ebnych modalit véetné vyskytu neza-
doucich prihod a toxicity. Jde o ambiciozn{ projekt i ve
svétovém meéfitku, ktery by mél do budoucna vést k dal-
$imu zlepSeni péce o nemocné. Systém je vytvoren na
principu sbéru minimalniho poétu parametrti. V piipa-
dé potieby je vSak mozné pocet parametrtl rozsifit, coz
je dnes vyuzivano zejména pii sbéru dat tykajicich se
sledovani G¢innosti tzv. ,,novych 1ékt“ mnohocetného
myelomu. Sdéleni poddva informaci o aktudlnim stavu
registru v roce 2010, tj. po 3 letech jeho existence. Ak-

tudlni stav databdze a pocty nemocnych zadanych jed-
notlivymi spolupracujicimi centry jsou dostupné na we-
bovych strankach CMG — Ceské myelomové skupiny
(www.myeloma.cz). Cilem, ktery jsme si pfi spusténi
registru spolecné dali, bylo dosazeni celkového poctu
nemocnych 2010 v roce 2010. Tento cil se ndm jiZ spl-
nit podarilo! Pocty evidovanych nemocnych v obou za-
kladnich skupindch, tj. MGUS a MM, prekrocily hra-
nici 1000. Nejdéle sledovanymi nemocnymi v zdklad-
nich skupindch je Zena s MM sledovana jiz 18 let a muz
sledovany pro MGUS jiZ vice nez 35 let. V minulém ro-
ce byl registr dale rozsifen o ¢ast vénovanou diagnos-
tice a 1écbé nemocnych s Morbus Waldenstrom. RMG
— tedy Registr Monoklondlnich Gamapatii je vybudo-
van na dvou zdkladnich principech: (1) kazdé centrum
ma trvale on-line k dispozici pouze sva data a soucas-
né i zdkladni automatické analyzy vcetné odpovidaji-
cich grafickych zobrazeni pravée pro svoje centrum; (2)
pro spolec¢né analyzy jsou slu¢ovana data pouze téch
center, kterd vyjadrila souhlas se sdilenim dat pro da-
ny projekt. Pouze zdstupci téchto center jsou ndsledné
spoluautory vystupu z provedené analyzy. Systém
umoznuje kvalitni centrdlni management a spravu dat
jednotlivych center, pficemzZ jsou samoziejmé respek-
tovdna jejich prava jako vyhradnich vlastnikt klinic-
kych dat. PrestoZe se jedna o projekt i ve svété pomér-
né ojedinély, nejvétsim registrem s nékolika tisici ne-
mocnych s MGUS dnes disponuje Mayo klinika v Ro-
chesteru, 1ze konstatovat, Zze RMG po 3 letech své exi-
stence zacind pomalu napliiovat nadéje do ného vkldda-
né a nezbyva nez véfit, Ze ndm do budoucna pomuiZe pii
dal$im zlepSovani péce o naSe nemocné.

1777.

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu:
Moznosti molekuldrné cytogenetického vySetieni

u osob s nizkou infiltraci kostni direné nadorovymi
plazmocyty

MikulaSova Aneta, Kuglik Petr, Zaoralovd Romana, Sme-
tana Jan, Greslikova Henrieta, Kupskd Renata, BureSova
Ivana, Pour Ludék, Kfivanova Andrea, Krejci Marta, Adam
Zden€k, Zahradova Lenka, Klincova Maria, Hijek Roman
(Laboratore molekuldrni cytogenetiky, Babdkiiv vyzkum-
ny institut, Lékarskd fakulta, Masarykova univerzita, Br-
no; Ustav experimentdlni biologie, PFfrodovédeckd fakul-
ta, Masarykova univerzita, Brno; Univerzitni vyzkumné
centrum — Ceskd myelomovd skupina, Babdkiiv vyzkum-
ny institut, Lékarskd fakulta, Masarykova univerzita, Br-
no, Interni hemato-onkologickd klinika, Fakultni nemoc-
nice Brno a LF, Brno)

Uvod: Monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu
(MGUS) je definovana jako pfitomnost monoklondlniho
imunoglobulinu (M-Ig) v séru a nebo v moci pfi sou¢asném
nesplnéni diagnostickych kritérii mnohocetného myelomu
(MM) ¢i jiného lymfoproliferativniho onemocnéni. Pro oso-

vy,

by s MGUS znamen4 tato diagnéza vyssi pravdépodobnost
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vzniku nddorového onemocnéni, nejcastéji v podobé MM.
Jiz ve stadiu MGUS se v plazmocytech nalézaji specifické
chromozomové aberace. Molekuldrné cytogenetickd vySet-
feni osob s MGUS jsou vsak znacné komplikovédna nizkou
infiltraci kostni dfené nddorovymi plazmocyty. Cilem nasi
prace byla optimalizace molekularné cytogenetického vy-
Setfeni osob s MGUS. Soubor sledovanych osob a metodi-
ka: Béhem let 2008 a 2009 bylo do Laboratofe molekular-
ni cytogenetiky doddno k cytogenetickému vySetfeni cel-
kem 54 vzorkt kostni dfené (KD) od 49 osob s MGUS. Po-
stupné byly vyzkouseny tfi strategie odliSeni plazmocyta.
Vysledky: 8 vzorki bylo vysetfeno z pIné kostni diené po-
moci fluorescen¢ni imunofenotypizace plazmocyti a né-
sledné interfazni fluorescencni in situ hybridizace (metoda
FICTION). Z diivodu nizkého poétu plazmocyti se vSak po-
dafilo vysetfit pouze 2 z 8 (25 %) vzorkti. Pomoci techni-
ky MACS (magneticky aktivovand separace bunck) bylo
k dispozici 13 vzorkd KD, které byly rozdéleny podle
CD138+/CD138-. Pomoci nasledné I FISH se na takto se-
parovanych buikach podafilo vySetfeni u 8 z 13 (62 %)
vzorkl z CD138+ frakce plazmocytl. Zbylych 5 vzorkd ne-
bylo mozné vysSetiit z divodu nizké Cistoty. Technikou
FACS (fluorescencné aktivovand separace buné€k) bylo se-
parovano celkem 33 vzork@ pomoci znakii CD138+,
CD19+/- a CD56+/-, z toho uspésné vysetienych vzorkt by-
lo 31z 33 (94 %). Technikou I-FISH hodnoceni bylo zhod-
noceno celkem 41 vzorkli pacientd. Delece RBI
(del(13q)(14)) byla nalezena u 8 z 35 vySetfenych pacien-
ti (22,9 %), prestavba 14q32 (IgH) u 14 z 21 pacientt
(66,7 %), t(4;14)(p16.3;q32) (FGFR3/IgH) u 1 z 36 paci-
entl (2,8 %), gain (1)(q21) (zisk CKS1B) u 8 z 32 pacien-
ti (25,0 %), hyperdiploidie u 5 z 34 pacientii (14,7 %) a non-
hyperdiploidie u 29 z 34 pacientl (85,3 %). Zavér: Bylo
ukdzano, Ze pro uspeésné provedeni molekuldrné cytogene-
tického vysetieni u pacientd s MGUS je rozhodujici sprav-
nd volba separace ¢i odliSeni plazmocytl. AZ vyuZiti sepa-
race pomoci FACS umoZiuje dspé$nou analyzu zmén v ge-
nomu plazmatickych bunék u osob s MGUS. Price byla
podpofena granty: MSMT LC06027, MSM0021622434,
MSMO0021622415 GACR P304/10/1395, IGA NS10406-3,
NS10387-3.

1701.

Nesekrecni myelom - sekreéni potencial

a cytogenetické zmény

Pika Tomas, Balcarkova Jana, Lochman Pavel, Minafik
Jif{, Mikula Peter, Zmolikové Jana, Bacovsky Jaroslav,
JaroSova Marie, S¢udla Vlastimil

(I1l. interni klinika, LFF UP a FN, Olomouc, Hematoon-
kologickd klinika, LF UP a FN, Olomouc; Oddélent kli-
nické biochemie, FN, Olomouc; Hematologické oddéle-
ni, Nemocnice, Havirov;, CGB laboratory Inc., Ostrava)

Uvod: Pomérné vzacnou variantou mnohocetného my-
elomu je nesekretoricka forma nemoci (NSMM), charak-
terizovand absenci detekovatelné M-komponenty v séru

v v

a/nebo v moci a s tim souvisejici obtiznéjsi stanoveni di-

agnozy a posléze i sledovani priibéhu onemocnéni, coz
vétSinou byva pricinou vylouceni téchto nemocnych z kli-
nickych studii. Cil: Cilem prace bylo zhodnoceni pfino-
su vySetfovan{ sérovych hladin volnych lehkych fetézct
(VLR) ve skupiné nemocnych s NSMM a dile vyhodno-
cen{ pfitomnych cytogenetickych zmén. Metody: VySet-
feny soubor tvofilo 8 nemocnych spliujici International
Myeloma Working Group kritéria NSMM. Sérové hladi-
ny volnych lehkych fetézct byly hodnoceny systémem
FreeliteTM. K urceni chromosomovych zmén byla pou-
zita klasickd cytogenetickd analyza a metoda FICTION
s lokusové specifickymi sondami 1q21/1p36(Kreatech,
MP Biomedicals, CA, USA), IgH, RB1, t(4;14), t(11;14)
a centromerickymi sondami pro chromosomy 7,9, 11, 15
a 17(Abbott-Vysis, Downers Grove, IL, USA). Vysledky:
Patologické sérové hladiny volnych lehkych fetézci x -
nebo A a jejich vzdjemného poméru — /A indexu byly
detekovany u 4 nemocnych, a to v kvantit¢ umoznujici
pravidelné sledovani pribéhu onemocnéni pomoci systé-
mu FreeliteTM, zatimco u 2 nemocnych byly sérové hla-
diny VLR v mezich normy, a ve 2 piipadech byl zazna-
menan dokonce pokles obou VLR pod normalni mez. U 6
nemocnych byla zjiSténa pritomnost delece RB1 genu
spolu s pfitomnou translokaci (11;14), pfi¢emz tato zme-
na byla pritomna u vSech pravych, Cisté nesekrecnich fo-
rem. U 2 téchto nemocnych byla navic zjisténo i zmno-
Zen{ oblasti 1q21. U 1 nemocného byla zjisténa polyplo-
idie a trisomie chromosomu 15, u jednoho nemocného ne-
bylo moZno cytogenetickou analyzu provést pro multi-
fokaln{ charakter onemocnéni. Zavér: Stanoveni sérovych
hladin volnych lehkych fetézci umoziuje u ¢asti nemoc-
nych s NSMM dodatecné detekovat sekreci lehkych fe-
tézct, coZ vede k reklasifikaci NSMM na ,,nemoc lehkych
fet€zcl* x nebo A a stdvd se v tomto pripadé nenahradi-
telnym vySetfenim pro sledovani pribéhu onemocnéni.
Translokace (11;14) a delece RB1 genu se jevi v souladu
s recentnimi poznatky dominantni cytogenetickou zmée-
nou u NSMM. S podporou VVZ MSM 619895205.

1814.

HevyLite - nova analyticka metoda v diagnostice

a hodnoceni pribéhu monoklonalnich gamapatii
S¢udla Vlastimil, Pika Tomas, Hefmanova Zuzana

(I1l. interni klinika, LFF UP a FN, Olomouc;, Ustav imu-
nologie, LFF UP a FN, Olomouc)

Naplni sdéleni je souhrnnd informace o Hevylite (HLC-
heavy/light chain) analytické metod¢, rozsifujici dosavad-
ni moZnosti diagnostiky, typizace a monitorovani prubé-
hu malignich monoklondlnich gamapatii (MG) a dalSich
B-bunéénych lymfoproliferativnich stavii véetné Walden-
stromovy makroglobulinémie a primarni systémové AL-
amyloiddzy. Jsou popsdna vychodiska a metodické aspek-
ty této nové automatizované kvantitativni imunochemic-
ké analyzy, vyuzivajici vysoce specifické polyklondln{
HLC protilétky, jejimz ter¢em jsou unikdtni junkcni epi-
topy mezi konstantnimi doménami tézkych a lehkych fe-
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tézcl molekul imunoglobulinu. Hevylite technika umoz-
nuje separatni rozpoznani a kvantifikaci Ig kappa a Ig
lambda (IgG-kappa a IgG-lambda, IgA-kappa a IgA-
lambda a IgM-kappa a IgM-lambda)vcetné jejich pomé-
ru umoznujictho zhodnoceni klonality procesu. Metodi-
ka je citlivéjsi, nezli je standardni gelova i imunofixacni
elektroforéza bilkovin séra. VySetfeni HCL nadéjné roz-
Sifuje nejen moznosti diagnostiky, ale i monitorovani pra-
béhu malignich MG s citlivou detekci remise, relapsu ne-
bo progrese nemoci. Podpora grantu IGA MZ NR 9489
a VVZ MSM 6198959205

1680.

Extamedularni relaps jeho zvySena incidence

a Spatna prognoza — zkuSenosti jednoho centra

Pour Ludék, Adam Zdenék, Kaisarova Petra, Krej¢i Mar-
ta, Zahradova Lenka, Sandecka Viera, Szturz Petr, Klin-
cova Maria, Hijek Roman

(IHOK FN Brno, Masarykova univerzita, Brno; IHOK
FN,Babdkiiv vyzkumny institut, Brno)

Mnohocetny myelom (MM) je typickych piipadech
charakterizovany produkci monoklondlniho imunoglo-
bulinu, cytopenii a osteolyzou skeletu. Extramedularn{
postiZeni - relaps (EM) znamena agresivnéjsi prubéh cho-
roby. Pacienti s EM maji horsi prognosu pfi pouziti kon-
vencni lécby. Relaps s EM sloZzkou je pozorovan u asi
10% pacientl po autologni transplantaci. Cilem studie
bylo urceni incidence a progndzy u pacientt s EM re-
lapsem v éfe novych u¢innych 1ékd Hodnoceno bylo cel-
kem 226 pacienti s relapsem MM (115M/111Z, median
véku: 61 let, median sledovani 3,7 let). Hodnoceni byli
vSichni  pacienti 1éceni na IHOK FN Brno
s relapsem MM v letech 200-2008. Pro prikaz EM re-
lapsu byla upfednostiiovano histologické vysetfeni, po-
kud nebylo mozné provést biopsii bylo pouzito CT ¢i
MRI. Pacienti se vstupnim EM byli vylouceni z analy-
zy. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin - 1. skupina
pacientd s EM relapsem souvisejicim s kostni tkan{ (B-
EM) 2. skupina pacientti s EM v mékkych tkanich nesou-
visejici s kosti nebo s infiltraci solidnich organi klonal-
nimi plasmocyty (ST-EM). Rezimy s thalidomidem
(33%), bortezomibem (38%) a lenalidomidem (5%) by-
ly pouzity pro lécbu EM relapsu, U 42 % pacientti spo-
le¢né s autologni transplantaci. Standardné byla pouzita
také radioterapie. Celkem 24% (55/226) pacienti mélo
prokazan EM relaps (42% (22/55) - B-EM; 58% (32/55)
- ST-EM). Nejcastéjsi ve formé koznich lozisek 42%
(22/55). EM relaps se objevil ¢asné v pribéhu choroby
u 53% (29/55) nemocnych jiz v prvnim relapsu, u 33%
(18/55) v druhém a pozdé¢ji jen u 14% (8/55). LéCebna
odpovéd u obou skupin EM pacientli byla pozorovéna
u 24% (13/55). Doba do progrese vSak Cinila pouze 54
mésice(m). Median celkového preziti (OS) (89.5 m pro
vSech 226 pts)byl signifikantné krats$i u pacientd s EM
oproti ostatnim (109m vs 38m; p=0.0001).0S u pacien-
tt s ST-EM byl zkracen oproti pacientim s B-EM (30m

vs 45m; p=0,002). OS od data relapsu byl u vSech paci-
entll s EM pouze 8 mésici, ale u pacienti s ST-EM byl
jesté kratsi nez u pacientti s B-EM 12m vs 4m, p=0.0006).
Nase data prokazuji vyrazné vyssi incidenci EM relapsu.
I pres zavedeni novych 1ékt do 1écebnych algoritmu MM
znamend EM relaps extremné $patnou prognozu ktera je
jeste horsi pokus se objevi EM nesouvisejici s kostni tka-
ni. Vzhledem ke zvySené incidenci EM relapsu se tento
problém stdva hlavni vyzvou pro 1écbu MM, nebot’ G¢in-
nd lécba pro tyto nemocné neni stdle k dispozici. Pod-
poreno granty MSM. 0021622434. MSMT LC 06027

1799.

18F — FDG PET/CT a 99mTc-MIBI scintigrafie

v diagnostice relapsu mnohocetného myelomu
Ba&ovsky Jaroslav, Myslive¢ek Miroslav, S¢udla Vlasti-
mil, Minafik Jifi, Pika Tomas

(I11. interni klinika FN, Olomouc, Klinika nukledrni me-
diciny LF a FN, Olomouc)

V neddvné dobé byly zavedeny ke zhodnoceni aktivity
a rozahu onemocnéni u pacientd s mnohocetnym myelo-
mem (MM) a monoklondln{ gamapatif nejistého vyznamu
(MGNV) novéjsi zobrazovaci modality 18F-FDG PET/CT
a 99mTc-MIBI scintigrafie. Cilem nasi prace bylo zhod-
notit a srovnat piinos téchto metod v relapsu myelomu..
Materidl a metody: Do studie bylo zarazeno celkem 44 ne-
mocnych s podezienim na relaps MM . VSem pacientil by-
ly provedeny 99mTc-MIBI scintigrafie a 18F-FDG
PET/CT. Casovy odstup mezi obéma vySetfenimi nepre-
sahoval 2 tydny. Vysledky obou vysetreni byly hodnoce-
ny jako N (normdlni), D (difuzni) a F-FD (loZiskové ne-
bo kombinované loZiskové a difuzni). Vysledky: Mezi
obéma srovndvanymi metadomi nebyl v detekci nové di-
agnostikovaného MM a relapsu zaznamenan signifikant-
ni rozdil. 18F-FDG PET/CT detekovala s vyssi frekvenci
nez 99mTc-MIBI scintigrafie F-FD typ nalezu (p<0,039),
naopak 99mTc-MIBI scintigrafie detekovala presnéji D
typ ndlezu (p=0,042). 18F-FDG PET/CT vizualizovala
signifikantné vice fokalnich 1ézi nez 99mTc-MIBI scinti-
grafie (p=0,002) a to jak celkové v souboru, tak pfi srov-
néani poctu fokdlnich 1€z na pacienta. Obé srovnavané me-
tody samotné nebo v kombinaci ovlivnily terapeuticky po-
stup u 17% pacientti. 18F-FDG PET/CT detekovala u vi-
ce pacientd nez 99mTc-MIBI scintigrafie u asymptoma-
tickych MM a u pacienti s MGNV c¢astéji prechod do
agresivnéjsich forem choroby s nutnosti terapie. Zavér:
18F-FDG PET/CT vysetfeni je diky kombinaci poskyto-
vanych morfologickych a funkénich informaci a celoté-
lovému charakteru vysetieni velmi cennou metodou v de-
tekci fokdlnich 1ézi MM a jevi se jako vhodnd metoda
v primarnim stdZovani choroby i v diagnostice relapsu .
99mTc-MIBI scintigrafie zistava pres své limitace vedou-
ci k podhodnocovani stadia MM nejdostupnéjsi a relativ-
né levnou celotélovou vysetfovaci metodou a je alterna-
tivni volbou. Podporou grantu grantu IGA : NR 9489-3
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AKUTNI LEUKEMIE II.

1775.

Klofarabin (CLO) v terapii akutni myeloidni
leukemie (AML) — zkuSenosti jednoho centra

R4cil Zdenék, Demovicova Alice, Krej¢i Marta, Razga
Filip, Mayer Jif{

(Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno)

Uvod: CLO je novym purinovym analogem, ktery
v klinickych studiich prokdzal d¢innost nejen v 1é¢bé
akutni lymfoblastické leukémie, ale také pfi pouziti u ne-
mocnych s AML - a to jak v monoterapii, tak v kombi-
naci s antracykliny nebo cytosinarabinosidem. Metody:
Retrospektivni analyza pacientd s AML léCenych reZi-
my s CLO v rdmci zachranné terapie (AML nereagujici
na inicidlni 1é¢bu nebo hematologicky relaps AML)
(CLO 22,5mg/m?2 den 1-5 + idarubicin 9mg/m2, den 1-
3; konsolidace ve stejném sloZeni s redukci davek
0 25%) nebo terapie molekuldrniho relapsu AML (CLO
40mg/m? den 1-5; konsolidace ve stejném slozeni). Vy-
sledky: Od 4/2009 do 4/2010 bylo 1é¢eno na naSem pra-
covisti 14 pac. s AML protokoly s CLO (11 pac. zai-
chrannd terapie, 3 pac. lé€ba molekuldrniho relapsu).
Z 11 pac. lé¢enych v rdmci zdchranné terapie dosdhlo po
indukéni 16¢bé 5 (45%) kompletni remise, 2 (18%) par-
cidlni remise, 3 (27%) pac. neodpovédéli a u jednoho
nemocného nelze efekt hodnotit. Ze 3 pacienttl IéCenych
pro molekuldrni relaps dosahli 2 (66%) kompletni mo-
lekuldrni remise AML (u jednoho pac. dosud nelze efekt
hodnotit). 6 pac. ndsledné podstoupilo 1-3 konsolidac-
ni lécebné cykly. U 8 pac. pak byla provedena alogenni
transplantace krvetvorné tkdné (u 6 pac. v kompletni re-
misi, u 2 pac. s aktivni chorobou). Infekce byly nejcas-
t&jSi komplikaci spojenou s terapii CLO reZimem. 9
(81%) pac. se zachrannou terapii a 2 (66%) pac. 1éceni
pro molekuldrni relaps mélo infekéni komplikaci béhem
indukéni 1é¢by. U 6 (54%) pac. se zdchrannym reZimem
Slo o infekci zdvaZnou (nejcastéji bronchopneumonii),
u ostatnich §lo o béZnou febrilni neutropénii. Frekven-
ce infek¢nich komplikaci vyrazné poklesla po zavedeni
rutinni antimykotické profylaxe posakonazolem (60%
vs. 33%). K tmrti doSlo u 63% pac. podstupujici za-
chrannou terapii (18% komplikace v prubéhu terapie
CLO rezimem, 27% progrese AML, 18% komplikace po
alogenni HSCT). VSichni pacienti 1éceni pro molekuldr-
ni relaps preZivaji. Souhrn: Pouziti CLO vedlo v prezen-
tovaném (v CR dosud nejvétsim) souboru pac. s AML
k 63% lécebnych odpoveédi u pac. podstupujicich za-
chrannou terapii AML. Celkové dlouhodobé preZiti pac.
v této vysoce rizikové skupiné je vSak i pies uspéch ini-
cidlni 1é¢by CLO omezené (celkové preziti 37%). Nej-
ce (bronchopneumonie) - jejich frekvenci v§ak vyznam-
né omezuje soucasnd antimykotickd profylaxe posako-
nazolem. CLO se jevi byt nadéjnym lékem pfi pouziti
v terapii molekuldrniho relapsu AML.

1722.

Lécba Ph pozitivni akutni lymfoblastické leukemie
dospélych v béZné praxi: zkuSenosti jednoho centra
Folber FrantiSek, Doubek Michael, Juréek Tomas, Krej-
¢i Marta, Brychtova Yvona, Mayer Jii{

(Interni hematoonkologickd klinika FN a LF MU, Brno)

Uvod: Ph pozitivni akutni lymfoblastickd leukemie
dospélych (Ph+ ALL) patii mezi hematoonkologicka
onemocnéni s obzvlast nepriznivou prognézou, presto-
Ze se 1écebné vyhlidky v posledni dobé ponckud zlep-
Sily diky inhibitorGm tyrozinkinazy (TKI). Nasim cilem
bylo zhodnocentf jejich vlivu v béZné praxi jednoho he-
matoonkologického centra. Pacienti a metody: Do ana-
lyzy bylo zafazeno celkem 24 pacientd s nové diagnos-
tikovanou Ph+ ALL, z nichz 14 (58 %) bylo 1é¢eno
kombinaci chemoterapie a TKI (imatinibu) a zbylych
10 (42 %) pouze chemoterapif, vétSina v dobé, kdy jes-
t¢ TKI nebyly dostupné. U 11 (46 %) pacientl byla sou-
casti 1écby transplantace krvetvorby: 8x od nepribuzné-
ho darce, 1x od HLA shodného sourozence a 2x auto-
logni. V ziskanych datech jsme hodnotili dosazeni kom-
pletni hematologické remise (CR) a kompletni moleku-
larni remise (CMR), vyskyt relapsu a faktory ovliviiu-
jict celkové preziti (OS). Zvlastni pozornost jsme véno-
vali vlivu pfidani TKI k chemoterapii. Vysledky: U 19
(79 %) z 24 pacientli byla dosazena CR (medidn doby
do dosazeni CR 37 dni), 12 (75 %) z 16 sledovatelnych
pacientti dosdhlo CMR (median doby do dosazeni CMR
67 dni). V 9 (47 %) ptipadech doslo k relapsu onemoc-
néni (medidn doby do relapsu 7,6 mésice), ktery byl na-
sledovan pouze velmi kratkym intervalem preZiti bez
ohledu na druh zéchranné 1écby. Molekuldrni relaps byl
v naprosté vét$iné pripadl ndsledovan i relapsem hema-
tologickym (median doby do molekularniho relapsu 2,9
mésice). Na konci obdobi sledovani s medidanem 8,7
mésice je 8 (33 %) pacientt stdle nazivu v CR (pouze
jeden z nich byl lécen bez TKI) a 16 (67 %) mrtvych.
K dmrti doslo nejcastéji nasledkem infekce (9 pacien-
tt, 56 %) a progrese ALL (5 pacientd, 31 %). Medidn
celkového preziti byl 9,2 mésice, pricemz nejdels{ pre-
ziti méli ti pacienti, ktefi dosdhli CR (p < 0,001) nebo
CMR (p = 0,026) a podstoupili alogenni transplantaci
(p = 0,003). Pridani TKI k chemoterapii bylo spojeno
s vys§i pravdépodobnosti dosazeni CR (p = 0,075)
a CMR (p = 0,05), avSak neovlivnilo vyskyt relapsu (p
=0,26) ani nevedlo k prodlouZeni celkového preziti (p
=0,13). Zavér: Jak vyplyva z tidaji z béZné praxe, u pa-
cientti s Ph+ ALL je nejlepsich 1é¢ebnych vysledki do-
sazeno kombinaci chemoterapie a TKI s naslednou alo-
genni transplantaci krvetvornych bunék.
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1715.

Vysledky lécby déti s relapsem a primarné rezistentni
akutni myeloidni leukémii ve studii ,,Relapsed AML
2001/01, 02¢

Stary Jan, Sedlacek Petr, SmiSek Petr, Stérba Jaroslav,
Hrstkova Hana, Blazek Bohumir, Mihal Vladimir, Hak Ji-
i1, Prochdzkovd Daniela, Cernd Zdena, Timr Pavel, Ze-
manova Zuzana, JaroSova Marie, Oltova Alexandra, Sch-
warz Jifi, Mejstiikova Ester, Hrusdk Ondfej, Zuna Jan, Ja-
notova Iveta, Vodi¢kova Elena, Zamkova Alena, Vavra
Vladimir, Kaspers Gertjan

(Klinika détské hematologie a onkologie UK 2.LF a FN
Motol, Praha; Brno, Ostrava, Olomouc, Hradec Krdlo-
vé, Usti nad Labem, Plzeri, Ceské Budéjovice, Amster-
dam-Holandsko)

Prestoze se vysledky 1écby déti s akutni myeloidn{
leukémii (AML) stale zlepSuji, 30% pacientt prodéla
relaps leukémie a 5-10% onemocnéni je primarné rezi-
stentnich na chemoterapii. Prognéza téchto pacienti je
velmi §patnd. Pediatrick leukemicka centra Ceské re-
publiky se v obdobi VIII/2001-111/2009 zicastnila me-
zindrodni studie 1écby déti s relapsem/primarné rezi-
stentni AML ,,Relapsed AML 2001/01,02. Prvn{ blok
1écby FLAG se skladal z fludarabinu 30 mg/m2x 5, cy-
tosin arabinosidu 2g/m? x 5 a G-CSF. Randomizovanou
studii byl ovéfovan vyznam pridani liposomalniho dau-
norubicinu v ddvce 60 mg/m?2 x 3. Pacienti s méné nez
20% blasty v kostni dfeni den +28 obdrzeli druhy blok
FLAG a byli indikovani k transplantaci kostni diené
(HSCT), pacienti s vice nez 20% blasty d28 byli vyra-
zeni ze studie. LéCebnou alternativou pro né bylo po-
dani gemtuzumab ozogamicinu v davce 7,5 mg/m2 x 2.
Do studie bylo v Ceské republice zatazeno 20 déti, 18
s prvnim relapsem AML a 2 s primarn¢ rezistentnim
onemocnénim, 11 chlapct a 9 dévéat. Casny relaps mé-
né nez 12 mésict od diagndzy prodélalo 11 déti, pozd-
ni relaps byl diagnostikovdn u 7 pacientti. Podle FAB
klasifikace byly nejcastéji zastoupeny M5 (n=7) a M2
(n=6) leukémie. AML s nédlezem fdznich geni AMLI1-
ETO ¢i CBFB-MYHI11 mélo 7 (35%) déti, prestavbu
MLL genu 6 (30%) pacientd. Dva pacienti zemieli Cas-
nou smrti, 6 bylo non-responderd, 12 (60%) dosahlo re-
mise, 11 z nich podstoupilo alogennf transplantaci kost-
ni dfené (v 10 ptipadech od nepiibuzného dérce), dvé
déti zemfely na komplikace extenzivni chronické GVH
nemoci, 7 pacientl prodélalo dals{ relaps. Tti pacienti
podstoupili dvé nepiibuzné HSCT. Celkem Zije 6 (30%)
déti (4 v druhé remisi a dvé v tfeti). Ze 13 pacientt
s primarné rezistentni AML/Casnym relapsem Zziji 4
(31%), ze 7 pacientt s pozdnim relapsem 2 (29%). Léc-
bu Mylotargem absolvovalo 6 déti (3 non-respondefi na
FLAG netspésné, trem détem s relapsem po HSCT
umoznil podstoupit druhou transplantaci). 5-lety
EFS/0S je 17%/32%. Nase vysledky jsou srovnatelné
s celkovymi vysledky studie (z 495 pacientd dosdhlo
remise 62% a 4-lety OS je 33%). Blok DaunoXome —

Voo s M

FLAG dosahl u¢innéjsi redukce blasti a vys$siho pro-

centa remisi neZ FLAG. V pldanované studii ,,Relapsed
AML 2009¢ je ke dvéma blokim DaunoXome-
FLAG/FLAG pridan Mylotarg formou randomizované
studie za ucelem zvyseni Uspésnosti v dosazeni remise
a zlepSen{ jeji kvality.

1658.

Alogenni transplantace u pacientii s AML starSich
50 let maji srovnatelné vysledky s pribuznym

i nepribuznym darcem. Finalni analyza
multicentrického podprojektu ALERT

Jindra Pavel, Muzik Jan, Indrak Karel, Zak Pavel, Alsab-
ty Firas, Kozdk Tomas, Koza Vladimir, Cetkovsky Petr,
Karas Michal, Jungova Alexandra, Si¢ova Katefina, Vog-
lova Jaroslava, Dusek Ladislav, Hrabétova Sarka
(Hematologicko-onkologické oddeleni FN, Plzeri; IBA
MU, Brno; FN, Olomouc; FN, Hradec Krdlové; FN, Bra-
tislava; FNKV, Praha; UHKT, Praha)

AML postihuje predevs§im starsi lidi a jedinou redl-
né kurativni 1écbou je alogenni transplantace krvetvor-
nych bunék. Nicméné vzhledem k obavdm z vyssi to-
xicity u nepiibuznych darct a horsi dostupnosti souro-
zencu u star§{ populace je jeji proveditelnost pro tuto
skupinu povazovana za limitovanou. Pomoci retrospek-
tivni multicentrické studie v rdmci projektu ALERT
jsme srovnali vysledky pfibuzenskych a nepfibuzen-
skych transplantaci u pacientd s AML star§ich 50 let.
Pacienti&metodika: Retrospektivni analyza 96 pacien-
td starSich 50 let (medidan 56, 50-68) konsekutivné
transplantovanych v 5 ¢eskych a slovenskych centrech
bud s piibuznym (SIB, n=59) nebo nepiibuznym
(MUD, n=37) darcem. Ob¢ skupiny byly srovnatelné co
do véku, pohlavi pacienta a darce, typu conditioningu,
typu Stépu, CMV statusu, stavu nemoci a cytogenetic-
kého risk-statusu. Pacienti MUD skupiny byly trans-
plantovani se signifikantné vys§sim poctem CD 34+ bu-
nék (medidn 6,5 vs 4,7x10° /kg, p=0,004) a s mlad$imi
darci (medidn 32 vs 55 let, p<0,001). Vysledky: S me-
dianem sledovani 10 mésicl po transplantaci (1-132
mésict, SIB i MUD srovnatelné) byl medidn pfeziti
(OS) a preziti bez nemoci (DFS) pro cely soubor 17, re-
spektive 15 mésict a 2-letd pravdépodobnosti OS a DFS
byla 45,4 a 41,9%, respektive. Mezi SIB a MUED sku-
pinou nebyl v téchto parametrech zaznamendn zadny
statisticky signifikantni rozdil (2-r OS 48% vs. 42%,
p=0,721; 2-r DFS 41,9% vs. 42,4%, p=0896). Signifi-
kantnimi faktory ovliviiujicimi v univariantni analyze
OS bylo stfedni (RR 0,45) i neptiznivy (RR 3,13) cy-
togeneticky risk-status a transplantace mimo CR (RR
2,14). V multivariantni analyze pak ztstaly jedinymi
vyznamnymi faktory pro OS nepfizniva cytogenetika
(RR 3,36, p=0,001) a transplantace mimo CR (RR 2,30,
p=0,011). Stejné faktory byly v multivariantni analyze
identifikovany jako vyznamné i pro DFS (RR 3,0,
p=0.002, resp. RR 2,27, p=0,009). Zadny faktor — tedy
ani typ darce (pro MUD RR 2,57, p=0,15) — nem¢l za-
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sadni vliv na NRM. Faktory navysujici riziko relapsu
v multivariantn{ analyze byly transplantace mimo CR (RR
4,61, p=0,008) a hrani¢né i myeloablativni transplantace
(RR 2,95, p=0,048). Zaver: Vysledky jasné dokladaji, ze
nepfibuzny darce nemd negativni vliv na vysledek alo-
genni transplantace u pacientd s AML starSich 50 let. Nep-
fibuzenskd transplantace kostni dfené je tudiZ vhodné po-
vazovat za standardni kurativni terapii u této skupiny pa-
cientd s AML. Podpora grantem NR9481-3/2007

3rd SYMPOSIUM ON ADVANCES IN
MOLECULAR HEMATOLOGY

1806.

JAK?2 is targeted by recurrent translocations

in classical Hodgkin lymphoma

Katrien Van Roosbroeck, Luk Cox, Thomas Tousseyn,
Idoya Lahortiga, Olga Gielen, Barbara Cauwelier, Pas-
cale De Paepe, Gregor Verhoef, Peter Marynen, Peter
Vandenberghe, Chris De Wolf-Peeters, Jan Cools, Iwona
Wlodarska (CME, Leuven, Belgium)

The genetics and molecular biology of classical
Hodgkin lymphoma (cHL) is poorly understood. Besi-
des difficulties of cytogenetic analysis of cHL, we ha-
ve identified and characterized a novel t(4;9)(q21;p24)
found in one cHL case. Extensive interphase FISH ana-
lysis of the 9p24 and 4q21 regions mapped both bre-
akpoints in regions harbouring JAK2 and SEC31A, res-
pectively. Further molecular studies of this case iden-
tified a SEC31A-JAK?2 in-frame fusion transcript in
which exon 24 of SEC31A is fused to exon 17 of JAK2.
To determine the in vitro oncogenic potential of
SEC31A-JAK2, a chimeric expression construct was
designed and introduced into mouse haematopoietic
IL3-dependent Ba/F3 cells. SEC31A-JAK2 was found
to transform Ba/F3 cells to IL3-independent growth, de-
monstrating its implication in oncogenic transformati-
on. Constitutive activation of the ERK pathway, down-
stream of the SEC31A-JAK?2 fusion, was found. Mo-
reover we showed that SEC31A-JAK?2 is sensitive for
JAK?2 inhibitors. An in vivo role of the fusion was as-
sessed with a murine bone marrow transplant model. All
six recipients of SEC31A-JAK?2 transduced bone mar-
row cells developed a fatal disease after 107 — 174 days,
that was diagnosed as a T-lymphoblastic lymphoma (3
mice) and a myeloid-like disorder (2 mice). To deter-
mine the incidence of JAK?2 rearrangements in cHL, we
screened 12 cHL by cDNA-based nested PCR and 158
unselected cHL cases by FISH. Using this approach, we
identified one additional case with a SEC31A-JAK?2 fu-
sion showing 4q21 and 9p24 breakpoints identical to
these in the index case and two cHL cases with JAK2
rearrangements not involving SEC31A. Moreover, low
copy gains and amplifications of JAK2 were observed
in 40.5% and 20.2% of cHL cases, respectively. In sum-
mary, we proved that JAK2 is recurrently targeted by

chromosomal translocations in cHL. We identified and
molecularly characterized the novel t(4;9)(q21;p24) re-
sulting in a SEC31A-JAK2 fusion found in two NSHL
cases and identified another not yet characterized JAK2
rearrangements in two additional cHL cases. The on-
cogenic potential of the SEC31A-JAK?2 fusion was de-
monstrated both in vitro in the mouse haematopoietic
IL3-dependent Ba/F3 cell line and in vivo in a murine
bone marrow transplant model. Although aberrant ex-
pression of various PTKs including JAK2 has already
been documented in cHL, our results indicate that at le-
ast in some cHL cases, this aberration can be driven by
a chromosomal translocation.

1757.

In search of clinical relevance of MIR155 host gene
upregulation in B-cell chronic lymphocytic leukemia
Stopka Tomas, Vargova Karina, Cuiik Nikola, Burda Pa-
vel, Savvulidi Filipp, PospiSil Vit, Berkova Adéla, Baso-
va Petra, Trnény Marek, Karban Josef, Obrtlikova Petra,
Necas Emanuel, Zavadil Jif{

(Pathological Physiology and Center of Experimental He-
matology, First Faculty of Medicine, Charles University
in Prague; First Medical Department - Hematology, Ge-
neral Faculty Hospital, Prague, Czech Republic)

Our study involves patients (NPTS=46) with chronic
B-lymphocytic leukemia (B-CLL) that all display ele-
vation of microRNA miR-155 (compared to normal B
cells), that represents as supported by others novel can-
didate pathogenic factor in B-CLL (Marton et al, 2008;
Wang et al, 2008). All patients in this study were ana-
lyzed for prognostic markers including expression of
CD38 and ZAP-70, IgVH mutation status and cytoge-
netics by FISH. We herein present evidence that MYB
is also overexpressed in B-CLL and positively regula-
te miR-155 levels. These data are supported by eviden-
ce indicating that transcription factor MYB (Myelob-
lastoma protein) is associated with lymphocytic deve-
lopment and its targets are involved in development of
B-cells (Lei et al, 2004). MYB physically associates
with the promoter of MIR155 host gene (MIR155HG,
also known as B-cell integration cluster) in B-CLL and
stimulates its transcription in reporter assay. The chro-
matin structure of MIR155HGp in B-CLL displays a sp-
reading of hyperacetylation of histone H3K9. Our data
support candidate mechanism in B-CLL that includes
MYB directly stimulating MIR155HGp coincident with
its epigenetic dysregulation. The data are documenting
clinical relevance of the novel pathogenic mechanism
within the B-CLL patient cohort and will be presented
in respect to their clinical outcome.
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1637.

The origin of 22q11 deletion and microRNA-650
expression in chronic lymphocytic leukemia (CLL)
Mraz Marek, Plevova Karla, Pavlova Sarka, Stano Kozu-
bik Katerina, Tichy Boris, Lochmanova Jana, Malcikova Jit-
ka, Borsky Marek, Verner Jan, Brychtova Yvona, Doubek
Michal, Trbusek Martin, Mayer Jiri, Pospisilova Sarka
(Center of Molecular Biology and Gene Therapy, Dept of
Internal Medicine — Hematooncology, Faculty of Medicine
MU and University Hospital Brno, Brno, Czech Rep.)

The use of array-CGH and SNP-arrays facilitated dis-
coveries of novel recurrent chromosomal abnormalities
present in CLL. Recently, Gunn et al (2009) described
a deletion of 22q11 in CLL, and defined the minimal de-
leted region as 0,34Mb (containing PRAME, ZNF280A,
ZNF280B).This locus encodes mentioned protein-coding
genes and lambda immunoglobulin light chain (IgL) sub-
genes. Interestingly, the subgenes of V2 family of IgL inc-
lude a miR-650 gene and its homologs, which overlay the-
ir leader exon. The expression of miRNAs was previous-
ly associated with immune functions (Vigorito,2007; Ko-
ralov,2008) and known prognostic markers in CLL (Ca-
1in,2005; Mraz,2009). We analyzed genomes of 40 CLL
patients using array-CGH (CGH Microarray 4x44K, Agi-
lent) and FISH (del13q14, del17p13, del11q23,+12). The
22ql1 rearrangements were characterized in detail by
PCR detection (BIOMED-2 protocol). The Real-Time
PCR (TagMan, ABI) was performed for protein-coding
genes and miR-650 located at 22q11. Using aCGH addi-
tional aberrations to FISH were found in 90% of samples
and among them, the deletions in 22q11 were observed
most often (ranging in size up to ~0,77Mb). Altogether,
38% of patients (15/40) had detectable deletion in this lo-
cus and according to our finding, all observed deletions
were a consequence of a VI rearrangement event, which
leads to an elimination of genes located between VJ ele-
ments. In our cohort, deletions of 22q11 containing pro-
tein-coding genes constituted only ~44% (n=7) and 56%
patients (n=8) harbored smaller deletions not involving
these genes. Surprisingly, the Real Time-PCR for miR-
650 reported higher expression of miR-650 in CLL cells
utilizing V2-8, V2-5, V2-14, V2-23 subgenes for IgL
(n=10) compared to samples utilizing different V lamb-
da family or expressing kappa Ig (n=30). We suggest that
the overlap between miR-650 and the leader exon of V2
IgL subgenes provides a mechanism for coordinated IgL-
miR-650 expression. To assess the target genes of miR-
650 we performed a microarray profiling (Human One-
Array) post transfection of CLL cells with a short RNA
mimicing miR-650. The transfection led to a significant
down-regulation of tens of mRNAs. Moreover, the pre-
dicted targets of miR-650 with highest score include EBF
and VPREBI1, whose expression is essential for immatu-
re phenotype of pre-B lymphocytes. The observation of
coordinate expression of IgL. and miR-650 has a potenti-
al great relevance for B cell biology. IGA MZCR
NS10439-3/2009,MUNI/A/1012/2009

1745.

Diverse asparagine synthetase expression in lymphoid
blasts is not relevant to the sensitivity

to L-Asparaginase

Hefmanova Ivana, Trka Jan, Starkova Jidlia
(CLIP-Childhood leukaemia investigation Prague; Klini-
ka détské hematologie a onkologie UK, 2. Iékarskd fa-
kulta, Praha)

Childhood ALL is treated with combined chemothe-
rapy, which includes the enzyme L-Asparaginase (L-
Asp). The cytotoxic effect of L-Asp consists in its abi-
lity to deplete extracellular asparagine and glutamine.
The sensitivity of primary ALL cells to this depletion is
traditionally explained by decreased activity of aspa-
ragine synthetase (ASNS). Although increased ASNS
level was indeed shown to be connected with L-Asp re-
sistance, the exact relationship between ASNS expres-
sion and L-Asp sensitivity has not been elucidated so
far. Glutamate dehydrogenase (GDH) is an enzyme ne-
cessary for glutamine synthesis. Microarray analysis
showed significantly lower expression of GDH gene in
primary TEL/AMLI[+] blasts in comparison with
TEL/AMLI1[-], which might lead to deficiency of glu-
tamine in these cells and consequently higher sensiti-
vity to L-Asp. The aim of this study was to pursue the
association of ASNS gene expression, protein level and
sensitivity to L-Asp in ALL cell lines and primary pa-
ediatric ALL samples. We also focused on the role of
GDH in the L-Asp mechanism of action. We showed
that ASNS protein levels reflected ASNS mRNA levels
and these correlated negatively with sensitivity to L-
Asp. UOCB6 as the most resistant cell line
(IC50=0.04U/ml) had the highest expression of ASNS
(normalized ASNS, nASNS=4.946), followed by
NALM6 (IC50=0.01U/ml; nASNS=1.8), REH
(IC50=0.6x10-4; nASNS=1.176) and RS4;11
(IC50=0.3x10-4; nASNS=0.024). Detection of protein
content in primary ALL blasts was thwarted by extre-
mely low ASNS expression compared to cell lines.
A gradual silencing of ASNS gene in REH cell line led
to gradual increase of L-Asp sensitivity till the level of
50%. Further knock-down did not influence the L-Asp
sensitivity. Accordingly, ASNS knock-down did not af-
fect L-Asp cytotoxicity in highly sensitive RS4;11 cell
line. We found lower GDH gene expression in primary
TEL/AMLI1[+] compared to TEL/AMLI1[-] leukaemi-
as (p=0.019). Silencing of GDH gene in TEL/AMLI1[+]
REH cell line increased L-Asp sensitivity. Our data de-
monstrate that in cells with very low ASNS expressi-
on, as shown in primary ALL blasts and L-Asp-sensiti-
ve cell line, the difference in ASNS levels does not af-
fect sensitivity to L-Asp. We identified GDH as a new
player in the response to cytotoxic effect of L-Asp.
Furthermore, we suggest a relationship between ASNS
and GDH based on our observations of increased GDH
expression in cells with silenced ASNS gene. Support:
GAUK92710, MSM0021620813.
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1744.

Adaptor protein NTAL enhances proximal signalling
and potentiates corticosteroid induced apoptosis

in T-ALL

Svojgr Karel, Kalina Tomas, Brdicka Tomas, Kacerova Te-
reza, Stary Jan, Zuna Jan

(CLIP, Dept. of Paediatric Haematology and Oncology,
2nd Medical School, Charles University, Prague, Czech
Republic; Institute of Molecular Genetics, Academy of Sci-
ences, Czech Republic; Dept. of Paediatric Haematology
and Oncology, 2nd Medical School, Charles University,
Prague, Czech Republic)

Aim: Signalling from pre T-cell receptor (TCR) is im-
portant in T-lineage acute lymphoblastic leukaemia (T-
ALL) development. LAT is transmembrane adaptor pro-
tein essential for signal transmission from TCR. NTAL,
an analogue of LAT lacking a binding site for PCKgam-
ma, is not expressed in healthy T lymphocytes. We ana-
lysed impact of NTAL and LAT expression on biology
and treatment response in T-ALL. Materials and Met-
hods: Levels of NTAL and LAT expression in diagnos-
tic bone marrow samples of 39 paediatric patients with
T-ALL were analysed using RQ-RT-PCR. T-ALL Jur-
kat cell line expressing no NTAL (Jurkat/wt) and deri-
vative Jurkat cell line transfected with NTAL construct
(Jurkat/NTAL+) were used for in-vitro experiments. To
analyse effect of corticosteroid treatment we used met-
hylprednisolone at ImM concentration. Moreover, we
stimulated TCR signalling using C305 IgM antibody.
Apoptosis rate, phosphorylation status and expression
level of key signalling molecules were assessed by flow
cytometry and RQ-RT-PCR. Results: Patients, respon-
ding favourably to prednisone pre-treatment express
higher levels of NTAL than patients responding unfa-
vourably (p=0.028); LAT expression is stable (p>0.9).
The same effect was confirmed in in-vitro experiment
- after 48 hours of methylprednisolone treatment the
percentage of surviving Jurkat/NTAL+ vs. Jurkat/wt
cells was 11% vs. 31% (p<0.05). After TCR stimulati-
on, Jurkat/NTAL+ cells show significantly higher levels
of ERK phosphorylation compared to Jurkat/wt (medi-
an 1.5 fold) while phosphorylation status of p38 and
JNK does not differ. Moreover, after TCR stimulation
Jurkat/NTAL+ cells show higher levels of activation
(assessed by CD69 levels: 70% vs. 60%, p<0.05) and
apoptosis (21% vs. 47% surviving cells, p<0.05). The
apoptosis is triggered by mechanisms other than via ac-
tivation of FAS or FASL as expression of these prote-
ins are stable. Conclusions: We conclude that NTAL is
a tumour suppressor enhancing proximal signalling of
lymphocytes and sensitising leukemic T-cells to corti-
costeroid induced apoptosis. Supported by MSMT NPV
2B06064 and MSMT VZ MSMO0021620813

1764.

Unique monocytic transdifferentiation during the
ALL treatment in a subgroup of BCP ALL patients
with aberrant expression CD2 (LFA-2)

Mejstiikova Ester, Slamova Lucie, Fronikova Eva, MuZzi-
kova Katefina, Vodickova Elena, Zuna Jan, Bourquin Je-
an-Pierre, Marschalek Rolf, Zemanova Zuzana, van Delft
Frederik, Kalina Tomas, FiSer Karel, SmiSek Petr, Vota-
va Tomas, Trka Jan, Stary Jan, Hru$dk Ondiej

(Klinika détské hematologie a onkologie LF2 UK a FN
Motol, Praha; Oddéleni klinické hematologie FN Motol,
Praha; Division of pediatric Oncology, Zurich, Switzer-
land; Johann Goethe Universitat, Frankfurt am Main,
Germany; Ustav klinické biochemie a laboratorni dia-
gnostiky, I LF UK a VFN, Praha; Institute of Cancer Re-
search, London, UK)

BACKGROUND. Models of human hematopoiesis as-
sume either early separation of myeloid and lymphoid li-
neage or common lymphoid-myeloid progenitors. Bipo-
tential B-macrophage progenitor was identified in human
bone marrow. Case reports demonstrated simultaneous
presence of B cell malignant clone and histiocytic/dend-
ritic cell sarcoma with identical Ig-TCR rearrangements.
RESULTS. We originally noticed rare subset of patients
(n=6/713 BCP-ALL) with significant immuno-phenoty-
pic changes towards monocytic lineage at days 8-33 (es-
pecially increase of CD14 and CD33). Remarkably, the-
se patients typically had monocytosis by morphology
and/or by cytometry (FC) during prednisone prephase but
not at diagnosis. We performed FACSsorting experiments
and searched for leukemia-specific Ig-TCR rearrange-
ments among monocytes at d§ to 33. All 8 sorted mature
monocytes contained Ig-TCR rearrangements identical to
diagnostic sample. One patient developed secondary mo-
nocytic AML after 6 months of ALL therapy; retrospec-
tively, however, secondary blasts contained identical Ig-
TCR rearrangements compared to diagnosis. Therefore,
these monocyte-like cells represented switched ALL
blasts. Interestingly 5/6 of cases expressed CD2. We stu-
died complex monocyte-like features in prospective 8-co-
lor cytometric study evaluating simultaneously B cell and
monocytic maturation pathway. Among 78 patients, fre-
quency of B/monocytic intermediary cells at day 8 signi-
ficantly correlated with CD2pos (p=0.0015). Thus, CD2
heralds monocytic transdifferation, which may remain
subtle or in 14% of CD2pos cases (6/44) results in major
monocytosis or secondary leukemia. All patients with
transdifferentiation pattern during therapy and CD2pos
had germline MLL and DNA index equal to 1, no patient
had FLT3/ITD, BCR-ABL, E2A-PBX or TEL-AML. So
far we did not identified using SNP arrays common ge-
netic lesion for all patients except for CDKN2A deletion
in 5/9 cases, 3/9 cases showed IKZF1 gene loss and/or al-
tered gene expression. CONCLUSION. We identified sig-
nificant correlation of aberrant CD2 and ability of blasts
to transdifferentiate into monocytic cells with complete loss
of B cell markers during induction therapy. Supported
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Narodni hemofilicky program (20°)
Penka Miroslav (Brno)

Trombofilni stavy — nové aspekty (20")
Dulicek Petr (Hradec Krdlové)

Nova antitrombotika — souc¢asnost a budoucnost (207)
Kréova Véra (Olomouc)

Splenektomie u détskych pacientii s imunitni
trombocytopenickou purpurou (20°)

PospiSilova D, Ptoszkovd H, Hrstkovda H, SmiSek P,
Sulovska L, Prochazkova D. (Olomouc)

MNOHOCETNY MYELOM 1I.

1706.

Nové a ,,staronové* 1éCebné strategie v 1éché
mnohocetného myelomu v roce 2010

Hdijek Roman

(Interni hemato-onkologickd klinika, FN, Brno)

Pres vyznamny pokrok v 1é¢bé je mnohocetny mye-
lom povazovdén za stdle nevylécitelné onemocnéni. Pro-
to je lé¢ba indikovdna jen u pacientd se symptomatic-
kym mnohocetnym myelomem. V 1é¢bé je pouZzivan né-
ktery z vysoce u¢innych 1éka (thalidomid, bortezomib
a lenalidomid) kombinovany nejméné s glukokortikoi-
dy a alkyla¢nim cytostatikem (melfalan, cyklofosfa-
mid), v fad€ rezimi i s dal$imi cytostatiky, antracykli-
ny a novymi léky. Autologni transplantace patii stédle
mezi standardni vysoce Gc¢inné postupy, zatimco alo-
genni transplantace patif stdle mezi postupy doporuce-
né ke zkouseni v ramci klinickych studii, pfipadné u vy-
soce rizikovych nemocnych v relapsu nebo progresi po
predchozim zklidnéni onemocnéni indukéni 1écbou.
V tomto sdéleni stru¢né shrnujeme soucasné moderni
postupy, které by ddle mohly posunout vySe uvedené
standardni postupy a dlouhodobé lécebné vysledky
u mnohocetného myelomu.

1789.

Monoterapie nizkodavkovanym thalidomidem - moz-
nost indukéni 1écby mnohocetného myelomu u seniora
Maisnar Vladimir, Machalkova Katefina, Radocha Jakub,
Siroky Oldfich, Maly Jaroslav

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

Uvod: Thalidomid je jednim z ,,novych 1éki mno-
hocetného myelomu (MM). Jeho imunomodulaéni ak-
tivita a fada dal$ich u¢inkt byla prokdzana jako efek-
tivni v 1écbé pokrocilého a refrakterntho onemocnéni,
od po&atku roku 2008 bylo v Ceské republice schvile-
no jeho pouzivani i v rdmci primoterapie. Lécba MM
ve skupiné nemocnych starsich 75 let asto predstavu-
je problém dany Spatnym status performance, cetnymi
komorbiditami a dalS§imi limitacemi pouZziti systémo-
vé chemoterapie. Cilem nasi prezentace je upozornit na
mozné vyuziti monoterapie thalidomidem v této indi-
kaci. Pacienti a metody: V roce 2007 jsme publikova-
li vysledky retrospektivni studie zaméfené na efektivi-
tu monoterapie nizkodavkovanym thalidomidem u ne-
mocnych s relabujicim MM (Eur J Haematol 2007; 79:
305-309). Velmi dobré zkuSenosti s timto postupem nas
v minulych letech vedli k jeho vyuziti i v rdmci pri-
moterapie MM u nemocnych, kde z riznych diivodi ne-
bylo mozné pouzit standardni 1écbu (Spatny PS ve 47%,
toxicita Melphalanu s Prednisonem ve 20% piipadi)
anebo byla neudcinnd (rezistence na MP ve 33% pfipa-
di). Celkem byla monoterapie thalidomidem podana 15
nemocnym (7 muzdm a 8 Zendm) s medidnem véku 77
let (rozmezi 71-85 let). U 14 (93%) nemocnych byla
pouzita ddvka 100mg thalidomidu denné, u jednoho ne-
mocného pak 1x 100mg ob den. Median délky poda-
vani byl 10 mésict (rozmez{ 2-37 mé&sicti). Vysledky:
Efekt 1écby byl hodnotitelny u 14 (93%) nemocnych.
Lécebn4 odpovéd typu PR a lepsi (ORR) byla zazna-
mendna u 4 (29%) nemocnych (1x VGPR a 3x PR),
u jednoho nemocného bylo dosazeno MR (tj. OBR
36%). U 4 nemocnych byla 1é¢ebnd odpovéd vyhod-
nocena jako stabilni onemocnéni a u 5 nemocnych do-
§lo v priabéhu 1é¢by k dals{ progresi onemocnéni. Di-
lezité je pozorovani, Ze u 4 nemocnych, kteff na 1écbu
reagovali, pretrvdaval 1écebny efekt dlouhodobé — u 3
z nich dosud po 30, 32 resp. 60 mésicich sledovani ne-
doslo k progresi, jedna nemocnd zemfela bez souvis-
losti s MM, v dobé& umrt{ byla v remisi jiz 50 mésicu.
Z nezadoucich d¢inkd byla v popfedi periferni neuro-
patie, kterd byla zaznamendna celkem u 3 (20%) ne-
mocnych po 8, 31 resp. 34 mésicich 1écby thalidomi-
dem. Zavér: Monoterapie thalidomidem podle nds pred-
stavuje zajimavou léCebnou alternativu u nemocnych,
kde z riznych divodi nelze standardni 1é¢ebny postup
vyuZzit nebo je neucinny. Lécebny efekt se bohuzel
nedd dopredu odhadnout, nicméné, pokud se dostavi,
vétsinou trvd dlouhodobé. Minimdln{ toxicita nizkodav-
kovaného thalidomidu umoziuje jeho dlouhodobé po-
davani.
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1746.

Bortezomib v 1é¢bé mnohocetného myelomu

v Ceské republice

Starostka David, Walterova Lenka, Wrobel Marek, Gu-
mulec Jaromir, Adamova Dagmar, Kessler Petr, Ober-
nauerovd Jarmila, Gregora EvZen, épiéka Ivan, Schiit-
zovéa Miroslava, S¢udla Vlastimil, Maisnar Vladimir,
Héjek Roman

(0dd. klin. hematologie, NsP, Haviiov; Odd. klinické
hematologie, Krajskd nemocnice, Liberec; Onkologic-
ké centrum J.G. Mendela, Novy Jicin; Ustav klinické
hematologie, FN, Ostrava; Hematologicko-transfiizni
odd., Slezskd nemocnice, Opava; Oddéleni hematolo-
gie a transfuziologie, Pelhiimov; Hematologicko-trans-
Sfuizni odd., SZZ Klaudidnova nem., Mladd Boleslav; Od-
déleni klinické hematologie, FN Krdlovské Vinohrady,
Praha; Interni klinika, VFN, Praha; Hematologicko-on-
kologické oddelent, FN, Plzer, I11. Interni klinika, FN,
Olomouc; II. interni klinika - Oddéleni klinické hema-
tologie, FN a LF UK, Hradec Krdlové; Interni hema-
toonkologickd klinika, FN a LF MU, Brno)

Bortezomib, mé jedine¢ny mechanismus ucinku, kte-
1y je zprostfedkovén inhibici proteasomu. K jeho urych-
lenému schvdéleni pro 1é¢bu mnohocetného myelomu
prostfednictvim FDA a EMEA vedly vyborné vysled-
ky studif fize II.a III. V Ceské republice se zacal bor-
tezomib pouzivat od roku 2005. Jeho mimorfadny pii-
nos v klinické praxi je dan nejvétSim poctem dosaze-
nych kompletnich remisi, velmi rychlym ndstupem
ucinku a druhotné zjiSténym profylaktickym tdc¢inkem
proti trombembolické nemoci. Vyhodou rezZimi na ba-
zi bortezomibu je skutecnost, Ze jeho farmakokinetika
neni signifikantné zavisla na funkci ledvin a je tudiz
idedlnim lékem u nemocnych s rendlnim selhanim. Bor-
tezomib je indikovany jak v primolécbé tak relapsu one-
mocnéni, Ghrada je viak v CR celoplo§né povolena do-
posud jen pro relaps onemocnéni. V Ceské republice
byla moZnost pouZziti bortezomibu v 1écbé nemocnych
roz§itena v roce 2009 ze 6 na 13 center. Regiondlni he-
matologickd centra sbirala prvni zkusenosti s 1é¢bou,
spravnym vyhodnocenim nezddoucich d¢inkt a opti-
malni redukci davky. V regiondlnich centrech bylo bor-
tezomibem v roce 2009 1é¢eno celkem 56 nemocnych,
z toho 76,8 % (43) v indikaci relapsu a 23,2 % (13) v in-
dikaci nové diagnézy. V pripravované analyze bude
zhodnocen soubor nemocnych 1é¢enych v regionalnich
centrech a vysledky budou porovnény s vysledky refe-
rencnich center, které maji zkuSenosti s 1é¢bou bortezo-
mibem jiz viceletou. Analyza je provedena v rdmci opti-
malizace pouZiti rezimd na bazi bortezomibu v Ceské
republice organizované Ceskou myelomovou skupinou

1655.

Efektivita kombinovanych rezimi s thalidomidem

a bortezomibem u 146 pacientd s prvnim relapsem
mnohocetného myelomu

Krej¢i Marta, Adam Zden¢k, Ktivanova Andrea, Pour Lu-
dék, Zahradova Lenka, Mayer Jifi, Hijek Roman
(IHOK, FN, Brno)

Uvod: Nové Iéky, ke kterym patii napiiklad imuno-
modulacni latky a inhibitory proteasomu, se staly
dilezitou soucdsti terapie mnohocetného myelomu
(MM). Cilem sdéleni je popsat efektivitu kombinova-
né terapie s thalidomidem a s bortezomibem u 146
pacientd (pac.) s prvnim relapsem MM a zhodnotit je-
ji d¢innost. Metody: Klinickd stddia dle Durie-Salmo-
na pri zahdjeni 1écby 1. relapsu byla zastoupena nésle-
dovné: III — 81% (119/146) pac., Il — 17 % (26/146)
pac., I — 1% (1/146) pac.; klinickd stadia dle ISS:
1 - 44 % (64/142) pac., 2- 31 % (44/142) pac.,3 - 24 %
(34/142) pac. Rendlni insuficience byla pfitomna
u 14 % (19/146) pac., medidn veéku byl 63 let (rozpéti
33-84). Rezimy s thalidomidem (T) byly pouzity u 99
pac., T+akyla¢ni latka+dexamethason u 86 % (86/99)
pac., T+dexamethason u 5 % pac., samotny T u 8 % pac.
Denni davka T byla 100-200 mg. ReZimy s bortezomi-
bem (B) byly pouzity u 47 pac., B+alkyla¢ni latka+de-
xamethason u 42 % (20/47) pac., B+alkyla¢ni latka
u45 % (21/47) pac., samotny B u 13 % (6/47) pac.. Bor-
tezomib byl poddvan ve standardni ddvce 1,3 mg/m?
den 1,4,8,15. Lécebny cyklus se opakoval po 21-28
dnech do maxima 8 cykld nebo do progrese. Medidn
1é¢ebnych cykli s T a B byl 5 (rozpéti 1-8). Mezi paci-
enty léCenymi rezimy s T a B nebyly statisticky
vyznamné rozdily v zdkladnich klinickych parametrech,
jako jsou vek, klinicka stddia dle DS a ISS, typu M-pro-
teinu a pfitomnosti rendl. insuficience, rovnéz 1écba
prvni linie byla srovnatelnd, nebyly v ni pouZzité nové
1éky. Vysledky: Celkovd 1é¢ebnd odpovéd (ORR) ve
skupiné s T rezimy byla 56 % (52/93), 12 % (11/93)
pac. dosdhlo CR, 20 % (19/93) pac. VGPR, 24 %
(22/93) pac. PR, 6% (6/93) pac. MR nebo SD a 38 %
(35/93) pac. mélo progresi MM. Median doby do progre-
se (TTP) od zah4jeni Iécby relapsu byl 15,1 mésice, me-
dian celkového preziti (OS) 30,5 mésice. Celkova léCeb-
nd odpovéd (ORR) ve skupiné s B reZimy byla 45 %
(17/38),5% (2/38) pac. dosdhlo CR, 16 % (6/38) pac.
VGPR, 24 % (9/38) pac. PR, 18 % (7/38)pac. MR nebo
SD a 37 % (14/38) pac. mélo progresi MM. Median TTP
od zahdjeni 1écby relapsu byl 14,5 mésice, median OS
34 4 mésice. Zavér: Kombinované rezZimy s thalidomidem
a s bortezomibem jsou efektivni v terapii prvniho relap-
su MM s ORR 45-56 %. Medidny TTP a OS jsou podob-
né pro obé lécebné skupiny. Nezanedbatelna ¢ast pacien-
tt (37-38 %) ma vsak pii této 1é¢bé progresi a dalsi
optimalizace 1é¢ebné strategie pro relaps onemocnéni
je nezbytnd. Prace byla podpofena projektem
MUNI/A/1012/2009.
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1785.

Pouziti G-CSF u nemocnych s mnohocetnym
myelomem lé¢enych lenalidomidem

Sandecka Viera, Maisnar Vladimir, Gregora EvZen, Pav-
li¢ek Pavel, S¢udla Vlastimil, Minafik Jifi, Schiitzova Mi-
roslava, gpiéka Ivan, Straub Jan, Zahradova Lenka, Ha-
jek Roman

(Interni hematoonkologickd klinika, FN, Bohunice, Brno,
Oddéleni klinické hematologie, Hradec Krdlové; Odde-
leni klinické hematologie, FN Krdlovské Vinohrady, Pra-
ha, II1. Interni klinika, FN, Olomouc; Hematologické od-
déleni, FN, Plzen; 1. Interni klinika, VFN, Praha)

Uvod: Lenalidomid patii mezi vysoce t¢inné Iéky-
imunomodulaéni latky zndmé jako IMIDy, latky struk-
turou piibuzné thalidomidu. U nemocnych s mnohocet-
nym myelomem (MM) byla v klinickych studiich pro-
kazéana vysokd tcinnost tohoto léku v primolécbé i u re-
labovanych nemocnych. Na rozdil od thalidomidu
a bortezomibu 1€k nezptisobuje neuropatii. Limitujici
toxicitou je hematologicka toxicita, zvlasté pak myelo-
1é¢by pomoci ristového faktoru G-CSF pii reZimech
s lenalidomidem u nemocnych s MM relabujicim ¢i re-
frakternim na predchozi poddvanou 1écbu v Sesti refe-
renénich centrech CMG v Ceské republice (Brno, Hra-
dec Kralové, Olomouc, Plzen, Praha VFN a FN KV).
Metodika a soubor pacientii: V letech 2008-2009 byly
znamé udaje o spotfebé G- CSF u 160 ze 174 1éCenych
nemocnych s MM v CR. Zakladni charakteristika sou-
boru jsou uvedené v tabulce. Nemocni byli 1éCen{
v 57,5% (100/174) dvojkombinaci (nejcastéji lenali-
domid s dexametazonem) nebo v 42,5% trojkombina-
cf (nejCastéji rezimem lenalidomid s dexametazonem
a adriamycinem). Ristovy faktor G-CSF (Neupogen
300 ug nebo 480 ug) byl poddvan pfi myelotoxicité st.
> 2. Vysledky: Celkem u 49% (79/160) nemocnych byl
v pribéhu 1é¢by indikovany a pouzity G-CSF. Praimér
injekci podany u jednoho nemocného byl 9,87 a pri-

Celkovy podet pacientu 174
Podet predchoz ich linin
1 2 (6.%%%)
2 42 24.1%)
3 63 (36.2%%)
4 30 17.2%)
5 14 3.0%%)
[ 7 (4.0%0)
7 § (3.4%)
Pocet predchoz ich linii
p-ﬁm'ir (SD) 32(L.4)
median 30
minmax 1.6-7.0
Lécba
Bortezomib 132(87 4%)
Thalidomid 143 (822%)
Lenalidomid 8 (3.4%)
| iadné nove Eky* v predchorilecbé 2 (3.2%)
Refim Ecby
dvojkombinace 100 (57 3%)
trojkombinace T4 @32.5%)

mérnd davka spotfebovand u jednoho nemocného byla
5982 ug. Je nutné zduraznit, Ze data nejsou koneéna,
nebot’ jen 51% nemocnych v hodnoceném souboru jiz
ukoncilo 1écbu rezimem na bazi lenalidomidu. Rozbor
hematologické toxicity a taktiky 1écby s vyuZzitim pod-
plrné 1é¢by pro udrzeni uc¢inné davky lenalidomidu bu-
de soucdsti prezentace. Zavér: Lenalidomid je mimo-
fadné ucinny a dobfe tolerovany 1€k pouzivany v 1éc-
bé mnohocetného myelomu. Nejvaznéjsim nezadoucim
ucinkem je hematologicka toxicita, zvlasté myelosup-
rese. Pouziti G-CSF patf{ mezi standardni podptirnd
a v nékterych pfipadech profylaktickd opatfeni, kterd
umozni bezpec¢néjsi pouziti lenalidomidu a rovnéz tak
udrzeni davky a pokracovani v 1écbé bez preruSeni.
To je podstatné pro rychlé zklidnéni onemocnéni. U vy-
znamné predlécenych nemocnych pouzivdme rutinné
G-CSF asi u poloviny nemocnych pfi 1é¢bé lenalidomi-
dem.

1714.

Lécba AL-amyloido6zy - retrospektivni analyza ze dvou
moravskych pracovist’

Adam Zden&k, Pika Tom4s, S¢udla Vlastimil, Pour Lu-
dék, Krej¢i Marta, Zahradova Lenka, Minarik Jifi, Sz-
turz Petr, Hdjek Roman

(Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno;
I1l. int. klinika LF UP a FN, Olomouc)

Od roku 2000 jsme celkem 1é¢ili 32 pacientd s de-
pozity lehkych fetézcl ve formé AL-amyloidézy, a 2 pa-
cienty s depozity lehkych fetézct ve formé amorfnich
hmot. Dle histologie kostni diené byla plazmaceluldr-
ni proliferaci zaklasifikovdna ve 12 pfipadech jako
mnohocetny myelom a ve 22 pfipadech jako primarn{
systémovd AL-amyloidéza. Median véku pfi stanoveni
diagnézy byl 63 (34-91) let. Amyloid zpUsobil: nefro-
ticky syndrom u 22 (68 %), rendlni insuficienciu 7 (22 %),
kardiomyopatii u 11 (34 %), hepatosplenomegalii u 3
(9 %), manifestni koagulopatii u 2 (12 %), periorbital-
ni hematomy 2 (6 %), klinicky zdvaznou visceralni a so-
matickou neuropatii u 3 (6 %), makroglosii u 2 nemoc-
nych. Lécba obsahujici dexametazon v kombinaci s ad-
riamycinem (VAD), nebo s cyklofosfamidem (CAD,
CD, nebo s melfalanem - MD) byla pouzita u 24 osob.
U 4 z nich pak zakoncena vysokoddvkovanou chemo-
terapif a v téchto 4 pfipadech bylo dosazeno hematolo-
gické a orgdnové CR s trvanim remise 113+, 87+, 50,
45+ mésicu. U zbyvajicich 20 pacientid 1é¢enych dexa-
metazonovymi rezimy s alkylacni latkou ¢i adriamyci-
nem dosdhlo 7 hematol. CR a VGPR, ve 2 pripadech
s kompletni orgdnovou lé¢ebnou odpovédi a ve 5 pri-
padech s parcidlni orgdnovou odpovédi. U dalSich 7 pa-
cientti byla dosaZena hematol. PR bez organové 1é¢eb-
né odpovédi. Kombinace thalidomidu, dexametazonu
a cyklofosfamidu (CTD) byla pouZita u 8 pacientti. Dva
z téchto pacientti nedokon¢ili ani dva cykly (1x nezvla-
datelnd obstipace, 1x exitus). Celkem 6 pacientil absol-
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vovalo nejméné 4 cykly této 1écby, 2x bylo dosazeno
hemat. CR a 3x PR. Lécba kombinaci s bortezomibem
byla pouZita ve 4 pripadech a u vSech byla dosazena he-
matol. CR a v jednom pfipadé odstup od 1écby dovolu-
je vyhodnotit také organovou lé&ebnou odpovéd jako
CR. Celkem 14 pacientl zemfelo s medidm pfeziti 6
mésich (1-33), zatimco 18 pacientti Zije s medidnem sle-
dovani 30 mésict (7-124). Vice nez 5 let ziji 4 (12 %)
pacienti. Zavér: Pacienti s AL-amyloidézou prichazeji
Casto se znacnym poskozenim organismu, kdy toleran-
ce 1éCby je nizka a kiehci nemocni umiraji diive, nez se
miiZe dostavit efekt 1é¢by. Casné stanoveni diagnézy
umozni podavat agresivni 1écbu s vySsi pravdépodob-
nosti dosazeni hematologické CR, protoZe pouze pfi do-
sazeni hematol. CR je nadéje na pozd¢;jsi organovou lé-
¢ebnou odpovéd a tedy i na zlepSent kvality Zivota a do-
sazeni dlouhodobéjsiho preziti. Klicova slova: AL-amy-
loidéza Podpofeno projektem MUNI/A /1012/2009

1696.

Vysledky alogennich transplantaci krvetvornych
bunék u pacientii s mnohocetnym myelomem

— zkuSenost centra.

Vokurka Samuel, Koza Vladimir, Jindra Pavel, Karas Mi-
chal, Steinerova Katefina, Lysdk Daniel, Schiitzova Mi-
roslava, Svoboda Tomas, Vozobulova Véra, Svojgrova
Maija, Mohammadova Lekaa, Jungova Alexandra, Hrabé-
tova Marcela

(Hematologicko-onkologické odd. Fakultni nemocnice,
Plzern)

Uvod: Vyznam alogennich transplantaci krvetvornych
bunék (SCT) u pacientd s mnohocetnym myelomem je
s ohledem na vysokou mortalitu, morbiditu a zatiZeni
potransplantacnimi relapsy velmi diskutabilni otdzkou.
Alogenni SCT vsak soucasné predstavuje lécbu s kura-
tivnim potencidlem. Cil: ovéfeni vysledkti aloSCT u pa-
cientd s mnohocetnym myelomem. Metodika: retrospek-
tivni analyza jednoho centra, statistika GraphPad InStat
- Statistica Software, Kaplan-Meier, log-rank test. Sou-
bor: n=18, vék 52 (39-63) let, 4x transplantace proto-
kol Bu/CY2 v 1997-2002, 14x protokol FLU/MEL
v 2001-2008, pribuzensky dédrce 55%, doba od diagno-
zy do SCT 2,1 (0,5-9) let, nepfizniva genetika 62%, po-
Cet predchozich sérii chemoterapie vcetné autologni
SCT 4 (1-7). Vysledky: medidn doby sledovani od SCT
50 (11-61) mésica. Protokol Bu/CY2 (n=4) mortalita
100% s medidgnem OS 3 (1-6) mésice. Protokol
FLU/MEL (n=14) 93% léc¢ebnych odpovédi, 43% kom-
pletnich remisi, transplanta¢ni mortalita 21%, non-re-
laps mortalita 43%, pravdépodobnost dvouletého a Ctyt-
letého preziti bez relapsu a progrese (PFS) 34% a 17%
a pravdépodobnosti preziti pét let (OS) po transplanta-
ci 47%, akutni GVHD 29%, chronickda GVHD 46%.
U vsech pacientti s relapsem (3x) nebo progresi (5x) po
SCT byla zahdjena dalsi 1é¢ba zahrnujici thalidomid ne-
bo bortezomib. Zavér: Nase vysledky odpovidaji zkuSe-

nostem publikovanym v dostupné literatufe. Protokol
FLU/MEL lze povazovat za t¢innou predtransplantani
pripravu. Prospéch z alogenni SCT lze spiSe ocekavat
u pacientd s minimdlni nadorovou zatézi a bez vétsiho
predléceni. Provedeni alogenni SCT by mélo byt zvazo-
véano u mladych pacientti s nedostate¢nou nebo ¢asné se-
lhavajici odpovédi na moderni 1é¢ebné protokoly obzvlas-
té v pripadé dostupnosti HLA identického sourozence.
U vétsiny pacientl 1ze ocekévat relaps myelomu, nicmé-
né je moznost dalsi uspésné 1écby modernimi Iéky. Vyz-
vou je vyuzit potencidl alogenni SCT a imunomodula¢ni
efekt bortezomibu, thalidomidu nebo lenalidomidu.

CML/MYELOPROLIFERACE

1839.

Registr nemocnych s esencidlni trombocytémii

a jinymi myeloproliferacemi s trombocytémii lécenych
Anagrelidem k prvnimu ¢tvrtleti roku 2010

Penka Miroslav, Schwarz Jifi, Ovesna Petra, Indrak Ka-
rel, Doubek Michael, Dulicek Petr, PospiSilovda Dagmar
(Oddélent klinické hematologie Fakultni nemocnice, Br-
no; Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Insti-
tut biostatiky a analyz Masarykovy univerzity, Brno; He-
mato-onkologickd klinika FN, Olomouc; Interni hemato-
onkologickd klinika LF MU a FN, Brno; Oddeélent kli-
nické hematologie II. interni kliniky LFF UK a FN, Hra-
dec Krdlové; Détskd klinika FN, Olomouc; Ceskd pracov-
ni skupina pro myeloproliferativni choroby)

Uvod: anagrelid je v CR pouzivan dle doporuceni Ces-
ké pracovni skupiny pro myeloproliferativni choroby
k 1é¢bé trombocytémie provazejici chronické myelopro-
liferace — predevsim esencidlni trombocytémii a opako-
vané byly jiz také prezentovany vystupy z Registru ne-
mocnych lé¢enych Anagrelidem®, naposledy vloni (Vniti-
ni Iékarstvi. 2009; 55/11: I- XII). Metodika: zminény re-
gistr je veden od r. 2005 a od pocétku je jeho cilem sta-
noveni podrobného klinického a laboratorniho profilu ne-
mocnych. Béhem svého uzivani doznava struktura Regist-
ru vyznamnych zmén, které reaguji na vystupy ziskdva-
né z kazdé dosavadni analyzy dat. Také vyplnénost data-
baze se rok od roku zvysuje a v nékterych polozkach do-
sahuje az 97 %. Doba sledovani u nejdéle sledovanych
nemocnych ¢ini 72 mésict. Vysledky a diskuse: V data-
bazi Registru jsou k dubnu 2010 tdaje o 717 nemocnych.
Z toho bylo hodnoceno 672 nemocnych s diagnézou chro-
nické Ph negativni myeloproliferativni choroby. Leto$n{
analyze byli podrobeni pouze nemocni s esencidlni trom-
bocytémii, polycytemia vera a primarni myelofibrézou.
Jednd se 0 418 Zen a 254 muzi s vékovym medidnem 50
let. Na rozdil od prvnich let predstavuji 2/3 souboru sle-
dovanych nepredléceni nemocni, cozZ znamena, Ze se pa-
cienti dostavaji brzy na specializovana pracovisté. Cas-
téji se také setkdvame s kombinovanou lécbou Anagreli-
dem® a to zejména u star§ich nemocnych. Ze sledovanych
rizikovych parametrd pfedchorobi nartista vyskyt hyper-
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tenze, z laboratornich ukazateld se JAK2 mutace zjistuje
u cca poloviny nemocnych a zatimco néjakou formu
trombotické diatézy zjistujeme v anamnéze u 7 — 10 %
nemocnych, pak s krvdcenim se setkdvdame u 1 — 5 % za-
registrovanych pacientd. Oproti pfedchozim lettim se jed-
nd o pokles, coz je velmi pravdépodobné dano rychlejsim
zachytem nemocnych v bezpfiznakovém obdobi. Z hle-
diska 1é¢by dosahujeme u sledovanych nemocnych ry-
chlé odpovédi, presto do roka nedosahuje odpovédi 16.3
% pacientt. Ddvka Anagrelidem® se sice zvySuje, ale
ani v této skupiné nepresahuje v priméru 2.38 mg na
24 hodin. Ke komplikacim dochdzi v prvnim roce 1éc-
by u 6.2 % nemocnych, z toho k trombotickym piiho-
dam v cca 2.5 %, zatimco k (malym) krvacivym proje-
vim ve 4 % piipadl. Zavér: Z udaji vyplyvd, Ze stdle
nedosahujeme v ro¢nim horizontu u urcitého procenta
nemocnych l1écebné odpovédi. I presto, zZe vysledky pé-
¢e v analyzovanych tudajich vyznivaji rok od roku pfiz-
nivéji, pretrvavaji rezervy v intenzifikaci 1é¢by, které
Registr pomaha odhalit.

1729.

Vzt’'ah genetickych mutécii a morfolégie kostnej
drene pacientov s myeloproliferativnymi neoplaziami
Marcinek Juraj, Burjanivova Tatiana, Balhdrek Tomas,
Szépe Peter, Plank Lukas

(Ustav patologickej anatémie a Konzultacné centrum he-
matopatoldgie Jesseniovej lekdrskej fakulty Univerzity Ko-
menského, Martin; Ustav molekuldrnej biologie Jessenio-
vej lekdrskej fakulty Univerzity Komenského, Martin)

UVOD: Diagnostika myeloproliferativnych neoplézif
(MPN) je zaloZena na koreldcii morfoldgie kostnej dre-
ne (KD), klinicko-laboratérnych tudajov a vysledkov ge-
netickych analyz. Pri MPN najéastejSie nachddzame mu-
taciu JAK2V617F, postihujicu takmer vSetky pripady
pravej polycytémie (PV) a 50-60% pacientov s primar-
nou myelofibrézou (PMF) a esencidlnou trombocytémi-
ou (ET). Pri MPN nachddzame aj mutdcie TET2 génu,
resp. mutdcie exénu 12 u pacientov s PV a mutécie trom-
bopoetinového receptoru u pacientov s PMF a ET. Ich
dokaz je sicastou dg. kritérii MPN, aj ked v bliZSej sub-
typizécii tychto ochoreni hrd hlavnd tlohu bioptické vy-
Setrenie KD. V nasej praci sme korelovali pritomnost’ ni-
ektorych tychto muticii s morfolégiou KD. METODY:
Stubor pozostaval zo 64 pripadov klinicky potvrdenej PV
resp. ET a 70 pripadov PMF. Morfolégia KD bola analy-
zovana semikvantitativne so zameranim na hodnotenie
morfologickych znakov klIicovych pre diferencidlnu di-
agnostiku MPN. Mutdcia JAK2V617F bola analyzovand
metddou alelovo-$pecifickej PCR z DNA izolovanej z pa-
rafinovych blokov KD, mutdcie exénu 12 aj sekvenacnou
analyzou. VYSLEDKY: Morfolégia KD vi¢Siny pripa-
dov zodpovedala klinicky stanovenej dg. MPN, casto
s primesou malo pocetnych atypickych morfologickych
znakov, spochybnujucich klinicky stanoveny typ MPN.
V Casti pripadov zavaznost’ tychto atypickych znakov fa-

vorizovala iné MPN. JAK2V617F sme potvrdili u 94%
pacientov s PV, 64% pacientov s ET a v 73% pripadov
PMF (doteraz analyzovanych 62 pacientov). V pripadoch
ET a PMF sme nezaznamenali zreteI'né rozdiely v mor-
folégii KD vzhl'adom na pritomnost JAK2V617F. 2 pa-
cienti s PV bez JAK2V617F vykazovali mutdciu exénu
12 (R541-E543delinsK, H538-K539delinsF). Morfol6gia
KD tychto pacientov pripominala obraz typicky pre PV,
avsak s absenciou niektorych znakov typickych pre PV
(morfolégia mgk, aktivacia granulopoézy). ZAVER: Po-
dobne ako vysledky inych $tddif, ani my sme nepotvrdi-
li jednoznac¢ny vplyv uvedenych mutdcii na morfoldgiu
KD pacientov s MPN. MoZno to oddvodnit’ jednak roz-
nou mierou pritomnosti muticie JAK2V61F u jednotli-
vych pacientov s MPN, celym radom dal§ich mutécif pri
tychto ochoreniach a najmé absenciou kauzdlnej mutécie,
zodpovednej za vznik MPN. Do tvahy treba brat’ aj znac-
ny vplyv vonkajsich (terapia) ¢i vnitornych faktorov (pro-
gres MPN, iné sprievodné ochorenia) ovplyviiujicich
morfolégiu KD. Napriek tomu je analyza genetickych
mutdcii kIicovou sucastou diagnostického algoritmu
MPN. Préca podporend Grantom VEGA ¢.1/034/10

1709.

Imatinib v prni linii 1é¢by pacientii s chronickou
myeloidni leukemii (CML) v chronické fazi (CP).
MiizZeme srovnat vysledky z realné klinické praxe

s vysledky dosazenymi v klinickych studiich?
Z4¢kové Daniela, Klamova Hana, Dusek Ladislav, Muzik
Jan, Dobesova Blanka, RySava Jana, Racil Zdenék, Macho-
va Poldkova Katefina, PospiSil Zdenék, Doubek Michael,
Dvordkova Dana, Juréek Tomas, Razga Filip, Moravcova
Jana, Cetkovsky Petr, Trnény Marek, Mayer Jif{

(Interni hematoonkologickd klinika, Fakultni nemocnice
a Masarykova univerzita, Brno; Ustav hematologie
a krevni transfuze, Praha; Institut biostatistiky a analyz,
Masarykova univerzita, Brno; Ustav matematiky a statis-
tiky, Masarykova univerzita, Brno)

Imatinib (IM) zdsadné zménil 1écbu CML a dramatic-
ky zlepsil jeji prognézu, zejména pak u pacientti v CP.
Nejrobustnéjsim zdrojem dat o tc¢innosti IM v prvni linii
lécby CP-CML je mezindrodni studie IRIS. Dat z kazdo-
denni klinické praxe je stile nedostatek. Cilem prace by-
lo zhodnotit tc¢innost IM v 1. linii u neselektované popu-
lace pacient s CP-CML a porovnat vysledky z redlného
Zivota s vysledky klinickych studii. Databaze pacientt
v CP-CML Ié¢enych IM v 1. linii v definovaném regio-
nu, zvand INFINITY, byla podrobena analyze respektu-
jict platna doporuceni European LeukemiaNet (ELN).
Hlavnim cilem bylo zhodnotit podil kompletnich hema-
tologickych (CHR), kompletnich cytogenetickych
(CCgR) a velkych (MMolR) a kompletnich (CMolR) mo-
lekuldrnich odpovédi. Déle pak odhad pravdépodobnosti
preziti celkového (OS), bez transformace do pokrocilé fa-
ze (TFS), bez progrese definované dle studie IRIS (PFS),
bez udalosti, respektujici i selhani IM dle kritérii ELN
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a jeho vysazeni z diivodu intolerance (EFS), a beze zmé-
ny na jinou lécbu (alternative treatment-free survival,
ATFS). Ve snaze jesté Iépe zachytit redlnou situaci paci-
entd, ktef{ pfi nedspéchu IM mohou profitovat z 1é¢by no-
vymi t¢innymi 1éky, jsme vymodelovali i tzv. current le-
ukemia free survival (CLFS). Celkem bylo zhodnoceno
152 pacientd (medidn 55 let; 20-77; 69 muzi a 83 Zen)
Iécenych IM v obdobf let 2003-2009 s medidnem sledo-
vani 31,2 mésicu (5,7-68,1). Odhadovana kumulativni in-
cidence CHR, CCgR, MMolIR a CMolR ve 4 letech byla
95.3%, 80,6%, 654% a 39,2%, respektive. Odhadovana
pravdépodobnost OS, TFS, PFS, EFS a ATFS ve 4 letech
byla 91,5%, 88,4%, 78,1%, 60,7% a 67,6%, respektive.
Nehematologickd a hematologickd toxicita vSech stuprit
se vyskytovala u 78,3% a 62,5% pacientl, resp. Toxicita
st. 3/4 vSak byla pfitomna jen u 8,5% a 12,5% pacientt,
resp. Celkem 36 pacientti (23,7%) trvale ukoncilo 1é¢bu
IM v medidnu 16,1 mésicia (1-51): 4 podstoupili elektiv-
ni alogenni SCT, 9 pacientti IM netolerovalo, selhan{ a/ne-
bo progrese byly divodem ukonceni ve 22 pripadech
a v jednom kombinace selhdni a intolerance. Celkem 7
pacientti zemfelo (4,6%); 3 z nich na progresi CML. Na
souboru pacienttl 1é¢enych mimo klinické studie avSak ve
vysoce specializovanych centrech jsme potvrdili velmi
dobrou dc¢innost a tolerabilitu IM. Nicméné, pii podrob-
néjsim vybéru udalosti pro kalkulaci EFS je nadhodnoce-
ni analyzy preziti bez udalosti ve studii IRIS zjevné. Pod-
pofeno CELL — The CzEch Leukemia Study Group for
Life a grantem MZOUHKT2005.

1712.

Sledovani monitorace u pacientii s CML lécenych TKI
2.generace, data z registru CAMELIA

Jungova Alexandra, Koza Vladimir, Voglova Jaroslava,
Sninskd Zuzana

(Hematologicko onkologické oddéleni FN, Plzen; 2.IK,
Hradec Krdlové; FN, Bratislava)

Uvod: Tyrosinkinazové inhibitory 2. generace (dasata-
nib, nilotinib) jsou pouzivany od r. 2006 jako nasledna léc-
ba pfi selhani Iécby imatinibem (progrese CML ¢i toxici-
ta 1éCby). Zaroven s timto vyrazné poklesl pocet indikaci
k alogenni transplantaci kostni dfené. Dle EBMT dat ale
zaroven vzrusta pocet aloSCT indikovanych pro akcelero-
vanou fazi ¢i blasticky CML. Soubor nemocnych a meto-
dika: V registru CAMELIA je zarazeno cca 1000 pacien-
ti s CML. K sledovéni bylo analyzovano 796 pacientt z 8
center (data k 12/2009), z nichZ na TKI 2.generace je ny-
ni 81 pacientti. Mlads$ich nemocnych ve véku do 65 let by-
lo 35 ( 16 muzi- 45 %, 19 Zen- 55 %, median véku 59,8
roku). Primérnd doba poddvani TKI 2. druhé generace by-
la 26,1 mésice. U tohoto souboru byly analyzovany: vék
nemocného, doba podavani TKI, dosazeni ¢i nedosazen{
hematologické, cytogenetické a molekularné genetické od-
povédi, véetné kvantifikace ber-abl, zahdjeni vyhleddvani
kompatibilniho darce a pocet provedenych transplantaci.
Vysledky: K 12/2009 Zije 32 nemocnych (91%), 2 paci-

enti zemreli v disledku transformace nemoci (5 %), 1 ne-
mocny ztracen ze sledovani (4%). Ze zbyvajicich 32 paci-
entd mladsich 65 let je v CCyR 10 pac. (31 %), MCyR do-
sdhlo 7 pac., mCyR 5 pac. a MMoR 7 pac. Déle 3 pacien-
ti nedosdhli Zadné remise ani po 8, 10 a 30 mésicich poda-
vani . Do 18 mésicl nedosdhlo CCyR 8 nemocnych au 5
pacientl nebyla cytogenetika provedena a neni dosazeno
CMoR. Vyhleddvan{ darcti od r. 2009 dosud pouze u 7 pac.
z indikace CML a z toho neprovedena Zadn4 alogenni trans-
plantace . Diskuse: Diky generacné nové 1é¢bé inhibitory
TKI neni dnes aloSCT v chronické fazi CML (aZ na vyjim-
ky) indikovdna. Pri selhani imanitinibu je doporuc¢ovano
podani inhibitorti 2. generace, ov§em za peclivé monitora-
ce lécebného vysledku. Pii nedostatecné odpovéedi v urci-
tém Casovém intervalu i pfi znovuobjeveni se nemoci by
meélo byt zahdjeno okamzZité vyhleddvani vhodného dérce,
pripadné zahdjena priprava k transplantaci. Rostouci po-
¢et aloSCT indikovanych pro akceleraci a blasticky zvrat
CML v databazi EBMT vzbuzuje podezfeni na nadmérny
entuziasmus v inhibitory TKI vedouci k pozdni indikaci
transplantace. Vysledky z registru CAMELIA vzbuzuji po-
dezfenf stejné. Ani jeden z 13 nemocnych bez nalezité od-
povédi nebyl transplantovan i pres pravdépodobnost, Ze mi-
nimélné 3-4 nemocni museli mit ddrce pribuzného.

1766.

Frekvence mutaci v BCR-ABL kinazové doméné

u pacienti s chronickou myeloidni leukémii (CML)
lécenych tyrozinkinazovymi inhibitory

— zkuSenosti IHOK FN Brno

Juréek Tomés, Razga Filip, Zatkova Daniela, DobeSova
Blanka, Racil Zdenék, JeziSkova Ivana, Dvordkova Da-
na, Mayer Jifi

(Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologickd klinika, FN a LF Masarykovy univer-
zity, Brno; Interni hematoonkologickd klinika, FN a LF
Masarykovy univerzity, Brno)

Bodové mutace v BCR-ABL kinazové doméné (KD)
patii k hlavnim mechanismiim vzniku rezistence na 16¢-
bu tyrozinkindzovymi inhibitory (TKIs). Dnes je zndmo
vice nez 90 mutaci v 55 aminokyselinach, kdy 15 z téch-
to mutaci reprezentuje vice jak 85% vsech piipadd. Frek-
vence vyskytu mutaci se li§i v jednotlivych fazich CML.
Zatimco v chronické fazi (CP) je vyskyt mutaci pomérné
nizky, tak v akcelerované fazi (AP), ¢i blastickém zvra-
tu (BC) je detekce mutaci mnohem vyssi, coZ je ziejmé
uzce spjato s celkovou genomickou nestabilitou. Na na-
Sem pracovisti detekujeme mutace pomoci nested RT-
PCR, kdy je v prvnim kole amplifikovana ¢4st genu BCR-
ABL a v druhém pak tsek kédujici ABL KD, ktery je na-
sledné primo sekvenovéan. V obdobi 2002-2009 byla pro-
vedena muta¢ni analyza celkem u 92 pacientti (CP 76, AP
7,BC 9 ) a mutace byla detekovana u 30 (32,6%) z nich,
kde v CP bylo 32,9%, v AP 0,0% a v BC 55,6%. U téch-
to pacientil bylo zachyceno celkem 39 mutaci postihuji-
cich 15 riznych aminokyselin, pficemz u $esti pacientt by-
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lo detekovano vice mutaci soucasné. Zastoupeni detekova-
nych mutaci bylo nasledujici: M244V 7,7%; G250E 7,7%;
Q252H 5,1%; Y253H 12,8%; E255K 10,3%; E279K 2,6%;
T3151 25,6%; F317L 5,1%; M351T 7,7%; E355G 2,6%;
F359C 2,6%; L387M 2,6%; H396R 2,6%; K419E 2.,6%
a F486S 2,6%. V dobé stanoveni mutace bylo 60,0% paci-
entll v progresi onemocnéni. Typ progrese byl tento: ztrita
kompletni hematologické odpovédi (CHR) 44 ,4%; ztrata
velké cytogenetické odpovédi (MCgR) 11,1%; BC 16,7%;
a jiné 22,2%. Zménu terapeutické intervence predstavova-
lo: navySeni davky imatinibu 23,3%; zména na dasatinib
36,7%; nilotinib 10,0%; hydroxyureu 6,7%; transplantace
6,7% a jiné 13,3%.Zménou terapie bylo dosazeno: CHR
16,7%; kompletni cytogenetickd (CCgR) 10,0%; ¢astecna
cytogenetickd (PCgR) 3,3%; jind CgR 3,3%; velkd mole-
kuldrni (MMolR) 6,7%; kompletni molekularni (CMolR)
6,7%, zatimco progrese zlstala u 26,7%. Celkem u 16,7%
pacientl se nasledné vyvinula novd mutace. Analyza popsa-
ného souboru pacientil potvrdila fadu publikovanych dat,
jako je incidence mutaci ¢i frekvence jejich zastoupeni. Da-
le se ukazuje, Ze zachyt mutaci nemusi nutné souviset s pro-
gresi nemoci (60,0% s vs 40,0% bez progrese). Nejcastejsi
zménou 1écby byl prechod na TKIs druhé generace (témef
50%). Neprehlédnutelny vsak zustdva fakt, Ze i pres znac-
nou lécebnou efektivitu TKIs az 26,7% pacientl po zméné
1é¢by dale progredovalo. Podpofeno grantem MSMT CR,
No. MSM0021622430

1645.

Imatinib (IMA) plasma concentration (PC)
monitoring and its correlation with treatment
response in chronic myelogenous leukemia (CML):

a single centre experience

Récil Zdenék, Vyskocilova Markéta, Maldskova Ludmi-
la, Rdzga Filip, Zackové Daniela, Mayer Jif{

(Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno;
Oddéleni klinické biochemie a hematologie, FN, Brno)

Background: Correlation between the probability of the-
rapeutic response in patients with CML treated with IMA
and IMA PC was recently described, suggesting that IMA
trough PC levels should be above 1.04 ng/ml. However da-
ta from large group of ,,real-life CML patients (out of cli-
nical trials), where IMA PC monitoring is performed, are
still lacking. Aims: To evaluate correlation of IMA trough
PC with daily IMA dose, treatment response and influence
of alfal-Acid glycoprotein (AGP) on IMA PC in ,real-li-
fe* group of CML pts. Methods: HPLC was used for IMA
trough PC monitoring. Results: Between 9/2008 and 1/2010
IMA PC have been detected in 397 samples from 108 pts.
(median: 3 samples/ pt., range: 1-22). Median IMA daily
dose at the time of monitoring was 400 mg (range: 150-
800 mg). Median duration of IMA treatment at the time of
sampling was 28 months (range: 0.5-99). Median IMA PC
for pts. with 24 h. IMA dosing was 830 ng/ml (n = 83 pts.)
and for 12 h. dosing 1450 ng/ml (n = 14 pts.). Mean inter-
patient and intra-patient variability of IMA PC was 31% and
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17%. There was a clear correlation between daily dose of
IMA and IMA PC (Figure). IMA PC below suggested le-
vel 1.0 ng/ml was measured in 57% of samples and this per-
centage decreased with daily dose of IMA (65% in 300
mg/day group, 60% in 400 mg/day, 10% in 600 mg/day and
0% in 800 mg/day group) 67 pts. with IMA as first line the-
rapy were further analyzed regarding correlation of their
IMA PC and achieved cytogenetic response. Medians of
all samples obtained from single pt. were used for analy-
sis. Any significant difference was found between medians
of IMA PC in pts. with ant without CCyR — 0.938 ng/ml
vs. 0.836 (p=0.560, Mann-Whitney) Finally our analysis
found statistically significant correlation between IMA PC
and AGP concentration in plasma at the time of sampling —
for different ranges of AGP concentrations the median of
IMA PC were as follows: AGP < 0.5 mg/ml - IMA PC 0.780
ng/ml, AGP 0.5 to 1.0 mg/ml - IMA PC 0.940 ng/ml, AGP
1.0 to 1.5 mg/ml — IMA PC 1.10 ng/ml, AGP > 1.5 mg/ml
— IMA PC 124 ng/ml (p < 0.001) (Kruskal-Wallis
ANOVA). Summary/conclusions: Our analysis did not
found any correlation between IMA PC and cytogenetic res-
ponse in patients with CML treated with IMA as first line
therapy. On the contrary, our analysis showed that the resul-
ting PC IMA depends on the current administered dose of
IMA and the current AGP concentrations of AGP at the ti-
me of sampling.

1795.

Plazmatické hladiny imatinibu (IPL) nekoreluji

u nemocnych s CML s odpovédi na 1écbu, ale Ize je
tispésné pouzit u individualnich pacientii k dpravé
davkovani

Faber Edgar, Friedecky David, Micovd Katefina, Skou-
malova Ivana, Rohon Peter, RoZmanova §érka, Divoka
Martina, JaroSova Marie, Indrak Karel, Adam Tomas
(Hemato-onkologickd klinika, FN, Olomouc; Laborator
dedicnych metabolickych poruch, FN, Olomouc)

Uvod: Dvé velké a nékolik mensich studif prokazaly,
Ze IPL koreluji s cytogenetickou a molekuldrni odpovéd{
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(CO a MO) u nemocnych s CML lécenych imatinibem
(IM). Na druhé strané jini autofi zdvislost nepotvrdili.
V doporucenich ELN 2009 nebyly IPL komentovany. Ci-
le: Stanoveni IPL se staly na naSem pracovisti soucdsti
monitorovani pacientii s CML od roku 2007. VSichni ne-
mocni podepsali pfed odbéry informovany souhlas. Me-
tody: IPL byly méfeny vysoce citlivou kapalinovou chro-
matografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii s pou-
zitim UHPLC UltiMate 3000 RS (Dionex, USA) ve spo-
jeni s hmotnostnim spektrometrem API 4000 (Applied Bi-
osystems, USA). Vzorek byl vyhodnocen pokud byl ne-
mocny 1é¢en IM alespon 18 mésicti pro zhodnoceni CO
a MO, nebyl jiny dtivod suboptimélni odpovédi nebo se-
lIhani a vzorek byl odebran alespon jeden mésic od zaha-
jeni lécby a 24 + 6 hodin po poziti Iéku. Nemocni predlé-
¢eni interferonem byli hodnoceni zv14st’. Ke statistickému
hodnoceni byly pouZity Spearmanova korelacni analyza
a Mann-Whitneyho U-test. Vysledky: k analyze bylo do-
stupnych 553 vzorkl od 112 pacientd s CML (45 Zen, 55
z nich predlécenych interferonem). Median véku byl 56
let (22-81) doba sledovani 72 mésict (18-236). 81 % pa-
cientti dosahli kompletni CO a 58 % velkou MO. Pfes sta-
tisticky vyznamnou korelaci mezi davkou IM a IPL
CC=0,336; p<0.001 jsme nezjistili statisticky vyznamnou
asociaci mezi IPL a pravdépodobnosti dosaZeni optimal-
ni CO nebo MO. Zjistili jsme vysokou inter-individudln{
IPL variabilitu v rozmezi 394-3133 mg/l (n=86, 24 + 1
hodin po uziti ddvky 400 mg) a intra-individudln{ varia-
bilitu (14,2 az 43,3 %; n=82, 24 + 2 hodin po uziti dav-
ky 400 mg). U 2 pacientt s nizkou IPL (<900 ng/ml) ved-
lo zvyseni davky ke zvySeni IPL (>2000 a >1400 ng/ml)
a k dosazeni optimalni odpovédi. Zavéry: U naSich paci-
entl s CML jsme neprokézali jasnou korelaci mezi IPL
a odpovédi na IM. Je to pravdépodobné zpisobeno roz-
dily ve spolupraci nemocnych, biologii CML a dalSich
faktorech, jejichz vliv 1ze v bézné klinické praxi tézko eli-
minovat. U nemocnych s vysokou intra-individudlni va-
riabilitou IPL Ize vyslovit podezieni na horsi spolupréci.
Na druhé stran¢ jsme vSak prokdzali, Ze u individudlnich
nemocnych se suboptimdlni odpovédi a nizkou IPL vede
zvySeni davky IM k optimalizaci 1é¢ebné odpovédi. Pra-
ce byla podpofena granty NS9627-3, NS9949-3 MZ CR,
MSM 6198959223 a MSM 6198959205 MSMT CR.

EXPERIMENTALNI HEMATOLOGIE

1830.

Ribosomal deficiencies cause translational
deregulation of genes crucial for erythropoiesis
Horos Rastislav, IJspeert Hanna, Mensah Fane, Taskesen
Erdogan, Touw Ivo, Pospisilova Dagmar, Lindern Marieke
(Dept. Hematology, Erasmus University Medical Center,
Rotterdam, The Netherlands)

Diamond Blackfan Anemia (DBA) is a rare congeni-
tal pure red cell aplasia in which mutations in distinct ri-
bosomal proteins (RPs) for small (40S) and large (60S)

subunit have been identified in over ~54% of patients. It
remains elusive why loss of such ubiquitously expressed
proteins causes a distinct erythroid phenotype. Previous-
ly, we showed that selective translation of transcripts with
a complex RNA structure in the 5’untranslated region is
crucial in Stem Cell Factor (SCF) dependent expansion
of the early erythroid compartment. We therefore inves-
tigated if polysome recruitment of specific mRNAs is af-
fected in erythroblasts deficient for RPs. Mouse primary
erythroblasts were cultured in presence of erythropoietin,
SCF and dexamethasone under serum free conditions.
Knockdown of RPs was achieved using lentivirus-delive-
red shRNA followed by analysis of subpolysomal and po-
lysome-bound RNA by sucrose gradient centrifugation.
Subpolysomal and polysome-bound RNA fractions from
3 independent experiments were used for expression pro-
filing. The ratio of polysome association was calculated
per gene for each experiment and datasets from wt, sc-
rambled shRNA treated, Rps19 and Rpl11 deficient con-
ditions were compared using ANOVA with multiple tes-
ting (p<0.05). Downregulation of either Rps19 or Rpl11
by resulted in reduced proliferation and differentiation.
Cells showed a specific reduction of the 40S and 60S ri-
bosomal subunit upon knock down of Rps19 and Rpll11,
respectively. Ratios comparisons revealed that SCF-de-
pendent transcripts were found enriched in polyriboso-
mes, whereas a set of mRNAs, including Bag-1 (Bcl2-as-
sociated athanogene 1) and Csdel (cold shock domain
containing E1) were lost from translating polyribosomes
upon RP deficiency. We next analyzed selective transla-
tion of these genes in erythroblasts from DBA patients.
Protein expression of identified target genes (BAGI,
CSDE1) was reduced in erythroblasts derived from DBA
patients as compared to controls, whereas their transcript
level on total MRNA remained unchanged. Further inves-
tigation showed that loss of Bagl and Csdel inhibited
erythroid differentiation. In conclusion, we identified tran-
scripts whose translation is selectively affected in RP de-
ficient erythroblasts cultured from mouse fetal livers or
DBA patients. We propose that the erythroid phenotype
in DBA patients is caused by defective translation of
a specific set of mRNAs that are essential for erythroid
development.

1809.

Erythropoietin therapy in a patient with defective
erythroid iron utilization improves survival of mutant
erythroid progenitors

Horvéthova Monika, PospiSilovd Dagmar, Vondrdkova
Jana, Divoky Vladimir

( Ustav biologie LF UP, Olomouc; Détskd klinika FN, Olo-
mouc; Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Erythroid iron utilization relays on a receptor—media-
ted endocytosis of holotransferrin bound to a transferrin
receptor and subsequent efflux of iron from endosomes
by divalent metal transporter 1 (DMT1). Homozygous or
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compound heterozygous mutations in DMT1 are associ-
ated with hypochromic microcytic anemia. We have per-
formed comprehensive in vitro analysis using erythroid
progenitors of the first DMT1 mutant (1285G>C DMT1)
patient who exhibited severe anemia (hemoglobin (Hb)
74 g/1). Hematopoietic colony assay revealed defective
growth of patients’ erythroid colonies (BFU-Es), which
could be rescued by iron saturated salicylaldehyde isoni-
cotinoyl hydrazone - Fe-SIH, which delivers iron direct-
ly to the mitochondria without any need of transport pro-
teins. The rescue was dependent on the presence of high
erythropoietin (EPO) doses. Based on this result, recom-
binant human EPO (rh-EPO) was administered to our pa-
tient. rh-EPO treatment (2.4 Kg/kg once a week for two
months) significantly increased the patient’s Hb level (91
g/L) and improved her overall condition. The interruption
of th-EPO therapy led to immediate decrease in Hb level
(to 74 g/L) within a month. In a retrospective study we ha-
ve analyzed frozen mononuclear cells collected before in-
itiation and two months after initiation of EPO therapy with
the aim to characterize the molecular mechanisms respon-
sible for the success of EPO treatment. Hematopoietic co-
lony assay revealed significant increase in plating effici-
ency and cellularity of the patient’s BFU-Es after the the-
rapy. We subsequently performed TUNEL assay and im-
munofluorescence analysis with BCL-XL antibody in cy-
tospined BFU-E colonies and showed decreased rate of
apoptosis in post-treatment BFU-Es in comparison to pre-
treatment BFU-Es. Interestingly, phosphorylation of the
o, subunit of eukaryotic initiation factor 2 (e[F20) remai-
ned unchanged. Since elF2 is highly phosphorylated in
iron-deprived erythroid cells, it is unlikely that EPO treat-
ment simply increased iron utilization in erythroid cells.
Consistently all other hematological or iron status para-
meters, except Hb levels, remained unchanged. To summa-
rize, we propose that the success of EPO therapy in our
DMT1 mutant patient resulted from improved survival of
the patient’s erythroid progenitors. Grant support: Czech
Grant Agency, grant No. P305/10/P210; Ministry of He-
alth, Czech Republic, grant No. NS/9935 — 2; Palacky Uni-
versity Internal Grant No. LF_ 2010_ 013.

1703.

Atransferinémia. Patofyziolégia, diagnostika,
terapia a popis pripadu

LipSic Tomas (HTO, Klinika laboratornej mediciny -
OUSA, VSZaSP, Bratislava)

Atransferinémia — vzacna porucha metabolizmu Zeleza
(Fe), mdZe byt vrodena (CAT), alebo ziskana (AT). Vro-
dend atransferinémia je dedi¢nd autosomalne recesivna po-
rucha génu pre transferin. Ndsledne dochddza k nedostat-
ku funkéného Zeleza, insuficientnej erytropoéze, poruchdm
imunity a rastu, nadbytku Zeleza v tkanivach a k ich toxic-
kému poskodeniu. Homozygotna forma je charakterizo-
vand absenciou transferinu, nizkymi hodnotami Zeleza,
vizobnej kapacity transferinu, transferinu (Trf) a vysoky-

mi hodnotami feritinu, vyraznou hypochrémnou mikrocy-
tovou anémiou (MHA) a hemosiderézou (HS). Nadbytok
Zeleza ma za nasledok poskodenie pec¢ene, myokardu, pan-
kreasu, endokrinnych Zliaz a kibov - kam sa predilekéne
prebytok Fe uklada. Doteraz bolo popisanych 11 pripadov
(9 rodin), genetickou analyzou boli potvrdené 4 pripady.
Diagnostika spociva v zdkladnom hematologickom vyset-
reni, vySetreni komplexného profilu Zeleza a bielkovin
(transferinu) a v DNA analyze. Stav nadbytku Fe (HS) de-
teguju Specializované laboratérne, zobrazovacie a histolo-
gické metddy. V stcasnosti jedind efektivna terapia je cyk-
lické poddvanie purifikovaného huménneho transferinu
v intervaloch danych jeho polo¢asom. Pokial uz doslo
k nadbytku Zeleza v tkanivach je indikovana chelatacna
terapia. Pacientku s homozygotnou formou defektu génu
Trf sledujeme 44 rokov od veku 2 mesiacov (1966), kedy
sa prezentovala s vyraznou MHA a opakovanymi infekta-
mi. Bola opakovane hospitalizovana a liecend transfiizia-
mi erytrocytov, antibiotikami. Postupne sa manifestovali
poruchy rastu, endokrinnych orgdnov, pecene a srdca.
V 1. 1973 bola stanovena diagnéza CAT. Bola zahdjena
aplikdcia huméanneho Trf 1x/mesiac (1973-81), neskor
2x/mesiac (1982-99) a ndsledne doslo k tiplnej iprave ané-
mie. Diagnéza bola potvrdend analyzou DNA (2004). Od
r. 1999 pre potvrdeny nadbytok Zeleza bola indikovana
chelatacnd terapia. Ani komplexnd terapia neupravila ire-
verzibilné poskodenie tkaniv — pacientka ma hepatome-
géliu, kardiomyopatiu, panhypopituitarizmus a artropa-
tiu. Pri pravidelnej substiticii Trf mala pacientka v rokoch
1999-2010 normélne hodnoty hemogramu a feritinu,
v profile Zeleza pretrvdva atransferinémia, orgdnové
a funkéné zmeny su len Ciasto¢ne upravené. Ide o druhy
diagnostikovany pripad na svete a prvy lieceny purifiko-
vanym Trf. DoleZitost’ v€asnej diagnostiky a substitucne;j
liecby je jednoznacna.

1824.

Intronic LINE-1 insertion in the B-globin gene
causes B-thalassemia due to aberrant splicing,
nonsense-mediated decay and decreased

rate of B-globinL1 allele transcription

Piterkova Lucie, Kucerova Jana, Indrak Karel, Divoky
Vladimir

( Ustav biologie, LF, UP, Olomouc,; Hemato-onkologickd
klinika, FN, Olomouc)

Beta-thalassemia is a common hereditary hemoglobin
disorder characterized by quantitative reduction of func-
tional beta globin chains. The patients, mother and daugh-
ter of Ukrainian descent exhibited typical laboratory fe-
atures of beta-thalassemia trait. Molecular analyses re-
vealed that the full-length (6 kb) retrotransposon LINE-
1 (L1) was inserted in the antisense orientation into the
intron-2 of the beta globin gene (collaboration with Dr. J.
Prchal, Salt Lake City, UT). The total level of expressi-
on of the affected beta globin gene transcript was redu-
ced to 10-15% of the total beta globin mRNA and thus le-
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ading to beta+thalassemia. Based on recently published
data we hypothesize that RNA production of mutated ge-
ne was affected by the combination of several events. We
demonstrated that the observed reduction in steady-state
level of beta globin mRNA is partially caused by aberrant
splicing followed by activation of nonsense-mediated de-
cay (NMD) pathway, leading to increased degradation of
aberrant beta globin mRNA variants. Reduction in expres-
sion of beta globin mRNA from beta globinL1 allele co-
mes also from altered rate of transcription. We perfor-
med PCR-based nuclear run-on assay and forty minutes
of in vitro transcription revealed 30% decrease in beta
globin L1 allele transcription rate compared to wild-type
beta globin allele. We also observed the beta globinL.1 3’
enhancer sequence was fully methylated. However, tre-
atment with a demethylating agent did not increase the
expression of the beta globin transcript of the beta globi-
nL1 gene. Therefore the methylation of the beta globinL 1
3’ enhancer sequence is only a secondary event probably
associated with enhancer displacement by L1 insertion.
The other known mechanisms of intronic L1-mediated ge-
ne disruption as premature polyadenylation and gene bre-
aking were not detected in our case.

1776.

In vitro technique to assess biological properties of
BCR/ABL kinase domain variants identified in CML
patients

Pekova Sona, émejla Radek, Dvorakova Lucie, Voglova
Jaroslava, Bélohlavkova Petra, Karas Michal, Zejékové
Lenka, Plachy Radek, Mazal Oldfich, Haugvicova Renata
(Chambon, a.s., Laborator molekuldrni diagnostiky, Pra-
ha; Oddéleni klinické hematologie FN, Hradec Krdlové;
Hematologicko - onkologické oddéleni FN, Plzeri)

Background: With the advent of novel treatment mo-
dalities in chronic myeloid leukemia (CML) represented
by tyrosin kinase inhibitors (TKIs), CML clones harbo-
ring BCR/ABL kinase domain mutations emerge. Recur-
rent BCR/ABL kinase domain mutations have been tes-

ted for their sensitivity to TKIs in vitro and the data pro-
ved to be valuable for clinical hematologists. During rou-
tine laboratory testing, novel BCR/ABL kinase domain
variants with unknown biological response to TKIs are
being revealed in CML patients. Importantly, the mutati-
ons are identified at relatively low levels of minimal re-
sidual disease (MRD), which prevents their direct assess-
ment of in vitro TKIs sensitivity. Molecular techniques
enable to construct novel BCR/ABL kinase domain mu-
tations in vitro and test them for their susceptibility to
TKIs even at low MRD levels, several months prior to he-
matological relapse. Aims: The aim of the study was to
develop a laboratory technique for in vitro mutagenesis
and in vitro TKIs testing of novel variants of BCR/ABL
kinase domain identified in CML patients. Methods: As
a kind gift from Drs. Nikolas von Bubnoff and Justus Du-
yster, Munich, Germany, we have obtained a retroviral
pLXRN-based construct harboring wild type BCR/ABL
fusion, containing transforming core domain of human
BCR fused to mouse ABL. Constructs harboring novel
BCR/ABL with kinase domain mutations were prepared
using site-directed mutagenesis. Packaging cell line Eco-
Pack293 transfected with retroviral BCR/ABL construct
was used to produce retroviral particles and transduce IL-
3 dependent murine cell line Ba/F3. Polyclonal stable po-
pulations of wild type BCR/ABL (sensitive to all TKIs),
T3151 (resistant to all TKIs), and A344V and ins G at nt
744 (novel BCR/ABL kinase domain variants identified
in our cohort of CML patients) expressing Ba/F3 cells we-
re prepared upon withdrawal of IL-3 and the cells were
exposed to a panel of TKIs (kindly provided by Novartis
and BMS). Results and conclusions: By combining site-
directed mutagenesis and retroviral transduction techni-
ques we have developed a methodology to test novel va-
riants of BCR/ABL kinase domain for their in vitro sen-
sitivity to TKIs at low levels of MRD. This technique al-
lows in a short time to prepare stable cell lines harboring
authentic BCR/ABL kinase domain mutations, and test
them for their in vitro susceptibility to available TKIs. We
believe this approach represents just another example of
personalized molecular medicine.
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Postery

OSETROVATELSTVI

(1) 1829.

Profylaxe a 1écba oralni mukozitidy po autologni
transplantaci s pripravkem Caphosol

Gabrielova Michaela, Lofflerova Simona

(LInternt klinika, Transplantacni jednotka, VFN, Praha)

vvvvv

Senosti s vyuZzitim Caphosolu. Piipravek je urcen k vypla-
chovant dst. Ucelem je zvihéovani a udrZovéni zvysené hy-
gieny sliznice dutiny ustni, jazyka a orofaryngu. Metody:
V roce 2009 a 2010 jsme prospektivné analyzovaly 15, kte-
i podstoupili autologni transplantaci v pfipravném reZimu
BEAM u lymfomt a Melfalan u myelomu. Vyplachy Cap-
hosolem byly provadény- pii poklesu leukocytti pod 1,0 x
109/1, vyplachy provadény 4x — 10x denné . Ukonceni vy-
plachd Caphosolem- dstup ordlni mukozitidy (Cistd, zdra-
vé sliznice a normdln{ piijem vyZivy). Spokojenost s vypla-
chovanim Caphosolem- obecné vysokd, pouze dva pacien-
ti prerusili vyplachovani Caphosolem, tfi pacienti popisuji
pocit sucha v dstech po vyplachovani Caphosolem. Vysled-
ky: Hodnoceno bylo 15 pacient. Zanét sliznice dutiny ust-
ni byl hodnocen denné dle standardnich kritérii WHO (gra-
de 0-4).Celkovy vyskyt ordlni mukozitidy byla: gr. 0 méli
3 pacienti (20%), gr. 1 méli 4 (26%), gr. 2 méli 4 (26%),
gr. 3 méli 3 (20%) a gr4 mél 1 (6,6%) pacient. Stiedn{ do-
ba trvani ordlni mukozitidy byla 3,5 (0-11) dni. Bolest du-
tiny ustni byla hodnocena v pribéhu podavani Caphosolu
pomoci stupnice vizudlni analogové Skély bolesti (VAS 0-
10, 0= Zadn4 bolest, 10= nesnesitelnd bolest). Vice neZ po-
lovina pacientli méla mirné az zadné bolesti. Stfedni doba
trvani bolesti byla 9 dni (7-11). Nutnost podavani opioidi
(Morphin) byla u 4 pacientti (26%), median doby podava-
ni opidtd byl 7.2 (6-10) dndi. Uplnd parenteralni vyZiva by-
la nutnd nasadit u 8 pacientl (53%). Medidn hospitalizace
byl 21 (16-24) dnt. Zavér: Vyuziti Caphosolu v prevenci
a urychleni hojenf ordlni mukozitidy se jevi velmi slibné.
Vzhledem k nizkému poctu zafazenych pacienti, pokracu-
jeme v prospektivnim sledovéni. Témér 85% pacientl by
doporucilo Caphosol v prevenci a 1é¢bé ordlni mukozitidy
ostatnim pacientlim, kteff podstoupi transplantaci.

(2) 1677.

Lécba nemocné s refrakterni formou trombotické
trombocytopenické purpury - kazuistika

Hnidkova Irena, Strnadova BlaZena, TomSova Hana, Kniour-
kova Lidmila, Lanska Miriam (Il.interni klinika - Oddéle-
ni klinické hematologie FN a LF, Hradec Krdlové)

Uvod: Trombotick4 trombocytopenickd purpura (TTP)
je vzdcné onemocnéni, které v nelécenych piipadech ve-

de u 90% nemocnych ke smrti. Zlatym standardem 1écby
tohoto onemocnéni zlstava vyménna plazmaferéza. V na-
Sem sdéleni popisujeme Uspeésnou lé¢bu nemocné s refrak-
terni TTP. Kazusitika: jednalo se o Zenu V.H., nar. 1949,
ktera v ivodu onemocnéni pozorovala zvyseny vyskyt he-
matom, nasledné se objevily zdvrate, prakticky 1ékar uza-
viel diagndzu vertebrogenni syndrom (jiz pfitomna trom-
bocytopenie a anémie dle dok.), ndsledné dochézi k vyraz-
nému zhorSovani stavu se zmatenosti. Nemocna byla pfi-
jata na naSe oddélenti, jiz 1. den diagnostikovana TTP a ne-
prodlené zahdjena 1éc¢ba plazmaferézou. Vykon probihal
na JIP vzhledem k zavaznosti stavu, cestou zavedené di-
alyzacni kanyly v centrdln{ Zile za monitorace Zivotnich
funkci. Plazmaferéza byla provadéna denné na separto-
ru Cobe Spectra, s vyménou jednoho objemu plazmy s hra-
zenim ddrcovskou plazmou ve 100%. Tato 1écba vedla ke
vzestupu trombocytl, ale pfi snizeni frekvence vykont ob
den a rozvojem sepse dochdzi k opétovnému poklesu
trombocyti. Proto opét plazmaferézy provadény denné bez
dostatecného efektu, dochdzi k progresi stavu s nutnosti
napojeni na umélou plicni ventilaci a rozvojem opakova-
nych tonicko-klonickych kie¢i. Bylo rozhodnuto o zinten-
zivnéni 1éCby a plazmaferézy byly provadény 2x denné.
Pro pretrvavajici tonicko-klonické kieCe i v pribehu plaz-
maferéz bylo nutné peclivé monitorovani nemocné, pte-
ruSovani vykonu, tprava antiepileptické medikace. Ani
pres zintenzivnéni 1é¢by plazmaferézou nedochdzi k tpra-
vé krevnich parametri, vzhledem k celkovému stavu ne-
byla moZzna splenektomie, proto podén rituximab v tyden-
nich intervalech (celkem 4krat). Pfi této terapii dochdz{
k normalizaci poétu trombocytl a zejména postupnému
zlepSovani stavu nemocné, kiece zcela vymizely. Nynf je
nemocnd 1/2 roku pouze sledovdna nasi ambulanci, labo-
ratorni parametry jsou v normé. Zavér: 1écba TTP byla
u dané nemocné Uspésnd az v kombinaci plazmaferéz a no-
vych 1é¢ebnych moznosti (rituximab). Touto kasuistikou
jsme chtéli poukdzat na ndrocnou lé¢bu tohoto vzacného
onemocnéni, na nutnost véasné diagnostiky a moznosti vy-
uziti plazmaferéz v 12 hod intervalu. Tato 1écba vyzaduje
komplexni oSetfovatelskou péci, kterd je nedilnou soucds-
tf moderni 1écby.

(3) 1676.

Nase zkuSenosti s terapeutickou plazmaferézou

v 1écbé neurologickych onemocnéni

Strnadova BlaZena, Hnidkova Irena, TomSova Hana, Knour-
kova Ludmila, Lanska Miriam (I1.interni klinika - Oddéle-
ni klinické hematologie FN a LF, Hradec Krdlové)

Uvod: terapeutickd plazmaferéza se v poslednich letech
stala jiz standardni lé¢bou fady onemocnéni. NaSe separa-
torové centrum vyuziva tuto lécebnou metodu nejenom
v 1é¢be hematologickych onemocnéni ale u celé fady dal-
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Sich indikaci. Ve spolupréci s neurologickou klinikou pro-
vadime lé¢ebné plazmaferézy i u nemocnych s neurologic-
kym onemocnénim. V poslednich letech tyto vykonu tvo-
i1 priblizné 1/3 vsech lé¢ebnych plazmaferéz provadénych
na na$em pracovisti. Metody: retrospektivné jsme hodno-
tili 33 nemocnych (n.) a celkem 35 epizod (2 n. léCeni 2x),
ktefi byli v obdobi od 1.1.2001 do 1.3.2009 1éceni plaz-
maferézou pro neurologické onemocnéni. Jednalo se o 12
muzl a 21 Zen s medidnem 46 let v rozmez{ 13-84 let. U 12
n. (celkem 14 epizod - 2 n. byli 1é¢eni dvakrat v rizném
Casovém obdobi) se jednalo o akutni dekompenzaci mya-
stenie gravis, 10 n. mélo akutni polyradikuloneuritidu (syn-
drom Guillain-Barré), 6 n. roztrousenou sklerézu, 1 n. by-
la 1écend pro multifokdlni motorickou neuropatii, 2 n. pro
akutni diseminovanou encefalomyelitidu (ADEM) a u 2
n. paraneoplastické projevy. 12 n (34%) bylo pred zahdje-
nim plazmaferéz na umélé plicni ventilaci. Plazmaferézy
byly provadény na separatoru COBE SPECTRA, v riznych
Casovych schématech (vétSinou ob den -86%), provedena
vyména 0,8 - 1 L celkového objemu plazmy. Jako nahrad-
ni roztoky byla pouzita kombinace albuminu s krystaloidy
v poméru 2:1. Vétsina n. méla zaveden centralni Zilni dvou-
cestny dialyzacni katetr - 86%, ve v. subclavia nebo v. fe-
moralis. U nemocnych vyZzadujicich intenzivni péci (umé-
14 plicni ventilace, nestabilni obéh, monitorace Zivotnich
funkcfi) jsme vykony provadély na JIP neurologické klini-
ky nebo KARIM. Po celou dobu vykonu (3-4 hod) byli
nemocni trvale sledovéni sestrou separdtorového centra ve
spolupréci se sestrou dané¢ho oddéleni. Vysledky: U 33
n. jsem hodnotili 35 epizod. Celkem bylo provedeno 174
lé¢ebnych plazmaferéz s medidnem 5 vykoni na 1 n., roz-
mezi 3-15 vykont. K 1é¢ebnému efektu doslo u 30 epizod
(86%). Ke zlepseni doslo zejména u nemocnych s dekom-
pensaci myastenie gravis (93%), u n. s Guillain-Barrého
syndromem (90%). Komplikace jsem pozorovali u 4
n. (12%). Zavéry: lécebnd plazmaferéza je tic¢innou a bez-
pecnou lécebnou moznosti u vybranych neurologickych
onemocnénich. Nizké procento komplikaci svéd¢i pro bez-
pecnost této 1é¢ené moznosti, ale tento vykon vyzaduje
zkuseny sestersky tym. Podporovédno vyzk. zdimérem MZO
00179906.

CLL

(4) 1682.

In vivo model chronické lymfocytarni leukemie
Verner Jan, Folber Frantisek, Forejtkova Sylva, Moulis
Mojmir, Chovancova Jana, Stehlikova Olga, Doubek Ja-
roslav, Klabusay Martin, Trbusek Martin, Pospiilova Sar-
ka, Hampl Ales, Doubek Michael, Mayer Jif{

(Centrum mol. biologie a genové terapie, Interni hemato-
onkologickd klinika, LF MU a FN, Brno; Interni hemato-
onkologickd klinika, LF MU a FN, Brno; Ustav patologie,
FEN, Brno; LF MU, Brno; Laborator flowcytometrie a ce-
luldrni terapie, Interni hematoonkologickd klinika, LF MU
a FN, Brno; Ustav Sfyziologie, Veterindrni a farmaceutickd
univerzita, Brno; Biologicky tstav, LF MU, Brno)

Uvod: Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL) patif
mezi maligni lymfoproliferativni onemocnéni, v jehoZz 1é¢-
bé se vyuZivaji cytostatické léky, monoklondlni protilatky
a transplantace krvetvornych bunék. Vytvofenim in vivo
modelu CLL u imunodeficitniho mysiho pfijemce by bylo
mozné sledovat leukemické buiiky a jejich odpovéd na te-
rapii v prostiedi Zivého organismu, nebot’ predpovéd tspés-
nosti 1é¢by a sledovani leukemickych bunék in vitro je
omezend. Metody: Za tcelem vytvoreni mySiho — xenot-
ransplanta¢niho - modelu CLL jsme pouzili mysi kmen
NOD SCID gamma (The Jackson Laboratory, Maine,
USA). Tento geneticky modifikovany kmen je velmi vhod-
ny pro studium lidskych nadorovych onemocnéni. Je cha-
rakteristicky t€zZkym imunodeficitem (spontdnni mutace ge-
nu Prkdc a cilend mutace v genu [L2Rgamma) — predevs§im
absenci funk¢énich T a B lymfocytil, NK bunék a komple-
mentu a minimdlni funkci myeloidnich bunék a dalSich
tvoreny dvé skupiny mysi. Prvni skupinu (n = 5) tvofily
mysi, kterym bylo aplikovéno intraperitonedlné 5 x 106 bu-
nék lidské nadorové linie MEC1 (CLL v prolymfocytarn{
transformaci) v 0,1 ml PBS (fyziologicky roztok s fosfa-
tovym pufrem). Druhd skupina (n = 5) byly negativni kon-
troly, kdy byl mySim intraperitonedlné aplikovan pouze
PBS. Po 4 tydnech byla zvifata usmrcena. Nésledné byly
analyzovany vzorky periferni krve, sleziny, jater a kostn{
dfené. Vysledky: V pokusné skupiné byl zjistén ubytek
hmotnosti mysi, lehka hepatomegalie a vyraznd splenome-
galie. Histologickd a imunohistochemicka analyza proka-
zala masivni loZiskovou infiltraci jater, sleziny a kostni dfe-
né polymorfnimi nezralymi buiikami, které odpovidaly ob-
razu transformované CLL. V periferni krvi byla zjisténa
tézka anémie a trombocytopenie a vyraznd leukocytdza
s pritomnosti nezralych bunék v diferencidlnim rozpoctu.
Kontrolni skupina mysi nejevila rozdily oproti bézné po-
pulaci stejného kmene. Zavér: V prvni ¢asti naseho expe-
rimentu jsme Uspésné vytvorili mysi model CLL. V dalSich
fazich budeme pokracovat modely jinych hematologickych
malignit a jejich cytostatickou lécbou. Podpoteno vyzkum-
nym zdmérem MSMT CR MSM0021622430 a grantem
IGA NS9683-3/2008.

TRANSPLANTACE

(5) 1842.

Alogénna transplantacia krvotvornych buniek

u pacientov s refraktérnou/relabovanou Hodgkinovou
chorobou — skiisenosti jedného centra

Rusindkovéd Zuzana, Raida Lud¢k, Faber Edgar, Indrdk
Karel (Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Uvod: Alogénna transplantécia (alloSCT) u pacientov
s relabovanou alebo refraktérnou Hodgkinovou choro-
bou (HD) je stdle kontroverznou lieCebnou metédou, na
ktort neexistuje jednoznacné stanovisko a diskutovanou
je 1 otazka existencie GvL efektu. Na naSom pracovisku
sme vyhodnotili vysledky alloSCT u HD a poukazali na
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vyrazné Specifikd transplantacie u tohto ochorenia. Me-
téda: V rokoch 2004 - 2009 11 pacientov s HD s medi-
anom veku 33 rokov podstipilo alloSCT od pribuzného
(27%) alebo nepribuzného darcu (73%) po nemyeloab-
lativnom pripravnom rezime (6x FC+ATG, 2xFC, 3x
FC+ATG+LD TBI). S vynimkou 1 pacienta vSetci v mi-
nulosti absolvovali autolégnu SCT. Priemerne pacienti
podstipili 3 linie liecby ( 2-5 ), pricom medidn doby od
diagnozy k alloSCT bol 46 mesiacov. Periférne kmeio-
vé bunky boli podané 8, kostnd dreii 3 prijemcom s me-
didnom prevedenych CD34 + a jadrovych buniek 5,8 x
106/kg, resp. 6,5x 108/kg. Prevencia GVHD bola u 6 pri-
jemcov zabezpecend iba cyklosporinom A, ktory bol
u dalsich 4 doplneny o mykofenoldt mofetil a u 1 o me-
totrexdt. Vysledky: K prihojeniu Stepu doslo u 10 paci-
entov (u 1 nehodnotené), pricom 80% pacientov malo
zmieSany a 20% kompletny chimérizmus den +30 po al-
10SCT. aGvHD sa rozvinula u 3 pacientov(27%).cGvHD
sa objavila u 5 (72%) zo 7 hodnotenych pacientov. Cel-
kovd mortalita bola 36%. Pri¢inou timrtia bola interstici-
alna pneumonia, aGvHD 1V st., progresia choroby den
+22 po alloSCT, nekrotizujica kolitida komplikujica
aGvHD. Zo 7 pacientov, u ktorych bolo mozné hodnotit’
lie¢ebni odpoved dosiahlo 6 pacientov kompletni remi-
siu (CR) a jedna PR choroby. S medidnom sledovania
533 dni su 2 pacienti v CR a jeden v PR. K progresii/re-
lapsu choroby doslo u 4 pacientov s medidnom 22 mesi-
acov po alloSCT. Zaver: Aj napriek malému stiboru, na-
Se skisenosti poukazuji na sporné vysledky alloSCT
u pacientov s HD, pri¢om jednou z pri¢in mozZe byt ne-
dosto¢nd expresia MHC znakov na povrchu nadorovych
buniek. V stilade s literatirou nemala alloSCT efekt u pa-
cientov s chemorezistentnou chorobou. Sporny je i me-
dian trvania CR po transplantdcii. U vacSiny pacientov
sme pozorovali suspektné B-symptémy ¢i dalSie potiaZe,
ktoré predchadzali vlastnej progresii nddoru umoznuju-
cej verifikdciu choroby. V pripade pacientov pretrvavaj-
dcich v CR, nie sme schopni definovat’ znaky choroby,
ktoré by mohli predisponovat’ k dlhodobej odpovedi na
alloSCT, ani jednoznacne uréit’, ¢i dosiahnutie CR stivi-
si s GvL efektom, alebo sa na iom podielaji iné imuno-
logické mechanizmy.

(6) 1794.

Plerixafor - nova nadéje pro poor mobilizery
Kofristek Zdenék, Folber FrantiSek, Navratil Milan, Zmi-
jakova Andrea, Svdbova Helena, Mayer Jifi

(Interni hematoonkologickd klinika, FN, Brno)

Uvod. U pacientii s myelomem a lymfomy selhdva
mobilizace v 10-25% piipadi, coZ predstavuje vy-
znamny medicinsky problém. Plerixafor je reverzibil-
ni antagonista receptoru CXCR4 a inhibuje jeho vaz-
bu na SDF-1 (stromal-derived factor 1), ktera je zdsad-
ni pii udrzovani hematopoetickych progenitorti v kost-
ni dieni. Plerixafor tak zpisobuje vyznamnou mobili-
zaci progenitorti do krve i u pacienti, u kterych obvy-

kla mobilizace selhala. Pacienti a metody. Na naSem
pracovisti prodélalo od 3/2009 do 4/2010 mobilizaci
s pouzitim plerixaforu 13 pacientii (8§ M, 5 Z) ve véku
57 let (medidn, 34-68) s diagnézou M. Hodgkin (HD,
n=2), mnohocetny myelom (MM, n=5) a NHL (n=6,
rtuzné typy). VSichni pacienti s MM byli 1éCeni thali-
domidem nebo revlimidem. Ctyfem pacientiim byla
mobilizace s plerixaforem indikovédna bez predchaze-
jiciho pokusu o standardni mobilizaci: 2 pacienti s MM
byli uz po autologni transplantaci, jedna pacientka
s MM byla extenzivné predlécend a na revlimidu, je-
den pacient s NHL byl také téZce predlécen a s infilt-
raci kostni dfené¢ zdkladni chorobou. Schéma mobili-
zace: G-CSF 10 ug/kg/den s.c. rdno ode dne 1 do ukon-
Ceni odbérd, plerixafor 240 ug/kg/den s.c. ve 22. h ode
dne 4 do ukonceni odbérl. Leukaferézy byly provadé-
ny v den 5 (od 8 h) a dle vytéZznosti i v den 6 a pripad-
né v den 7. Podminkou zahdjeni aferéz byla koncent-
race CD34+ bunék v krvi vyssi nez 5/ul. Pro aferézy
byl pouzit separator COBE Spectra. Plerixafor poskyt-
la firma Genzyme v rdmci Patient named program. Vy-
sledky: V den 5 bylo primérné 25 CD34+ bunék/ul
(medidn 28, 1-66). Odbér zahdjilo 12 pacienti, 10 pa-
cientl pokracovalo druhou a dva pacienti tfeti leukafe-
rézou. U jednoho pacienta mobilizace selhala a leuka-
ferézy nezahdjil. VytéZnost byla ndsledujici (medidn,
od-do): prvni leukaferéza 2,77x10¢ CD34+ bunék/kg
(0,50-4,25) a 24,47x104 CFU-GM (6,25-31,87), druhd
leukaferéza 1,65x106 CD34+ bb./kg (0,46-4,56)
a 21,45x104 CFU-GM (8,18-34,42), treti leukaferéza
0,96x106 CD34+ bb./kg (0,32-1,60) a 14,41x104 CFU-
GM (5,90-22,92). Devét pacientl jiz prodélalo auto-
logni transplantaci pomoci progenitort ziskanych po
plerixaforu a engraftment se neliSil od béznych trans-
plantaci. Nezdvazné nezadouci ucinky (bolesti kosti,
zazivaci potize) byly u 46% pacientl. Zavér: Plerixa-
for je velmi cennym lékem a prokdzal vysokou efekti-
vitu i u pacientl, kdy standardni mobilizace selhala,
pripadné byli velmi téZce predléceni. Nezddouci ucin-
ky se zdsadné nelisi od obvyklé mobilizace a pacienty
vyznamné neohrozily.

(7) 1774.

Hodnoceni kardialni toxicity béhem transplantace
krvetvornych bunék pomoci novych biomarkera
poskozeni myokardu

Horacek Jan M., Jebavy Ladislav, Vasatova Martina,
Tichy Milo§, Zék Pavel, Maly Jaroslav

(Katedra vdlecného vnitiniho lékarstvi, FVZ UO, Hradec
Krdlové; Ustav klinické biochemie a diagnostiky, FN a LF
UK, Hradec Krdlové; I1. interni klinika — oddéleni klinic-
ké hematologie, FN a LF UK Hradec Krdlové)

Uvod: Kardidln{ toxicita patfi mezi zavazné kompli-
kace onkologické 1écby. Cilem nasi studie bylo sledova-
ni kardiotoxicity béhem transplantace krvetvornych bu-
nék (TKB) pomoci sady biomarkert kardialntho posko-
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zeni — glykogenfosforyldza BB (GPBB), kardidlni typ
proteinu vazajictho mastné kyseliny (H-FABP), kardial-
ni troponin I (cTnl), kreatinkindza MB (CK-MB mass),
myoglobin. ZkuSenosti s GPBB a H-FABP v této souvis-
losti jsou velmi limitované a jednd se o prioritni vysled-
ky. Soubor a metodika: Do studie byla zafazeno 53 paci-
entl (praimérny vék 49,9 + 12,3 let, median 54 let, 33 mu-
70), u kterych byla provedena TKB pro hematologickou
malignitu (AML 27, MM 12, NHL 5,HL 4, ALL 3, CML
1,MDS 1). Tticet transplantaci bylo autolognich a 23 alo-
gennich. Kardidlni biomarkery byly méfeny 1 den po do-
konceni prfipravného rezimu (po PR) a 1 den po pfevo-
dech KB (po TKB). Koncentrace biomarkerd nad horn{
mezi referencniho rozmezi doporucenou vyrobcem (Ran-
dox) byly povazovany za zvySené. Hodnoty cut-off pro
kardidlni poSkozeni byly nésledujici: 7,30 Lg/l pro GPBB,
4,50 pg/l pro H-FABP, 0,40 ug/l pro cTnl, 4,80 pg/l pro
CK-MB mass, 76,0 ug/l pro myoglobin. Vysledky: Byly
zjistény vyznamné elevace GPBB u 8 (15,1 %) pacientt
po PR au 9 (17,0 %) pacienti po TKB. U 1 pacienta
(1,9 %) doslo k mirnému vzestupu H-FABP po TKB. Os-
tatni kardidlni biomarkery (cTnl, CK-MB mass, myog-
lobin) zustaly v referenénim rozmezi u vSech pacienti.
Byla zjisténa korelace mezi elevaci GPBB a poruchou
diastolické funkce LK na echokardiografii (r = 0.603; p
<0.0001). U zadného pacienta nedoslo k manifestaci kar-
diotoxicity v peritransplantacnim obdobi. Zavéry: Nase
vysledky naznacuji, Ze podani PR a nisledna TKB jsou
spojeny s poskozenim myokardu, které se manifestuje
zvySenym uvoliiovanim GPBB z kardiomyocytt, coz
mize korelovat s poruchou diastolické funkce LK na
echokardiografii. U asymptomatickych pacientii mohou
byt tyto ndlezy povaZovany za projev akutni subklinic-
ké kardiotoxicity. Nenf jasné, zda tyto akutni zmény bu-
dou predpovidat rozvoj kardiomyopatie spjaté s onkolo-
gickou lécbou v budoucnosti. Dalsi studie na vétsim po-
¢tu pacientd budou potieba k potvrzen{ nasich predbéz-
nych vysledki a definovani role novych biomarkert kar-
didlniho poskozeni pii hodnoceni kardiotoxicity v on-
kologii. Prace byla podpofena z vyzkumného zaméru
MO 0FVZ0000503 a MZO 00179906. Préace byla pfija-
ta k publikaci do Bone Marrow Transplantation
(doi:10.1038/bmt.2009.306).

(8) 1711.

Prvni zkuSenosti s podavanim i.v. busulfanu v ramci
pripravy pred autologni nebo alogenni transplantaci
krvetvornych bunék, zkusenost jednoho centra
Jungova Alexandra, Koza Vladimir, Vokurka Samuel,
Karas Michal

(Hematologicko onkologické oddéleni FN, Plzeri)

Uvod: Busulfan je ¢asto pouZivan v rdmci protokoli
predtransplantacni pfipravy. V myeloablativnich rezi-
mech je pouzivan v p.o. ddvce Img/kg/den. Vysokd dav-
ka v p.o. aplikaci md vSak sva dskali a vedlejsi dcinky.
Individudlni vstiebdni 1éku GIT vede predevsim k va-

riabilnim hladindm v krvi, vyZadujicim jejich monito-
raci s rizikem vysoké toxicity (napf.VOD) ¢i naopak
zvySeného rizika relapsti. Nekomfortni je i aplikace vel-
kého poctu tablet. Z téchto divodi fada center ve své-
té prechdzi na i.v. aplikaci 1éku. Soubor nemocnych
a metodika: Na HOO v Plzni je pouZzivan i.v. busulfan
v predtransplantacni pripravé od roku 2008. Dosavad-
ni soubor predstavuje 25 nemocnych (14 muzu, 11 Zen,
medidn véku 34 let) s dg.-13 ALL, 8 AML, 1 CML, 1
MDS, 1 OMF a 1 myelosarkom.Transplantat- 19 x
PBSC (76 %), 6x BM (24 %). Piipravny protokol
Bu/CY2: Bu 0,8 mg/kg a 6 hodin v dny -9 az -6.den,
CY 60mg/kg/den i.v. -4.az -3.den, ve vétsiné piipadu
(nepfibuzenské aloSCT kombinace s ATG 5mg/kg/den
-3 az-1). Sledovana byla mukositida, zvraceni, CNS pa-
roxysmy, engraftment, VOD, pocet relapst. Z 25 paci-
entl dosud Zije 21 (84 %), 4 zemfeli (16%)- 2 na re-
laps nemoci a 2 pacienti na komplikace aGvHD (1xsep-
se, 1x kortikorezistentni GVHD stfeva). Nikdo z pac.
nezemfel na toxicitu protokolu. 4 pac.(16%) zrelabova-
li (z toho 1 pacientka molekuldrné geneticky). Vysled-
ky: Poddvani v rezimu 0,8mg/kg a 6 hodin 1.-4.den (ku-
mulativné v priméru 918 mg). Z komplikaci nejcastéj-
§1 GIT toxicita ve smyslu mukositidy dutiny ustn{ (gra-
de IIT.-IV.u 7 pac. (28 %)). VOD Il st. se vyskytla pou-
ze u 1 pacienta (4 %). Elevace jaternich testd — biliru-
bin nad 50umol/l u 6 pacienti (25 %) a elevace trans-
amindz nad dvojndsobek normy u 9 pacientt (38 %).
Akutni GVHD se vyskytla u 7 pacientt (28%), z toho
v 6 pripadech (24 %) akutni forma I[.-IV.stddia. U vSech
nemocnych doslo k pfihojeni §tépu, s medidnem doby
pfihojeni 14.5 dne pro leuko nad 0,5x 10e9 a 16 dnt pro
trombo nad 20x10e12). Zavér: NaSe zkuSenosti jsou
v korelaci s daty uddvanymi v zahrani¢nf literatufe a po-
tvrzuji velice dobrou sndsenlivost i.v. poddvaného bu-
sulfanu. Nespornou vyhodou je lepsi nastaveni plazma-
tické hladiny léku s pfedpokladem omezeni nejzdvaz-
néjsich vedlejSich tcinkid. Neocenitelnou vyhodou je
i nezatézovani nemocného podanim desitek tablet den-
n¢ béhem transplantacni pripravy. L.v. busulfan by se
mél stit béZnou soucdsti pripravnych transplantacnich
protokold.

(9) 1699.

CMY infekcia po alogénnej transplantacii kmeriovych
krvotvornych buniek

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

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

Uvod: Napriek moZnostiam prevencie zostiva cytome-
galovirus (CMYV) jednym z najcastejSich patogénov, kto-
ry sa podiel’a na morbidite a mortalite u pacientov po alo-
génnej transplantcii kmeniovych krvotvornych buniek
(TKB). Reaktivacia CMV infekcie je zdvaznou kompli-
kaciou po TKB. CMV status prijemcu je preto predomi-
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nantnym rizikovym faktorom pre vznik infekcie. K ostat-
nym rizikovym faktorom, ktoré mézu zvySovat riziko
CMV infekcie, patria aj akutna alebo chronickd reakcia
Stepu proti hostitel'ovi (GVHD) a s flou spojend imunosup-
resivna liecba (IS). Metddy: Retrospektivne sme analyzo-
vali udaje u 67 pacientov (37 muZzov, 30 Zien), ktorf sa
v obdobi od 01/2006 do 12/2009 podrobili alogénnej
TKB. 51 pacientov dostalo Step od HLA identického su-
rodenca, 16 pacientov od zhodného nepribuzného darcu.
5 pacientov sa podrobilo alogénnej TKB v uvedenom ob-
dobi dvakrat. Medidn veku pacientov v ¢ase TKB bol 34,5
roka (rozsah 19 — 63 rokov). Pritomnost CMV sme do-
kazovali pomocou metédy RQ — PCR v DNA izolovanej
z plnej krvi pred TKB. Nasledne sme realizovali rutinny
monitoring poc¢as hospitalizdcie 1x tyzdenne, ambulant-
ne v priebehu prvého roku po TKB 1-4 x mesacne v za-
vislosti od rizika reaktivicie CMV. VSetci pacienti do-
stavali dlhodobo profylakticky acyklovir alebo valgan-
cyklovir az do ukoncenia IS liecby, pri pozitivite CMV
PCR - DNA sme zahdjili preemptivnu liecbu gancyklo-
virom. Vysledky: Reaktiviciu CMV do dna +100 po TKB
sme zaznamenali u 16 pacientov (23,8%), z toho u 8 pa-
cientov sme stcasne zaznamenali akitnu GvHD koze,
Creva alebo pecene (do dna +100 po TKB). U 3/8 paci-
entov doslo k rozvoju CMV ochorenia (hepatitida, ence-
falitida, enteritida). 2 z 3 pacientov zomreli, 1 v dosled-
ku CMV ochorenia. Zaver: Monitorovanie a véasny dokaz
CMYV virémie, ako aj antivirusovd profylaxia a G¢innd
preemptivna liecba patria k i¢innym metédam zabranuj-
dcim vzniku CMV choroby.

(10) 1663.

Development of the public cord blood registry

in Slovakia

Polonska Marina, Durikové E., Bachraty J., Hamid Z.
(Eurocord-Slovakia, Slovak Placental Stem Cell Registry,
Bratislava-SK)

BACKGROUND: Since first cord blood transplanta-
tion in 1988 for patients with Fanconi anemia cord blo-
od has become a proven source of hematopoietic stem
cells for transplantation. In order to provide transplant
physicians with high quality cord blood units (CBU), con-
tinuous cord blood banking and cooperation is inevitab-
le on international levels. From 1995 directed cord blo-
od banking for siblings and public cord blood banking
started in Slovakia. Currently Eurocord-Slovakia acts as
certified cord blood processing facility and public cord
blood registry in Slovakia. MATERIAL AND
METHODS: Eurocord-Slovakia employs international
guidelines for donor selection, testing and criteria for
CBU release and shipment through the membership in
NetCord and WMDA. The project Extension of Slovak
Cord Blood Registry is supported by Financial Mecha-
nisms EEA, Norwegian Financial Mechanism and by Slo-
vak Republic Government. Published cord blood trans-
plant outcomes reveal the importance of the amount TNC

for cord blood engraftment, therefore a new approach of
CBU selection was employed in our registry. Currently
only CBU with minimum 150x107 TNC are selected for
public inventory. RESULTS: Until March 2010 Eurocord-
Slovakia has processed cord blood from more than 2500
voluntary donors. Since 2007 (grant implementation) the-
re has been an increase in the volume of collected cord
blood and increase in TNC content of cryopreserved units.
The median volume collected increased from 91 ml to
126 ml. The median TNC after processing increased from
129x107 to 162x107. According to the BMDW Annual
Report our registry currently maintains the highest avera-
ge TNC in comparison to other registries. Eurocord-Slo-
vakia has provided 5 CBU for unrelated transplantations
internationally with median TNC 219x x107 per unit. At
present 605 HLA-A, B, DRB1 typed CBU are available
for transplantation. Through the sibling’s donor program
118 CBUs were processed for family members of which
5 CBU were released for related transplantation.
CONCLUSIONS: Cord blood units prepared in Eurocord-
Slovakia are accepted by transplant centers worldwide.
Public cord blood banking in Slovakia has increase stea-
dily in the past two years mostly thanks to international
grant; however for future governmental and public health
funding is needed.

(11) 1641.

Alogenni transplantace po redukované pripravé

u rizikové akutni lymfoblastické leukémie

v 1. kompletni remisi — zkuSenosti jednoho centra
Karas Michal, Steinerova Katefina, Jindra Pavel, Lysdk
Daniel, Vokurka Samuel, Svoboda Tomas, Koza Vladimir
(Hematologicko-onkologické odd. FN, Plzeri)

Uvod: akutni lymfoblastickd leukémie (ALL) s riziko-
vymi faktory (Ph+, t(4;11), t(1;19), leukocytéza, pro-B-
ALL, pozdni dosazeni CR) je indikaci k provedeni alo-
genni transplantace krvetvornych buné¢k (aloSCT) po my-
eloablativni pfipravé. U starSich nemocnych a nemocnych
s dal$imi onemocnénimi by vSak tato byla spojena s vy-
sokym rizikem lécebné mortality (TRM). V tvahu by
mobhlo prichdzet provedeni aloSCT po redukované piipra-
vé (RIC), s nimZ jsou vSak v pripadé ALL zatim jen li-
mitované zkusenosti. V tomto sdéleni shrnujeme nase vy-
sledky aloSCT po redukované pripravé u rizikové ALL
v 1.kompletni remisi (CR). Pacienti a metody: v letech
2004 az 2008 podstoupilo 11 pacientt s rizikovou ALL
v 1.CR s medidanem véku 55 let (rozmezi 25-57 let) alo-
SCT po RIC (fludarabin+melphalan). Zdrojem krvetvor-
nych buné¢k byla periferni krev s medidnem transplanto-
vanych CD 34+ bunék 5,92x10E6/kg (rozmezi 1,89-
14,90x10E6/kg). V 5 (45%) pripadech se jednalo o pfi-
buzného a v 6 (55%) pripadech o nepiibuzného dérce (1x
s HLA neshodou). Jako prevence nemoci z reakce Stépu
proti hostiteli (GVHD) byl podavan cyclosporin A a met-
hotrexdt. Dalsi postupy, 1écba komplikaci, jejich hodno-
cenfi a hodnoceni vysledkt 1é¢by probihalo dle standard-
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nich kritérii. Vysledky: u v§ech nemocnych bylo v den
+30 dosazeno kompletniho darcovského chimerismu
(CC) atrvala CR onemocnéni. Akutni GVHD se rozvinu-
la u 4 (36%) pacientil a ve vsech pfipadech se jednalo
o postizeni 2.stddia. Chronickd GVHD se rozvinula u 4
(36%) pacientd (1x limitovand, 3x extenzivni). 6 (55%)
pacienti s medidnem doby 6 mésictl (rozmezi 2-13 mé-
sicl) od transplantace zrelabovalo a 3 z nich zemfeli. 3
pacienti po intenzivni chemoterapii a DLI dosahli 2.CR
a 2 z nich naddle ziji v 2.CR (2 a 5 mésict). Z divodu
TRM zemfteli 2 (18%) pacienti (sepse pii GVHD) a zad-
ny z nich do dne +100 po aloSCT. Predpokladany DFS
a OS ve 2 letech je 31% a 53%. Zavér: pri limitaci veli-
kosti souboru a dobou sledovani ziskané vysledky ukazu-
ji, Ze aloSCT po RIC u nemocnych s rizikovou ALL
v 1.CR, ktefi nejsou vhodni k myeloablativni pfiprave,
je pomérné dobie tolerovana a Ze v ¢asti pripadi tento po-
stup vede k udrzeni CR, ale za relativné vysoké inciden-
ce relapst. Vzhledem k limitovanym zkuSenostem a ne
zcela jednoznaénym vysledkim aloSCT po RIC u rizi-
kové ALL v 1.CR (v€etné naSich zkuSenosti) je tento po-
stup naddle spiSe postupem experimentdlnim bez jedno-
znacné dolozeného 1é¢ebného vyznamu.

(12) 1650.

Aktivace CMV-specifickych CD8+ T lymfocyti
pomoci adenylatcyklazového toxoidu nesouciho
epitopy odvozené od CMV proteinu pp65

Jelinek Jifi, Adkins Irena, Sebo Petr, Michdlek Jaroslav
(Univerzitni centrum bunécné imunoterapie, Babdkiiv vy-
zkumny institut, LF MU, Brno; Sektor bunécné a mole-
kuldrni mikrobiologie, Mikrobiologicky tistav AV CR v.v.i.,
Praha)

Cytomegalovirus (CMV) je oportunni patogen, kterym
je v priubé&hu Zivota infikovano 50-80 % populace. Zatim-
co u zdravych jedincti probthda CMV infekce vétSinou
asymptomaticky, u imunodeficientnich pacientti v§ak ma-
Ze primdrni ¢i rekurentni CMV infekce vyvolat zdvazné
az zivot ohrozujici onemocnéni. Mezi rizikové skupiny
patfi mimo jiné pacienti podstupujici imunosupresivni 1é¢-
bu v¢etné pifjemci allogennich hematopoetickych bunék.
Jedna z mozZnosti prevence a 1é¢by téchto pacientt rezi-
stentnich na virostatika spociva ve specifické vakcinaci
s vyuzitim peptidovych epitopt odvozenych od CMV an-
tigend. K posilen{ imunitn{ odpovédi Ize vyuZit nosi¢, kte-
ry dopravi peptidovy antigen do antigen prezentujicich
dendritickych bunék. Adenylatcykldzovy toxoid (Cya-AC-
) odvozeny od toxinu bakterie Bordetella pertussis se je-
vi jako idedlni vektor, ktery je schopen dopravit kratké
peptidové antigenni sekvence cilené do dendritickych bu-
nék a navodit robustni antigenné-specifickou imunitni od-
povéd. Tato studie se zabyvala aktivaci imunitni odpoveé-
di pomoci CyaA-AC- nesouciho peptidové epitopy odvo-
zené od imunodominantniho CMYV proteinu pp65 in vitro.
Aktivace imunitni odpovédi byla monitorovdna u mono-
nukledrnich bunék periferni krve zdravych CM V-seropo-

zitivnich a seronegativnich ddrc pomoci pritokové cy-
tometrie a kvantitativni analyzy produkovanych cytokint
metodou Cytometric Beads Array. Vysledky ukdzaly, ze
CyaA-AC- nesouci CMV antigennf epitopy aktivuje spe-
cifické CD8+ T lymfocyty. Tyto vysledky opodstatiuji dal-
§i vyuziti CyaA-AC- v diagnostice a terapii CMV infek-
ce a ukazuji, Ze CyaA-AC- miZe slouzit jako model pro
dopravu nadorové specifickych antigenti do antigen pre-
zentujicich bunék s cilem indukce protinddorové imuno-
terapie. Tato studie byla sponzorovdna granty: MSMT
NPVII 2B06058 a IGA MZCR NS9871.

(13) 1661.

Retrospective analysis of invasive aspergillosis

in hematooncological department during 2005-2008
Weinbergerova Barbora, Racil Zden¢k, Kocmanova Iva,
Lengerova Martina, ToSkovd Martina, Winterova Jana,
Mayer Jifi (IHOK FN, Brno; OKM FN, Brno)

Background: Invasive aspergillosis (IA) is a serious in-
fectious complication in immunocompromised patients
(pts.). Particularly pts. with hematological malignancies are
at high risk of IA. Methods: The goal of our retrospective
analysis was to evaluate incidence, early diagnostic possi-
bilities and effect of antifungal therapy in proven and pro-
bable IA in immunocompromised pts. in our institution du-
ring 2005-2008. We followed EORTC/MSG criteria in eva-
luation of IA diagnosis (2002) and therapy response (2008).
Results: In the mentioned period we documented 54 pro-
bable and 7 proven isolated pulmonary IA. Prolonged pro-
found neutropenia (56%) and long-term use of corticoste-
roids (34%) were identified as the major risk factors of IA.
20 cases (33%) had normal finding on pulmonary X-ray. 54
cases (89%) had abnormality on pulmonary CT with “ha-
lo* sign as the most frequent finding (34%). 93% pts. had
consecutive positivity of serum-galactomannan (S-GM). In
38 cases (62%) consecutive positivity of S-GM occured be-
fore (3 days in avg.) pathologic scan. These drugs or com-
bination were used as primary therapy: 41% voriconazole
(VORI), 7% itraconazole (ITRA), 5% caspofungin
(CASPO), 38% VORI+CASPO, 3% amphotericine B deo-
xycholate (AMB) and 6% none. Overall RR to primary the-
rapy was 56% (VORI 60%, VORI+CASPO 78%, ITRA
25%, CASPO 0% and AMB 0%). In 9 cases we have to
use salvage therapy (VORI+CASPO in 7 pts., posacona-
zole+CASPO in 1 pt. and VORI in 1 pt.). Overall RR to sal-
vage therapy was 78%. The overall mortality rate was 44%,
with 11% attributable to IA. Conclusions: On the basis of
our analysis we confirm common risk factors of A and ma-
jor role of S-GM and CT for early diagnosis and prompt
start of antifungal therapy of IA. We reached good results
in RR with using both VORI and combination of
VORI+CASPO in primary therapy of IA. Antifungal com-
bination had excellent effect also if used as salvage treat-
ment of this infection. NS10441-3/2009 NS10442-3/2009
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(14)

Palonosetron hydrochlorid: druha generace
antagonistld 5-HT3 receptorii. Nova doporuceni
prevence akutni i oddalené nevolnosti a zvraceni
po vysoce emetogenni chemoterapii

u onkohematologickych pacient

Markova Jana (Praha)

Abstrakt nedodan.

(15) 1687.

Meéfeni plazmatickych hladin posakonazolu

u hematoonkologickych pacienti

Winterova Jana, Racil Zdenék, Maldskova Ludmila, Ro-
lencova Monika, Mayer Jif{

(Interni hematoonkologickd klinika FN, Brno,; Oddélent
klinické biochemie FN, Brno)

Uvod: Posakonazol patii mezi azolové Sirokospektralni
antimykotika, vyuzivané jak v profylaxi, tak v empirické
a cilené terapii invazivnich mykotickych infekci. Pro roz-
dilnou biologickou dostupnost po perordlnim uzivani po-
sakonazolu a v dusledku predpoklddanych 1ékovych inter-
akci se plazmatické koncentrace posakonazolu vyznacuji
velkou variabilitou méfenych hodnot jak mezi jednotlivy-
mi pacienty, tak interindividudlné. Cil a metody: Plazmatic-
k4 hladina posakonazolu byla stanovovéana vysokotcinnou
kapalinovou chromatografii. U pacientd 1écenych posako-
nazolem na IHOK v obdobi od listopadu 2008 do ledna
2010 byla provedena retrospektivni analyza naméfenych
plazmatickych hladin posakonazolu spolecné s analyzou la-
boratornich vysledkd a klinickych parametri. Vysledky: Ve
sledovaném obdobi bylo vyhodnoceno celkem 110 vzorkt
plazmy od 25 pacient (1-17 odbérii u jednoho pacienta)
Plazmaticka hladina byla stanovena jednou u 10 pacientd,
dvakrdt u 5 pacientt, tfi a vicekrat celkem u 10 pacientd.
Median sledovani byl 31 (3-205) dni od zahdjent terapie po-
sakonazolem. Posakonazol byl poddvan v 55% profylaktic-
ky, ve 7% jako empiricka antimykotickd 1écba, ve 32% ja-
ko preemptivni terapie mykotické infekce a v 6% jako ci-
lend antimykoticka terapie invazivni mykdzy. Pacienti uZzi-
vali posakonazol ve formé ordlni soluce spolec¢né s na tuky
bohatym jidlem v celkové denni ddvce 200-980 mg, roz-
délené do 2-4 davek. Zjisténé plazmatické koncentrace po-
sakonazolu pfi denni ddvee 600 mg (2x 300) byly 0,2-3,1
pg/ml (medién 1,12). Pii davce posakonazolu 800 mg den-
né se plazmatické hladiny pohybovaly v rozmezi 0,2-3,1
pg/ml , medidny naméfenych hodnot byly 0,7 pg/ml pri 4
dennich davkach (4 200 mg) a 1,01 pg/ml pri davce 400mg
2x denné. Zména davkovaciho reZzimu z 2x 400 mg na 4x
200 mg denné vedla u dvou sledovanych pacientd k vy-
znamnému vzestupu plazmatické koncentrace posakonazo-
lu. Ze vsech vysetrenych vzorkd ve 30% (n=30) byla plaz-
matickd hladina posakonazolu pod 0,5 ng/1 a pii této hladi-
né mohla byt antimykotickd terapie nedostatecné efektivni
a ucinnd. Zaver: Sledovani plazmatickych koncentraci po-
sakonazolu v prib&hu lé¢by mize byt velmi uZite¢né pii

upraveé davkovani léku, a tim dosazZeni efektivni a G¢inné
koncentrace a teda lepsi odpovédi na antimykotickou léc-
bu u vysoce rizikovych hematoonkologickych nemocnych.
Podpofeno IGA MZ CR NS/10441-3/2009

ZDRAVOTNI LABORANTI

(16) 1685.

Napli prace kontrolni laboratore na Krevnim centru
ve FN Ostrava

Jurajdova Lenka, Terkovi¢ova P., Maluskovad A., Cerma-
kova Z., Lakotova O.

(Krevni centrum, FN, Ostrava-Poruba)

Kontrolni laboratof na Krevnim centru ve FN v Ostra-
vé-Porubé zahdjila svou ¢innost v roce 1996. Népln pra-
ce: - vySetien{ jakostnich pozadavki transfuznich piiprav-
ki a plazmy k frakcionaci - ticastni se na procesnich va-
lidacic Dalsi Cinnosti: a/ ptiprava fyziologického roztoku
pro laboratorni tcely /1x tydné/ b/ pro pacienty a nékolik
externich zadavatell vySetiuje hladinu volného hemoglo-
binu ¢/ provadi kontrolu zpisobilosti automatickych pi-
pet PRIPRAVKY, U KTERYCH JE PROVADENA
KONTROLA KVALITY: 1/ Plazmové /P,PA PD/ 2/ Eryt-
rocytové /EBR,ERD,EAR RPK ., ERDP/ 3/ Trombocytové
/TA,TBSD/ 4/ Granulocytové /GA/ 5/ Kryoprotein
VYBER VZORKU: - namitkové- laborantka kontrolni la-
boratofe - pocet vzorku-podle doporuceni uvedenych
v Quide to the preparation,use and quality assurance of
blood components-14.vydani a vyhlasky 143/2008sb. - po-

kud je vzorkt méné-kontroluji se vSechny

(17) 1683.
HLA typizace
Klimentova Hana, Vondrackova Hana ( UHKT, Praha )

HLA typizace. Oblast HLA (hlavni histokompatibilni
systém Clovéka) se nachdzi na kratkém raménku 6.chro-
mozomu ( 6p21.3) a obsahuje 128 funkénich genti, tj.3 600
parti bazi. Tyto geny koduji antigenni struktury rozpozna-
vajici organismu cizi struktury a zahajujici tak kaskadu imu-
nitnich odpovédi. Transplantace hematopoetickych kmeno-
vych bunék (HSCT) u pacientl s onkohematologickymi
onemocnénimi predstavuje kromé eliminace naddorovych
bunck také adopci imunitniho systému darce, a proto tes-
tovani HLA shody pacient /ddrce pro vybér vhodného dar-
ce ma zasadni vyznam pro tspeésnost HSCT. Genotypizaci
provadime polymerdzovou fetézovou reakci se sekvencné
specifickymi primery (PCR-SSP) a pfimym sekvenovani
(SBT). Specialni softwary provadi vyhodnocovani vysled-
ki a diky navazani na mezindrodni pravideln¢ aktualizo-
vanou databazi HLA alel jsou maximalné presné. Po indi-
kaci pacienta k HSCT vysetfujeme prislusniky uzsi rodiny
v lokusech HLA-A ,-B,-DRB1 na trovni alelickych skupin
(antigeni) — low resolution (LR), z néhoZ muzeme usoudit
miru shody. Pro détské pacienty provadime podle standar-
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dui EFI rodinnou studii — LR rodi¢l ditéte a sourozenci .
U shodnych sourozencl pokracujeme typizaci ve vysokém
rozliSeni — High Resolution (HR) na troven alel. Pro HSCT
je HLA shodny sourozenec nejvhodnéjsim darcem. ( rychld
dostupnost, genetickd podobnost). Vzorky pacientt, ktef{
nemaji sourozence, nebo maji HLA neshodného, jsou typi-
zovany na droveni jednotlivych alel v lokusech HLA IL.tridy
-A-B,-Cw,a HLAII tiidy -DRB1 , -DQB1 a vysledek je
preddn registru k vyhledavani vhodného neptibuzného dar-
ce. Typiza¢ni data nepiibuznych dérci z registra jsou kon-
firmovéna a dopliiovdna — vysledek je ovéren na HR.V pri-
padé nalezeni neshod vedeme s klinickymi 1ékari diskuzi
o vhodnosti darce. Testovani HLA systému pro potfeby pa-
cienti UHKT a KDHO Motol provadi nase laboratof od ro-
ku 1993. VySetfovaci metody jsou od roku 2002 akredito-
vany CIA podle normy ISO/IEC 17025, od roku 2004 i pod-
le ISO 15189 urcené pro zdravotnické laboratore. Nase pra-
covisté od roku 2007 drzitelem akreditace EFI (Evropska
federace pro imunogenetiku). Tato posouzeni dokladaji, ze
pouzivané postupy jsou v souladu s odbornymi standardy
indroky na kvalitu a jeji fizeni, a proto miZzeme testovat pro
nase pacienty potencidlni ddrce z Ceskych registri (cca 55
tisic) i celosvétové sité zahrani¢nich registrt ( vice nez 14
miliond darcu).

(18) 1654.

Analyzator TechnoTwinStation

v imunohematologické laboratori

Kozelska Renata, Salamon Marek, Byrtusova Jana, Cer-
makova Zuzana, Lakotova OldfiSka

(Krevni centrum, FN, Ostrava-Poruba)

K vysetfovan{ vzorkid darcti pouziva Krevni centrum FN
Ostrava od roku 2009 analyzator Techno TwinStation. Ana-
lyzator Techno TwinStation a Lyra MP — Readeru tvoii mo-
dul, ktery je propojen softwarem Maestro. VSechny opera-
ce jsou ovladdny pomoci dotykového monitoru. PIné auto-
matizovany analyzator Techno je schopen provadét pozitiv-
ni identifikaci vzorkt, reagencif, karet a mikrotitra¢nich de-
sek pomoci ¢arovych kéda. Automaticky kontroluje hladi-
ny reagencif, ¢isla SarZ{ a data exspiraci. Provadi pipetova-
ni bunéénych suspenzi, inkubaci, centrifugaci, ¢teni a in-
terpretaci vysledkd. Je schopno vysetfit 70 vzorki za hodi-
nu, béhem jednoho cyklu vysetii maximalné 36 vzorki a ka-
pacita kazdé z 2 centrifug je 24 karet. Lyra MP- Reader je
urcen pro centrifugaci, agitaci a ¢teni mikrotitracnich desek.
Vysetieni ddrcl v laboratofi rutinni imunohematologie tato
vysetieni: 1.Vysetieni krevni skupiny a antigenu RhD u pr-
vodarci 2.Vysetfeni krevni skupiny a antigenu RhD u opa-
kovanych darcti 3.Vysetfeni Rh a Kell fenotypu u prvodar-
cl 4.Vysetfeni screeningu protildtek metodou NAT Firma
Eurex Medica dodava veskeré diagnostické reagencie a po-
mticky vyrdbéné firmou DiaMed, které jsou potiebné pro
analyzdtor. Techno TwinStation vyuZzivd pro vySetfovani
dérci 3 druhy mikrotitra¢nich desek ad1) DiaMed MP Test
A-B-AB-DVI—DVI+-ctl/A1,B (pro vySetfeni krevni sku-
piny a antigenu RhD ddarce s prvnim a druhym odbérem)

ad2) DiaMed MP Test A-B-D-ctl/A-B-D-ctl (pro vySetfeni
krevni skupiny a antigenu RhD u opakovaného dérce) ad3)
DiaMed MP Test C.c.E e K ctl (pro vysetieni Rh a Kell fe-
notypu u darce s prvnim a druhym odbérem) Identifikacn{
karty LISS/Coombs se spolu s diagnostickymi erytrocyty
ID -DiaCell Pool pouZzivaji pro vySetfeni screeningu proti-
latek proti erytrocytiim metodou NAT. Diagnostické erytro-
cyty DiaCell MP ABO jsou vyuZivany pro vySetfeni aglu-
tinind u ddrcd s prvnim a druhym odbérem. ID Diluent 1
(bromelin) je vyuzivan pro vytvofeni bunécnych suspenzi.
Pro promyvani analyzatoru jsou potfeba roztoky Wash So-
lution A a B. Hlavnimi vyhodami analyzatoru jsou: - jed-
noduchd obsluha - pratelsky software - spolehlivost - va-
lidn{ vysledky - cena jeho provozu je adekvatni vici spekt-
ru vySetfeni, kterd provadi. V budoucnosti je uvazovano
o vyuziti analyzatoru pro dal3f testy jako je kompletni predt-
ransfuzni vySetfeni a vySetfovanni pacientd.

CML/MYELOPROLIFERACE

(19) 1769.

Exprese sestrihovych variant WT1: vyvoj metodiky
a prvni vysledky u pacienti s AML a CML

Lopotova Tereza, Z4atkova Markéta, Poldk Jaroslav, Sch-
warz Jifi, Klamova Hana, Machova Poldakova Katefina,
Moravcova Jana

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Prognosticky vyznam celkové exprese WT1 byl proka-
zan u akutni (AML) i chronické myeloidni leukémie
(CML). Existuje vice nez 36 isoforem WT1, 4 hlavni vzni-
kaji kombinaci sestfihu exonu 5 a KTS sekvence v exonu
9, shortWT1 (sWT1) vznikd pouZitim alternativniho prv-
niho exonu Ela. Varianty +5 byly spojeny s rezistenci k apo-
ptéze (Reinshaw et al., 2004), sWT1 byla prezentovana ja-
ko predpokladana onkogenni varianta (Hossain et al., 2006).
Nasim cilem bylo zjistit, zda hladina konkrétn{ varianty ne-
bo pomér variant miZze souviset s odpovidavosti na 1é¢bu
nebo mit prognosticky vyznam pro pacienty s AML a CML,
tedy zda je mozné uptesnit informaci ziskanou analyzou cel-
kové WT1 hladiny. Navrhli jsme, optimalizovali a valido-
vali dva real-time PCR systémy: 1) Systém pro kvantifika-
ci 4 hlavnich sestfihovych variant WT1: kombinace spolec-
né sondy s forward primery hybridizujicimi na rozhrani
E5/6 nebo E4/6 a reverse primery hybridizujimi do oblasti
obsahujici nebo postradajici KTS. 2) Systém pro kvantifi-
kaci varianty sWT1 a WT1 pIné délky: PCR kombinujici 1
spolecny reverse primer hybridizujici do exonu 2, spolec-
nou sondu a forward primery hybridizujici do exonu E1 ne-
bo Ela. Dosud byly vySetieny celkové leukocyty periferni
krve nové diagnostikovanych AML pacienti (n=41) a CML
pacientti (n=25) v prubéhu 1é¢by imatinibem. Zjistili jsme,
Ze Ctyfi hlavni sestfihové varianty WT1 (-5/-KTS, -
5/+KTS, +5/-KTS, +5/+KTS) byly v AML i CML diagné-
ze exprimovany v podobném poméru 11:8:53:25
a 8:5:60:31. U vysoce rizikové AML v diagnéze jsme na-
lezli sniZzenou hladinu +5/+KTS a sniZeny pomér —KTS:
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+KTS. Pokud jsme hodnotili expresi variant jako nezdvis-
ly prognosticky faktor pro AML, nalezli jsme sniZeni po-
méru -5:+5 u pacientl rezistentnich na 1écbu (p=0,0017).
V CML se varianta sWT1 objevuje az v akceleraci/blastic-
ké krizi. AML pacienti rezistentni k 1é¢bé vykazuji v diag-
néze v porovnani s odpovidajicimi pacienty zvySenou hla-
dinu varianty sWT1, avSak pri soucasném zvyseni celkové
exprese WT1. Zavérem, u AML pomér 4 variant i hladiny
varianty SWT1 vykazuji zmény mezi rizikovymi skupina-
mi i skupinami s odliSnou redlnou odpovédi na lécbu. To
naznacuje, Zze dané varianty WT1 mohou hrét roli pfi cha-
rakterizaci stavu i prognézy onemocnéni. Vzhledem k po-
¢tu onemocnéni, v nichz WT1 hraje roli, véfime, Ze nami
vyvinuté PCR naleznou pifipadné i §irsi vyuziti. Podporeno
MZOUHKT2005.

(20) 1731.

Vyznam detekce mutaci v MPL genu u pacientt

s myeloproliferativnimi neoplaziemi (srovnani dvou
metod detekce: real-time PCR a sekvenace)

Kubové Barbora, Simova Jarmila, Uvirovd Magdaléna,
Zmolikova Jana, Tichy Martin, Starostka David

(CGB laboratot a.s., Laborator molekuldrni genetiky,
Ostrava; Nemocnice s poliklinikou, Haviiov)

Myeloproliferativni neopldzie (MPN) jsou klonalni one-
mocnéni krvetvorby, kterd postihuji prekurzorovou hema-
topoetickou buniku. Nejcastéji se vyskytujici somatickou
mutaci u MPN je mutace V617F v JAK2 genu. Vzhledem
k tomu, Ze pfiblizné 50% pacientli s diagnézou esencidln{
trombocytémie (ET) a primarni myelofibrézy (PMF) ne-
nese vysSe uvedenou mutaci, doporucuje se v soucasné do-
beé vySetteni dalSich genetickych zmén — predevsim muta-
ce v genu pro trombopoetinovy receptor (MPL). Ziskané
mutace v MPL genu se vyskytuji u tzv. BCR-ABL/Ph 1 ne-
gativnich MPN, zejména u pacientti s diagnézou ET (1-5%)
a PMF (5-10%). MPL gen (myeloproliferative leukemia vi-
rus oncogene, OMIM*159530) se nachdzi na chromozé-
mu 1, lokusu p34 a kéduje receptor pro trombopoetin, trans-
membranovou tyrozin kindzu. NejCastéji se vyskytujicimi
somatickymi mutacemi v MPL genu jsou jednonukleotido-
vé substituce v kodonu 515 (W515L a W515K). Uvedené
mutace maji za nasledek konstitutivni, cytokin independent-
ni aktivaci JAK2/STAT signdlni drahy. Detekci mutaci
v exonu 10 MPL genu provadime pomoci real-time PCR
(MPL W515L/K MutaScreenTM Kkit, Ipsogen) a sekveno-
vanim exonu 10 MPL genu (BigDye Terminator v3.1 Cyc-
le Sequencing kit, Applied Biosystems). V kazuistice (mu-
tace W515L) uvadime srovnani obou pouZzivanych metod.
V soucasnosti zavadime také sekvenaci exonu 11 MPL ge-
nu, jelikoZ se v literatufe uvadi, Ze vice nez 20% mutaci by
mohlo byt opomenuto v pfipad¢ analyzy zamétené pouze
na detekci mutaci W515L a W515K. Real-time PCR: rychla
metoda s vysokou citlivosti — schopnd detekovat az 1,5%
DNA s mutaci na pozadi genomické DNA bez mutace, de-
tekce je v§ak omezena pouze na mutace W515L a W515K,
pripadné dals$i mutace nejsou detekovany. Sekvenace: uva-

viv s

dény detekeni limit 15-20%, ¢asové ndrocnéjsi, schopna
vSak detekovat vSechny mutace v sekvenované oblasti MPL
genu (méné Casté substituce — napf. W515R, W515A,
S505N, delece/inzerce). V diagnostickych kritériich WHO
2008 je pro diagnostiku MPN zahrnuta jak detekce mutaci
v JAK2, tak i v MPL genu. Detekce mutaci v MPL genu
muZe byt tedy pomocnym diagnostickym markerem v dife-
rencidlni diagnostice reaktivnich, sekundarnich trombocy-
témif a jinych forem MPN (pfitomnost mutaci v MPL ge-
nu je spojovana s ET a PMF, nepfitomnost téchto mutaci
vSak nevylucuje diagnézu ET a PMF).

(21) 1614.

Cytoredukéni erytrocytaferéza v 16¢bé polycytemia
vera — Ctyrleté zkuSenosti

Ptak Jan, Sedlackova Karla (Hematologicko-transfuzni
odd. Nemocnice, Frydek-Mistek)

Uvod: Pii zvyiené hodnoté hematokritu dochdzi k nérii-
stu viskozity krve, zvySeni agregability erytrocytil a zpoma-
leni pritoku krve v mikrocirkulaci se sniZenim perfuze kys-
likem dilezitych organi (ledviny a mozek). Polycytemie
vyvolava i zvétseni levé komory srdecni, sniZeni kontrak-
tility myokardu a zvysené riziko tromboembolickych kom-
plikaci. Je-li hodnota hematokritu udrzZovana na dolni hra-
nici normy dochdzi k normalizaci rheologickych paramet-
rd a viskozity krve a moznost trombotickych komplikaci je
podstatné redukovana. Hodnotu hematokritu miZeme sni-
Zit opakovanymi venepunkcemi nebo erytrocytaferézami.
Soubor pacientl a metodika: V obdobi 4 let byly erytrocy-
taferézy vyuzity k 16¢bé souboru 12 pacientti s dg. polycy-
temia vera ve véku 52-79 let (1 Zena, 11 muzi). U 6 paci-
entti byla soucasné indikovana lé¢ba hydroxyureou. Celkem
bylo provedeno 47 cytaferéz na separdtoru COBE-Spectra.
Objem odebranych erytrocyti byl v priméru 731ml (363 —
882ml). K substituci byl pouzit fyziologicky roztok, u ode-
branych objemt nad 750ml byl jesté piidan roztok 5% al-
buminu. Zahdjeni 1é¢by bylo indikovéno pfi primérné hod-
noté hematokritu 0,54 (0,49 — 0,59). Jako cilova hodnota
byla zvolena hodnota hematokritu 0,41. Medidn intervalt
mezi jednotlivymi vykony byl 6 mésicti, jeho délka se u jed-
notlivych pacientti velmi liSila v rozpéti od 1 do 26 mési-
cti. U zadného vykonu jsme nezaznamenali nezddouci G¢in-
ky, substituce kalcia nebyla pro nizky objem pouZité¢ho an-
tikoagulacniho roztoku ACD-A provadéna. Diskuze: Vyssi
ekonomické ndroky na erytrocytaferézu ve srovnani s tera-
peutickou venepunkei jsou kompenzovany u tohoto zpu-
sobu 1écby moznosti odbéru velkého objemu koncentritu
erytrocytl (v uvedeném souboru pacientti az 880ml) pfi jed-
nom vykonu, coz odpovidd odbéru témér 1800ml krve
a ohleduplnosti k Zilnimu systému pacienta. Izovolemickym
provedenim vykonu je eliminovéno riziko vasovagalni re-
akce a vykon je mozno pouZit u kardiologicky kompromi-
tovanych pacientl a pacientd vysSich vékovych skupin.
Uspora ¢asu pacienta v souvislosti s redukcf po&tu navitév
Iékare neni rovnéz zanedbatelnd. Erytrocytaferéza je u pa-
cientd s dg. polycytemia vera vysoce G¢innd a bezpe¢na 1é-
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¢ebnd metoda, v nékterych pfipadech pomahajici oddalit za-
hdjeni 1écby cytostatiky.

(22) 1845.

Koincidence chronické myeloidni leukemie (CML)
a chronické lymfatické leukemie (CLL) — 3 pripady
z naseho pracovisté

Skoumalova Ivana, Urbanova Renata, Rohon Peter, Fa-
ber Edgar, Divokd Martina, Gazdova Jana, Holzerova Mi-
lena, Pikalovd Zuzana, JaroSova Marie, Papajik Tomas,
Indrak Karel (Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Vyskyt sekunddrnich malignit u CLL je zndm, soucasny
vyskyt CLL a CML je raritni. Na naSem pracovisti jsme di-
agnostikovali CLL a CML u 3 pacientii. Vysledky: PRIPAD
1. U 57-letého muze dg. B-CLL (asymptomatickd lymfocy-
tosa) v 10/2007. Klinické st. Binet A, karyotyp +12, IgVH
gen nemutovany. Pro krétky zdvojovaci ¢as lymfocytt po-
dan 1 cyklus fludarabinu s CFA. Vzhledem ke zméndm
v rozpoctu leukocytil v 8/ 2008 cytogenetiké vySetfent, sta-
novena dg. Ph+ CML, a2b3 BCR-ABL, stfedni riziko dle
Sokala. V terapii pro CLL nepokracovano, zahdjena lécba
imatinibem 400 mg/den v 9/2008. V 5/2009 dosaZena kom-
pletni cytogenetickd odpovéd (CR) a velkd molekulédrni od-
povéd (MR) v 1/2010. V 6/2009 diagnostikovén adenoca plic
(klinické st. IV, TIN3M1 meta do mediastina a levé lopat-
ky). Pokracovano v 1écbé imatinibem s gemcitabinem. Te-
rapie pro ca ukoncena v 12/2009, pacient je v dobré kondi-
ci. PRIPAD 2. U 57-letého muze dg. Ph+CML, a2b3 BCR-
ABL v 6/2009 (asymptomatickd leukocytosa), vysoké rizi-
ko dle Sokala. V 8/2009 zahdjena terapie imatinibem 400
mg/den a velkd CR dosazena v 1/2010. V 2/2010 zachyt ab-
solutni lymfocytosy a trombopenie. Imunofenotypizacné dg.
B-CLL; ZAP 70 negativni, IgVH gen nemutovany. Dle flu-
orescencni in situ hybridizace (FISH) delece 11q a cytoge-
neticky pridatnd chromosomova zména (+16) v Ph+ klonu.
Klinické st. Binet A, bez terapie pro CLL. Nésledné vyvoj
do blastického zvratu CML, mutace nenalezena. Pacient in-
dikovan k alogenni transplantaci. PRIPAD 3. U 71-letého
muze dg. Ph+ CML, a2b2 BCR-ABL v 12/1999. Lécba in-
terferonem alfa a perordlnim AraC. Nedosazena CR, toxici-
ta interferonu, od 1/2001 terapie imatinibem 400 mg/den.
Kompletni CR dosazena v 1/2006, velkd MR nedosazena.
Pro absolutni lymfocytosu v 9/2004 imunofenotypizace a po-
tvrzena dg. B-CLL (klinické st. Binet A, karyotyp s deleci
13q14,ZAP 70 pozitivni, [gVH gen mutovany). Pacient bez
terapie CLL do 2/2009 - 1écba chlorambucilem a predniso-
nem pro kratky zdvojovaci ¢as lymfocytil a anemii. Terapie
imatinibem prerusena, ale cytogenetickd progrese CML.
I pfes obnoveni 1écby imatinibem hematologickd progrese,
potvrzena F311L mutace. Terapie zménéna na inhibitor ty-
rosinkindzy 2. generace. Souhrn: MnoZstvi pacientli s CLL
a CML bude vzhledem k prodluzujicimu se preZitim nemoc-
nych pfibyvat. Terapie t€chto nemocnych je vyzvou pro kli-
nické pracovniky. Tato price je podporovand grantem
NS9949-3 (Ministerstvo zdravotnictvi) a MSM 6198959205
(Ministerstvo vzdélavani, mladeZe a sportu).

(23) 1820.

Detekcia mutacii v ABL kinazovej doméne BCR/ABL
génu priamym sekvenovanim u pacientov s CML

v slovenskej populacii

Strhakové Lubica, Hojsikova Ivana, Gerykova Bujalko-
va Maria (Medirex,a. s., Bratislava-SK)

Chronickd myeloidnd leukémia je myeloproliferativne
ochorenie charakterizované pritomnostou filadelfského
chromozdému a/alebo fiizneho génu BCR/ABL. V stcasnos-
ti je imatinib lickom 1. linie u pacientov s de novo diagnos-
blémom pri jeho poddvani je vznik rezistencie na lieCbu
a v priebehu 5 rokov ohrozuje 20-40 % chorych s CML. Ci-
elom novych liekov je prekonanie rezistencie na liecbu ima-
tinibom novymi inhibitormi tyrozinovych kindz, ako su da-
satinib, nilotinib a bosutinib, avsak aj pri liecbe tymito in-
hibitormi sa stretdveme s rezistenciou na liecbu. Metodika:
Vzorky periférnej krvi pacientov s CML, bodové mutéicie
v ABL kindzovej doméne BCR/ABL génu detekujeme pri-
amym sekvenovanim, vzhl'adom na dizku sekvenovaného
useku (830 bazovych parov) vykondvame u kazdého paci-
enta 4 sekvenacné reakcie. Vysledky: Z celkového poctu 48
pacientov s CML sme mutdciu v ABL kindzovej doméne
zaznamenali u 10 pacientov (21%). 14 pacientov bolo v ¢a-
se vySetrenia mutdcie v ABL kindzovej doméne BCR/ABL
génu lieCenych imatinibom, 10 dasatinibom a 9 nilotinibom.
U 15 pacientov s CML lie¢bu nepozndme a v tomto stibo-
re pacientov sme nezachytili Ziadnu mutéciu. Celkovo sme
zachytili 10 réznych mutacii (M388L, E459K, M244V,
F359V, D276G, T3151, G250E, L387M, Y253H, F317L).
U 2 pacientov sme identifikovali sicasne 2 mutdcie a obe
v heterozygotnej forme. Pacient s mutdciou T315] exito-
val. Zaver: Sekvenovanie kindzovej domény BCR/ABL fiiz-
neho génu umoziuje monitorovanie bodovych mutdcif
BCR/ABL kindzovej domény u pacientov, ktori su lieCeni
imatinibom alebo tyrozin kindzovymi inhibitormi 2. gene-
racie. Vyhodou metddy je rychlost’, nendrocnost’, postacuj-
Uca senzitivita homozygotného stavu mutécii, problémom
ostdva senzitivita heterozygotnosti.

(24) 1796.

Retrospektivni analyza dlouhodobych vysledki 1écby
interferonem-o. (INF-o) u nemocnych s CML se
zaméfenim na pacienty s kompletni cytogenetickou

a molekularni remisi (CCyR, CMR)

Faber Edgar, Kuba Adam, Zapletalovd Jana, Holzerova
Milena, Rozmanové Sdrka, Divokd Martina, Jaro§ova
Marie, Indrak Karel

(Hemato-onkologickd klinika, FN, Olomouc; Oddélent
statistiky Ustavu lékai'ské biofyziky LF UP, Olomouc)

Uvod: INF-o. byl hlavni konzervativni terapif pred nastu-
pem inhibitory tyrozinovych kindz (TKI). Cilem nasf stu-
die bylo retrospektivné analyzovat pacienty s CML lécené
na nasi klinice INF-a se zvlastnim ohledem na ty, ktefi do-
sahli CCyR a CMR. Materidl a metody: neselektovany sou-
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bor obsahoval 118 pacientt (Zen z toho 51, tj. 43%) 1é-
cenych INF-au v letech 1989 az 2006. Median véku byl 50
let (18-71). Sokaltiv index byl nizky u 46, intermedidrn{
u 46 a vysoky u 25 nemocnych. Pacienti byli 1é¢eni INF-
o v medidnu 12 mésicti (0,3-192 mésict), nejcastéji dav-
kou 9 MU (1,5-10). Cas od diagnézy do zahdjeni 1é¢by
INF-0 ¢inil v medianu 1 mésic (0-43 mésict). Béhem sle-
dovani 12 pacientl podstoupilo alogeni a 8 autologni
transplantaci krvetvornych bunék. 77 pacienti pieslo na-
konec na 1écbu TKI. Vysledky: Nejlepsi CyR byla dosa-
Zena v medianu 12 mésicu (0,3-47 mésicd) a to komplet-
ni (20 pacientd; 18,9%), parcidlni (16 pacientt; 15,1%),
mald (3 pacienti; 2,8%) a minimaln{ (2 pacienti; 1,9%).
23 pacientl (21,7%) svou CyR v prib&hu sledovan{ ztra-
tilo. Medidn trvéani nejlepsi CyR byl 23 mésici (1-167
mésict). 9 pacientli s CCyR dosahlo CMR, 3 pacienti
v soucasné dobé pokracuji v 1é¢bé INF-o a 7 pacientt
s CMR je bez lIécby. Lécba INF-o byla ukoncena u 115
pacientti z ddvodi hematologické rezistence (22,6%), cy-
togenetické rezistence (23,5%), hematologické progrese
(10,4%), cytogenetické progrese (16,5%) nebo intoleran-
ce (14,8%). U zbylych 12,64 % byly divody ukonceni
rizné, véetné CMR nebo transplantace. Pravdépodobnost
preziti nemocnych korelovala v log rank testu se Sokalo-
vym indexem (p=0,011), s hladinou hemoglobinu (p=0,001-
0,03) a poctem leukocytt (p=0,023). Zavéry: MiZeme po-
tvrdit, Ze nemocni méli po dosaZzeni CCyR velmi dobrou
prognoézu. Zvlasté dobrou perspektivu méli nemocni s do-
sazenou CMR, u nichz jsme mohli 1é¢bu ukoncit a vSich-
ni nadéle udrZeli dosaZenou odpovéd'. Imunitni mechaniz-
mus pisobeni INF-o. pfiznivé ovlivnil vysledky nasledné
1é¢by TKI. Préce byla podpofena granty NS9949-3 MZ CR,
MSM 6198959223 a MSM 6198959205 MSMT CR.

(25) 1772.

Optimalizace in vitro testovani vlivu imatinibu

na leukocyty pacienta s CML

Z4&kova Markéta, Lopotova Tereza, Ondrackova Zuzana,
Klamova Hana, Moravcova Jana

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Pro sledovani vlivu 1é¢iv a riznych agens na buriku
jsou Casto vyuzivany experimenty in vitro provadéné
nejcastéji na bunkach modelovych linii pfipravenych
z bunék pacientil s danym onemocnénim nebo optimal-
né pifimo na burikach pacientil. V piipadé chronické my-
eloidni leukémie (CML) jsou vyuzivany kultivace pa-
cientskych leukocytli s imatinibem a dal$imi tyrozin-
kindzovymi inhibitory (TKI) ke stanoveni citlivosti pa-
cientt k témto lé¢ivim. Podminky kultivaci zdleZi na
parametrech, které jsou sledovany [White D. 2005, Blo-
od 106(7), 2520-2526], [Cilloni, D. 2004, Cancer
101(5), 979-988]. Nasim cilem bylo optimalizovat pod-
minky kultivaci tak, aby je bylo mozZno pouZit pro vi-
ce UGcell a bylo mozné z jedné kultivace ziskat co nej-
vice potfebnych informaci o stavu i prognéze onemoc-
néni. Optimalizovali jsme dobu inkubace leukocytt

s inhibitorem a pouZzivané koncentrace inhibitoru. Hod-
notili jsme aktivitu BCR-ABL kindzy (nepfimo fosfo-
rylaci Crkl), hladinu transkripti BCR-ABL a WT1 a mi-
ru apoptdzy. Kultivace byly provadény v ¢asovych in-
tervalech 2h, 24h, 48h a 72h, pfi rtiznych koncentracich
imatinibu. Testy byly provadény na celkovych leuko-
cytech CML pacientti. Jako Ph pozitivni kontroly byly
pouzity bunécné linie K562, JURL-MK1 a CML-T1, ja-
ko negativni kontrola Ph negativni linie ML-2 a celko-
vé leukocyty zdravych darct. Potvrdili jsme, Ze vliv
imatinibu na aktivitu BCR-ABL lze sledovat jiz po 2h,
ale pro efekty na drovni transkripce - nasledujici inhi-
bici BCR-ABL, je tfeba bunky kultivovat déle. Po 72
hodindch jiz vysoké procento bunék prochdzi progra-
movanou buné¢nou smrti anebo nekrézou, coz miZe in-
terferovat s vysledky a vede k nadmérnym ztratdm ma-
teridlu. Doba kultivace 48hodin se jevi jako optimaln{
jak pro sledovani citlivosti pacientd k imatinibu tak
i pro monitorovani naslednych efektti inhibice BCR-
ABL. Lze tedy uzavfit, Ze 48-hodinovou kultivaci 1ze
pouzit nejen pro stanoveni citlivosti pacientti k imati-
nibu, ale napfiklad i pro sledovani zdvislosti rtiznych
bunéénych déji na aktivit¢ BCR-ABL. Potvrdili jsme
tak moznost vyuZiti kultivaci jako ekonomicky vyhod-
né metodiky vhodné pro sledovani zmén probihajicich
v CML buiikach po plsobeni imatinibu a vytipovani{
pfipadnych markerd citlivosti k 1é¢bé. Podpofeno
MZOUHKT?2005

(26) 1770.

Sledovani zavislosti hladin miR-150 a miR-451

na aktivité¢ BCR-ABL a vzajemnych vztahi miRNA
a jejich targetd pomoci kultivace leukocyti CML
pacientd s imatinibem

Lopotova Tereza, Z4ackova Markéta, Klamova Hana,
Machova Poldkova Katefina, Moravcova Jana

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

MicroRNA (miRNA) jsou malé nekédujici RNA in-
hibujici translaci $tépenim, vazbou a/nebo sniZenim sta-
bility cilovych mRNA. NaSe predchozi studie ukdzala
sniZzenou expresi miR-150 a miR-451 v leukocytech pa-
cienti s CML v diagnéze a hematologickém relapsu
(100% Ph+ bunék) v porovnani s hladinou naméfenou
u zdravych ddrcti, u pacientd s velkou molekularni od-
povédi. Myb (Lin et al., 2008) a MycN, targety miR-
150, a GATA?2 (Pase et al., 2009), target miR-451, pfi-
tom naopak vykazovaly v hematologickém relapsu a di-
agnodze overexpresi, MDR1 naopak downregulaci. Aby-
chom zjistili, zda uvedené vysledky mohou souviset
s BCR-ABL aktivitou a mohou byt zaloZené na skutec-
nych funkcnich vztazich, sledovali jsme jejich zmény
v pribéhu kultivace bunék s imatinibem, selektivnim
inhibitorem BCR-ABL tyrosin-kindzy. Bunky leuke-
mickych linif i leukocyty nové diagnostikovanych CML
pacientd (n=5) byly kultivovany s 1 a 10 uM imatini-
bem a sklizeny po 2, 24, 48 hod. Aktivita proteinu BCR-
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ABL byla imatinibem vzhledem k neovlivnéné kontro-
le sniZena a mira inhibice BCR-ABL zlstdvala po cely
prubéh kultivace stabilni (hodnoceno mirou fosforyla-
ce Crkl). To umoznilo sledovat zmény v expresi miRNA
i predpokladanych targetl v celém pribéhu kultivace.
Zjistili jsme, Ze miR-150 vykazuje sniZenou expresi
v Ph+ bunéénych liniich i leukocytech pacientt a oSet-
feni bun€k imatinibem nema v pribéhu kultivace na tu-
to hladinu vliv. Hladina Myb naopak ztistava v pribé-
hu kultivace zvySend a naznacuje tak, Ze Myb muze byt
i v CML bunkéch regulovan prostiednictvim miR-150.
Hladina MycN je variabilni, coZ naznacuje, ze miR-150
patrné nepatii mezi vyhradni reguldtory této molekuly.
Snizenou hladinu miR-451 se naopak oSetfenim bun¢k
lini{ i pacientli imatinibem daf{ restaurovat. Soucasné
s naristem miR-451 dochdzi k poklesu GATA2, coZ na-
znacuje regulacéni zavislost. MDR1 naopak po nérdstu
miR-451 nartistd, coZ ukazuje spiSe na neptimy vztah. Za-
vérem lze fici, Ze ziskand data ukazuji, Ze zatimco sniZe-
nd exprese miR-150 nenfi pfimo odvisla od aktivity BCR-
ABL kindzy, downregulace miR-451 s aktivitou BCR-
ABL s velkou pravdépodobnosti souvisi. V pfipadé zna-
mych targetd Myb a GATA2 byl potvrzen jejich vztah ke
sledovanym miRNA, v pfipadé predikovanych MycN
a MDRI, test ukdzal na roli jinych reguldtorti. Podpo-
feno MZOUHKT2005 a GACR GA301/08/P154.

(27) 1751.

Stanoveni plasmatickych hladin imatinibu

u pacientii s chronickou myeloidni leukémiti

- naSe prvni zkuSenosti

Bélohlavkova Petra, Voglova Jaroslava, 74k Pavel,
Malédkova Jana, Maly Jaroslav

(1I. interni klinika — OKH FN a LF UK, Hradec Krdlové;
UKBD FN, Hradec Krdlové)

Uvod: Imatinib v ddvce 400 mg denné je standardni
Iécbou nemocnych v chronické fazi chronické myeloidni
leukémie (CML - CP). Vysetfeni hladin imatinibu je uZi-
tecné provést v pripadech, kdy pacient na lécbu imatini-
bem dobfe neodpovidd, pfi moznych lékovych interak-
cich, pfi zavaznych projevech toxicity imatinibu nebo pri
podezienti, e nemocny 1ék neuziva. Uloha stanovenf hla-
din imatinibu je stdle zkoumdna a budou nutna dalsi da-
ta k ovéfeni vyznamu tohoto vysetfeni. Souhrn: V lon-
ském roce jsme u pacientd s CML zacali vySetfovat plas-
matické hladiny imatinibu metodou kapalinové chroma-
tografie. Hladina imatinibu byla odebirdna 24 + 2 hodi-
ny po predchozi uzité davce. Ze zjisténych vysledki jsme
se snazili stanovit, zda hladiny imatinibu koreluji s dosa-
Zenim optimalni Iécebné odpovédi. Prezentovany soubor
pacientl predstavuje 55 nemocnych s CML - CP, ktei{ by-
li minimdlné 12 mésict 1éCeni imatinibem. Nasledné byl
soubor rozdélen podle dosazené CCyR. Tento soubor je
zastoupen 25 Zenami a 30 muzi s medidnem véku 58 let
(rozpéti 32 — 83 let). Primérna ddavka imatinibu u paci-
entl je 386 mg/denné (rozpéti 200 — 600 mg). Redukce

ddvek imatinibu byla nutnd v Sesti pfipadech pro pretr-
vavajici leukopenii nebo trombocytopenii. Zjisténd pri-
mérnd hladina imatinibu celého souboru byla 935 ng/ml
(+ 402 ng/ml). Ze souboru 48 pacientti dosdhlo CCyR ve
12 mésicich s primérnou hladinou imatinibu 952 ng/ml
(+ 415 ng/ml) a 7 pacientd, ktef{f CCyR nedosdhli, mélo
prumérnou hladinu imatinibu lehce niz$i — 831 ng/ml (£
380 ng/ml). Stejnou skupinu pacientd jsme také zhodno-
tili podle dosazené MMR v 18. mésici lécby imatinibem
(hodnoceno 52 pacientd). Primérnd hladina imatinibu
u 35 nemocnych s MMR byla 947 ng/ml (+ 372 ng/ml)
vs. primérnd hladina u 17 pacient ne-MMR 938 ng/ml
(+468 ng/ml). Vysledky: Nase prezentované vysledky ne-
prokazaly statistickou vyznamnost ve zjiSténych plasma-
tickych hladindch u nemocnych, ktefi optimalné odpo-
védéli na 1é¢bu imatinibem oproti pacientim, ktefi této
odpovédi nedosahli. Ve dvou pripadech zjisténa hladina
imatinibu vedla k dpravé ddvkovani imatinibu (jednou
zvyseni davky imatinibu na 600 mg a jednou sniZen{ dav-
ky na 300 mg pro toxicitu imatinibu). Prace byla podpo-
fena vyzkumnym zdmérem MZO 00179906, EUTOS pro
CML, CAMELIA

(28) 1743.

Liecba pacientov s chronickou myelocytovou
leukémiou (CML) inhibitormi tyrozinkinazy

2. generacie na KHaT Bratislava

Sninskd Zuzana, MartiSova Michaela, Demeckova Eva,
Mistrik Martin

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

Uvod: Lie¢ba CML dosiahla v poslednom desatro¢i
vyrazny progres.Okrem klasickej liecby imatinib
mesyldtom st dostupné aj druhogeneracné tyrozinkina-
zové inhibitory (TKI), nilotinib a dasatinib, ktoré u ve-
I'kej Casti pacientov rezistentnych na Standardnu liecbu
navodia adekvitnu lie¢ebnii odpoved. Stibor: Od r.2006
sme na KHaT liecili 29 pacientov (13 muzov) s CML
TKI 2.generacie vo veku 34—77 rokov (medidn 51), 28
bolo v chronickej, 1 v blastovej faze och. Podl'a Soka-
lovho indexu bolo 12 pac. nizko, 8 stredne a 9 vysoko-
rizikovych. Vsetci boli pred zahdjenim liecby TKI
2.gen.lieCeni imatinibom 1 aZ 72 (medidn 21) mesiacov
v Standardnej dennej ddvke 400mg, u 18 z nich sme ju
eskalovali na 600mg na obdobie minimalne 3 mesiacov.
Vysledky: Dovodom na zahdjenie liecby dasatinibom
alebo nilotinibom bola u 25 pac.rezistencia a u 4 into-
lerancia liecby imatinibom (2xhematologicka toxicita,
Ixhepatotoxicita, 1xkoZnd toxicita). Mutdcie sme
vySetrili u 6 pacientov s 2 pozitivnymi vysledkami. 17
pacientov bolo lie¢enych nilotinibom 2-38 mesiacov
(medidn 15), v liecbe pokracuje 11 z nich, 6 liecbu
ukoncili (4 pre rezistenciu, 2 pre intoleranciu) a presli
na dasatinib. Po 3 mesiacoch 3 dosiahli CMR, 4 CCgR,
4 MCgR a 6 PCgR. Po 12 mesiacoch (11 pac.) su 3
v CMR, 1 v MMO, 1 v CCgR a 6 vo PCgR. 12 pacien-
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tov bolo lieCenych dasatinibom 2-25 (medidn 9.5)
mesiacov, v liecbe pokracuje 8 z nich, 4 liecbu ukonci-
li (3 pre rezistenciu, 1 pre toxicitu) a presli na niloti-
nib.Po 3 mesiacoch 2 dosiahli CMR, 2 MMR, 2 CCgR,
2 MCgR a 1 PCgR. Neziadtice ucinky sa v priebehu
liecby vyskytli celkovo u 16 pac., vdcSinou l'ahkého az
stredne tazkého stupna.Z prejavov hematologickej
toxicity sme anémiu CTC III pozorovali u 2 a trombo-
cytopéniu CTC Il u 3 pac.,z ostatnych sa raz vyskytla he-
patotoxicita CTC II a dvakrat zavazné pleurdlne eftizie (pri
dasatinibe). K 31.3.2010 Zije 25 z 29 pac. (86,2 %), vset-
ci 4 exitovali v blastovej faze ochorenia. Zaver: CML es-
te pred 10 rokmi nemala taki priaznivi progndzu a jej pri-
ebeh zdsadnejSou mierou mohla ovplyvnit’ jedine alogén-
na transplantdcia, spojend s vyznamnym rizikom perit-
ransplantacnej morbidity a mortality.Dnes v ére imatinibu
anovych TKI sa prognéza pac.s CML zdsadne zlepsila. Ho-
ci imatinib je vysoko efektivny a dobre tolerovany, rozvoj
rezistencie predstavuje klinickd vyzvu a miesto pre nové
TKI, dasatinib a nilotinib. Vysvetlivky: PCgR—parcidlna,
MCgR-velkd, CCgR—kompletna cytogenetickd remisia,
MMR-vel'kd, CMR—kompletnd molekulova remisia.

(29) 1742.

Stanoveni intracelularni koncentrace imatinibu

u pacienti s CML

Potésil David, Razga Filip, Stejskal Stanislav, Tesafova
Lenka, Simara Pavel, Peterkovd Martina, Dvofdkova
Dana, Mayer Jifi, Racil Zdenék, Zdrahal Zbyn¢k
(Oddeéleni funkcni genomiky a proteomiky, PFF MU, Br-
no; Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, In-
terni hematoonkologickd klinika, FN, Brno; Centrum
analyzy biomedicinského obrazu, FI MU, Brno; Interni
hematoonkologickd klinika, FN, Brno)

Imatinib, inhibitor BCR-ABL tyrosinkindzy, je v sou-
casné dobé zdkladem terapie chronické myeloidn{ leu-
kémie (CML). U ¢4sti nemocnych s CML vsak terapie
imatinibem selhdva nebo vede pouze k suboptimalni
odpovédi. Farmakokinetika imatinibu je jednim z fak-
tord, ktery se miZe uplatnit v pribéhu selhdni 1é¢by.
Data sledujici vztah plazmatické koncentrace imatini-
bu s l1écebnou odpovédi jsou Casto kontraverzni. Stu-
dium intraceluldrni koncentrace imatinibu predstavuje
dal$i krok pfi objasnéni mechanizmu tcinku 1éCiva.
V porovnani s kvantifikaci imatinibu v krevni plasmé,
jde o komplexnéjsi problém pfi pozadavku na maximal-
ni moZnou spravnost ziskanych vysledki. Po optima-
lizaci analytickych ndstroji byly proto ovéfovany kli-
¢ové kroky preanalytické (pfiprava bunéc¢ného vzor-
ku) i analytické faze (izolace a stanoveni intracelular-
niho imatinibu). V uvodnich experimentech byl intra-
celuldrni obsah imatinibu zjistovan v leukocytech, kte-
ré byly izolovany z plné krve. Postup izolace intrace-
luldrniho imatinibu byl predmétem optimalizace.
K vlastnimu stanoveni a kvantifikaci imatinibu bylo vy-
uzito kapalinové chromatografie na reverzni fézi

v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem s iontovou
pasti vybavenym nanosprejem (nanoLC-MS/MS). Ima-
timib byl kvantifikovdn pomoci vnitfniho standardu
(2H8-imatinib), ktery byl ke vzorku pridavan pred za-
¢atkem izolacniho postupu. Bylo testovano nékolik po-
stupl izolace imatinibu z leukocyti. Kritickym krokem
se ukdzalo byt rozruseni bunck detergentovou lyzi, pri-
padné ultrazvukem. Pfi ndslednujici izolaci imatinibu
se nejlépe osvédcil postup zaloZeny na extrakci imati-
nibu pomoci organického rozpoustédla. Dale byly
studovany faktory ovliviiujici spravnost analyz jako
napt. ¢asova prodleva mezi odbérem a zpracovanim
vzorku krve, podminky extrakce imatinibu z leukocy-
tt, metody pocitini bunék. Po optimalizaci jednotli-
vych krokl zpracovani krve a izolace imatinibu z leu-
kocytl a vlastniho LC-MS stanoveni bylo dosaZeno
limitu kvantifikace 100 pg imatinibu/vzorek (cca 5x10°
bunék). Relativni smérodatnd odchylka analyz paralel-
né pripravenych vzorkd (n = 5) byla 9 %. V soucasné
dobé probiha ovéfeni navrzeného postupu na dvodni
sérii pacientli. Prdce byla podporovdna projekty
Ministerstva zdravotnictvi CR (reg.c NS9683-3)
a Ministerstva $kolstvi, sportu a télovychovy CR
(MSM0021622415 a MSMO0021622430).

(30) 1720.

Dasatinib suppresses MEK-ERK pathway activity
without sustained BCR-ABL inhibition and promotes
BIM dependent apoptosis in chronic myeloid
leukaemia cells

Simara Pavel, Stejskal Stanislav, Peterkova Martina, May-
er Jifi, Racil Zden€k, Koutna Irena, Kozubek Michal
(Centre for Biomedical Image Analysis, Faculty of Infor-
matics, Masaryk University, Brno; Department of Inter-
nal Medicine Hemato-Oncology, Masaryk University and
University Hospital, Brno)

Chronic myeloid leukaemia (CML) is a clonal disor-
der of haematopoietic stem cells, characterized by the
BCR-ABL oncogene. The BCR-ABL oncogene encodes
constitutively active tyrosin kinase. It was previously
shown, that transient inhibition of BCR-ABL by dasati-
nib is sufficient to commit CML cells to apoptosis (Shah
2008). Dasatinib mediated apoptosis in K562 cell line is
accompanied by increasing expression level of proapopto-
tic protein BIM. Our results confirmed high mRNA le-
vels of BIM in both transiently and continuously treated
(100nM dasatinib) K562 cells compared to low dose con-
tinuous (InM) dasatinib treatment. Intracellular level of
BIM protein is regulated via phosphorylation by ERK pro-
tein kinase and subsequent degradation in the proteasome.
In our research, we inhibited proteasome degradation by
bortezomib. Combination of dasatinib and bortezomib led
to rapid increase in BIM expression after 20 minutes. Ho-
wever, we have not found any difference in cell viability
caused by combinational treatment with bortezomib and
dasatinib neither in continuous or in transient exposure.
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BIM degradation is enhanced by BCR-ABL downstream
signalling pathway MEK-ERK, known to be extremely ac-
tive in CML cells. Dasatinib blocks MEK-ERK pathway
by BCR-ABL targeting. Surprisingly, our results reveal
sustained inhibition of MEK-ERK pathway even in the ca-
se of re-activation of BCR-ABL after drug wash-out, lea-
ding to activation of proapoptotic BIM expression and in-
hibition of its degradation. These findings suggest that
equal increase of BIM in the case of transient and conti-
nuous dasatinib treatment is caused by MEK-ERK inhi-
bition. This project is supported by grant of the Ministry
of Education of Czech Republic NPVII (2B06052).

(31) 1710.

Harmonizace molekularniho monitorovani hladiny
transkripti BCR-ABL a detekce mutaci v kinazové
doméné BCR-ABL u chronické myeloidni leukémie
v CR

Machova Poldkova Katefina, Rulcova Jana, Zemanova
Karla, Nadvornikova Sylvie, Moravcova Jana

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Lécba chronické myeloidni leukémie (CML) inhibito-
ry tyrozinovych kindz vyzaduje tzké propojeni s mole-
kuldrnfm monitorovanim lé¢ebné odpovédi, zaloZzeném na
kvantifikaci hladiny transkripti BCR-ABL. Variabilita me-
todik mezi laboratofemi znemoZziuje vzajemné porovna-
vat lécebné vysledky na molekuldrni trovni. Aby bylo
mozno vysledky laboratofi co nejvice pribliZit, pfipadné
je upravit pfepoctovymi koeficienty, byly v rdmci mezina-
rodni standardizace navrZeny: primery a préba pro major
BCR-ABL, primery a préby pro doporucené kontrolni ge-
ny (GUS,ABL, B2M) a standardy pro vypocet poctu ko-
pii (Gabert et al. Leukemia 2003;17:2318 a Beillard et al.
Leukemia2003;17:2474). Soucasn¢ bylo navrZeno sché-
ma pre-PCR i PCR kroki véetné zptisobu vypoctu hladi-
ny transkriptu BCR-ABL. V roce 2009 probéhlo jiz 3. ko-
lo mezilaboratorniho porovnavéani zkousek (MPZ) v ob-
lasti monitorovani{ hladiny transkriptd BCR-ABL v CR,
kterého se zi&astnilo 5 laboratoii. MPZ v CR je soucdsti
mezindrodniho programu EUTOS for CML, ktery ma za
cil harmonizovat vyddvané vysledky dle mezindrodni stup-
nice (IS). Referenéni laboratoii (RL) odpovédnou za or-
ganizaci tohoto porovnavani v CR je Pilotni pracovité
jmenované na zdkladé akredita¢niho fizeni Ceskym insti-
tutem pro akreditaci. RL je soucasti NRL pro DNA dia-
gnostiku UHKT akreditovanou CIA. Porovnavani bylo
provadéno na otestovanych, pfedem pfipravenych vzor-
cich s riznou koncentraci BCR-ABL (dekadicka fedici ra-
da). Z vysledkt zaslanych jednotlivymi laboratofemi by-
la hodnocena citlivost testu, linearita méfeni, parametry
kvantifikace kontrolniho genu a parametry kvantifikace
genu BCR-ABL. Laboratote, které v MPZ 2009 uspély,
obdrzely certifikat. Ostatnim byly popsany zjisténé nedo-
statky s doporucenim, jak je odstranit, s moznosti nového
prezkouseni po jejich odstranéni. RL nabizi veskerou tech-
nickou podporu, moznost konzultaci i praktické provede-

ni analyz na svém pracovisti. V roce 2010 probéhne roz-
Sifené testovani laboratofi na zdkladé vétsitho poctu vzor-
ki pacientti podle ndvrhu ELN. Z vysledki testovani bu-
dou urceny prepoctové koeficienty pro laboratore, které
uspésné projdou MPZ. Potieba standardizace je nezbytna
i pro detekci BCR-ABL mutaci. Prvni testovaci kolo
v ramci EUTOS probéhlo na podzim v roce 2009 za tcas-
ti RL jednotlivych zemi. S vystupy testovani budeme se-
znameni na mitingu ELN, ktery predchdzi OHD, proto bu-
deme moci referovat o jisté zajimavych vysledcich. Prvni
testovaci kolo detekce mutaci planuje RL pro CR uskuteg-
nit v roce 2010.

(32) 1646.

The assessment of human organic cation transporter
1 (hOCT1) mRNA expression in patients with
chronic myelogenous leukemia is affected by the
proportion of different cells types in the analyzed
cell population

Racil Zdenék, Réazga Filip, BureSova Lucie, Jurcek
Tomas, Dvordkovd Dana, Zatkova Daniela, Mayer Jifi
(Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno;
IBA, MU, Brno)

Objectives: The monitoring of hOCT1 mRNA ex-
pression in patients with chronic myelogenous leuke-
mia (CML) was used for predicting the response to ima-
tinib (IMA) treatment. However, different cell popula-
tions from patients who received various degrees of pre-
treatment were used for this analysis. Therefore, seve-
ral biases in the hOCT1 expression results and their in-
terpretation may arise. Patients & Methods: We inves-
tigated hOCT1 mRNA expression in different cell po-
pulations of peripheral blood (PB) from healthy volun-
teers (n=66) and in IMA naive de novo CML patients
(n=23) by analyzing changes in hOCT1 mRNA expres-
sion during the first 6 months of IMA therapy. The re-
lationship of hOCT1 mRNA expression in a percenta-
ge of immature myeloid cells in PB with BCR/ABL
transcript levels (both as markers of disease burden)
was estimated. Results & Conclusions: The hOCT1
mRNA expression was significantly higher in PB po-
lymorphonuclear cells (PMNC) compared to mononuc-
lear cells (MNC). The hOCT1 mRNA expression in to-
tal PB leukocytes is therefore preferentially determined
by the percentage of PMNC. Expression in each ana-
lyzed group of cells was always significantly lower in
IMA naive de novo CML patients compared to healthy
volunteers (p<0.001). This difference disappeared af-
ter the initiation of IMA therapy, suggesting that CML
tumor burden and the degree of pretreatment at the ti-
me of monitoring were both influencing factors. This
was confirmed by a significant relationship between
hOCT1 mRNA expression, the percentage of immatu-
re myeloid cells at time of diagnosis (p=0.004), and
BCR/ABL transcript levels at the first month after the
start of IMA treatment (p=0.006).
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hOCT1 in different cells rych liecenych IM v 2. linii po IFN-o
350 _ je po 6 rokoch 95.4 % a patri k najlep-
$im z uvadzanych v literatire. Z pro-
300 G Healthy donors gnostickych indexov sa ukdzala vybor-
!(a:thLiapgan:I;?: nd koreldcia Sokalovho skére a OS.
g 20 : T Nezavislym prognostickym faktorom
s pre OS, prezitie bez progresie a prezi-
@ 200 tie bez udalosti boli ELN kritérid. Cy-
4 1 togenetickd a molekulova progresia sa
E 150 pri liecbe IM v oboch skupindch vy-
G skytla u 27 pacientov (24.5%) a u 9
100 . (8.2%) z nich bola potvrdend muticia
v ABL kindzovej doméne. Zo skupiny
50 E B 0s0b s mutdciami mali 2 pacienti kom-
I plexny karyotyp, v jednom pripade sa
0 . " o ., = sucasne pocas liecby objavila v Ph ne-
LEU PMNC MNC gativnom klone trizémia chromozému
Sailyps 8. Prica je podporena: NS9949-3 IGA
LEU PRNG WG MZ CR, MSM 6198959223 MSMT
CR, MSM 6198959205 MSMT CR
N 66 23 35 15 33 15 a LF_2010_004.
Mean 87.7 201 393.9 1422 45 16
Median 47.7 161 2524 106.6 26 1.3 " ”
2575% 232800 | 68-328 | 166.8-3427 | 509.2573 1.9-36 1.0-23 EXPERIMENTALNI
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(33) 1627. (34) 1688.

Vysledky liecby pacientov v chronickej faze
chronickej myelocytovej leukémie na HOK

v Olomouci v rokoch 2000-2009

Rohon Peter, RoZmanova gérka, Zapletalova Jana, Skou-
malova Ivana, Divoka Martina, Holzerova Milena, Jaro-
Sovd Marie, Indrdk Karel, Faber Edgar
(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc,
Ustav Iéka¥ské biofyziky LF UP, Olomouc)

Chronickd myelocytové leukémia (CML) je klono-
vou poruchou hemopoetickej kmenovej bunky s jej di-
ferencidciou prevazne do myeloidného radu. V sticas-
nej ére imatinibu (IM) a novych inhibitorov tyrozino-
vych kindz (TKI) sa progndza a kvalita Zivota pacien-
tov s CML zdsadne zlepsila. V predloZenej prici ana-
lyzujeme 110 dospelych pacientov s diagn6zou CML
v chronickej faze, ktorf uzivali IM ¢i TKI 2. genericie
v rokoch 2000-2009. 40 pacientov (36.4 %) zacalo li-
ec¢bu IM v 1. linii a 70 (63.6 %) po predchadzajiice;j li-
ecbe interferonom-ow (IFN-o) (IM v 2. linii). Zo sledo-
vaného stiboru dlhodobo preziva 104 pacientov (94.5
%), pravdepodobnost’ 6-rocného prezitia bola 94 %. Pri
porovnani doby dosiahnutia odpovede pri liecbe IM v 1.
a 2. m6zeme konstatovat’, Ze kompletnu cytogeneticku
odpoved dosiahlo 87.5 % vs. 80.0 % pacientov v me-
didne 7 vs. 15 mesiacov (p=0.02), velkd molekulovu
odpoved 67.5% vs. 41.4 % pacientov v medidne 16 vs.
17 mesiacov (p=0.34) a kompletnii molekulovi odpo-
ved 32.5 vs. 40.0 % pacientov v medidne 24 vs. 24 me-
siacov (p=0.42). Vysledky liecby IM v 1. linii koreluji
s literarnymi ddajmi. Dosiahnuté celkové prezitie cho-

Sledovani plazmatickych hladin vorikonazolu

u hematoonkologickych pacientii

Winterova Jana, Racil Zdenék, Malaskova Ludmila, May-
er Jir{

(Interni hematoonkologickd klinika FN, Brno; Oddélent
klinické biochemie FN, Brno)

Uvod: Vorikonazol je Sirokospektralni antimykotikum
pouzivané v 1écbé invazivnich mykotickych infekci. Vy-
znacuje se velkou variabilitou dosazenych plazmatickych
koncentraci, ktera je zpisobend rozdilnou resorpci (po pe-
rordlnim uziti) a cetnymi 1ékovymi interakcemi. Méfen{
plazmatickych koncentraci vorikonazolu v pribéhu 1é¢-
by umoznuje individualizovat ddvku a zlepSovat efekti-
vitu antimykotické 1écby. Metodika a cile: Byla prove-
dena retrospektivn{ analyza laboratornich vysledki namé-
fenych plazmatickych koncentraci vorikonazolu a klinic-
kych parametrti u pacienttl 1é¢enych vorikonazolem na
ITHOK od 8/2005 do 1/2010. Hladina vorikonazolu byla
méfend vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Vy-
sledky: V uvedeném obdobi bylo vySetfeno celkem 836
vzorki plazmy od 148 pacienti. Vorikonazol byl podavéan
v 38 % jako profylakticka lécba, v 10% jako empirickd
antimykoticka terapie a v 48 % jako preemptivni terapie
invazivni myotické infekce. Pouze ve 4% piipadt byl vo-
rikonazol poddvany jako cilend Iécba prokazané invazivni
mykdzy. Pacienti uzivali vorikonazol v celkové denni dav-
ce 200-800mg. Nametené plazmatické hladiny vorikona-
zolu se pohybovaly v rozmezi 0,2-13 4pg/ml. 9,.8% (n=82)
ze vSech vySetfovanych vzorkt bylo pod hranici detekce
pouZité metody (0,2pg/ml). Plazmatické hladiny vorikona-
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zolu po standardni denni ddvce 400 mg byly pri perordl-
nim podavani 0,2-7 46pg/ml (median 1,351g/ml) a pfi in-
travenéznim  podavani  0,2-1341ug/ml  (medidn
1.47ug/ml). U 257 vysetfovanych vzorkl (46%) pii stan-
dardni ddvce 400 mg denné byla naméfend plazmaticka
hladina< 1ug/ml, tedy pod hranici spojované s lepsi odpo-
védi na lécbu invazivni aspergilézy. NavySeni denni dav-
ky z 400 na 600 mg vedlo v 12 ptipadech k vzestupu plaz-
matické koncentrace vorikonazolu nad 1 pg/ml a u 10 pa-
cientd doslo k poklesu anebo byla koncentrace stejnd. Kon-
centrace vorikonazolu =51g/ml byla naméfena ve 12 vzor-
cich (2%) od 12 pacientt pii standardnim dennim dévko-
vani 400mg. Projevy toxicity vztahované k 1é¢bé voriko-
nazolem byli ale pozorovany pouze u 3 pacientl-1x neu-
rotoxicita a 2x hepatotoxicita Zaver: Méfeni a sledovani
plazmatickych koncentraci v priibéhu 1é¢by vorikonazo-
lem umoznuje dpravu davky pro jednotlivého pacienta,
co vede k dosazeni ucinné efektivni koncentrace a zlep-
Senf odpovédi na Iécbu u vysoce rizikovych hematoonko-
logickych pacientti. Stanoveni plazmatické koncentrace
muze pomahat v rozpoznani nezadoucich t¢inku a toxi-
city souvisejicich s 1é¢bou vorikonazolem. Podporeno
IGA MZ CR NS/10441-3/2009

(35) 1732.

Sledovani virové naloZze EBV a adenovird u pacienti
po alogenni transplantaci krvetvornych bunék
Volfovéa Pavlina, Winterova Jana, Lengerova Martina,
Ré&cil Zdenék, Palousova Dita, Hrncitfova Kristyna, Tos-
kova Martina, Weinbergerova Barbora, Mayer Jif{
(Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Internt
hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno; Interni
hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno)

Uvod: Infekce zpiisobené EBV a adenoviry (AD) pied-
stavuji 1é¢ebné komplikace pacientti po alogenni trans-
plantaci (aloTx) krvetvornych bunék. Metody: U pacien-
tt 1é¢enych na IHOK od 8/07-5/09 byla retrospektivné
stanovena virovd naloz EBV a AD dvéma real-time PCR
metodami ve vzorcich DNA z periferni krve (PB) a ana-
lyzovany dalsi klinické parametry. Vysledky: Celkem by-
lo na EBV vysetieno 728 vzorkit 37 pacientil (3-43 PB/pa-
cient, max. doba sledovani 324 dni po Tx). Virova naloz
se pohybovala mezi 0-6894 kopii/ilg DNA (medidn 3).
U 33 vzorki (4,5%) od 6 pacientt (16%) dosdhla =1000
kopii/ug DNA. U 3 pacientl se jednalo o ojedinélou po-
zitivitu a vSichni byli bez klinické symptomatologie. 1
pacientka byla 1é¢ena pro toxoplazmézu CNS a v dobé
aktivni infekce doslo i k vzestupu kopii EBV, ktery po
terapii toxoplasmézy spontanné klesl. Dalsi pacient byl
v dobé vzestupu ndloze EBV lécen pro opakované CMV
reaktivace a chronické GVHD. Po zvlddnuti komplikaci
spontanné klesla i ndloz EBV, pacient byl stdle bez neu-
rologické ¢i jiné symptomatologie.Ve sledovaném obdo-
bi se pouze u jediné pacientky rozvinula neurologicka
symptomatologie a soucasné byla detekovana vysoka na-
loz EBV v PB i likvoru (56025 kopii/ml) a u pacientky

byla diagnostikovana potransplantacni EBV-asociovana
encefalopatie. Po 1écbé rituximabem doslo k poklesu
EBV a mirnému zlepSeni klinického stavu, pozdéji v§ak
umird na progresi zdkladniho onemocnéni. Na zakladé
predchozich vysledki se od 5/09-3/10 provadéla detek-
ce EBV pouze pfi klinickém podezieni na infekci. Bylo
vysetieno 104 PB 47 pacientil (1-15 PB/pacient) s viro-
vou nalozi 0-856169 kopii/ilg DNA (median 20). V tom-
to obdobi bylo pouze u 1 pacientky diagnostikovano
,probable” potransplanta¢ni EBV lymfoproliferativni
onemocnéni (lymfadenopatie, febrilie, neurologicka
symptomatologie, 856169 kopii/ug DNA EBV v PB).
I pfes 1é¢bu rituximabem a pokles EBV ndloze doslo
k progresi neurologickych symptomi a imrti. V obdobi
8/07-5/09 byla retrospektivné provedena detekce AD
v 685 vzorcich 36 pacientti stejného souboru s poétem O-
4 kopii/ug DNA, tedy u vSech s negativnim vysledkem.
Zaver: Prokdzali jsme malou incidenci vyznamného vze-
stupu EBV u nemocnych po aloTx krvetvorné tkané.
Pouze u 2 pacientl byla spojena s klinickou korelaci, ale
u 1 pacienta méla EBV PTLD fatélni pribéh. Vyskyt AD
jsme u sledovanych pacientl neprokédzali. Rutinni mo-
nitoring EBV/AD nemocnych po aloTx krvetvornych bu-
nék neni nezbytny a vySetieni lze provést az pfi rozvoji
klinickych projevi.

(36) 1737.

Analyza subpopulaci B lymfocytu v periferni krvi
zdravych osob

Zarbochova Pavla, Kovarova Lucie, Suskd Renata, Pen-
ka Miroslav, Hdjek Roman

( Ustav Experimentdlni Biologie, PFF MU, Brno; Oddéle-
ni klinické hematologie - Laboratoi experimentdlni he-
matologie a bunécné imunoterapie, FN, Brno; Oddéleni
klinické hematologie, FN, Brno; Babdkuv vyzkumny in-
stitut, Univerzitni vyzkumné centrum - Ceskd myelomovd
skupina, LF MU, Brno)

Uvod: B lymfocyty jsou zékladni buiiky protilitkové
imunity. Béhem svého pozdniho vyvoje, zavislého na an-
tigenu, prochdzeji radou vyvojovych stadif, které jsou fe-
notypové odlisitelné. Cilem prace bylo zjistit normalni za-
stoupeni jednotlivych subpopulaci B lymfocyti a déle ové-
fit, zda gradientova separace, vyuZitd k jejich obohacent,
nezplsobuje vyrazné zmény Vv jejich zastoupeni. Soubor
analyzovanych osob a metody: Celkem byla zhodnocena
periferni krev (PK) 20 zdravych osob, analyza byla pro-
vedena v pIné PK (pPK), na separovanych mononuklear-
nich burikach (MNB) a ddle v ramci CD19+ lymfocytt se-
parovanych metodou RosetteSep (R). Pomoci pritokové
cytometrie pak byly B lymfocyty identifikovany jako
CD19+ burniky, pricemZ jednotlivé subpopulace byly roz-
liseny dle rozdilné exprese znakid IgD, CD27 a CD38 na
naivni B lymfocyty (IgD+CD38-), aktivované B lymfocy-
ty (IgD+CD38+), pre-GC bunky (IgD+CD38++), plazmab-
lasty (IgD-CD38++), rané pamétové B lymfocyty (IgD-
CD38+) a pozdni pamét'ové B lymfocyty (IgD-CD38-). Pa-
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Tab. & 1: Zastoupeni jednotlivych subpopulaci B lymfocytl [median (min-max)]

Dendritic cells (DCs) are generally
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métové CD19+CD27+ bunky byly dale rozdéleny na buri-
ky IgD+ bez izotypového pfesmyku anebo IgD- s izoty-
povym pfesmykem. Vysledky: Gradientovd separace MNB
prekvapivé vyznamné sniZila zastoupeni CD19+ B lym-
focytli ve vzorku oproti analyze v plné PK [medidn 4,3%
(rozsah 1,8-8,5) vs. 6,7% (2,1-13,6); p<0,001]. Dle oce-
kavani pak RosetteSep metoda (gradientova centrifugace
s depleci CD19- bun€k) vyznamné zvysila (p<0,001) za-
stoupeni CD19+ B lymfocyti [74,3% (62,7-91,6)] ve srov-
nani s pfedchozimi piistupy. Zastoupeni jednotlivych sub-
populaci se riiznou mirou lisilo pfi porovnani jednotlivych
metod, pricemz nejvyssi pocet vyznamnych rozdild byl na-
lezen pfi porovnani vzorkd plné PK a MNB (viz tab. ¢. 1).
Je zfejmé, Ze separace méni zastoupeni subpopulaci B lym-
focytli, a proto neni vhodnym piistupem pro analyzy, nic-
méné metoda RosetteSep miize byt s vyhodou vyuZita pro
obohaceni velmi nizce zastoupené populace B lymfocytt
napf. u pacientd po prodélané 16¢bé. Zavér: Analyza nema-
nipulované PK poskytuje relativné nezkreslené vysledky
zastoupeni jednotlivych subpopulaci B lymfocytt, a je pro-
to nejvhodnéjsi pro jejich kvantifikaci. Ziskané vysledky
budou pouzity jako kontrolni hodnoty pro srovndvaci ana-
Iyzy subpopulaci B lymfocytil u pacientt s monoklonélni-
mi gamapatiemi. Podpofeno projekty GACR 301/09/P457,
MSMT LC06027, MSM0021622434, IGA 10408-3, IGA
10406-3 a GACR P304/10/1395.

(37) 1738.

Srovnani metod hodnoceni preziti a proliferace
lymfocyti v autologni smiSené lymfocytarni reakci

s dendritickymi butikami: inkorporace 3H-thymidinu
a diferencialniho gatingu.

Veseld Romana, Dolezalovd Ludmila, Rychtrmocova
Hana, Kideryova Linda, Pytlik Robert, Trnény Marek
(Laborator exp. bunécné terapie, 1. interni klinika - kli-
nika hematologie 1. LF UK a VFN, Praha; Ustav hema-
tologie a krevni transfuze, Praha; 1. interni klinika 1. LF
UK a VFN, Praha)

mited acquisition of events and on its dit-

ribution according to forward and side
scatter values. We decided to compare these two met-
hods and determine mutual corelation and compatibili-
ty. Nine untreated patients with chronic lymphocytic le-
ukemia (CLL), one patient with relapsed CLL and one
untreated patient with B-cell non-Hodgkin lymfoma
were studied. In all cases DCs promoted the survival
and proferation of both CD4 and CD8 lymphocytes but
the response was much more higher in CD4 subset.
Both methods retain consistent tendency of survival and
proliferation of CD4/CD8 lymphocytes. However, the
correlation of these methods was not convincing. The-
refore, both these methods might be used for evaluati-
on of MLR, but each of them gives specific and com-
plementary information. Supported by: VZ 0021620808

LYMFOMY

(38) 1803.

Vliv genotypu FCGRIIIA receptoru na lé¢ebnou
odpovéd’ pacienti s folikulirnim lymfomem lé¢enych
imunochemoterapii podle individudlniho rizika
Gazdova Jana, Prochdzka Vit, Papajik Tomas, Raida
Lud¢k, Kubova Zuzana, Faber Edgar, Sedovd Zuzana,
Kucerova Ladislava, Divoka Martina, JaroSovd Marie,
Indrak Karel

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

Rituximabem vyvoland buné¢na toxicita (ADCC) ve-
de k cilené eliminaci CD20+ bunék a je proto vyuziva-
na v 1é¢bé pacientl s ne-hodginovymi B-lymfomy. Vaz-
bu efektorové bunky imunitniho systému na protilatku
zprostfedkuje FCGRIIIA receptor, jehoz afinita k ligan-
du je ovlivnéna genovym dimorfismem FCGRIIIA-158
V/F. Nékteré studie popisujf lepsi 1é¢ebnou odpovéd pa-
cientti s vysokoafinni formou receptoru (V/V nebo V/F
genotyp), tento efekt vSak dosud nebyl studovén u pa-
cientt s folikularnim lymfomem (FL) 1é¢enych imuno-
chemoterapii podle individudlniho rizika. Cil: Zhodno-
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tit zdali genotyp FCGRIIIA ovliviiuje u takto 1é¢enych
pacientt celkové preziti nebo interval do uddlosti (pro-
grese). Metoda: Analyzovali jsme soubor 102 nemoc-
nych s nové diagnostikovanym FL. Medidn véku sou-
boru dosdhl 52 let (31-84). 92 % pacienti mélo pokro-
¢ilé stadium choroby (III/IV), bulky chorobu mélo 56
% pacienti. Zastoupeni FLIPI skére bylo ndsledujici:
nizké (0-1) 18,9 %, stiedni (2) 33,7 % a vysoké (=3)
474 %. U nemocnych s FLIPI 0-1 byl 1é¢bou prvni li-
nie R-CHOP, pacienti mladsi 65 let se stfednim rizikem
(FLIPT 2) byli 1éCeni intenzivnim protokolem (Pro-
MACE-CytaBOM nebo sekvenéni protokol) a pacienti
do 65 let s vysokym rizikem (FLIPI =3) byli 1é¢enf in-
tenzivni chemoterapii (BEAM) s autologni transplanta-
ci krvetvornych bunék. V prvni linii byl Rituximab apli-
kovan u 59 % nemocnych. Pro genotypizaci FCGRIIIA
genu byla pouZzita nested-PCR amplifikace ndsledova-
nd restrikéni analyzou cilové sekvence enzymem Nla-
III. Vysledky: Na konci obdobi sledovani (medidn 52
mésicl) bylo 57 % pacientd v 1. remisi, u 30 % paci-
entd doslo k progresi nebo relapsu lymfomu a 13 % ne-
mocnych zemfielo. 5-leté celkové preziti (OS) dosdhlo
84 % a 5-leté preziti bez udalosti (EFS) dosdhlo 58 %.
Frekvence FCGRIIIA genotypt: V/V 8 %, V/F 50 %
a F/F 42 %. Zastoupeni hodnot FLIPI skére v rdmci jed-
notlivych genotypt bylo proporcionalni (P=0,7), podob-
n¢ nebyl rozdil v distribuci jednotlivych 1é¢ebnych ra-
men a aplikaci rituximabu (P=0,38 a P=0,52). Procen-
to nemocnych, ktet{ dosahli molekuldrni remise se ve
skupiné€ V/V+V/F vs F/F neli§ilo (P=0,92). OS ani EFS
neni mezi skupinou V/V+V/F a F/F pacientl signifi-
kantné rozdilné (P=0,28 resp. P=0,57). Subanalyza ne-
mocnych lé€enych a neléCenych rituximabem neproka-
zala statisticky vyznamny rozdil v preziti dle FCGRIIIA
genotypu. Zavér: Genotyp FCGRIIIA receptoru nema
prognosticky vyznam u pacientl s FL 1é¢enych imuno-
chemoterapii podle individudlniho rizika. Podpofeno
MSM6198959205.

(39) 1793.

Sledovani minimalni rezidualni nemoci

u mantle cell lymfomu a preemptivni lécba
rituximabem v pripadé molekularniho relapsu

Sdlek David, Maretkova Andrea, Tichy Boris, Vasova
Ingrid, Michalka Jozef, Janikova Andrea, Mayer Jifi
(Interni hematoonkologickd klinika, FN a LF Masaryko-
vy univerzity, Brno; Centrum molekuldrni biologie a ge-
nové terapie, IHOK FN, Brno)

Uvod: Dosazeni molekuldrni remise po indukéni te-
rapii u nemocnych s mantle cell lymfomem (MCL) ma
dle nékterych praci pozitivni prognosticky vyznam. Pri-
padny molekularnf relaps je pak moZno preemptivné Ié-
Cit rituximabem a dosdhnout tak prodlouzeni doby tr-
vani klinické remise (Andersen, JCO 2009). Zamér:
Monitorace minimdlni rezidudlni nemoci (MRD)
u MCL pomoci PCR metod a 1é¢ebnd intervence imu-
noterapii v pfipadé prokdzaného molekuldrniho relap-
su s cilem prodlouzit pfeziti bez nemoci. Metody:
Vstupni vzorky (periferni krev, kostni dien, tkan) jsou
vySetfeny kvalitativné na pfitomnost PCR zachytitel-
né translokace t(11;14), v pfipadé negativniho vysled-
ku nédsleduje PCR detekce klondlnich pfestaveb imu-
noglobulinovych gent. Po detekci vhodného moleku-
larniho cile nésleduje pravidelné sledovani MRD kva-
litativné metodou nested PCR a kvantitativné metodou
real-time PCR. Kvantifikace vyuzivd metody kalibrac-
nich kiivek, které jsou zkonstruovany sériovym fede-
nim plazmidt nesoucich sekvence kontrolniho genu (al-
bumin) a sledovaného cile. Vysledek je vyjadien jako
pocet kopii sledovaného cile na 1 mil. bun¢k. Kazdy
vzorek je vySetfen nejméné ve tfech paralelnich PCR
reakcich. Odbéry periferni krve jsou provadény kazdé
3-4 mésice, pfi objeveni se prvni PCR pozitivity na-
sleduje kontrola s odstupem 4-6 tydnti. Zaroven se pro-
vadi CT ¢i PET/CT k vylouceni klinického relapsu.
Vzorky kostni dfené jsou odebirdny pfi podezieni na
klinicky relaps ¢i pfi prvozachytu pozitivity MRD v pe-
riferni krvi. Preemptivni 1é¢ba spoc¢iva v podani ritu-
ximabu 375 mg/m? 1x tydné, celkem 4x. Vysledky:
MRD je sledovana celkem u 35 pacientl s dg. MCL
(27x pres bel-1/IgH, 8x pres klonalitu Ig). Molekular-
ni relaps je prakticky pravidelné po urcité dobé nésle-
dovan relapsem klinickym. Medidn doby od objeveni
se 1. pozitivity MRD do klinického relapsu je 3 mési-
ce (rozmezi 1,5-22). Kompartment kostni dfen¢ se pfi-
tom jevi senzitivnéjsi pro detekci MRD. Preemptivni{
1écba molekuldrniho relapsu rituximabem probéhla za-
tim u 5 pacientt, pficemz vSichni dosdhli opétovné mo-
lekuldrni remise, kterd u 4 nemocnych trva (v délce 5-
8 mésici), 1 pac. po 7 mésicich remise klinicky zrela-
boval vcetné objeveni se opétovné pozitivity PCR. Za-
vér: Sledovani MRD u MCL pfedstavuje dileZitou po-
mucku umoziiujici u ¢asti nemocnych predpovédét na-
stupujici klinicky relaps a ddvd ndm tak moZnost vc¢as-
né terapeuticky zasdhnout jesté¢ v dobé limitovaného
rozsahu tumoru.
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Subklasifikace ne-Hodgkinskych lymfomu pomoci
cilenych DNA ¢ipa

Tichy Boris, §up1’k0vé Jana, Stano Kozubik Katefina,
Salek David, Janikovd Andrea, Vasova Ingrid, Malinova
Karla, Mayer Jiif, PospiSilova Sarka

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

Ne-Hodgkinské lymfomy predstavuji heterogenni
skupinu lymfoproliferativnich onemocnéni s variabilnim
klinickym prubéhem. Soucasné diagnostické metody za-
loZené predevsim na histologii a imunohistochemii jsou
nékdy pro spravnou klasifikaci onemocnéni nedostatec-
né. Novou metodou pro klasifikaci nadori je profilova-
ni genové exprese pomoci DNA ¢ipl. Navrhli jsme oli-
gonukleotidovy DNA ¢ip zaméfeny na molekuldrni di-
agnostiku a prognostifikaci lymfoproliferativnich one-
mocnéni. Cip na bazi in-situ syntézy dlouhych oligonuk-
leotidid nese vice nez 15 tisic préb, které reprezentuji té-
méf 4 tisice genl vybranych na zdkladé jejich role
u lymfoproliferativnich onemocnéni nebo v dilezitych
bunécnych procesech jako je apoptéza. VétSina vybra-
nych gent je na Cipu reprezentovédna vice riznymi pro-
bami. K otestovani schopnosti tohoto ¢ipu klasifikovat
NHL jsme pouzili supervizovany klasifikacni algoritmus
Nearest Shrunken Centroids (NSC). Metodu NSC jsme
pouzili na sadu expresnich profilti 78 vzorkd ti{ subty-
pi NHL - folikuldrni lymfom (FL), n = 42, zahrnuje
i vzorky DLBCL transformovanych z FL, difizni velko-
bunéény lymfom (DLBCL), n = 21 a lymfom z plasto-
vych bunék (MCL), n = 15. Datova sada byla ndhodné
rozdé€lena na dvé ¢dsti — tréninkovou (60% vzorkt kaz-
dého subtypu NHL) a ovérovaci. Pro zjisténi vlivu vy-
béru vzorkt bylo rozdéleni zopakovano celkem dvacet-
krat. Nejlepsich vysledkt jsme dosdhli pfi pouZiti asi
200 préb (median 189, odpovida asi 100 gentim). Podil
nespravné klasifikovanych vzorkid v ovéfovaci sadé se
pak pohyboval mezi 10 a 30 % (medidn 17 %).Vétsina
téchto chyb spocivala v nespravném zarazeni vzorkd FL
a DLBCL, pouze 2 vzorky MCL byly Spatné klasifiko-
vany jako DLBCL (v 50 % a 15 % opakovani), oba cyk-
lin D1 negativni/slabé pozitivni. Prokdzali jsme vhod-
nost cilenych DNA ¢ipt pro klasifikaci ne-Hodgkin-
skych lymfomt. K dspé$nému pouziti této metody je
vSak zapotfebi pomérné rozsahly soubor vySetfenych
vzorku. Jeji schopnost spravné vzorky zaradit do jed-
notlivych skupin je vyznamné ovlivnéna skladbou tré-
ninkového souboru. Nevhodnd skladba zvySuje podil ne-
spravné klasifikovanych vzorkd FL a DLBCL, zejména
kvili zafazeni transformovanych FL do skupiny foliku-
larnich lymfomt. I pfes nevyhodu malého poétu vzor-
ki jsme byli schopni spravné zaradit MCL vzorky s vy-
sokou spolehlivosti a to i v pfipadech s aberantnim fe-
notypem. Price byla podpofena granty IGA MZ CR
NR10439-3/2009, MUNI/A/1012/2009 a vyzkumnym
zdmérem MSMT MSMO0021622430.

(41) 1767.

Multiplex long-range PCR pro detekci t(11;14)

u lymfomu z plast'ovych bunék

Tichy Boris, Supl’kové Jana, MareCkova Andrea, Skuh-
rova-Francova Hana, Sdlek David, Vasova Ingrid, May-
er Jifi, PospiSilova Sérka

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

Translokace t(11;14)(q13;q32) je charakteristickou
chromozomaln{ aberaci lymfomu z plastovych bunck
(MCL, Mantle Cell Lymphoma). Tato aberace je bézné
detekovana metodou FISH, s pozitivnim ndlezem u vi-
ce nez 90 % pripadi MCL. B&Zné pouzivand PCR me-
toda potiebnd pro detekci MRD detekuje pouze ty pri-
pady, kdy dochdzi ke zlomu na chromozému 11 v tzv.
MTC (Major Translocation Cluster) oblasti, které pred-
stavuji pouze asi 40 % z FISH pozitivnich vzorkl. Vy-
pracovali a otestovali jsme metodu multiplexni long-
range PCR, kterd umoznuje PCR detekci t(11;14)
(q13:932) i u vzorkl s mistem zlomu lezicim mimo
MTC. Primery pro tuto metodu rovnomérné pokryvaji
usek o délce 400 kb na chromozému 11 centromericky
od genu CCND1 a oblast J subgent genu IGH na chro-
mozoému 14. Metoda je navrzena tak, aby umoznila ve
dvou nezavislych kolech PCR (celkem 17 reakci) zis-
kani amplifika¢niho produktu vhodného pro sekveno-
vani. Pro testovani jsme pouzili vzorky DNA ziskané
z 16 biopsii miznich uzlin pacientd s MCL. Tyto vzor-
ky byly t(11;14) negativni pfi béZném PCR vySetfeni.
Z 16 vzorkt byl metodou multiplexni long-range PCR
ziskan amplifikacni produkt u 11 z nich (69 %). Zlo-
my na chromozému 11 byly u téchto vzorkl rozptyle-
ny na useku dlouhém 200 kb, centromericky i telome-
ricky od MTC. Mista zlomu na chromozému 14 leZela
predevsim v genech IGHJ6, IGHJ5 a IGHJ4 genech. Pri
vysetfeni vzork s difve PCR detekovanou translokac{
byla translokace u vSech detekovéna i touto novou me-
todou. Sériovym fedénim pozitivnich vzorki jsme sta-
novili citlivost metody minimalné 10-2 (tj. 1 aberantn{
buiika ze 100). Nova metoda detekce t(11;14) (q13;q32)
u MCL zlepSuje moznost PCR zachytu nez 75 %. Tato
metoda mizZe byt ndpomocna jak v diagnostice lymfo-
mu z plastovych bunék jako komplementarni metoda
k FISH a imunohistochemickému vySetieni cyklinu D1,
ale pfedev§im umoznuje charakterizaci zlomové oblas-
ti translokace a jeji nasledné vyuziti jako vysoce spe-
cifického markeru nadorovych bunék ke sledovani mi-
nimalni zbytkové nemoci. Vyhodou této metody je i je-
ji citlivost, kterd dovoluje jeji pouZziti i u vzorkl s niz-
$im podilem nddorovych bunék jako jsou aspirdty kost-
ni dfené nebo periferni krev. Prace byla podpofena gran-
ty IGA MZ CR NR10439-3/2009, MUNI/A/1012/2009
a vyzkumnym zdmérem MSMT MSM0021622430.
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Laserova mikrodisekce v molekularni diagnostice
nadorové duplicity lymfomu z bunék plasté (MCL)
a malobunécného B lymfomu typu CLL (B-CLL/SLL)
Bfizova Helena, Kalinova Markéta, Hilska Irena, Augus-
tindkova Alena, Campr Vit, Kodet Roman

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

U 64letého pacienta s retroperitonedlni lymfadeno-
patii morfologické a imunofenotypové (imunohistoche-
mie a pritokova cytometrie) vySetfeni prokdzalo pfi-
tomnost dvou klondlnich subpopulaci B lymfocyta. Di-
fizni populace mensich lymfocyti vykazovala charak-
ter malobunééného B lymfomu typu chronické lymfa-
tické leukémie (B-CLL/SLL), nodularni komponenta
svédcila pro diagnézu lymfomu z bunék plaste (MCL).
Jednalo se o nddorovou duplicitu. U pacienta nasledo-
valo molekuldrni vysetfeni klondlni pfestavby tézkych
a kappa lehkych fetézct imunoglobulind (IgH, IgK)
s cilem prokazat pfitomnost dvou klonalnich populaci
v témze vzorku a ziskat molekuldrni cil pro sledovani
minimdln{ residudlni choroby. Pomoci mezinarodniho
protokolu Biomed-2 jsme detekovali biklondlni piestav-
bu IgH, klondlni pfestavbu IgK (VK-JK) a biklondln{
prestavbu IgK (VK-KDE). Ndlez je v souladu s diagno-
zou nadorové duplicity, nebot’ pfitomnost dvou klonal-
nich prestaveb miize svédcit pro vyskyt dvou klondlnich
populaci v nddoru. VySetfeni vSak neumoznilo rozlisit
klondlni pfestavby jednotlivych nadorovych populaci.
Proto jsme jednotlivé produkty amplifikace klondln{
prestavby sekvenovali a sekvenci jsme vyuzili pro na-
vrh pacient-specifické sady primeri detekujici jednot-
livé klonalni produkty oddélené. Pomoci laserové mik-
rodisekce jsme separovali CD23+ populaci nddorovych
bunék, kterd odpovidala komponent¢ B-CLL/SLL,
a CD23- populaci nddorovych bunék odpovidajici
MCL. Ziskali jsme tak mozZnost separatné analyzovat
genetické prestavby B-CLL/SLL a MCL populace. Pro
analyzu klondlnich pfestaveb v obou populacich jsme
vyuzili pacient-specifické primery ziskané na zaklad¢ se-
kvence celé kompozitni populace. Zjistili jsme, Ze CD23-
populace MCL nese IgH klondlni pfestavbu VH1, zatim-
co CD23+ populace B-CLL/SLL nese pfestavbu VH4.
V pripadé analyzy IgK (VK-KDE) jsme prokdzali, Ze
CD23- populace nese prestavbu intron/KDE. CD23+ po-
pulace nese prestavbu Vk2{f/KDE. Analyza klonalni pre-
stavby IgK (VK-JK) je komplikovana sloZitosti sekven-
ce a ndslednou specifitou primerti. Pomoci laserové mik-
rodisekce jsme oddélili nddorové populace kompozitniho
lymfomu. Tim jsme ziskali moZnost separdtn¢ analyzo-
vat obé lymfomové populace a nalezli jsme specifickou
monoklondlni pfestavbu pro obé populace. Pro obé na-
dorové slozky jsme tak ziskali specificky molekularni cil
sledovani minimdln{ residudlni choroby izolované. Vy-
sledkem je ,,pacient-lymfom* specificky pfistup sledo-
vani onemocnéni s vysokou citlivosti. Podpofeno
MZOFNM 2005/6704.

(43) 1692.

Thorakoskopie v diagnostice mediastinalni
lymfadenopatie - spoluprace s hrudnim chirurgem

a prinos pro hematoonkologii

Navratil Milan, Hanke Ivo, VaSova Ingrid, Salek David,
Michalka Josef, Janikova Andrea, Ivi¢i¢ Jaroslav
(Interni hematoonkologickd klinika, FN, PMDV Bohunice,
Brno; Chirurgickd klinika, FN, PMDV Bohunice, Brno)

Uvod: Diagnostika mediastindlni lymfadenopatie
muZe byt pfi absenci periferni lymfadenopatie obtiZnéj-
§i. Nicméné dulezitou roli hraje v takovémto piipadé di-
agnosticka thorakoskopie Pacienti a metody: Ve spolu-
préci s chirurgy jsme retrospektivné vyhodnotili soubor
pacientl, ktef{ v obdobi od 1.1.2006 do 31.12.2009 pod-
stoupili thorakoskopii z divodu diagnostiky nitrohrud-
niho patologického procesu. Celkem se jednalo o 100
pacientd, 37 Zen a 63 muZi. Primérny vék byl 46 let
(vékovy rozsah 20-88 let). Medidn véku 45let. Zamér
pred operaci byl 93x biopsie mediastindlnich uzlin, 2x
biopsie uzlin a plice, 1x biopsie pleury s ndslednou tal-
kazi. Vysledky: U 98 pacientti byl odebran materidl na
histologii z toho v 93 pripadech byl patologem materi-
al hodnocen jako dostatecny pro diagnostiku. V 5 pri-
padech bylo nutné thorakoskopii opakovat pro novy od-
bér materidlu. Ve dvou pripadech nebyla shleddna po-
operacné patologie v mediastinu a nebyl tedy odebran
ani materidl k diagnostice. 5 pacientti z 98 podstoupilo
jiz pred thorakoskopif na jiném pracovisti odbér mate-
ridlu bud mediastinoskopicky nebo punkci pod CT s in-
suficientnim vysledkem.6x bylo nutné konvertovat vy-
kon na mini-/torakotomii z divodu masivnich srtsti ne-
bo pro nutnost provedeni exstirpace tumoru s pripad-
nou parcialni resekei infiltrované plice. Diagndzy sta-
novené z odebraného materidlu hematologické — 39 pa-
cientti (Hodgkiniv lymfom 22, mediastinalni velkobb.
lymfom 9, DLBCL 2, SCLL 1, lymfom marginalni z6-
ny 1, lymfoblasticky lymfom 2, folikularni lymfom 2).
Nehematologické diagnézy — 59 pacientt (sarkoidéza
25, malobb. bronchogenni ca 6, nemalobb. bronchogen-
ni ca 5, thymom 4, metastaza solidniho tu 9, mezoteli-
om 1, benigni tu 2, TBC 1, absces 1, reaktivni zanétli-
va uzlina 5). 1x byly nutnd revize po operaci pro hemot-
horax a krvaceni z kandlu po zavedeném portu. Zavér:
Thorakoskopie predstavuje velmi dobrou a bezpecnou
metodu s vysokou spolehlivosti odbéru suficientniho
vzorku na histologické zpracovani u pacientl s patolo-
gickym procesem v mediastinu, kterou mizZe v hojné
mife vyuZit i hematologické pracovisté s dobrou ndvaz-
nosti na pracovisté hrudni chirurgie.

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010

85



THd - XXIV. OHD 2010

(44) 1674.

Anaplasticky velkobunécny lymfom ALK+:
molekuldrni diagnostika a sledovani minimalni
rezidualni nemoci

Kalinova Markéta, Biizova Helena, Augustindkova Ale-
na, Hilska Irena, Mrhalova Marcela, Kodet Roman
(Ustav patologie a molekuldrni mediciny 2. LF UK Pra-
ha a FN Motol, Praha)

Anaplasticky velkobunéény lymfom (ALCL) patfi do
skupiny lymfoma vznikajicich transformaci lymfoid-
nich elementti T fady s expresi cytokinového recepto-
ru CD30. V pripadé ALK+ ALCL dochazi k patologic-
ké aktivaci onkogenu ALK, kterd je zptisobena chromo-
zomalni translokaci, kdy vznikaji fizni geny s rtzny-
mi transloka¢nimi partnery. Pfiblizné u 75% détskych
ALCL pacientd nachdzime translokaci t(2;5) se vzni-
kem fizniho genu NPM/ALK. Cilem préce byla detek-
ce fuzniho genu NPM/ALK. U pacienti bez prokdzané
flize NPM/ALK se soucasnou imunohistochemickou
ALK+ bylo provedeno ndsledné hledani translokacniho
partnera genu ALK pomoci metody 5¢ RACE. Vysled-
ky jsme porovnavali s vysledky imunohistochemické-
ho prikazu exprese ALK proteinu a s vysledky fluo-
rescen¢ni in situ hybridizace na interfazickych jadrech
(I-FISH). U pacientti s NPM/ALK+ ALCL byla nésled-
n¢ sledovdana minimdlni rezidudlni nemoc (MRN) po-
moci kvantitativni detekce (RQ-RT-PCR) exprese fiiz-
niho genu NPM/ALK. Abychom mohli kvantitativné
sledovat MRN i u ALK+, NPM/ALK- ALCL, zavedli
jsme RQ-RT-PCR exprese mRNA translokované ¢asti
genu ALK. Celkem jsme vysetfili 35 pacienti (4-66let;
medidn 15 let) s ALK+ ALCL (imunohistochemicky
ALK+). U 30 pacientt bylo provedeno vysetfeni zlomu
chromozomu 2, oblasti 2p23, pomoci I-FISH a ve vSech
ptipadech byl detekovédn zlom 2p23. Ve 27/35 pripadech
jsme detekovali fizni gen NPM/ALK (77%), ve 2 pri-
padech fizni gen CLTC/ALK resp. ATIC/ALK, 1x jsme
detekovali fuzni gen TPM4/ALK a v jednom piipadé
jsme detekovali kombinaci fiznich geni TPM3/ALK
a CLTC/ALK. U 2 pacienti NPM/ALK- jsme neméli
dostatek materidlu pro nasledné vySetfeni metodou 5°
RACE. U 9 pacientd s NPM/ALK+ ALCL jsme sledo-
vali MRN pomoci RQ-RT-PCR exprese fizniho genu
NPM/ALK a porovndvali s RQ-RT-PCR mRNA trans-
lokované casti genu ALK. Nalezli jsme korelaci mezi
hladinami MRN sledovanymi pomoci exprese ftizniho
genu NPM/ALK a translokované ¢asti genu ALK (Spe-
armanuv korelaéni koeficient 0,8244) u NPM/ALK+
ALCL. Molekularni diagnostika umozZinuje na naSem
pracovisti detekovat translokacni partnery genu ALK
u ALK+ ALCL. RQ-RT-PCR fiizniho genu NPM/ALK
a nové zavedend RQ-RT-PCR translokované casti ge-
nu ALK umoziuje sledovat dynamiku a tim hladinu in-
filtrace kostn{ dfené a periferni krve béhem 1é¢by vsech
pacient s ALK+ ALCL. Podporovéano projekty: MSM
0021620813 a MZO FNM 2005/6704.

(45) 1616.

Dlouhodobé 1écebné vysledky nemocnych s perifernim
T-lymfomem lécenych intenzivni chemoterapii

a autologni transplantaci krvetvornych bunék
Prochédzka Vit, Faber Edgar, Raida Ludék, Papajik Tomas,
Rusifidkovd Zuzana, Sedovd Zuzana, Kubovd Zuzana,
Kucerova Ladislava, Myslivecek Miroslav, Indrak Karel
(Hemato-onkologickd klinika, FN, Olomouc; PET/CT
centrum, Klinika nukledrni mediciny, FN, Olomouc)

Periferni T-lymfomy (PTL) pfedstavuji heterogenni
skupinu nehodgkinovych lymfomu s agresivnim klinic-
kym pribéhem, Castou rezistenci na terapii a neuspoko-
jivou prognézou. Piinos aplikace intenzivnich protokolt
chemoterapie a vysoceddvkované 1écby s autolognich
transplantaci krvetvornych bunék (TKB) je stdle nejasny.
Cil: Zhodnotit dlouhodobé 1écebné vysledky neselekto-
vaného souboru nemocnych s PTL lé¢enych intenzivnim
protokolem chemoterapie. Soubor: Analyzovali jsme da-
ta 29 nemocnych s PTL. Histologické subtypy PTL byly
nasledujici: periferniT-lymfom bliZze nespecifikovany
n=13; anaplasticky velkobunécny T-lymfom (ALCL)
ALK-negativni n=5; ALCL ALK-pozitivni n=3; ALCL
s neznamou expresi ALK n=3; angioimunoblasticky lym-
fom n=1; hepatosplenicky lymfom n=1; Sézaryho syn-
drom n=1; s enteropatii asociovany T-lymfom n=2. Me-
didn véku pfi diagnéze dosdhl 48 let (29-64), 77 % ne-
mocnych mélo pokrocilé stddium nemoci dle Ann Arbor.
Témér polovina nemocnych (45 %) méla IPI skore =3;
PIT skore =2 bylo zastizeno v 59 % pripadd. 27/29 ne-
mocnych bylo 1éeno sekvencnim protokolem chemote-
rapie, 2 pacienti reZimem ProMACE-CytaBOM. 18/29
nemocnych bylo v prvnf linii 1é¢by konsolidovano vyso-
cedavkovanou chemoterapii (BEAM 200) s autologni
TKB; 2 nemocni byli konsolidovédni alogenni TKB. L¢é-
¢ebnd odpovéd byla hodnocena pomoci PET/CT u 12 ne-
mocnych s FGD-avidnim lymfomem. Vysledky: Kom-
pletni remise byla dosazena u 19/29 (66 %) nemocnych,
parcidlni remise u 3 (10 %) nemocnych a 7 (24 %) paci-
entl nedosdhlo 1é¢ebné odpovédi. Kompletni metabolic-
k4 odpovéd (PET negativita) byla dosazena u 8/12 (75 %)
pacientii. Béhem sledovéani souboru (median 55,1 mési-
cit) doslo k relapsu nebo progresi lymfomu u 14 (48,3 %)
nemocnych (medidn doby do progrese 16,1 mésicti). De-
vét nemocnych zemfelo. 11/29 nemocnych (50 % z che-
mosenzitivnich pacient) pfezivalo déle nez 50 mésica,
tfi z nich byli lé¢eni alogenni TKB. Procento preZiti bez
progrese dosahlo ve 2 letech 52 % (95% CI, 0,33-0,71);
procento celkového preziti ve 2 letech dosahlo 65 % (95%
CI, 047-0,84). PET negativita byla spojena s niz$i prav-
dépodobnosti relapsu lymfomu (chi-square p=0,09). Za-
vér: Intenzivni 1écba s etoposidovymi rezZimy a ndslednou
autologni TKB mize vést k dlouhodobé kontrole lymfo-
mu u poloviny chemosenzitivnich nemocnych. Pacienti
v parcidlni remisi mohou byt ispésné 1éceni alogenni
TKB. Dosazeni PET negativity je pravdépodobné pred-
pokladem dlouhodobé remise PTL. Podpofeno granty:
MSM 6198959205 a IGA NR/9502-3.
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MDS

(46) 1810.

Zmény B lymfocytu v krvi a ve direni

u myelodysplastického syndromu (MDS)

a pokus o interpretaci téchto zmén

Neuwirtova Radana, Cukrova Véra, Karban Josef, Sieber-
tova Katarina, JonaSova Anna, Sigkova Magda, Cmunt
Eduard, Sauerovd Renata

(1. interni klinika VFN, Praha; Centrdlni hematologické
laboratore, VFN, Praha)

Uvod. Casta pievaha lymfocytt v diferencidlnim roz-
poctu leukocytl (Casto relativni pfi neutropenii) nds ved-
la k vySetieni subpopulaci lymfocytd u MDS. Vysledky
zpracoval Karban a spol. 2000. Jedinym statisticky vy-
znamnym ndlezem bylo sniZeni B lymfocytd proti kon-
trolam. K problému jsme se vratili na dalsi skupiné MDS
nemocnych a aktudlné jsme se zaméfili na nélezy B bu-
nék ve dieni. Materidl a metoda. B lymfocyty v perifer-
ni krvi byly vySetfeny v nové sestavé 40 MDS nemoc-
nych a u 21 kontrol; ve dfeni u 70 pacientti a u 13 kon-
trol. Hodnotili jsme ndlezy u jednotlivych podskupin
MDS. Nehodnotili jsme MDS/AML, MDS/MPS a proli-
ferativnl CMML. Jako kontroly slouzili zdravi jedinci pre-
vazné vyssiho veku. B bunky byly vySetfeny na prito-
kovém cytometru znacenim antigenu CD19 a to v krvi
v lymfocytarnim gatu, ve dfeni bez gatu. Pro statistické
hodnoceni bylo pouZito neparametrického testu Mann-
Whitneyova a Kruskal-Wallisova. Vysledky. B lymfocy-
ty byly vysetfeny u 21 RCMD (vcetné RA),u 10 RCMD-
RS (v¢etné RARS) au 9 RAEB 1 a RAEB 2. Statisticky
vyznamné sniZeni bylo nalezeno u RCMD (p=<0,01)
a u RCMD-RS (p=<0,01). Proti kontrole nebyl rozdil
u RAEB 1 a RAEB 2. Ve dfeni §lo o 8 RA, 20 RCMD, 9
5g-syndromti, 13 RAEB 1 a 10 RAEB 2. 10 sideroblas-
tickych anemii jsme hodnotili najednou vzhledem k ma-
Iym poétim jednotlivych podskupin. Ve dieni jsme ne-
nasli statisticky vyznamné rozdily proti kontroldm
(p=0,14). Hodnoty ndpadné kolisaly, a to i u konsistent-
ni skupiny 5g-syndromu. Jen ¢dste¢né jsou vysledky
v hodnoceni B lymfocyti bez gatu ovlivnény nestejnou
celularitou dfené a procentem krvetvornych fad. Vyset-
feni B bunék odhalilo u péti MDS nemocnych monoklo-
nalni B populaci, svédc¢ici pro souc¢asnou B-CLL nebo
monoklondlni B lymfocytozu. Zavér. VySetfenim nové
skupiny MDS nemocnych jsme potvrdili piivodni nélez
vyznamného sniZzeni B lymfocytti v krvi u RCMD
a RCMD-RS. Tohoto nélezu lze vyuZit pro potvrzeni di-
agnozy MDS o nizkém riziku. SniZeni B lymfocytd v kr-
vi neni provadzeno sniZzenim B bunék ve dieni, coz 1ze vy-
svétlit tim, Ze ve dfeni nesou antigen CD19 nejen zralé
B lymfocyty, ale i jejich prekurzory. Nélez budi podezre-
ni, Ze rovnéz i u B bunék mize jit o pfed¢asnou apopto-
zu, podobné jako je tomu u krvetvornych bunék. Zatim
chybi prace, které by hodnotily podil nizkych B lymfocy-
ti na celkovém imunologickém pozadi u MDS. Ve sdé-

leni upfesnime problémy metodické i uvedeme korelaci
s fadou klinickych i laboratornich parametri.

47) 1707.

Krevni obraz jako zakladni diagnosticky

a prognosticky ukazatel u pacienti

s myelodysplastickym syndromem

Vondrakové Jana, Zapletalovd Jana, Indrakova Jarmila,
Indrak Karel

(Hemato-onkologickd klinika FN a LF Univerzity Palac-
ného, Olomouc; Ustav lékai'ské biofyziky, LF Univerzity
Palackého, Olomouc)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) se projevuje mo-
no-, bi- nebo pancytopenii v periferni krvi. DiileZitym z4-
kladnim vySetfenim nezbytnym pro diagnostiku MDS je
krevni obraz (KO), na jehoZ podkladé jsou posléze indi-
kovéana dal$i specidlni vySetfeni. Peclivé zhodnoceni
vSech parametrd KO v§ak muzZe pfispét i k rychlému od-
hadu prognézy nemocného s nasledné potvrzenym MDS.
Cilem retrospektivni analyzy souboru MDS nemocnych
Iécenych v letech 2000 — 2008 bylo posouzeni pfinosu
vstupnich parametrti KO k odhadu rizika pfechodu MDS
v AL a jejich vlivu na celkové preziti (OS). Celkem by-
lo hodnoceno 100 nemocnych, 51 muzi a 49 Zen (1:1),
ve véku 28 — 90 let s Me 65 let. Dle FAB klasifikace by-
lo OS (primér a Me) pro RA 68,7 mésicti (Me nedosaze-
no), pro RARS 39,2 a 52,7 mésicti, pro RAEB 22,9 a 13,6
mésict (p=0,0003). Doba do vzniku AML byla primér-
né pro RA 77,6, pro RARS 50,5 mésict (Me nedosazZeno)
a pro RAEB 174 (resp. Me 10,3) mésict (p<0,0001).
K vyvoji AML doslo u 41% nemocnych . Podle WHO
2001 klasifikace do AML transformovalo: 1 nemocny z 8
RARS, 1z 8 5q- syndromu, 5 z 30 RCMD, 3 z § RCMD-
RS, 13 z 20 RAEB-I, 18 z 23 RAEB-II. Zemfelo 58 ne-
mocnych — z nich 25 (tj 43%) na AML, 6 nemocnych
(10%) na infekci, 1x na krvaceni do CNS, 1x na infarkt
myokardu, v 25 pfipadech (43%) byla pficina nezndma.
Vstupni hodnoty KO byly: Hb 44 — 149 g/l (Me 93), le-
ukocyty 1 —30.109/1 (Me 3.5), neutrofily 0,1 — 17.10%/1
(Me 1,7), lymfocyty 0 — 5.10%1 (Me 1,3), monocyty 0 —
6.10%/1 (Me 0,3), MCV 77 — 125 fl (Me 96), trombocyty
3 —702.10%/1 (Me 113), plt mass (souc¢in MPV a poctu
trombocytl) 0 — 6,8 ml/l (Me 1,6), blasty 0 — 12 % (Me
0), RDW 13 - 29 % (Me 17), retikulocyty 0 — 0,035 (Me
0,015). Statisticky vyznamnym nepfiznivym ukazatelem
pro OS byla trombopenie, neutropenie, vyplavovani blas-
t, pocet blastli v periferii = 5 %, nizsi celkovy objem
trombocytarni masy. Prognosticky pfiznivd naopak byla
makrocytéza a lymfopenie. (v§e p<0,01). Hodnoty he-
moglobinu (Hb), stfedni objem trombocyti (MPV) a di-
stribuéni §ife erytrocytti (RDW) nebyly prognosticky sta-
tisticky vyznamné. Rizikem pro vyvoj AL byla trombo-
penie, nizky nebo normdlni objem trombocytarni masy,
normdlni MCV ¢i mikrocyt6za, vyplavovani blasti, neu-
tropenie, lymfocytéza. Ostatni parametry (Hb, RDW,
MPV) nemély statisticky vyznamny vliv na riziko vzni-
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ku AL. Nase vysledky ukazuji vyznam KO nejen jako za-
kladniho diagnostického laboratorniho vySetrent, ale i ja-
ko prognostického ukazatele u nemocnych s MDS.

(48) 1693.

Myelodysplasticky syndrom a hepcidin

Nosal Milos, JanCinova Viera, Mistrik Martin (FNsP-Ne-
mocnica Staré Mesto, Bratislava, SK; Ustav experimen-
tdlnej farmakologie SAV, Bratislava, SK;

(KHaT-FNsP, LFUK, SZU, Antolskd,FNsP - Nemocnica
Staré mesto, Bratislava, SK)

Uvod: Hepcidin (hep.) je hormén produkovany v pe-
Ceni, povazuje sa za centralny reguldtor metabolizmu Ze-
leza v organizme. Produkcia hep. je kontrolovana hlavne
erytropoetickou aktivitou kostnej drene, mnoZstvom cir-
kulujiceho Zeleza a celkovymi zdsobami Zeleza v orga-
nizme, ale aj zapalovym procesom. I ked bol hep. najskor
objaveny v 'udskom sére a moci, najviac znalosti o jeho
reguldcii a ¢innosti pochddza z in vitro a in vivo Stadi{
na mysSiach. Metodika: Na meranie hladin hep. sa mézu
pouzit’ ELISA metodiky, chemiluminiscencnd detekcia,
ktord pouziva v prvom kroku kréli¢ie anti-humanne pro-
tilatky a v druhom kroku kombinované kozie-krali¢ie pro-
tilatky s konZskou peroxiddzou. Alebo zlozZitejSie spekt-
rometrické metodiky. VySetrili sme 13 pacientov s nizkym
stupnom MDS (RA, RARS), 5 pacientov dostalo r-Epo,
ziadny pacient nedostal chelata¢nu liecbu. Iba 3 pacienti
dostali transfizie krvi do 4 TU za tri mesiace. Kontrolny
subor tvorili pacienti s réznymi ochoreniami bez MDS.
Vysledky: U vSetkych 13 pacientov median hep. v moci
bol 6.11 Mint/mmol s rozsahom (0.63- 35.6), u 6 pacien-
tov bola hladina hep.< 4 Mint/mmmol. Zaznamenali sme
Statisticky vyznamnu koreldciu medzi hep. v moci a sé-
rovou hladinou Fe (rs 0.577, p< 0.05). V skupine pacien-
tov MDS-RA hep. v moci koreloval so sérovym Fe (p<
0.01) a saturaciou transferinu (p< 0.01). Silna korelécia
sa nasla medzi sérovymi hladinami Fe a hladinou LDH
pre vSetkych pacientov s MDS (p< 0.01), pre skupinu
s RA (p< 0.01) a skupinu s RARS (p< 0.02) a u pacien-
tov, ktori dostavali r-Epo (p< 0.02) a u pacientov, ktor{
nedostavali r-Epo (p< 0.02). Zaver: Vysledky poukazuji
na inefektivnu erytropoézu pri MDS, upozornuju na pro-
gnézu ochorenia, nezavisle od inych dostupnych, ale zlo-
zitejSich vySetreni. Nové Stidie u l'udi mézu poskytnut’ vi-
ac informadcii o etiol6gii chor6b metabolizmu Zeleza, zdo-
konalit’ diferencidlnu diagnostiku a poskytnit’ nové lieceb-
né moznosti.

49) 1694.

Metabolizmus Zeleza, novy pohl'ad

Nosal' Milos, Mistrik Martin (KHaT-FNsP, LFUK ,SZU,
FNsP Bratislava,SK)

Metabolizmus Zeleza, novy pohl'ad. M.Nosal M .Mist-
rik, KHaT — FNsP, Nem.Sv.Cyrila Metoda BA, FNsP —

Nem.Staré mesto BA Obsah: Aj ked je Zelezo nevyhnut-
né pre Zijlice organizmy na ich prezitie, jeho reaktivne
vlastnosti vyZaduju prisnu reguldciu, aby sa zabranilo
toxickym uc¢inkom. Hepcidin (Hep) je pecenou produ-
kovany pepticky hormén. Povazuje sa za novy biomar-
ker, centralny reguldtor telového metabolizmu Zeleza.
Jeho produkcia je kontrolovana hlavne erytropoetickou
aktivitou kostnej drene, mnozstvom cirkulujiceho
a uloZeného telového Zeleza a zdpalom. Neddvne spra-
vy poskytli nové hypotézy, ako mdze hepcidin vyko-
ndvat regula¢nd funkciu. I ked bol hepcidin najskor ob-
javeny v 'udskom moci a sére, najviac znalosti o ¢in-
nosti a reguldcii hepcidinu pochddza z experimentov
in vitro a $tadii na mySiach, ktoré vyuzivaji expresiu
hepcidinovej mRNA. Obtiaze v prevedeni Stidif u T'udi
st spdsobené potrebou vhodného hepcidinového testu.
Neddvno sa vyvinulo viacero testov na meranie hepci-
dinu v sére a moci u 'udi, ¢o poskytlo nové moznosti na
Stidium jeho reguldcie u I'udi. Sticasne, len maly pocet
laboratorif je schopnych vykonat’ tieto testy. Cielom pra-
ce je podat’ prehl'ad o reguldcii hepcidinu, ziskany z kli-
nickych $tadii vo svetle ukazovatel'ov z in vitro a §td-
didch na mySiach. Stidie u Tudi poskytni viac infor-
macii o etiol6gii choréb metabolizmu Zeleza, zdoko-
nali sa diferencidlna diagnéza tychto chordb a postup-
ne sa vytvoria nové lie¢ebné moznosti. Uvod: Telovy
metabolizmus Zeleza je zaloZeny na vysoko vykonnom
systéme udrZiavania Zeleza a recyklécii len tej Casti,
ktord je denne potrebnd a nahradend absorpciou v duo-
déne.Udrziavanie homeostdzy telového Zeleza vyzadu-
je mechanizmy na kontrolu vychytania a mobilizaciu
zasob s erytropoetickymi potrebami a odstrani skor pou-
zité zelezo. Preto transport Zeleza medzi bunkami, kto-
ré potrebuju Zelezo a bunkami, ktoré ziskavaju Zelezo
a ktoré ho ukladaji musi byt prisne regulovany. Zave-
ry. Reguldcia telového Zeleza je podstatnd, ale mdze byt
tiez toxickym dosledkom, prisne je kontrolovand ma-
lym peptidickym horménom hepcidinom. Tento hlav-
ny pecenou — produkovany peptid je charakterizovany
svojou jedine¢nou antimikrobidlnou Struktirou a funkc-
nymi vlastnostami, ktoré hraji rozcestia medzi prirod-
zenou imunitou, obranou hostitel'a a metabolizmom Ze-
leza. Hepcidin je tak centrdlnym reguldtorom Zeleza.

AKUTNI LEUKEMIE

(50) 1833.

Hladiny p53 a Bax mRNA Statisticky vyznamne
koreluju s citlivost'ou leukemickych myeloblastov

na cytostatika in vitro

Hatok Jozef, Chudy Peter, Fabianova Eva, Chudej Juraj,
Jurecekovd Jana, Plamenova Ivana, Peter Racay

( Ustay lekdrskej biochémie JLF UK, Martin, SK; Klinika
hematologie a transfuziologie JLF UK a MFN, Martin, SK)

Utinnost’ chemoterapie akiitnych leukémii je vyraz-
ne ovplyvnend roéznymi faktormi, ktoré zohravaju vy-
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znamnu ulohu v liecCebnej stratégii a spolurozhoduji
o vysledku liecby. Medzi najvyznamnejSie limitujice
faktory patri predovsetkym nizka citlivost’ leukemic-
kych buniek na chemoterapiu, ¢o je podmienené pro-
filom expresie ur¢itych génov. Urovei expresie ochran-
nych antiapoptotickych (napr. bielkovin Bcl2 rodiny)
a efektorovych tumor-supresorovych a proapoptotic-
kych bielkovin (napr. p53 a Bax) predstavuje jeden zo
zékladnych molekulovych faktorov podmienujicich
citlivost’ malignych buniek na cytostatikd. V nasich ex-
perimentoch sme pozorovali Statisticky vyznamne zvy-
Sene hladiny mRNA proapototickych bielkovin p53
a Bax a antiapoptotickych bielkovin Bcl-x1 a Bcl2 v le-
ukemickych myeloblastoch izolovanych z krvi pacien-
tov s potvrdenou diagnézou akitnej myeloblastove;j le-
ukémie oproti ich hladindim v mononuklearnych bun-
kach izolovanych z krvi zdravych jedincov. Cielom na-
Sej prace bolo zistit' ¢i ma hladina mRNA uvedenych
bielkovin vplyv na chemosenzitivitu leukemickych my-
eloblastov stanovend in vitro. Po vykonani MTT testu
a stanoveni citlivosti myeloblastov na vybrané cytosta-
tika sme korelovali ziskané hodnoty LC50 s hladinou
mRNA pre sledované bielkoviny stanovenou pomocou
RT-PCR. Korelacnd analyza ukdzala, Ze: ® medzi hla-
dinou p53 mRNA a citlivostou leukemickych myelob-
lastov na cytozin-arabinozid, daunorubicin, etopozid
a idarubicin existuje Statisticky vyznamny pozitivny
vzt'ah ¢ medzi hladinou Bax mRNA a citlivostou leu-
kemickych myeloblastov na daunorubicin, etopozid
a idarubicin existuje Statisticky vyznamny pozitivny
vzt'ah ¢ hladiny Bcl-x1 a Bcl-2 mRNA nekorelovali Sta-
tisticky vyznamne s citlivostou leukemickych myelob-
lastov na cytozin-arabinozid, daunorubicin, etopozid,
vinkristin a idarubicin. Nase vysledky naznacuju, Ze
v pripade akiitnej myelobastovej leukémie je citlivost’
leukemickych buniek na vécsinu sledovanych cytosta-
tik vyznamne podmienend hladinami mRNA pre proa-
poptotické bielkoviny p53 a Bax. Této préaca bola pod-
porend projektom

(51) 1749.

Exprese genu WT1 v periferni krvi détskych
pacientd s akutni myeloidni leukemii — prognosticky
vyznam a mozné vyuziti pro detekci minimalni
rezidualni nemoci

Kramarzova Karolina, Boublikovd Ludmila, Stary Jan,
Trka Jan

(CLIP — Chlidhood Leukaemia Investigation Prague,
Klinika détské hematologie a onkologie UK, 2. lékaFskd
fakulta, Praha)

Vysokou expresi WT1 nachdzime v bunkdch vétSiny
akutnich leukémif a dalSich hematologickych malignit.
WTT1 je proto povazovén za potencidlni univerzalni mar-
ker pro detekci MRN, zejména u pacientd s AML. Vétsi-
na studif zabyvajicich se timto genem u détskych AML je
zaloZena na analyze vzorkt kostni dfené pacientd. V sou-

Casné dobé vsak jiz existuji publikace, predevsim v oblas-
ti dospélych AML, které pro ucely detekce WT1 upfednost-
nuji periferni krev. Abychom zhodnotili mozné vyuZiti to-
hoto materidlu pro analyzu exprese WT1 u détskych paci-
entd, vySetfili jsme diagnostické vzorky KD a PK 99 déti
s AML. Stanovili jsme korelaci hodnot nalezenych v KD
a PK a jejich prognosticky vyznam. Pro urceni fyziologic-
kych hladin WT1 jsme zpracovali také vzorky normaln{
resp. regenerujici KD a vzorky PK dérct. Celkovou expre-
si genu WT1 jsme analyzovali systémem RQ-PCR navrze-
nym dle kriterii EAC (Europe Against Cancer Program).
Expresi WT1 jsme detekovali v 92% vzorki KD a 91%
vzorkll PK. Mediéan fyziologickych hladin WT1 byl 29
a 1.4 WT1/ABLx10e4 NCN pro KD resp. PK. Vysokou ex-
presi WT1 (>1,5 ndsobek maxima fyziologickych hodnot)
jsme nalezli u 75% vzorkd KD a 80% vzorki PK. Prokd-
zali jsme excelentni korelaci hodnot naméfenych v KD
a PK (Rho=0,89 p<0,0001), pficemz median WT1 v KD
byl 0 0,2 fadu vyssi nez v PK (p=0,01). Neprokdzali jsme
jakoukoli souvislost detekovanych hladin WT1 s procen-
tudlnim zastoupenim blast. Rozdil v expresi WT1 mezi
pacientskymi a kontrolnimi vzorky byl 2,0 fadu pro KD
a 3,1 fadu pro PK. Celkové lze fici, Ze u détskych AML na-
chazime signifikantné vyssi hladiny WT1 nez u ALL (p
<0,001 pro KD, p<0,0001 pro PK). Dle kritérii FAB kla-
sifikace maji nejvyssi expresi WT1 AML M3 (p<0,0001
pro KD i PK) a nejnizsi AML M5 (p<0,0001 pro KD i PK).
Signifikantné vyssi expresi jsme detekovali u pacienti stan-
dardniho rizika ve srovnani s vysokym rizikem (p<0,0001
pro KD i PK). Nenalezli jsme jakoukoli souvislost hladi-
ny WT1 s vékem pri diagnose, pohlavim, ¢asnou odpové-
di na lécbu, ¢i celkovym prezitim. Oproti vétSiné doposud
publikovanych dat neprokazujeme prognosticky vyznam
exprese WT1 u détskych AML. Na zdkladé nasich vysled-
ki usuzujeme, Ze periferni krev je vhodnym materidlem
pro detekci WT1. Vyraznéjsi rozdil leukemickych hladin
WT1 oproti fyziologickym hodnotdm spolu se snadné&jsi
dostupnosti materidlu navic poukazuji na mozné vyhody
vyuziti PK pro sledovani MRN u détskych pacienti s AML.
Podpoteno granty MSM0021620813, GAUK 81709 aIGA
NS10488-3/2009.

(52) 1747.

isochromosom 5p: ojedinele sa opakujici nalez

u myeloidnych leukémii

Izdkova Silvia, Bfezinova Jana, Sdrové Iveta, Zemanova
Zuzana, Lizcova Libuse, Gancar¢ikova Markéta, Malino-
vd Eva, Cermak Jaroslav, Novdkova Ludmila, Polivka
Jindfich, Michalova Kyra

( UHKT, cytogenetickd laborator, Praha; CNC UKBLD
VFN a 1.LF UK, Praha; FN Krdlovské Vinohrady, Praha)

Pritomnost’ isochromosomu kratkych ramien chromoso-
mu 5[i(5)(p)] patri medzi vzacne a ojedinele sa vyskytuju-
cu aberaciu u hematologickych myeloidnych malignit.Pod-
stata vzniku isochromosomu 5p nie je presne zndma, jeho
pritomnost’ sa vZdy spdjala so zlou progndézou a extrémne
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kratkym celkovym prezitim. U vSetkych doposial’ publiko-
vanych pacientov bol tento ndlez doprevadzany s trisomiou
chromosomu 8 a dal§fmi cytogenetickymi zmenami. V pri-
ebehu rokov 2005-2009 sme detegovali isochromosom krat-
kych ramien chromosomu 5 u troch pacientov z vySetrené-
ho stboru, ktory tvoril priblizne 750 pacientov s ochore-
nim myeloidnej rady. Jednalo sa o dvoch pacientov s pri-
marnym ochorenim MDS RAEB II a jednu pacientku s di-
agnézou sekunddrna AML. Konvencnd cytogenetickd ana-
lyza odhalila pritomnost’ komplexnych zmien v karyotype,
ktoré zahtnali prestavbu chromosomu 5. Pritomnost’ isochro-
mosomu i(5)(p) bola potvrdena pomocou viacfarebnej pru-
hovacej techniky s vysokou rozliSovacou schopnostiou pre
chromosom 5 (mBAND), komplexné chromosomové abe-
racie boli spresnené metddou viacfarebnej FISH (mFISH)
(MetaSystems, Altlussheim, Germany 24X/XCyte color
kits). Delecia dlhych ramien chromsomu 5, ktorud sprevad-
za pritomnost’ i(5)(p), bola overena metédou FISH s vyuzi-
tim Specifickej sondy pre oblast’ 5q31 (LSI EGR1(5q31)
SpectrumOrange/ D5S23,D5S721SpectrumGreen probe set
Vysis-Abbott Molecular, Des Plaines, IL,USA). U Ziadne-
ho z vySetrenych pacientov nebol pritomny i(5)(p) jedinou
zmenou v karyotype. Klinické udaje a karyotypy nasich pa-
cientov budi uvedené v prezenticii. Incidencia ndlezu
i(5)(p) v literatidre je ve'mi nizka, pravdepodobne preto, Ze
pri pouZiti klasickej cytogenetickej analyzy moZze byt tato
aberdcia chybne interpretovand ako delecia 5q, ¢o je najca-
stejSia Strukturdlna aberdcia u hematologickych myeloid-
nych malignit. S ohladom na zlid prognézu chorych s i(5)(p)
je preto dolezité k jeho detekcii vZdy vyuzit kombinaciu do-
stupnych molekuldrne cytogenetickych technik. Tato praca
bola podporend grantom: MZOUHKT2005, MZOVEN2005

(53) 1728.

Primolécba arsentrioxidem v pripadech
komplikované APL - zkuSenosti centra

Svoboda Tomas, Karas Michal, Koza Vladimir, Vokurka
Samuel, Jungova Alexandra
(Hematologicko-onkologické oddéleni FN, Plzeri)

Akutni promyelocytarni leukémie (APL) je charakteri-
zovana chromozomaln{ translokaci t/15;17/ a tomu odpo-
vidajici detekci fizniho genu PML-RAR alfa. Diky nedav-
nému zavedeni moderni 1écby, kterd indukuje rychlou di-
ferenciaci a naslednou apoptézu malignich bunék, doslo
k vyraznému zlepSeni celkového prezivani nemocnych
s touto diagndzou i pravdépodobnosti dosazeni komplet-
ni remise, véetné molekularné genetické. Indukéni faze
lécby APL dnes rutinné zahrnuje zejména kombinaci ky-
seliny all-trans retinové (ATRA) a antracyklinovych cy-
tostatik. Dalsi 1éky, jako naprf. oxid arsenity (As203) by-
ly v nasich podminkach dosud vétSinou uzivany pouze pri
1écbe relapsu nebo u refrakterni APL, a to jak v monote-
rapii, tak i v kombinaci s ATRA nebo chemoterapii. V pri-
padé primolécby APL arsentrioxidem jsou vSak zkuSenos-
ti prozatim omezené. Soucdsti nasi prace jsou kazuistiky
3 nemocnych, ktefi byli Iéceni pomoci As203 v roce 2009

na Hematologicko-onkologickém oddéleni FN Plzen, a to
pacientt se vstupné komplikovanym prib&éhem a nutnos-
ti intenzivni péce vcetné umélé plicni ventilace. Prognos-
ticky nepfiznivou variantu APL pak doklddd rovnéz leu-
kocytdza pfi zachytu onemocnéni nebo prikaz pozitivity
FLT3/ITD. VSichni pacienti dosdhli pfi monoterapii
As203 brzké kompletni remise APL a pfi ndsledné kon-
solidaci rovnéz i molekuldrné genetické remise s vymize-
nim PML-RAR alfa fizntho genu. I pfes maly soubor ne-
mocnych ukazuji tyto vysledky na slibny efekt arsentrio-
xidu v primolé¢bé komplikovanych piipadi APL.

(54) 1659.

Sekundarni maligni nadory po uspésné 1écbé akutni
myeloidni leukemie — zkuSenosti jednoho centra
Szotkowski Tomas, Hubacek Jaromir, Indrak Karel
(Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

S nartistajici u¢innosti protinddorové 1é¢by a prodlu-
Zujicim se prezitim nemocnych narGstd i riziko sekun-
darnich malignit. U akutnich leukemif se tento problém
tyka predevsim nemocnych s nejdel$Sim prezitim a s nej-
vyssi frekvenci vyléceni - nemocnych s akutni promye-
locytarni leukemii (APL). Jde o zdvaZznou, i kdyZ zatim
vzacnou komplikaci 1é¢by, jejiZ vyznam vSak v budouc-
nosti miZe nartstat. U 8 nemocnych, 3 muzi a 5 Zen,
s medidnem veéku pii diagn6ze AML 48 let, ktefi tvori-
li 2,1% ze vSech kurativné 1é¢enych AML v naSem sou-
boru, bylo v odstupu 10 — 87 (medidn 27) mésictl od di-
agnézy AML po udspésné 1€cbé a v trvajici kompletni
remisi zdkladni choroby diagnostikovano dalsi malign{
onemocnéni. Jednalo se o 1 nemocnou se sekunddrn{
AML, 2 nemocné s T-lymfoblastickym lymfomem (T-
LBL), 1 nemocného s primarnim B-nehodgkinskym
lymfomem CNS, 1 nemocnou s myelodysplastickym
syndromem typu MDS-RAEB II, 1 nemocného s karci-
nomem pankreatu a 2 nemocné s melanomem in situ.
NejcastéjSim subtypem primarniho onemocnéni byla
APL — po jeji 1écbé jsme pozorovali 3 sekunddrni ma-
lignity — karcinom pankreatu, prekurzorovy T-lymfob-
lasticky lymfom a MDS typu RAEB II. U prvniho zmi-
néného nemocného byla sekundarni malignita pfi¢inou
smrti. Dalsi 2 nemocné Ziji v remisi obou malignit — prv-
ni po autologni transplantaci, druhd po alogenni trans-
plantaci krvetvornych bunc¢k. Oba nemocni s melano-
mem byli v dobé vzniku tohoto nddoru po alogenni
transplantaci PKB provedené v ramci lécby prognostic-
ky nepfiznivé AML (s odstupem 10 a 30 mésicti), byli
1é¢eni chirurgicky, bez imunoterapie. Celkem 5 nemoc-
nych Zije v remisi obou nddorovych onemocnéni (se se-
kundarni AML, T-LBL, MDS-RAEB II a oba nemocni
s melanomem), 1 zemfela na komplikace 1écby T-LBL
a 2 zemfeli na progresi sekundarni malignity (CNS lym-
fom, karcinom pankreatu). Pro vétSinu nemocnych
s AML zatim nenf k dispozici jind 1écba neZ vysoce my-
elotoxicka chemoterapie, kterd méd fadu nezadoucich
uc¢inkd, veetné Gcinki potencidlné kancerogennich a le-
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ukemogennich. Vyznamny podil nemocnych se sekun-
darni malignitou v naSem souboru tvoii nemocni s APL.
Alespon ¢ast z nich by mohla byt v nedaleké budouc-
nosti lécena vyhradné léky necytostatické povahy. Pod-
pofeno grantem IGA MZ CR NR 9481-3 a vyzkumnym
zémérem VZ MSMT CR 6198959205.

TRANSFUZNI LEKARSTVI

(55) 1843.

Analyza nejcastéjSich pricin nezadoucich udalosti

a reakci u prijemcu krvi ve Fakultni nemocnici
Olomouc v letech 2008 —2009

Galuszkova Dana (Transfuzni oddéleni FN, Olomouc)

Uvod: Pfinos krevnich transfuzi k 1é¢bé a zachrand
lidskych Zivotl je nezpochybnitelny jiz vice néz sto let
a zGstdva naddle nepostradatelnou soucdsti moderni me-
diciny. Modernizace fady postupt pii vyrobé transfuz-
nich pfipravkd (TP), ale i v klinické ¢asti, neustdle zvy-
Suje bezpecnost transfundovanych pacientt. Cil: Zhod-
noceni a kazuistickd prezentace zdvaznych neshod ve
Fakultni nemocnici Olomouc za obdobi 2008 - 2009.
Metoda: Kauzalni rozbor neshod zjisténych na zdravot-
nickych pracovistich v souvislosti s hemoterapii. Vy-
sledky: Ve sledovaném obdobi bylo do nemocnice ex-
pedoviano 44 680 TU transfuznich pifpravki. Pocet zjis-
ténych zdvaznych neshod byl 8 (prezentace formou ka-
zuistik). Zavér: PrestoZe je zdravotnicky persondl od-
povédny za respektovani vSech zdsad bezpecné hemo-
terapie, doslo ve sledovaném obdobi k 8 zdméndm pa-
cientll pii odbéru vzorkt. V sedmi piipadech méli pa-
cienti rozdilnou krevni skupinu v ABO systému a apli-
kace téchto transfuznich piipravkd by vedla k intrava-
skularni hemolyze. V jednom pripadé se rozdil tykal
RhD antigenu. Zémény byly odhaleny bud na transfuz-
nim oddéleni (v informacnim systému byla uvedena ji-
nd krevni skupina) a nebo pfi kontrole krevni skupiny
u lizka pacienta. Sledovéni a vyhodnocovani{ vsech ri-
zik souvisejicich s hemoterapii je zdkladnim principem
hemovigilance, pfispivajici k maximalnimu lécebnému
efektu pfi minimalizaci rizik.

(56) 1802.

Vyskyt antierytrocytarni aloprotilatek zachycenych
v ramci prenatalniho screeningu na TO FNOL v letech
2000-2009 v jednotlivych testech

Holuskova Iva, Slavikovd Margita, Lubusky Marek,
Galuszkova Dana

(Transfiizni oddélent FN, Olomouc; Gynekologicko-po-
rodnickd klinika, Ustav Iékar'ské genetiky a fetdlni medi-
ciny LF UP a FN, Olomouc)

Uvod: Erytrocytarni aloimunizace v téhotenstvi pied-
stavuje i v dnes$ni dobé mnohdy zavazny interdisciplindr-
ni problém. Antierytrocytarni aloprotilatky vznikajf jako

reakce matefského imunitniho systému na kontakt s an-
tigeny erytrocytl plodu. Po prostupu placentou do fetél-
niho krevniho fecisté nasleduje destrukce fetdlnich eryt-
rocytl v retikulo-endotelidlnim systému plodu se zavaz-
nymi klinickymi disledky pro plod. Metodika: V letech
2000-2009 jsme na nasem transfuznim oddéleni vysetfi-
1i 37983 teéhotnych Zen a sledovali vyskyt jednotlivych an-
tierytrocytarnich aloprotilatek. U vSech t¢hotnych Zen byl
vétSinou v prvnim trimestru gravidity proveden screening
nepravidelnych tepelnych antierytrocytarnich protilatek
v nepfimém antiglobulinovém (LISS/NAT) a enzymovém
(papain) testu s jejich ndslednou identifikaci pomoci pa-
nelu typovych erytrocytii metodou sloupcové aglutinace
fy Dia-Med. Vysledky: Béhem poslednich 10 let jsme de-
tekovali celkem 561 klinicky vyznamnych aloprotilatek.
Nejcastejsi pricinou erytrocytdrni aloimunizace v gravi-
dit¢ byl antigen E (208/33818), antigen D (150/33818).
V obdobi 2000-2009 jsme se zaméfili na zachyt alopro-
tilatek v jednotlivych testech. V enzymovém (papain) tes-
tu bylo detekovano 261 specifickych antierytrocytarnich
aloprotilatek, v LISS/NAT 58 specifickych antierytrocy-
tarnich aloprotildtek a soucasné v obou prostiredich 272
antierytrocytarnich aloprotilatek. V rdmci prenatalniho sc-
reeningu bylo detekovdno 872 nespecifickych antieryt-
rocytarnich protilatek reagujicich v enzymovém (papa-
in) testu, 19 protilatek reagovalo v LISS/NAT a 27 reago-
valo v LISS/NAT i enzymu. Zavér: V soucasné dobé je
dle doporuceni STL pro prenatalni vySetfeni doporuceno
vySetfovat pouze v LISS/NAT. Z nasi studie vyplyvd, ze
prechodem na vySetfovani téhotnych Zen pouze v nepfi-
mém antiglobulinovém testu by se vyrazné sniZil pocet
nami zachycenych nespecifickych antierytrocytdrnich
protildtek v enzymovém (papain) testu, které jsou z hle-
diska HON nevyznamné, a jejichZ opakované piesetiova-
ni laboratof Casto zatézuje jek z Casového tak i ekonomic-
kého hlediska.

(57) 1624.

VyuzZivani registru darci krve

Dudikova Marie, Nenickova Marie
(Transfuzni oddéleni a krevni banka FN, Brno)

Cil: Transfuzni oddélen{ a krevni banka Fakultni ne-
mocnice Brno patii k nejvét§im zarizenim transfuzni sluz-
by v Ceské republice. Kazdoro¢né je zde realizovéno vi-
ce nez 30 000 odbérl plné krve a krevnich slozek. Cilem
préce byla analyza zastoupeni jednotlivych krevnich sku-
pin v registru aktivnich ddrct krve v Transfuznim oddé-
leni a krevni bance Fakultni nemocnice Brno se zameére-
nim na jeho efektivni vyuzivani v pribéhu jednoho ro-
ku. Metody: V registru aktivnich darct krve, ktery
k 31.12.2009 ¢ital 15 590 darct, byla provedena analyza
zastoupeni jednotlivych krevnich skupin. V obdobi 1.1.—
31.12.2009 bylo na tomto pracovisti provedeno 24 336
odbérti plné krve. Pomérné zastoupeni{ krevnich skupin
v realizovanych odbérech plné krve ve sledovaném obdo-
bi bylo konfrontovédno s relativni cetnosti jednotlivych
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krevnich skupin v populaci Ceské republiky. Analyze byl
rovnéZ podroben prumérny pocet odbérii plné krve pripa-
dajicich na jednoho dérce ve sledovaném obdobi. Vysled-
ky: Relativni ¢etnosti krevnich skupin v % Krevni sku-
pina 0+ 0- A+ A- B+ B- AB+ AB- X Registr darct
k 31.12.2009 24,6 6,0 33,6 7,3 15,73,6 7,6 1,6 100 %
30,6409 19,3 9,2 Odbéry PK 1.1.-31.12.2009 26,1 74
31,28,014,73,86,9 1,9 100 % 33,5 39,2 18,5 8,8 Za-
stoupeni KS v populaci CR*2634,737466 14426
6,81,2100 % 31,044,0 17,0 8,0 *Hrubisko M. a kol.: He-
matolégia a transfuzioldgia, Osveta 1981 Primérny po-
Cet odbérd PK na 1 ddrce v r. 2009 Krevni skupina 0+ O-
A+ A- B+ B- AB+ AB- Primér Pocet odbérti 1,7 1,9 1 4
1,7151,714 1,8 1,6 Zavér: 1. Zastoupeni jednotlivych
krevnich skupin v registru aktivnich darct krve vykazu-
je jen maly rozdil od pomérného zastoupeni téchto sku-
pin v populaci Ceské republiky. V ramci kazdé krevni
skupiny je vSak patrny vyssi podil Rh D negativnich dér-
cl. II. Podil Rh D negativnich krevnich skupin v odbé-
rech plné krve realizovanych ve sledovaném obdobf je
Vyssi, neZ je jejich zastoupeni v registru aktivnich dérct
krve i v populaci Ceské republiky. III. VyuZivani regist-
ru aktivnich dérci krve je vyrazné€ vyssi u Rh D negativ-
nich krevnich skupin: ve sledovaném obdobi pfipadd na
jednoho déarce Rh D negativni krevn{ skupiny v priméru
1,8 odbéri pIné krve, primérny pocet odbérti u darcii Rh
D pozitivnich je 1,5.

MNOHOCETNY MYELOM

(58) 1778.

Sledovanie pacientov s monoklonalnou gamapatiou
nejasného vyznamu pomocou medzinarodného
registra RMG (Register of Monoclonal Gammopathy),
spoluprica centier CR a SR

Klincové Maria, Radocha Jakub, Straub Jan, S¢udla Vlas-
timil, Kldskové Katefina, Walterova Lenka, Stefanikova
Zdena, Obernauerova Jarmila, Silerova Véra, Novosado-
va Libuse, Téthova Elena, Wrébel Marek, Plonkova Ha-
na, Adamova Dagmar, Schiitzovda Miroslava, Maisnar
Vladimir, Hdjek Roman, Gregora EvZen

(Interni hematoonkologickd klinika, FN, Brno; II. inter-
ni klinika - Oddéleni klinické hematologie, FN a LF UK,
Hradec Krdlove; I. interni klinika - klinika hematologie
I.LF-UK a VEN, Praha; Ill. interni klinika, FN, Olo-
mouc; Oddélent klinické hematologie, FN Krdlovské Vi-
nohrady, Praha; Krajskd nemocnice, Liberec, a.s., Oddé-
lent klinické hematologie, Liberec; Klinika hematologie
a transfuziologie FNsP sv. Cyrila a Metoda, Bratislava,
SK; Hematologicko-transfiizni oddeleni, Mladd Boleslav;
Oddéleni hematologie a transfuziologie, Pelhiimov; Od-
deleni klinické hematologie, Havitov, Hematologickd kli-
nika FNLP, FNsP a UPJ§, Kosice,SK; Okologické cent-
rum J.G. Mendedla, Novy Jicin; Ustav klinické hemato-
logie FN, Ostrava; Hematologicko-transfiizni oddélent
pFi Slezské nemocnici, Opava; Hematologické oddélent,
Plzen; Interni hematoonkologickd klinika, FN, Brno)

Uvod: Termin monoklondlne gamapatie nejasného vy-
znamu (MGUS) je definovany pritomnostou monoklonal-
neho proteinu (M-protein), ktory je mozné detekovat’ v sé-
re a/lebo v moci a nie su splnené diagnostické kritéria mno-
hopocetného myelému, Waldenstromovej makroglobuliné-
mie, AL-amyloiddzy ¢i iného lymfoproliferativneho ocho-
renia. Zachyt monoklondlneho proteinu byva ¢asto nahod-
nym nalezom, kedy nie je nutna Specifickd liecba, je to vSak
dovod k trvalému sledovaniu pacienta, pretoZe je zndme, Ze
MGUS su prekancer6zou mnohopocetného myelému, do
ktorého mozu v priebehu sledovania progredovat’. Podl'a ri-
zika progresie sa MGUS rozdel'uji do skupin s vysokym
rizikom, stredne vysokym, stredne nizkym a nizkym rizi-
kom progresie MGUS do mnohopocetného myelému. Pre
sledovanie klinickych dat nemocnych s mnohopocetnym
myelémom a 0s6b s MGUS bol v roku 2007 vytvoreny me-
zindrodny register monoklondlnych gamapatii (RMG). Su-
bor a metddy: Pocet sledovanych osob s MGUS v RMG
k 31.3.2010 predstavuje 981, 427 muzov a 553 Zien, prie-
merny vek 61.4 (19-93). Pacienti st sledovani pomocou
kontinualneho dopliiovania jednotlivych dat o vyvoji zdra-
votného stavu pacientov prostrednictvom registra z 18 ko-
operujticich centier Ceskej(13 centier) a Slovenskej repub-
liky(5 centier). Cas sledovania je priemere 13.2 roku(mene;j
ako 1 mesiac-32rokov) Vysledky: Analyzovali sme 411
udajov pacientov zadanych v registri, kde 34.06%(n = 140)
zaradujeme do nizkeho rizika, 40.15%(n= 165) patri do
stredne nizkeho rizika, 22.84%(n=94) patri do stredne vy-
sokého rizika a vysoké riziko progresie bolo u 2.92%(n=12)
pacientov. Podrobné vysledky nasej analyzy budi predme-
tom predndsky. Zaver: Pocas 3 rokoch svojej existencie st
v RMG k dispozicii dita od tisicky osob s MGUS, ¢o je
i v ramci EU velky register. V prvej analyze sme rozdelili
osoby do skupin podla rizika progresie. V stvisiacich vy-
skumnych projektoch si priebezne analyzované nové pro-
gnostické faktory z oblasti flowcytometrie a molekularne;j
bioldgie. Cielom je urcit’ vysoko rizikové osoby s MGUS
s vysokou pravdepodobnost'ou prechodu do mnohopocet-
ného myelému pocas 3 rokov. Takato skupina s vysokym
rizikovom progresie moZe byt nasledne zat'aZend Setrnou ex-
perimentdlnou lie¢bou s ciel'om nedovolit’ vznik nadoru. KI-
ucové slova: register monoklondlnych gamapatii, MGUS,
prognostické faktory, riziko progresie. Grantova podpora:
Clanok vznikol za grantovej podpory IGA NS10387
a NS10406.

(59) 1750.

Uziti systému HevyLiteTM u monoklonalnich
gamapatii — prvni zkuSenosti

Pika Tomas, Hefmanova Zuzana, Hobbs Josie, Lochman
Pavel, Minartik Jii{, Bacovsky Jaroslav, S¢udla Vlastimil
(I11. interni klinika, LF UP a FN, Olomouc; Ustav imuno-
logie, LF UP a FN, Olomouc, The Binding Site, Birming-
ham, UK; Oddéleni klinické biochemie, FN, Olomouc)

Uvod: Pro monoklondlni gamapatie (MG) je typick4 pii-
tomnost molekul monoklondlniho imunoglobulinu (MIG)
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nebo jejich fragmentd v séru a/nebo v moci. Nejnoveéjsim
testem roz$ifujicim spektrum mozZnosti vySetfeni MIG je
systém HevyLiteTM, principielné zaloZeny na uZiti dvoji-
ce specifickych protilatek proti junkénim epitoptim mezi do-
ménami téZkého a lehkého fetézce imunoglobulinu. Cil: Ci-
lem prace bylo zavedeni systému HevyLiteTM a provede-
ni pilotni analyzy ve skupiné nemocnych s MG typu IgA.
Metody: Vyseteny soubor tvorilo 25 nemocnych s mno-
hocetnym myelomem (MM) (4 nemocni v dobé diagnézy
nemoci, 3 nemocni v remisi onemocnéni a 18 v pribéhu
onemocnéni) a ddle 2 jedinci s monoklondlni gamapatii ne-
jistého vyznamu (MGUS) (1x low-risk, 1x high-risk). Pro
stanoven{ sérovych hladin IgAx, IgAA byl pouzit systém
HevyLiteTM (The Binding Site, UK) a analyzator BN II
(Siemens Healthcare Diagnostics). Vypoctem byl urcen po-
mér [gAk/IgAA. Vysledky: Ve skupiné nemocnych s MM
byla u vétsiny jedinci zjisténa dobrd korelace mezi pomé-
rem [gAK/IgA\ a typem paraproteinu pii elektroforetickém
vysetfeni, navic pak nemocni vySetfeni v dobé diagnézy
a v pribéhu onemocnéni vykazovali rovnéz i vyrazné niz-
§i hladiny alternativni molekuly IgA v disledku imunitni
suprese. U 2 ze 3 nemocnych vysetienych v dobé remise
onemocnéni byly zjiStény normdlni hladiny i pomér
IgAk/IgAA v souladu s negativnim vysledkem elektro-
foretického a imunofixacniho vySetfeni. 1 nemocny vyka-
zoval supresi obou IgA parti, ziejmé z diivodu kratkého od-
stupu od predchozi chemoterapie. U 2 jedinci s MGUS by-
ly zjistény abnormélni hladiny i pomér [gAx/IgAA, u jedin-
ce s high-risk typem byla i vyrazna suprese alternativniho
imunoglobulinu IgA. Zavér: Predbézné pozorovani potvr-
zuje, Ze systém HevyLiteTM nadéjné dopliuje soubor vy-
Setfeni, bézné pouzivanych pri sledovani MG, zejména pak
v pripadech velmi nizkych koncentraci MIG ¢i jen pouhé
pozitivity imunofixacni analyzy. Pro definitivni zhodnoce-
ni piinosu vySetieni pro klinickou praxi je nutné ziskani dal-
Sich zkusenosti. S podporou VVZ MSM 619895205.

(60) 1733.

Korelace flowcytometrickych a cytogenetickych
nalezii u nové diagnostikovanych pacientit

s mnohocetnym myelomem

Kovarova Lucie, Suskd Renata, BureSova Ivana, Franko-
va Nikola, Zarbochové Pavla, Muthu Raja Karthick Ra-
ja, Greslikova Henrieta, Némec Pavel, Smetana Jan, Kup-
skd Renata, Penka Miroslav, Kuglik Petr, Hijek Roman
(Oddeéleni Klinické hematologie - Laborator experimen-
tdlni hematologie a bunécné imunoterapie, FN Brno, Br-
no; Babdkiiv vyzkumny institut, Univerzitni vyzkumné
centrum - Ceskd myelomovd skupina, LF MU, Brno;
Ustav Experimentdlni Biologie, PFFF MU, Brno)

Uvod: Mnoho&etny myelom (MM) je charakterizovan
prftomnosti malignich plazmocytti (PC) v kostn{ dfeni. PC
jsou fenotypové velmi riznorodé, ¢emuz odpovida téZ pri-
tomnost riznych cytogenetickych zmén. Genetické abnor-
mality jsou vyznamnymi ukazateli prognézy, 1ze tedy pred-
pokladat, Ze povrchova exprese vybranych markert by mo-

hla mit obdobnou vypovédni hodnotu. Cil: Nalezeni vzta-
hu mezi antigennim profilem a cytogenetickymi aberace-
mi u pacientd s MM. Pacienti a metody: Bylo analyzovéano
110 nové diagnostikovanych nelécenych pacientti s MM
s medidnem véku 67 let (rozsah 40-88 let). PC kostni dre-
né byly imunofenotypizaci identifikovany jako
CD38+CD138+ buriky a na téchto byla déle studovédna ex-
prese znakd CD19, CD20, CD27, CD28, CD56 a CD117.
PC byly pozitivni na dany marker pri expresi vyssi nez 30%.
Separované PC byly ddle analyzovany pomoci interfazni
fluorescencni in situ hybridizace (FISH) za pouZiti sond pro
del(13)(q14), del(17)(p13), t(4;14)(p16.3;q32), 1921 a hy-
perdiploidii. Vysledky: Plazmocyty byly detekovany
u vSech analyzovanych pacientl s medianem 8.4% (rozsah
0,1-75,3). Klonalni CD19+ PC byly nalezeny u jediného 1
pacienta s del(13)(q14). U dalSich 4 pacientt s nalezem
CD19+ PC predstavovaly tyto rezidudlni polyklondlni PC
bez chromozomalnich abnormalit. Exprese znaku CD20 by-
la nalezena u 8,2% (9/110) pacientd, avSak nekorelovala
s Zadnymi cytogenetickymi zménami, ackoliv del(13)(q14)
byla zjisténa u 42,6% (43/101) CD20- PC. Znaky CD27
a CD28 byly exprimovany u 31,8% (35/110) a 20,9%
(23/110) pacientti a nekorelovaly s cytogenetickymi ndlezy.
CD56- PC byly detekovany u 20,0% (22/110) pacientil, pfi-
¢emz bylo nalezeno obdobné rozloZeni cytogenetickych
zmén u CD56+ a CD56- PC. Exprese znaku CD117 byla
zjisténa u 31,8% (35/110) pacientti a vyznamné korelovala
s hyperdiploidii [51,4% vs. 26,7%; p<0,05], naopak nega-
tivita pro CD117 odpovidala del(13)(q14) [50,7% vs.
20,0%; p<0,01]. Déle bylo zjisténo, Ze del(17)(pl3)
a t(4;14)(p16.3;q32) patii mezi méné Casté aberace u MM
a nepoji se se specifickym fenotypem, navic t(4;14) neby-
la nalezena u zZadného z CD20+, CD117+ ¢i CD56- pripa-
du. Zavér: Analyzy fenotypového a cytogenetického profi-
Iu potvrdily znak CD117 (jeho pozitivitu ¢i negativitu) ja-
ko jediny marker korelujici s chromozomalnimi zménami.
Studium pacientti v del$im ¢asovém horizontu pfinese téZ
informace o jejich prognéze. Podpofeno projekty GACR
301/09/P457, MSMT LC06027, MSM0021622434, IGA
10408-3, IGA 10406-3, IGA 10207-3 a GACR P304-
/10/1395.

(61) 1652.

Proteomicka analyza proteini krevni plazmy

u mnohocetného myelomu s vyuZitim dvourozmérné
elektroforézy polyakrylamidovém gelu a hmotnostni
spektrometrie

Cumovi Jana, Potd¢ova Anna, Jedlitkova Lenka, Sedo
Ondrej, Zdrédhal Zbynék, Hijek Roman

(Univerzitni vyzkumné centrum - Ceskd myelomovd sku-
pina, Babdkiiv vyzkumny institut, LF MU, Brno; Oddeéle-
ni funkéni genomiky a proteomiky, Ustav experimentdlni
biologie, PFTF MU, Brno; Interni hematoonkologickd kli-
nika, FN Brno a LF, Brno)

Uvod: Hledani novych prediktivnich faktori je jednim
z hlavnich cili v§ech vyznamnych onkologickych praco-
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vist. Cilem této experimentdlni prace je vyhleddvani
proteint rozdilné zastoupenych v krevni plazmé paci-
entti nemocnych mnohocetnym myelomem po 1é¢bé no-
vymi Iéky, u kterych je zndma 1é¢ebnd odpovéd . Mate-
ridl a metody: Celkem u 16ti vzorkt krevni plazmy jsme
provedli optimalizacni postupy pro vybér vhodné me-
tody pro odstranéni majoritnich proteini krevni plazmy
(albumin, imunoglobuliny aj.) potiebné pro ndslednou
2-DE ¢i LC-MS/MS analyzu proteini. Byly vyzkouse-
ny 3 metody (ProteoPrep, MARS, ProteoMiner) a 3
techniky pro odsoleni frakce minoritnich proteint.
U 10ti vybranych pacientd nemocnych MM, ktefi pod-
stoupili lécbu bortezomibem byla provedena srovndva-
ci 2-DE analyza nizkoabundantnich proteind krevni
plazmy ziskanych paralelné metodami MARS a Prote-
oMiner. Vzorky krve byly odebrdny pred pldnovanou
1écbou do zkumavek SARSEDT obsahujicich K3EDTA,
plazma byla uloZena pfi teploté —80°C pro naslednou
analyzu. Vysledky: Metoda ProteoPrep umoznila roz-
délit na 12ti 2-DE mapach v primeéru 436 protein. spo-
tt (473-524). Na 9ti 2-DE mapach bylo separovano cel-
kem s vyuzitim MARS-6Hu+dialyza: 344 protein. spo-
ta (387-323), MARS-6Hu+srdzeni plazmy: 204 (rozme-
zi: 238-169), MARS-6Hu+kolonka 5kDa: 258 (230-
298) protein. spotl. Srovndni metod Proteominer
a MARS-14Hu+mRP-C18 umoznilo pomoci LC-
MS/MS identifikovat celkem 49 % (36/74) proteint,
unikatné metodou ProteoMiner bylo identifikovano 32
% proteind. Po depleci metodou MARS-14Hu bylo
identifikovano celkem 36 % (27/74), 27 % proteint by-
lo identifikovadno jako unikdtnich. Byly identifikovany
proteiny ceruloplasmin, apolipoprotein C, D, E3, kom-
plement faktory B, H, vitronectin, kininogen aj. Opti-
malni metodami pro odstranéni vysokoabundantnich
proteind byly vybrany metody MARS-6Hu a ProteoMi-
ner. Vysledky 2-DE z aktudlné probihajici image ana-
lyzy obrazu budou zvefejnény. Zavér: V nasi praci jsme
analyzovaly moznost vyuZziti riznych technik pro odstra-
néni majoritnich proteind krevn{ plazmy pro nasledné dé-
len{ proteinti metodou 2-DE. Proteomickd analyza krev-
ni plazmy potfebuje Cas na vyfeSeni mnoha svych potiZzi.
Vhodnou metodou pro jeji analyzu je hmotnostni spekt-
rometrie. Price vznikla za podpory granti: MSMT
LC06027, MSM0021622434 a MSMO0021622415.

(62) 1647.

Association of CD44s and their isoforms with
prognostic features of multiple myeloma

Muthu Raja Karthick Raja, Buresova Ivana, Kovarova
Lucie, Stossova Jana, Hajek Roman

(Babak Research Institute, Pavilon A3, ILBIT, Masaryk
Univeristy, Brno, Czech Republic)

Background: Plasma cell (PC) adhesion molecules
such as CD56 and CD138 append indispensable dia-
gnostic and prognostic values in PC disorders. Well
CD44 standard (CD44s) and their variant (CD44v) iso-

Table I: Frequency of CD44s, v4 and v6 expression in BMPCs

Patient PCs CD44s+ PCs CD44VA+ PCs CD44VE+ median
Group median (range) median (range) (range)
MGUS 96.30(91.7-90.8) 5.58(1.33-11.78) 13.18 (2.13-2225)
MM 92.7(17.5.89.3) 6.03(0.2-29.45) 9.4(154-53.57)
Relapse 93.15(5.3-89.9) 5.12(0.04.29.47) 9.52(0.46-41.05)

forms also extends the adhesion property of PCs; few
studies screened its prognostic features in multiple my-
eloma (MM) but to date only contrasting results exists.
So, we prompted to assess CD44s and CD44v influen-
ce in myeloma patients (pts) and their association with
clinical features of MM. Objective: Quantification of
CD44s and CD44v4, v6 for differential expression in
various clinical representations including MGUS (mo-
noclonal gammopathy of undetermined
significance), MM and relapsed MM. Addressing the
clinical relevance of CD44s and CD44v expression in
myeloma cells. Patients and Methods: In this prelimi-
nary study a total of 43 pts including MGUS -9(21%),
MM-14(33%) and relapse-20(46%) have been evalua-
ted for CD44s and CD44v4, v6 expression in bone mar-
row PCs (BMPCs) by simple 5-color flow cytometry.
Mann-Whitney U/Kruskal-Wallis test were used to es-
timate the statistical significant difference between
groups and correlation analysis was performed by Spe-
arman rank order correlation. Results: This study reve-
aled a decrease paradigm for CD44s and CD44v6 ex-
pression in BMPCs of MM compared to MGUS, un-
fortunately difference didn’t reach statistical significan-
ce. In term of CD44v4 a similar pattern of expression
was observed between MGUS vs. MM vs. relapse (Tab-
le I: summarizes the frequency of BMPCs CD44s, v4
and v6 expression). For up regulated CD44v4 expres-
sion in BMPCs, univariate analysis selected <10% of
BMPCs (P=0.003), <30g/L of M-protein (P=0.005) and
>5% of normal BMPCs (P=0.032). Moreover <50% of
BMPCs CD44s expression was associated with increa-
sed level of BMPCs (P=0.013) and M-protein (P=0.002)
and low frequency of normal BMPCs (P=0.009). A po-
sitive correlation was observed between CD44v4 vs.
CD44v6 (r=0.53; P<0.001) and both of these molecu-
les inversely associated with BMPCs. Conclusions:
Disclosing statement from this preliminary study is
CD44v4 associate with good prognostic features rather
CD44s associate with adverse prognostication of MM.
This profound result should be confirmed in large pa-
tient cohort. This study has been supported by GACR
P304/10/1395, LC06027 and MSM 0021622434.
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(63) 1632.

B-cells with centrosome amplification as a possible
myeloma cell precursors

Kryukov Fedor, Dementyeva Elena, Nemec Pavel, Bu-
resova Ivana, Smetana Jan, Greslikova Henrieta, Kupska
Renata, Kuglik Petr, Hajek Roman

(University Research Centre, Czech Myeloma Group, Ba-
bak Research Institute, Masaryk University, Brno, Czech
Republic; University Research Centre, Czech Myeloma
Group, Babak Research Institute, Masaryk University,
Department of Internal Medicine and Hematooncology,
The Faculty Hospital Brno, Brno, Czech Republic)

Background. Multiple myeloma (MM) is a lympho-
proliferative disease characterized by the clonal expan-
sion of neoplastic plasma cells within the bone marrow.
Although PCs are recognized as fully malignant cells,
the exact developmental stage at which malignant trans-
formation occurs is still unknown. In our study, centro-
some amplification (CA) was chosen as potential pre-
cursor marker, reflecting mitotic disruption in carcino-
genesis. Aims. The objective of our study was to evalu-
ate the presence of CA in B-cells and PCs — from MM
patients and to assess whether it is associated with the
most common chromosomal abnormalities in malignant
PCs. Methods. Immunofluorescent labeling was used for
the evaluation of centrosome amplification (CA) in B-
cells (CD19+) and PCs (CD138+) of MM patients. Sam-
ples with =11% of B-cells or 210% of PCs with >4 flu-
orescence signals of centrin (centrosome protein) were
considered CA positive. A total of 101 patients were eva-
luated for CA in PCs and/or B-cells, including 31 pati-
ents where both cell types were analyzed. The patient
population characteristics were as follows: males/fema-
les 50/51, median age of 66 years (range, 40-92 years).
Most patients had advanced stage of MM (DS II/II n =
69; ISS II/IIl n = 61). clg FISH was performed on plas-
ma cells by well-known methods. Results. The frequ-
ency of MM cases positive for CA was 34% (26/77) and
34% (18/53) based the analysis of PC samples and B-
cell samples, respectively. Overall, 19% (6/31) of MM
patients were double-positive. After splitting patients ba-
sed on CA threshold, significant correlation was identi-
fied only in double-positive group (r=-0,986, p<0.05).
Significant correlation of centrosome amplification in
PCs with del(13)(q14), del(17)(p13), gain(1)(q21), or
hyperdiploidy wasn’t shown. But association of CA in
B-cells with PCs hyperdiploidy using phi 4-point cor-
relation was proven (phi=0.45, p<0.05). Conclusion. In
our study, we showed association of CA in B-cells with
PCs hyperdiploidy. This fact relates to role of mitotic
disruption in MM aneuploidy and cell carcinogenesis.
In association with correlation between B-cells and PCs
with CA, we suppose that B-cells with CA are part of
myeloma genesis. Acknowledgments. This study was
supported by grants MSM 0021622434 and IGA 10207-
3 from the Departments of Education and Health of the
Czech Republic.

(64) 1630.

Jednonukleotidové polymorfizmy spojované

se zvySenou rizikovosti k trombéze u pacientii

s mnohocetnym myelomem

Almasi Martina, Sev&ikové Sabina, Svachova Hana, Pour
Lud¢k, Sablikova Barbora, Kyjovskd Drahomira, Vidla-
kova Petra, Hdjek Roman

(Babdkiiv vyzkumny institut, lékdrskd fakulta, Masaryko-
va univerzita, Brno)

Uvod: Zilni tromboembolie (VTE) a pozdé&jii mozny
rozvoj plicni embolie je Castym vedlejSim tGc¢inkem 1é¢-
by thalidomidem u pacientii s mnoho¢etnym myelomem
(MM). Kandidatni jednonukleotidové polymorfizmy
(SNPs) byly vybrany na zdkladé vysledkd projektu
BOAC (,,Bank On A Cure®). Cilem bylo zjistit prevalen-
ci polymorfizmu, spojovanych s vyskytem trombozy u pa-
cient s MM v Ceské populaci. Metody: Genomova DNA
byla testovana u 65 pacienti s diagnostikovanym MM (32
Zen / 33 muzl); praimérny vék pii zahdjeni terapie 59,3
let. K vyskytu trombdzy doslo u 25 % pacientti (16/65)
lécenych thalidomidem, z nichz 94 % (61/65) bylo bez
antitrombotické profylaxe a 6 % (4/65) s profylaxi. Pro
SNPs analyzy byla pouzita metoda real-time PCR na pfi-
stroji Step-One. Hardy-Weinbergerova rovnovéha, byla
testovana u kazdého polymorfizmu pomoci testu X2. Pro
statistické analyzy byl pouzit model logistické regrese
k vyjadreni poméru Sanci (ORs, odds ratio) a 95% inter-
valu spolehlivosti (CI). VSechny testy byly provedeny na
5% hladiné vyznamnosti. Homozygot nejcetnéjsi alely byl
zvolen jako referencni skupina, ke které se vztahoval po-
mér Sanci. Vysledky: Polymorfizmus genu ALDH-1A1
(rs168351) nesplnoval podminky H.-W. rovnovéhy a byl
déle vyrazen z analyzy. Ostatni polymorfizmy tyto pod-
minky spliiovaly; gen CINP (rs7011) pacienti s trombo-
zou (X2=1,778; P=0,411) a pacienti bez trombdzy
(X2=0,108; P=0,947), gen CETP (rs289747) (X2=0,236;
P=0,888) a (X2=0,218; P=0,897), gen ALDHIAI
(rs610529) (X2=1,985; P=0,371) a (X2=0,208; P=0,901),
gen CDKNIA (rs3829963) (X2=0,852; P=0,653)
a (X2=0,783; P=0,676), gen GAN (rs2608555)
(X2=0,000; P=1,000) a (X2=0,109; P=0,947), gen VEGF
(rs699947) (X2=0,000; P=1,000) a (X2=0,980; P=0,613).
U nékolika genotypt jsou vysledky blizké statistické vy-
znamnosti: u pacientd s trombdzou byla pozorovéna zvy-
Send frekvence genotypu CC genu ALDH-1Al
(rs610529) (43,8 % vs. 20,4 %, ORs=3,03 ve srovnani
s ostatnimi genotypy; p=0,072) a sniZena frekvence ge-
notypu CC genu VEGF (1s699947) (6,3 % vs. 26,5 %,
ORs=0,13 ve srovnani s genotypem AA; p=0,066). Pro
ovéfeni naznacenych vztahil bude nutné vysetieni roz-
sdhlejsiho souboru pacientd, ktery dopliujeme o dal-
§1 MM pacienty s trombdzou. Zaver: ZjiSténé udaje
o frekvenci variantnich polymorfizmt spojenych s vy-
skytem trombdzy mohou napomoci k efektivnéjsim
a raciondlnéjSim profylaktickym opatfenim této kom-
plikace 1é¢by u pacienti s MM. Podporovino:
LC06027, MSMT0021622434
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(65) 1628.

Heterogenni exprese markeru neuronalnich
kmenovych bunék nestinu u pacientii s monoklonalni
gamapatii

Svachova Hana, Pour Ludék, Kovafova Lucie, Bure§ova
Iva, Muthu Raja Karthick Raja, Hdjek Roman
(Babdkiiv vyzkumny institut, LF, Masarykova univerzita,
Brno; Interni hemato-onkologickd klinika, FN, Brno)

Uvod Nestin, protein intermedidrnich filament, je po-
vazovdn za charakteristicky marker multipotentnich
prekurzorovych bunék s prolifera¢nim, migra¢nim a di-
ferencia¢nim potencidlem. Béhem diferenciace je ex-
prese nestinu downregulovana, ale miZze byt reaktivo-
vana po urazech ¢i za jinych patologickych podminek
Nestin je také detekovan v mnoha solidnich nadorech,
kde hraje kritickou roli v agresivnim chovani, migraci
a proliferaci bunék a zda se byt vhodnym diagnostic-
kym a prediktivnim indikdtorem stupné malignity na-
dort. Cilem této pilotn{ studie bylo potvrdit expresi pro-
teinu nestinu v plazmatickych bunkéch (PC) u pacien-
tt s monoklondlni gamapatii (MG). Metody Do nasi pi-
lotni studie bylo zahrnuto celkem 34 MG pacientt
(21M/13Z; median véku 68 let) v zastoupeni: 91 %
(31/34) mnohocetny myelom (MM), 3 % (1/34) monok-
londlni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS), 3 %
(1/34) nesekre¢ni MM a 3 % (1/34) plazmocelularni le-
ukemie (PCL). 5 pacientti bez MG bylo pouzito jako
kontrolni skupina. Mononukledrni bunky kostni dfené
byly analyzovany pomoci 3-barevné pritokové cytome-
rie. Intraceluldrni protein nestin byl detekovan pfimym
znacenim CD38+CD138+ PC. Exprese nestinu byla
hodnocena jako procento nestin-pozitivnich PC
(Nes+PC) a pomoci medianu fluorescen¢ni intenzity
(MFI) exprese nestinu v PC. Exprese nestinu v PC by-
la validovdna metodou nepfimé imunofluorescence na
3 reprezentativnich vzorcich a metodou western blot na
7 reprezentativnich vzorcich. Vysledky Flowcytome-
trickd analyza potvrdila heterogenni expresi nestinu me-
zi 34 MG pacienty. Median procenta Nes+PC: 21,2 %
(rozsah, 0%-95.4%). V kontrolni skupiné¢ median
Nes+PC nepresahl 1.5% (rozsah, 0.3%-2.7%). Median
MFT exprese nestinu: 442 (rozsah, 0-6764). Metodou
nepfimé imunofluorescence byla exprese nestinu potvr-
zena u vSech 3 analyzovanych vzorki jako sit’ nestino-
vych vldken ¢i jako diftizni signdl v cytoplazmé PC.
Metoda western blot kvalitativné potvrdila expresi ne-
stinu v PC ve vSech 7 MG ptipadech. Zavér V nasi stu-
dii jsme jako prvni na souboru 34 pacientd s MG potvr-
dili heterogenni expresi nestinu na proteinové drovni
v CD138+CD38+ PC a kvantifikovali pomoci pruto-
kové cytometrie. Exprese proteinu nestinu v malignich
PC, které jsou povazovdny za prolifera¢né utiSené a ter-
mindlné diferencované, je zcela novy fenomén vyZa-
dujici pozornost a dalsi studium, které by objasnilo ro-
li tohoto proteinu v patogenezi monoklondlnich gama-
patii. Price vznikla za podpory: VC MSMT CR
LC06027 a P304/10/1395.

(66) 1759.

Vakcina na bazi dendritickych bunék u nemocnych
s mnohocetnym myelomem miiZe prispét

ke stabilizaci onemocnéni — vysledky klinické

studie faze II

Zahradova Lenka, Mollova Klara, Ocadlikova Darina,
Kovérova Lucie, Biichler Tomas, Krej¢i Marta, Adam
Zden¢k, Pour Ludék, Kfivanova Andrea, H4djek Roman,
Michalek Jaroslav

(Interni hematoonkologickd klinika, FN, Brno; Babdkiiv vy-
zkumny institut, Masarykova univerzita, Brno;, LEHABI,
Oddélent klinické hematologie, FN, Brno; Pediatrickd
klinika, FN, Brno)

Imunoterapie je perspektivni moznosti ovlivnéni onko-
logickych onemocnéni. Na naSem pracovisti probéhla
v letech 2006-2009 klinickd studie faze II, kdy byla ne-
mocnym s mnohocetnym myelomem podédna autologni
protinddorova vakcina. Vakcina obsahovala dendritické
buriky naloZené autolognim monoklondlnim imunoglobu-
linem - Id-proteinem. Kazdému z 11 nemocnych zaraze-
nym do studie bylo podano intradermdlné celkem 6 vak-
cin v mésicnich intervalech. Po dobu vakcinace a dalSich
6 mésicl byla sledovana klinickd a imunologickd odpo-
véd na vakcinu. Vysledky byly porovnédvény se skupinou
13 nemocnych, ktefi prosli prescreeningem a do studie
nebyli zarazeni. Vakcina obsahovala dendritické bunky
kultivované z mononuklearnich bunek periferni krve a na-
loZené autolognim Id-proteinem dle podminek GCP. Vak-
cina spliujici testy bezpecnosti a jakosti byla aplikova-
na. Vedle l1é¢ebné odpovédi byla hodnocena funkéni cha-
rakteristika dendritickych bunék pomoci imunofenotypi-
zace, imunologickéd odpovéd metodou ELISpot a koznim
DTH testem a hodnocenim zmén imunitniho systému pri-
tokovou cytometrii. V pribéhu 12-ti mési¢niho sledova-
ni pretrvavalo u 73% (8/11) nemocnych stabilni onemoc-
néni a u27% (3/11) doslo k progresi. V prib&hu celkové
doby sledovani s medidnem 33 mésict (11 - 43 mésici)
zGstava dosud onemocnéni stabiln{ bez nutnosti protina-
dorové 1écby u 64% (7/11) nemocnych. Medidn zahdjen{
nésledné protinddorové 1écby u ostatnich 4 nemocnych
byl 19,25 (13-23,5) mésici od zahdjeni vakcinaci. U kon-
trolni skupiny bylo nutné zahdjeni 1écby u 62% (8/13) ne-
mocnych, celkova doba sledovani byla 13 mésici. Vakei-
na byla dobfe snasena bez zavaznych vedlejSich ucinki.
Imunitni odpovéd metodou ELISpot byla zaznamendna
u91% (10/11) nemocnych, z toho u 36% (4/11) byla imu-
nitni odpovéd na Id-protein piftomnd jiZ pied poddnim
vakciny a udrZela se i v prub&éhu 12 mésict od zahdjeni
vakcinace. Kozni DTH test Id proteinem byl pozitivni
u 73% (8/11) nemocnych, z toho 46% (5/11) mélo vy-
tvofenou DTH imunitni odpovéd jiZ pied zahdjenim vak-
cinace, u 27% (3/11) doslo navozeni imunitni odpovédi
vakcinaci. Vakcina na bdzi dendritickych bun¢k naloze-
nych Id-proteinem je bezpecnd a vyvoldva nebo udrzuje
specifickou imunitni odpovéd u nemocnych s mnohodet-
nym myelomem. Jeji klinicky pfinos je sice sporny, u zad-
ného z nemocnych nedoslo k navozeni remise, vakcina
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vsak mohla prispét ke stabilizaci onemocnéni zazname-
nané¢ho u dvou tfetin nemocnych. Podpofeno VZ
LC06027 a NPVII 2B06058.

(67) 1752.

Polyneuropatie pri 1é¢bé lenalidomidem

Machalkova Katefina, Maisnar Vladimir, gpiéka Ivan,
Minaftik Jifi, Pour Zdenék, Pavlic¢ek Petr, Kaisarova Pet-
ra, S¢udla Vlastimil, Straub Jan, Gregora EvZen, Schiit-
zova Miroslava, Hdjek Roman, Radocha Jakub
(Il.interni klinika - oddéleni klinické hematologie LFUK
a FN, Hradec Krdlové; 1. interni klinika hematoonkolo-
gie VFN a 1.LF UK, Praha; Ill.interni klinika FN
a LFUP, Olomouc; Interni hematoonkologickd klinika FN
a LFMU, Brno; Oddéleni klinické hematologie FNKV
a 3.LF UK, Praha; Hemato-onkologické oddéleni FN
a LFUK ,Plzen; Interni hematoonkologickd klinika FN
a LFMU, Brno)

U pacienti s monoklondlnimi gamapatiemi je vyskyt
periferni polyneuropatie relativné ¢asty. MiZe byt zpiso-
bena primdrné v souvislosti s pritomnosti paraproteinu,
kdy dochdzi k poskozeni axonti i demyelinizaci nervo-
vych vlaken v disledku ukladani depozit patologického
imunoglobulinu & amyloidu. Cast&ji jde o sekundarni po-
stizeni v dlsledku 1é¢by nékterymi ,,novymi 1éky*, v sou-
Casnosti se jednd predevsim o thalidomid a inhibitor pro-
teazomu bortezomib. Nové pouZzivany analog thalidomi-
du — lenalidomid, vznik periferni polyneuropatie, podle
dosavadnich zkuSenosti, zpisobuje pouze u cca 5% ne-
mocnych a vyznamné nezhor$uje ani polyneuropatii zpu-
sobenou predchozi 1écbou. Cilem nasi analyzy bylo ove-
fit tato data na souboru nemocnych lécenych lenalidomi-
dem v Ceské republice. Do konce roku 2009 byla v Ces-
ké republice zahdjena 1écba Lenalidomidem celkem u 205
nemocnych, z toho u 160 (78%) z nich byla dostupna da-
ta o polyneuropatii pred i po 1écbé lenalidomidem. U 63,1
% (101/160) pacientti byly pfitomny v dob¢ zahajeni 16¢-
by znamky periferni polyneuropatie (grade 1 u 15,6%,
grade 2 u 16,2%, grade 3 u 3,7%, grade 4 u 0,6%), nej-
Castéji souvisejici s predchozi 1é¢bou. V pribéhu 1écby le-
nalidomidem doslo u 3,8% (6/160) nemocnych k jejimu
dalsimu zhorSeni, u stejného poctu, tj. 3,8% pacientt
(6/160) se stupen neuropatie naopak sniZil. Celkem
u 5,6% nemocnych analyzovaného souboru se objevila
neuropatie nové (9/160 — z toho u 7 pacient grade 1,
u dvou grade 2). Naopak u 36,3% nemocnych (58/160)
doslo v priubéhu 1ééby Lenalidomidem k dplnému dstu-
pu zndmek neuropatie. U 13,8% pacientti (22/160) zG-
stala neuropatie na stejném stupni jako pri zahdjenf 1é¢-
by. Celkem se tedy neuropatie zhorSila u 9,4% pacienti
(15/160), z nichZ u 9 pacientti se objevila nové. Celkem
se neuropatie zlepsila u 64 pacienti (40%), z nich u 58
pacientti doslo k tplnému vymizeni znimek neuropatie.
Byl prokéazan statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu pe-
riferni neuropatie pred a po 1é¢bé lenalidomidem. Zatim-
co k vymizeni{ neuropatie doslo u 58 pacientil, nové se

neuropatie objevila pouze u 9 pacientl (p < 0.001). Lze
tedy shrnout, Ze ani v naSem souboru pacientll nedoslo
v pribéhu 1é¢by Lenalidomidem k vyraznému narGstu ¢i
zhorSovani neuropatie, kterd jinak vyznamné zhorSuje
kvalitu Zivota nemocnych. Z tohoto dtivodu je dnes le-
nalidomid lékem volby u pacientl se zdvaZnou neuropa-
tif, at’ uz je jeji pricina jakdkoliv, a zatim nejvhodnéjsim
kandidatem pro dlouhodobou udrzovaci lécbu.

(68) 1734.

Utinnost lenalidomidu u pacientii s mnohoéetnym
myelomem rezistentnich na predchozi podavanou lécbu
Pour Ludék, Spi¢ka Ivan, Gregora Evzen, Maisnar Vla-
dimir, Schiitzovd Miroslava, Kaisarova Petra, Minafik
Jif, Pavli¢ek Petr, Straub Jan, Radocha Jakub, Adam Zde-
nék, Hajek Roman

(HOK FN Brno, Masarykova univerzita, Brno; 1. interni
klinika, VFN, Praha; Il1l. interni klinika, FN, Olomouc;
Oddeleni klinické hematologie, FN Krdlovské Vinohrady,
Praha; Oddeleni klinické hematologie, FN, Hradec Krd-
lové; Hemato-onkologické oddélent FN, Plzeri; Babdkiiv
vyzkumny institut, LFF MU, Brno; IHOK FN, Brno)

Uvod: Lenalidomid patii mezi imunomodulaéni latky
znamé jako IMIDy, latky strukturou pfibuzné thalidomi-
du. U nemocnych s mnohocetnym myelomem (MM) by-
la v klinickych studiich prokdzana vysoka tic¢innost toho-
to l1éku v primolécbé i u relabovanych nemocnych. Limi-
tujici toxicitou pri 1écbé lenalidomidem je myelosupre-
se, avSak 1€k nezplsobuje nepiijemnou neuropatii na roz-
dil od thalidomidu a bortezomibu.V Ceské republice je
lenalidomid pouZivéan u relabovanych nemocnych mimo
Iécebné ucinnosti lenalidomidu u nemocnych s MM re-
frakternich na pfedchozi poddvanou 1écbu v Sesti refe-
renénich centrech CMG v Ceské republice. Metodika
a soubor pacientdl Do analyzy bylo zahrnuto 41.8 % (69/
174) pacientii le¢enych lenalidomidem v CR v letech
2008-2009. Tyto byli rezistentni na posledni poddvanou
1écebnou linii predchdzejici 1écbé lenalidomidem. Cel-
kem 6% (4/69) pacienti rezistentnich na pfedchozi po-
davanou 1écbu bylo lenalidomidem léceno ve 2. linii,
26% pacientd (18/69) ve 3. linii 1é¢by, 36% (25/69) ve
4. linii a u 32% (22/6) pacientt rezistentnich na pied-
chozi 1écbu byl Revlimid pouzit jesté v pozdéjsich sta-
diich choroby. Jako pacienti rezistentni na predchozi 1é¢-
bu byli oznaceni pacienti, ktefi v poslednf linii 1écby
pred 1écbou Lenalidomidem dosdhli 1é¢ebné odpovedi
progrese (PG) nebo Vysledky: Vzhledem k nezralym da-
tim z pouzitého registru a dobé pouZzivani lenalidomi-
du pro 1é¢bu MM v CR bylo moZno hodnotit 1é&ebnou
odpovéd pii pouziti lenalidomidu pouze u 44% (30/69)
nemocnych rezistentnich na pfedchozi podavanou léc-
bu. Lé¢ebnd odpovéd byla zaznamendna u 13% ( 4/30)
nemocnych (1x kompletni remise, 1x velmi dobra par-
cidlni remise, 1x parcidlni remise) u dalSich 7% (2/30)
byla zaznamendna minimdln{ remise, a u 13%(4/30) by-
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lo onemocnéni hodnoceno jako stabilni. Zavér: I pfes
nezrald data a maly pocet nemocnych byla prokdzana
ucinnost lenalidomidu u pétiny nemocnych rezistent-
nich na predchozi poddvanou 1é¢bu. Vzhledem k rezi-
stenci a skutecnosti, Ze v naSem souboru byli sledova-
ni velice predléceni nemocni (1/3 tieti relaps,1/3 Ctvr-
ty a dalsi relaps) jednd se nepochybné o jednu z nejhi-
fe 1é¢ebné ovlivnitelnych skupin pacienti s MM. Spo-
le¢né s velmi dobrou toleranci lenalidomidu, s predvi-
datelnou toxicitou hematologickou je u takto prognos-
ticky nepfiznivé skupiny nemocnych lécba lenalidomi-
dem nepochybné dobrou volbou a predstavuje dalsi vy-
znamny pokrok v 1é¢bé MM.

(69) 1719.

Lenalidomid v terapii relapsu mnohocetného
myelomu — porovnani Gc¢innosti pri ¢asnéjSim pouziti
Radocha Jakub, §piéka Ivan, Minafik Jifi, Pour Ludék,
Pavli¢ek Petr, Kaisarova Petra, Machalkova Katefina,
S¢udla Vlastimil, Straub Jan, Gregora EvZen, Schiitzova
Miroslava, Maisnar Vladimir, Hijek Roman

(I1. interni klinika - oddélent klinické hematologie LFUK
a FN, Hradec Krdlové; 1. interni klinika hematoonkolo-
gie VFN a 1.LF UK, Praha; Ill. interni klinika FN
a LFUP, Olomouc; Interni hematoonkologickd klinika FN
a LFMU, Brno; Oddéleni klinické hematologie FNKV
a 3.LF UK, Praha; Hematologicko-onkologické oddéle-
ni FN a LFUK, Plzeri; Interni hematoonkologickd klini-
ka FN a LFMU pro CMG, Brno)

Uvod: Lenalidomid je derivat thalidomidu pozivany
k 1é¢bé mnohocetného myelomu, obvykle v kombinaci
s kortikoidy a dal$imi konvenénimi cytostatiky. Jeho
ucinnost je podle dostupnych studii vysokd, obvykle
nejvyssi pfi pouziti v primoterapii. Nasim cilem bylo
porovnat ucinnost 1é¢by lenalidomidem v jednotlivych
liniich 1é¢by. V CR neni 16k registrovén pro primotera-
pii. Pacienti a metody: Celkem 174 nemocnych z 6 cen-
ter v Ceské republice bylo l1é€eno rezimem na bazi le-
nalidomidu od druhé poloviny roku 2008 do konce ro-
ku 2009. Zdkladni statistické vyhodnoceni bylo prove-
deno na celém souboru. Byly analyzovany 1é¢ebné od-
povédi a celkové preziti u pacientl 1é¢enych v jednot-
livych 1é¢ebnych liniich. Pouze 31 % pacientt bylo 1é-
¢eno lenalidomidem v 1. aZ 3. relapsu onemocnéni, 69
% pacientil bylo 1é¢eno v dalsich relapsech onemocné-
ni. Median doby sledovani je 5.4 mésict Vysledky: Cel-
kové preziti pacientl v 1.-3. relapsu ve 12 mésicich by-
lo 61,5 %, u pacientt 1é¢enych ve vyssich relapsech
51,5 % (p=0,785). Stejné tak celkova lé&ebnd odpovéd
byla 26,8 % oproti 13 % (p=0,345). Zavér: Doba sle-
dovani je velmi kratkd a bude potfeba delsi cas sledo-
vani k definitivnimu zhodnocenf{ rozdilu mezi u¢innos-
ti v Casnéjsi a pozdni fdzi onemocnéni. Na druhou stra-
nu i u pokrocilého onemocnéni je 1ék icinny, nebot’ vi-
ce nez polovina nemocnych preziva vice nez 1 rok od
zahdjen{ 1écby lenalidomidem.

(70) 1708.

Vliv indukéniho rezimu s thalidomidem na vytézek
separace perifernich kmenovych bunék u nemocnych
s mnohocetnym myelomem

Lanska Miriam, Maisnar Vladimir, Radocha Jakub, 74k
Pavel, Zavielova Alzbéta, Blaha Milan, Horacek Jan,
Doskocilova Karolina, Maly Jaroslav

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

Uvod: V poslednich letech se v 16¢bé mnohocetného
myelomu stdle vice uplatiiuje pouZiti tzv. ,,novych 1éka*.
Rada klinickych studii prokézala zlepSeni odpovédi na
1écbu i celkového preziti u nové diagnostikovanych ne-
mocnych pfi pouziti thalidomidu v indukénich reZzimech.
Od pocatku roku 2008 se thalidomid stal soucasti primo-
terapie nemocnych s mnoho&etnym myelomem i v Ces-
ké republice. Uspésnost nasledné autologni transplanta-
ce perifernich kmenovych bunék (PKB) je podminéna
dostatecnym vytézkem PKB pfi separaci. Cilem tohoto
sd€leni bylo srovnani vlivu dvou riznych indukénich re-
Zimu na vytézek PKB: rezimu CTD (cyklofosfamid, de-
xametason, thalidomid) a standardntho VAD resp. AD re-
zimu. Pacienti a metody: Retrospektivné jsme vyhodno-
tili data 42 nemocnych s nové diagnostikovanym mno-
hocetnym myelomem. 21 nemocnych (medidn 59 let,
rozmezi 33-68let) bylo 1éceno rezimem CTD a 21 ne-
mocnych (medidn 58 let, rozmezi 48-65 let) rezimem
VAD nebo AD. Jako mobilizacni rezim byl pouzit cyk-
lofosfamid v davce 2,5 g/m2 spolu s G-CSF v dédvce 5-
10 ug/kg. U vSech nemocnych jsme hodnotili celkovy vy-
tézek CD 34+ bunck/kg, pocet aferéz, dosazeni cilové
hodnoty 5x 106 CD 34 + bunék/kg. Vysledky: Celkem
bylo analyzovano 23 mobiliza¢nich cykli u nemocnych
lécenych CTD (2 nemocni museli byt mobilizovani dva-
krat v dasledku insuficientntho §tépu po prvni mobiliza-
ci) a 21 cykld ve skupiné VAD. Primérny pocet aferéz
byl 3,82 (rozmezi 2-5) a 2,1 (rozmezi 1-5). Primérny cel-
kovy pocet CD 34+bunék/kg byl v CTD skupiné 5,74
x106 (0,99-15.9) a 9,24 x10° (0,26-29,12) ve VAD sku-
piné, primérny vytézek jedné separace byl 1,5 resp. 4,21
x 106 CD 34+bunék/kg. V CTD skupiné bylo k dosaze-
ni cilové hodnoty vytézku nutnych vice dni separaci —
82% nemocnych bylo separovano 3 a vicekrat na rozdil
od VAD skupiny — 28%. Cilového vytézku jsme dosah-
li pouze u 61% nemocnych lécenych CTD ve srovnani
s 90% u VAD skupiny. U 6 nemocnych s CTD a 1 ne-
mocného s VAD jsme ziskali insuficientni $tép (<2x 109).
3 nemocni v CTD skupiné byli ndsledné dspé$né mobi-
lizovéni stejnym reZimem s pridanim Plerixaforu. Zavér:
Prokazali jsme statisticky vyznamné sniZeni vytézku
PKB u nemocnych, u nichz byl v rdmci indukce pouzit
thalidomidovy rezim. Soucasné u nemocnych lécenych
thalidomidem byl k dosazeni dostate¢ného Stépu nutny
veétsi pocet separaci PKB. Recentni informace o vlivu
thalidomidu na vytéZzek PKB jsou rozporuplné, nicméné
vhodnéjsim 1ékem pro pouziti v rdmci indukcnich rezi-
mu se zdd byt bortezomib.
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(71) 1698.

Schnitzlertiv syndrom a nase zkuSenosti s 1é¢bou
Anakinrou u dvou pacientu

Szturz Petr, Adam Zden&k, Corbové Drahomira, Neubau-
er Jifi, Prasek Jifi, Koukalovd Renata, Rehdk Zden&k,
Mayer Jif{

(Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno;
Dermatovenerologickd klinika LF MU a FN, Brno; Radi-
ologickd klinika Lékarské fakulty MU a FN, Brno; Klini-
ka nukledrni mediciny LF MU a FN, Brno; Oddéleni nuk-
ledrni mediciny, PET Centrum Masarykova onkologic-
kého Ustavu, Brno )

Schnitzleriv syndrom je vzacné idiopatické onemoc-
néni charakterizované chronickou kopfivkou, pfitomnos-
ti monoklondlniho imunoglobulinu tfidy IgM a dalSimi
znaky. V této kazuistice popisujeme Uspésnou 1écbu pre-
pardtem anakinra u dvou pacientd sledovanych na nas{
klinice. U prvniho pacienta, muZe narozeného 1944, za-
Caly obtize v 45 letech, kdy se objevily kozni projevy ve
formé intenzivné svédici kopfivky, pro niz byl muz néko-
lik let sledovéan na rtiznych dermatologickych ambulan-
cich s diagnostickym zdvérem: urtika nejasného ptvodu.
Dale trpél bolestmi v oblasti bederni patefe a panve. Vy-
sev kopfivkovych morf byl doprovazen intermitentnimi
febriliemi. V roce 1995 byl pro ndlez monoklonélniho
IgM odeslan na nase pracovisté s podezfenim na Walden-
stromovu makroglobulinémii. Na CT vySetfeni panve by-
ly popsany osteosklerotické-osteolytické zmény, které se
na scintigramu zobrazily jako loZiska se zvySenou aku-
mulaci radiofarmaka. PotiZe u druhého pacienta, muZze na-
rozeného v roce 1963, zacaly ve 44 letech, tedy pfibliz-
né ve stejném veéku jako u prvniho pacienta a jednalo se
rovnéz o koprivku, kterd byla zcela asymptomaticka, ne-
svédiva. Pozdéji se vsak pfidaly prudké zachvaty zimni-

pired Kineretem

6 hodin po podani 20 hodin po podani

ce a tfesavky s bolestmi kost{ a kloubt, pfi kterych do-
chazelo k vysevu novych kopfivkovitych morf. Nejprve
byl pacient bez vétsich 1é¢ebnych vysledkil sledovan na
kozni klinice, poté byl vSak diky bystré diagnostické tiva-
ze sledujictho internisty odesldn na nase pracovisté pro
nédlez monoklondlntho IgM s podezienim na mnohocet-
ny myelom. Na CT vySetfeni se zobrazila hyperostoza
klavikul a panevnich kosti. U obou pacientil byla po vy-
loucenti jinych diferencidlné diagnostickych pficin stano-
vena diagnéza Schnitzlerova syndromu. Terapeuticky
jsme vyuzili nékolik preparatd (kortikoidy, 2-chlordeoxy-
adenosin, interferon alfa, cyklosporin, thalidomid, borte-
zomib) i metodu PUVA, av§ak Zadny reZim neuvedI one-
mocnéni do kompletni remise a 1écbu jsme vzdy byli po
urcité dobé nuceni prerusit bud pro nedostatecny efekt
1écby nebo pro jeji nezadouci ucinky. Jediny 1€k, ktery pri
velmi dobré toleranci minimalizoval pfiznaky Schnitzle-
rova syndromu u obou pacientl, byl anakinra (recepto-
rovy antagonista interleukinu 1). Za nékolik hodin od po-
déani prvni davky léku urtikaridlni vyrazka zcela vymize-
la, ostatni obtiZe, jako bolesti kosti a teploty, odeznély
v fadu dnd spolu s normalizaci zanétlivych markert
v krevnich odbérech. Lécba anakinrou je vSak trvald s nut-
nosti kazdodenni podkozni aplikace injekci.

150007 (4 V-VAN

(72) 1822.

Lécba chronické hepatitidy C u pacienti s hemofilii.
Vlastni zkuSenosti.

HIlusi Antonin, Aiglova Kvétoslava, Kréova Véra
(HOK FN, Olomouc; II. interni klinika FN, Olomouc)

Uvod: Chronick4 hepatitida C (cHCV) a jeji kompli-
kace predstavuji zavazny medicinsky problém u pacien-
ti s hemofilif, ktef{ byli v minulosti 1é¢eni protivirové ne-
oSetfenymi krevnimi derivaty. Vyznamna ¢ést téchto pa-
cientti vyzaduje 1é¢bu cHCV. V soucasnosti predstavuje
kombinovana 1écba interferonem (INF) a ribavirinem
standardni pfistup. Metodika: Z 30 pacientl s tézkou
a stfedné tézkou hemofilif 1é¢enych na nasi klinice v on
demand nebo profylaktickém domécim rezimu byla vel-
k4 ¢ast v minulosti léCena nedostate¢né oSetfenymi viro-
vymi koagulacnimi derivaty ¢i plazmou. VétSina z téch-
to hemofilikt trpi chronickou hepatitidou C. V prici ana-
lyzujeme zkuSenosti s 1é¢bou cHCYV, kterou podstoupilo
8 hemofilikti v letech 1999-2009. Terapie byla indikova-
nau pacientti s PCR-HCV pozitivitou, verifikovanou pro-
gresi hepatdlnich funkci (ALT, AST) a souhlasicich s na-
vrhovanym lé¢ebnym postupem. Primdrni{ infekce u vSech
probihala asymptomaticky a mnoho let nebyla zfejmé roz-
pozndna. Ve tfech pripadech $lo o Ia genotyp, u zbylych
5 nemocnych se jednalo o genotyp Ib. Koinfekce s HBV
nebo HIV se u 1é¢enych pacientl nevyskytla. Vysledky:
Z celkem 10 hodnocenych lé¢ebnych kir byla u 4 diive
nelécenych pacientll pouzita kombinace INF-alfa a riba-
virin, u dal$ich 4 difve nelé¢enych a u dvou pacientt s re-
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lapsem HCV byl ribavirin kombinovan s pegylovanou for-
mou INF-alfa (peg-INF). V prvni skupiné lé¢enych bylo
u dvou pacienti dosazeno setrvalé virologické odpovédi
(SVR), u dvou z nich doslo ale k relapsu HCV. Ze skupi-
ny lé¢enych peg-INF bylo u 3 pacienti dosaZzeno SVR, dva
dalsi dosahli ¢asné virologické odpovédi (EVR), ale doslo
k relapsu, v jednom pifpadé nebyla virologickd odpovéd
pozorovana, doslo pouze k poklesu viremie. U jednoho pa-
cienta s dosazenou EVR bylo nutno 1é¢bu pro tézkou kr-
véacivou komplikaci prerusit. Nasledné béhem substitucni
terapie doslo k rozvoji vysokého titru inhibitoru proti FVIII.
V tomto piipadé nelze vyloucit konsekvenci s imunomo-
dulacnim efektem 1écby HCV a vznikem inhibitoru. Zavér.
Lécba chronické HCV infekce s pouzitim kombinace INF
aribavirinu vykazuje obdobnou efektivitu jako u nehemo-
filickych pacientl. Nase zkuSenost tento zavér potvrzuje.
U nasich nemocnych byla uvedend Iécba dobre tolerovéna,
pouziti peg-INF se zda byt pro pacienty komfortné;jsi
a zlepSuje jejich Zivotni kvalitu.

(73) 1667.

Stanoveni generace trombinu u téhotnych

s fyziologickou graviditou

Lattova Veronika, Slavik Lud&k, Ulehlov4 Jana, Prochéz-
kova Jana, Pilka Radovan, Prochdzka Martin
(Porodnicko-gynekologickd klinika, FN, Olomouc;
Hemato-onkologickd klinika, FN, Olomouc)

Generace trombinu je klicovym momentem krevniho
srdzeni. Na zdkladé studif in vitro bylo zjisténo, Ze probi-
hd ve dvou fazich. Nejprve vznikd po aktivaci FX kom-
plexem TF/FVIIa malé mnoZstvi trombinu, takto vznikly
trombin potom potencuje koagulaci aktivaci desticek, F
V a F VIII. Komplex TF/FVIla aktivuje rovnéz F VIII
a FIX. F VIIIa a F IXa se vaZze na povrch trombocytl, coz
déle aktivuje F X. Tento krok vede ke vzniku velkého
mnozstvi trombinu, formaci fibrinu a nakonec tvorbé krev-
niho koagula. Cil prace: Analyza zmén generace trombinu
u zdravych téhotnych . Metodika: Trombin generacni test
Zilni krev je odebrana do 3.6% citritu sodného v poméru
9:1, centrifugovana 20 minut pti 2000g a uchovéavana pri
-80°C do analyzy. Generace trombinu bude stanovovdna
plné automaticky pomoci kitu (Technothrombin TGA,
Technoclone, Vienna, Austria) a analyzatoru Ceveron Alp-
ha (Technoclone, Vienna, Austria) s pIn¢ automatickym vy-
hodnocovacim softwarem. Pfi samotném stanoveni je ge-
nerace trombinu v plasmé iniciovdna 71.6 pM rekombi-
nantniho lidského tkdnového faktoru s 3.2 uM phospholi-
pidovych micell (phosphatidylcholine [2.56 uM] a phosp-
hatidylserine [0.64 uM]). Jako hlavni parametr bude vy-
hodnocovano maximum generace trombinu, souc¢asné vsak
bude detekovano také celkové mnozstvi trombinu a doba
do pocatku tvorby trombinu. Softwarové zpracovanym vy-
sledkem vySetfeni z fluorescencniho readeru je kiivka
s hlavnimi parametry - Lag faze, max. koncentrace trom-
binu (Cmax) a endogenni potencidl trombinu (ETP). Vy-
Setfeny byly rovnéz standardni trombofilni markery. V sou-

boru 40 zdravych t¢hotnych hodnotili uvedené parametry
ve vztahu ke klinickym projeviim a standardnim trombo-
filnfm markertim. Referen¢ni skupinou byl soubor zdra-
vych dérct krve. Vysledky: U skupiny téhotnych byly pa-
rametry Cmax, ETP a Lag faze vySsi v porovnani s kon-
trolni skupinou. Signifikantni byly i rozdily mezi jednotli-
vymi trimestry. Zavér: TGT je novou nadéjnou moznosti
pfi laboratornim stanoveni trombofilie, kde dosud uzivané
testy nardZeji na své metodické moznosti. Limitaci pro ru-
tinni pouZiti je nedostateCnd standardizace a technickd
i ekonomicka ndrocnost testu. Podpofeno grantem IGA NR
9282-3/2007 a NS10319-3/2009

(74) 1666.

Markery aktivace endotelu béhem fyziologické
gravidity a téhotenstvi s rozvojem preeklampsie
Prochédzkové Jana, Dhaifallah Ishraq, Simetka Ondfej,
Me¢échurova Alena, Pilka Radovan, Lubusky Marek, Sla-
vik Ludék, Ulehlov4 Jana, Lattova Veronika, Prochdzka
Martin

(Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc; Ustav [ékar-
ské genetiky, FN, Olomouc,; Porodnicko-gynekologickd
klinika, FN, Ostrava; UPMD, Praha )

Cil studie: Stanovit markery aktivace endotelu k od-
haleni endotelidlniho poskozeni béhem fyziologické gra-
vidity a preeklampsie.VySetfili jsme 403 zdravych téhot-
nych Zen. Zendm byla odebrana krev na za¢atku gravidi-
ty a v obdobi 24.- 28. tydne. U 39 Zen se vyvinul leh¢i
az stfedné tézky stupen preeklampsie, u 8 rodicek HELLP
syndrom s riiznou tiz{ klinické manifestace. Vysledky:
Hladina antigenu vWf{ stoupala béhem celého téhoten-
stvi (v L. trimestru primérnd hladina 152,32 %, ve II.,
resp. 1. trimestru 173,34, resp. 216,20 %). Soucasné
stoupala aktivita vWTf v 1. trimestru primérnd hladina
130,20 %, ve 11, resp. III. trimestru 150,09, resp. 181,91
%). Hladina trombomodulinu vyznamné stoupala béhem
gravidity (v I. trimestru primérna hladina 19,05 ng/ml, ve
II. resp. III. trimestru 28,47 ng/ml, resp. 39,86 ng/ml).
Hladina solubilni formy EPCR stoupala béhem gravidity
(v I trimestru primérnd hladina 201,76 ng/ml, ve I1., resp.
III. trimestru 274,68, resp. 324,07 ng/ml). Hladina PAI —
1 stoupala béhem celého tehotenstvi (v I. trimestru pri-
mérnd hladina 36,14 ng/ml, ve II., resp. III. trimestru
50,07, resp. 60,12 ng/ml). Hladina t- PA se béhem gravi-
dity vyznamnéji neménila. Hladiny MMP-2, MMP-9,
TIMP-2 ani endotelovych mikropartikuli se neménily vy-
znamné v jednotlivych trimestrech. Prokdzali jsme statis-
ticky vyznamny rozdil v hladindch trombomodulinu pri
srovnani skupiny Zen, u nichzZ se v prib&hu téhotenstvi
vyvinula preeklampsie , a to ve vSech trimestrech (pri-
mérné hladiny 23,41 v I. trimestru, 34,33 ve II. trimestru
a 53,56 ng/ml ve III. trimestru) oproti hladindm trombo-
modulinu ve skupiné zdravych téhotnych (primérné hla-
diny 19,05 v L. trimestru, 28,47 ve II. trimestru a 39,86
ng/ml ve III. trimestru). Ddle jsme prokazali statisticky
signifikantn{ rozdil v hladinach inhibitoru aktivitoru plaz-
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minogenu 1 pfi srovnan{ skupiny Zen, u nichZ se v pru-
béhu tehotenstvi vyvinula preeklampsie , a to ve II. a III.
trimestru, v I. trimestru jsme rozdil hladin nepozorovali
oproti hladindm inhibitoru aktivatoru plazminogenu 1 ve
skupiné zdravych t¢hotnych.Naproti tomu jsme neproka-
zali statisticky vyznamny rozdil hodnot vWF, t-PA,
EPCR ,endotelovych mikropartikuli, MMP 2 a 9 ani
TIMP2 pii porovnani jejich hladin v jednotlivych trimest-
rech u skupiny Zen, u nichZ se v prib&hu té€hotenstvi vy-
vinula preeklampsie a skupiny Zen s fyziologicky probi-
hajici graviditou. Podporeno grantem IGA NR 9282-
3/2007 a NS10319-3/2009

(75) 1660.

Vliv modifikovaného fibrinogenu na adhezi krevnich
desticek

Stikarova Jana, Suttnar Jifi, Mijek Pavel, Reicheltova
Zuzana, Riedel Tomas, Dyr Jan E.

( Ustav hematologie a krevni transfiize, Praha; Ustav mak-
romolekuldrni chemie AV C'R, Praha)

Fibrinogen je plasmaticky glykoprotein o molekulové
hmotnosti 340 kDa. Skldda se ze tif neidentickych part fe-
tézcl alfa, beta a gama spojenych 29 disulfidovymi must-
ky v dimer. Na N-konci fetézct alfa a beta se nachazej fib-
rinopeptidy A a B. Ty jsou od$tépeny trombinem pii pre-
méné fibrinogenu na fibrinmonomer, ktery nasledné poly-
meruje, ¢imZ dochdzi k tvorbé fibrinové sité. Fibrinogen
je dilezity také v primdrni hemostaze, kde se aktivované
krevni desticky vazi pres povrchovy receptor GPIIb-1I1a na
fibrinogen. Oxidacnim stresem rozumime stav organismu,
pii kterém dochazi k nekotrolovatelné tvorbé volnych ra-
dikdld. Ty mohou reagovat s biomolekulami a tfm pozmé-
nit jejich chemické a fyzikalni vlastnosti. Diisledkem mu-
Ze byt naruseni jejich biologické funkce. V této praci byl
sledovan vliv oxida¢né modifikovaného fibrinogenu na ad-
hezi krevnich desti¢ek Oxida¢ni modifikace byly vyvola-
ny pusobenim tii riznych ¢inidel — malondialdehydu
(MDA), chlornanu sodného (NaOCl) a 3-morpholinosyd-
noniminu (SIN-1). Tato modifikacni ¢inidla byla vybrana
tak, aby simulovala mozné reakce probihajici v organis-
mu (MDA je jednim z produkti lipoperoxidace; NaOCl
simuluje psobeni chlornanovych aniontil uvolfiovanych
napiiklad pri aktivaci bunék imunitniho systému; rozkla-
dem SIN-1 vznika peroxynitrit schopny nitrovat okolni mo-
lekuly proteinti). Pro posouzeni miry modifikace byla vy-
uzita metoda stanoveni karbonylovych skupin a SDS-
PAGE s naslednou imunochemickou detekei. V1iv vznik-
Iych modifikaci na interakci krevnich desti¢ek s modifi-
kovanym fibrinogen byl sledovan béhem statickych i dy-
namickych podminek. K dynamické adhezi byl pouZit pri-
stroj ,,Cone and Plate, ktery dokaze simulovat fysiologic-
ké podminky prutoku krve. Bylo zjisténo, Ze krevni destic-
ky v pritomnosti fibrinogenu modifikovaného NaOClI ad-
herovaly pii dynamické adhezi ochotnéji nez v pritomnos-
ti kontrolniho, na rozdil od krevnich desti¢ek v pfitomnos-
ti fibrinogenu modifikovaného MDA. Zjisténa data ukazu-

ji na moznost modifikovaného fibrinogenu ovliviiovat ad-
hezi krevnich desticek. Tato prace vznikla za podpory gran-
t VZ UHKT MZ 00002373601 a AV CR KAN200670701.

(76) 1644.

Biomimetické tenké fibrinové sité jako skelet pro
podporu endothelializace umélych cévnich protéz
Riedel Tomas, Brynda Eduard, Chlupa¢ Jaroslav, Filova
Elena, Bacdkova Lucie, Dyr E. Jan

( Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Ustav mak-
romolekuldrni chemie, Akademie véd C‘R, vv.i., Praha;
Fyziologicky tistav, Akademie véd CR, v.vi., Praha)

Pletené polymerni cévni protézy jsou béZné pouzivany
jako nahrada poskozenych cév. Jejich pouziti je limitova-
né, protoze protézy s malym prlsvitem vykazuji vysokou
miru selhdni z diivodu formace trombi a perianastomické
hyperplazii. Fibrinovd sit’, kterd se tvoii okamzité po pora-
néni cév z fibrinogenu, slouzi pozdéji jako docasny skelet
pro rust bunék zicastnénych na hojeni poranéné tkané. V té-
to studii byly vyuZzity mechanismy uplatiiujici se pfi koa-
gulaci krve k fizené pfipravé umélych fibrinovych siti na
povrchu pevnych poloZek. Tenké fibrinové sité byly vytva-
feny u povrchu katalytickym piisobenim povrchové véaza-
ného trombinu na okolni roztok fibrinogenu. Morfologie
a tloust’ka fibrinovych siti na povrchu mohla byt ménéna
v nanometrové $kale od 10 do 100 nm pouzitim specific-
kych inhibitort koagulace a zménou reakénich podminek.
Povrchy umélych pletenych cévnich protéz z polyetylén te-
reftaldtu impregnovanych kopolymerem poly(L-laktid-gly-
kolidem) nebo terpolymerem poly(L-laktid-glykolid-kapro-
laktonem) byly povléknuty tenkou fibrinovou siti nasledné
modifikovanou proteiny extraceluldrni matrix a osazeny va-
skuldrnimi endotelidlnimi burikami. Povléknuti polymer-
nich materidli fibrinovymi sitémi vyrazné podporovalo ad-
hezi, rist vaskuldrnich endotelidlnich bunék na jejich po-
vrchu a v mnohych ptipadech dochédzelo ke vzniku konflu-
entni vrstvy bunék. Tato vyvinutd metoda pokryvani povr-
chi tenkou fibrinovou sit{ je vhodnd k povzbuzeni endote-
lializace umélych cévnich protéz. Obecné umoziuje tato vy-
vinutd technologie povlékat vnitini povrch poréznich ske-
letti navrZzenych pro tkarfiové inzenyrstvi fibrinovymi sité-
mi, pficemz se zachovéava volny prostor k migraci bun¢k do
pori nebo k vaskularizaci skeletu. Klicova slova: fibrin, fib-
rinopeptidy, nanostruktury, kultivace bunék, cévni protézy

(77) 1623.

Mutécia protrombinového génu 20210A v zdravej
populéacii a u trombofilnych stavov.

Chudej Juraj, Holly Pavol, Kotulicova Daniela, Hrncar
Matej, Stasko Jan, Kubisz Peter

(Klinika hematologie a transfuziologie MFN a JLFUK
v MT, Martin, SK)

V poslednych 20 rokoch bolo odhalené celé mnozstvo
pricin veducich k obrazu porich hemostdzy, oznacovanych

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010

101



THd - XXIV. OHD 2010

ako protrombotické, resp. trombofilné stavy. Mnohé z nich
st geneticky podmienené s typickym vznikom idiopatic-
kych tromb6z v mladom veku s familidrnym vyskytom, iné
st vysledkom aktivacie hemostdzy v pritomnosti znameho
protrombotického ochorenia. Mutécia protrombinu (FII
G20210A) je vrodeny defekt, ktory sa CastejSie vyskytuje
v skupine 0sob s venéznou trombézou. Porucha sa zistuje
v 2 % belosskej populdcie, u 6 % chorych s prvou vendz-
nou trombdzou a aZ u 18 % chorych v selektovanych su-
boroch s recidivujicou a familidrnou formou trombotické-
ho vendzneho postihnutia. Riziko trombézy je nezavislé od
veku a pohlavia. FII 20210A zvysuje trombotickeé riziko na-
jmé v kombindcii s inymi genetickymi faktormi. MoZe vi-
est’ k zdvaznej morbidite a svojimi nasledkami mdze vy-
znamne ovplyvnit kvalitu Zivota postihnutého jedinca. Hlav-
nym cielom tejto prace bola identifikdcia genetickej abnor-
mality protrombinového génu 20210A v zdravej populdcii
a u pacientov s pozitivnou osobnou anamnézou na pritom-
nost’ trombotického postihnutia. VySetrenie mutdcie pro-
trombinu 20210A je mozné PCR analyzou (arteficidlnym
namnozenim Specifického dseku prislusného génu) chro-
mozomovej DNA, ktord sa izoluje z leukocytov, ziskanych
z periférnej krvi pacienta. Statistickou analyzou sme zistili
pomerne vyznamny vyskyt muticie FII 20210A, a to ako
v populdcii pacientov s pozitivhou osobnou anamnézou na
vyskyt trombozy, tak aj v kontrolnej skupine.

(78) 1673.

Splenektomie v terapii ITP

Konifova Eva, Trnény Marek, Ulrych Jan, Cieslar Petr,
Karban Josef

(1.interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK a VFN,
Praha; 1. chirurgickd klinika 1. LF UK a VFN, Praha)

Uvod: Slezina hraje v patogenezi ITP zdsadni roli, je
hlavnim mistem produkce protildtek a destrukce opsonizo-
vanych desti¢ek. Splenektomie byla doneddvna metodou

volby ve 2. linii terapie, v souc¢asné dob¢ je se zavedenim
novych medikamentoznich piistupt do terapie ITP odklon
od tohoto trendu a snaha presunout splenektomii do pozd¢j-
Sich linif lécby. Metodika: V nasi praci jsme zpracovali re-
trospektivni analyzu pacientti s ITP 1é¢enych v letech 1995-
2010 na I. IK VEN. Vysledky: Z celkového poctu 196 pa-
cienti bylo v letech 1995-2010 indikovano ke splenektomii
33 pacientii. Pomér Zen k muzim byl 79% / 21%, u dvou
pacienttl byla diagnoza Evansova syndromu. Median véku
v dobé splenektomie byl 51 let. Nejvice splenektomii bylo
indikovano ve 3. linii terapie (12 pacientil), indikace se ob-
jevovala od 2. do 6. linie Ié¢by. Medidn od diagnozy do sple-
nektomie byl 18 mésicl. Prakticky shodny byl pocet sple-
nektomii provedenych laparotomicky a laparoskopicky.
Z 31 hodnocenych pacienti (u dvou chybi follow up) byla
odpovéd u 29 pacientti (94%) z Sehoz kompletni remisi do-
sahlo 26 pacientl (84%), 2 pacienti (6%) na splenektomii
neodpovédeli. K hodnoceni odpovédi byla pouzita nova do-
poruceni Rodeghiero F et al. Blood 2009. U pacienti, kte-
i dosdhli odpovédi, tato trvd u 21 (67,5%) pacientll s me-
didnem follow up 6.3 let, 8 pacientl (26,5%) zrelabovalo
s medidnem do relapsu 15 tydnd. Periopera¢ni mortalita by-
la 0, vyskytly se dvé zdvaznéjsi perioperacni komplikace,
absces v jizveé s komplikovanym hojenim a hematom v Itiz-
ku po splenektomii s reaktivnim pleurdlnim vypotkem,
z dlouhodobych komplikaci jsme u jedné pacientky zazna-
menali zdvaznéjsi recidivujici infek¢ni komplikace. U vSech
pacientil byla splenektomie zajiSténa standardni profylak-
tickou imunizaci. Zavér: Literarn¢ uddvana dspésnost sple-
nektomie je 80% inicidlnich odpovédi na Iécbu z ¢ehoz u 2/3
pretrvava déle nez 5-10 let. Tyto velmi dobré vysledky by-
ly potvrzeny i na nasem souboru pacienttl. Hlavn{ vyhodou
splenektomie je dosaZeni vysokého procenta dlouhodobych
remisi, nevyhodou riziko perioperacnich a dlouhodobych
zejména infek¢nich komplikaci. Sou¢asnym trendem je sna-
ha odlozit splenektomii minimalné o 6-12 mésict a piesu-
nout ji do pozdé&jsi linie terapie a vzdy piisné zvazit jeji in-
dikaci, m4 vSak stdle své jasné misto v terapii ITP.
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1724.

Infiltrace CNS u pacienta s chronickou lymfocytarni
leukemii. Popis piripadu

Brejcha Martin, Klodovd Drahomira, Wrébel Marek,
Moricovd Hana, Bogoczova Elen, Lavdkova Veronika
(Hematologické oddéleni, Onkologické centrum JGM,
Novy Jicin)

Uvod: Chronické lymfocytarni leukémie (CLL) mii-
7e byt provazena fadou komplikaci. Radime mezi né ze-
jména rekurentni infekce, projevy autoimunity, sekun-
darni nddory a prechod do vyssiho stupné malignity. In-
filtrace centralniho nervového systému (CNS) patii me-
zi vzacné komplikace CLL. Popis pfipadu: Pacient
(muz, 1935) s CLL, Rai I s B pfiznaky, byl v 10/06 -
3/07 1éCen 6 cykly fludarabinu s dosaZzenim kompletn{
remise onemocnéni. V 4/08 byl diagnostikovén relaps,
vzhledem k bezpfiznakovému priibéhu a nizkému kli-
nickému stadiu byl pacient pouze observovan. V 1/09
byl hospitalizovédn pro progredujici vertigo, neschop-
nost chiize, zvraceni, paresu n. VII, dysartrii, pfi trva-
jicim nizkém klinickém stddiu (Rai 0, leukocytéza 45,9
x 10*9/1). Pro podezfeni na cévni mozkovou piihodu
provedeno CT mozku, které neprokézalo Cerstvé loZis-
kové zmény ani intrakranidlni hemorrhagii. Ndsledné
provedena lumbdlni punkce. Pfi cytologickém vySette-
ni likvoru byla nalezena lymfocytarni celulalizace, pri-
tokovou cytometrii pak byla v likvoru prokazala ptitom-
nost klondlni populace CD5+/19+ lymfocytti. Lécba:
Byla zahdjena i.t. aplikace liposomdlniho cytarabinu
(Depocyte®) v jednotlivé davce 50 mg. Jako indukéni
terapie podany dvé davky (1. a 3. tyden), ndsledné po-
dany 4 davky v rdmci konsolidaéni terapie (5., 7. 9.
a 13. tyden). Jiz v pribéhu 1é¢by bylo patrna postupné
zlepSeni klinického stavu. Kontroln{ cytologické a imu-
nofenotypizaci vySetieni likvoru po ukonceni 1écby by-
lo bez nédlezu malignich bunék. Doslo k dplné tpravé
neurologického nélezu, pacient byl schopen samostat-
né chlize, vymizela dysartrie i pareza n. VII. Krevni ob-
raz byl stabilni az do 1/10, kdy doSlo k progresi do sta-
dia Rai III. Vzhledem k diagnostikované duplicitni ma-
lignité (generalizovany karcinom rectosigmatu) byl
zvolen paliativn{ pristup s chlorambucilem. Pfi posled-
nim klinickém vysetfeni v 3/10 nebyly znamky neuro-
logického postiZeni. Zavér: Intratekdlni podani liposo-
malniho cytarabinu u pacienta s infiltraci CNS vedlo
k dpravé neurologického nélezu.

1798.

Successful chemotherapy Hodgkin’s lymphoma
during pregnancy complicated with fulminant
clostridium difficile colitis

Matuska Milan, Ligova Alexandra, Mrazkova Pavla, Feltl
David, Czerny Daniel, Simetka Ondrej, Gumulec Jaromir
(Department of Hematology, Faculty Hospital, Ostrava;
Oncology Clinic, Faculty Hospital, Ostrava; Radiology
Department, Faculty Hospital, Ostrava; Obstetrics and
Gynecology Clinic, Faculty Hospital, Ostrava)

SUMMARY We report a case in which 32-year-old wo-
man was diagnosed with HL at 20 weeks of gestation. MR
scan showed enlarged right cervical node masses and me-
diastinum enlarging measuring 17x 9x 8cm. After the use
of vinblastine sulfate and steroids was mediastinal mass
in partial remission and she delivered a normal baby at 32
weeks of gestation by elective caesarean section. After
premature delivery we started treatment with BEACOPP
escalated. In the nadir phase, after seven courses of che-
motherapy, she developed severe clostridium difficile co-
litis (CDAD) with intestinal obstruction but without dia-
rrhoea. After stopping all systemic antibiotics the thera-
py was continued with oral application of metronidazo-
le, vancomycin and probiotics. After completion of the
therapy CDAD, no new course of chemotherapy was
prescribed for her. CT of the pacient showed a very small
mass in the mediastinum and the patient had received me-
diastinal involved-field radiotherapy . About two months
later a whole-body 18FDG-PET/CT scan was done and
showed a complete disappearance of the tumors. Three
years later the patient is in remission and the infant has
been growing normally.

1838.

Deficience thiopurinmetyltrasferasy (TPMT) jako
pric¢ina neobvyklé myelotoxicity chemoterapie

u ditéte s akutni lymfoblastickou leukemii

Sukova Martina, Sramkova Lucie, Valik Dalibor, Fronko-
va Eva, Zemanova Zuzana, Vodickova Elena, Stary Jan
(Klinika détské hematologie a onkologie, 2.LF UK a FN
Motol, Praha; Oddéleni laboratorni mediciny, Masary-
kuv onkologicky tstav, Brno; CLIP — laboratoF moleku-
ldrni genetiky, 2 lékarskd fakulta, UK, Praha; Centrum
nddorové cytogenetiky, 1.lékarskd fakulta, UK, Praha;
Oddéleni klinické hematologie, FN Motol, Praha)

Thiopurinmetyltrasferasa (TPMT) je enzym katalyzujici
metylaci thiopurind véetné 6-merkaptopurinu (6-MP) a 6-
thioguaninu (6-TG). Aktivita TPMT vykazuje geneticky po-
lymorfismus, recesivné dédi¢ny deficit se vyskytuje s inci-
denci 1/300. Lécba TPMT deficitnich pacienti standardni-
mi davkami thiopurinii vede k excesivni akumulaci nukleo-
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tidd thioguaninu v hematopoetickych tkanich, jehoz dusled-
kem je potencidlné fatdlni hematologicka toxicita a riziko
sekundarnich malignit. 6-MP a 6-TG jsou zdkladn{ soucds-
ti vSech chemoterapeutickych rezimi pouzivanych v 16¢bé
Akutni lymfoblastické leukemie u déti. V recentnim proto-
kolu Interim AIEOP-BFM 2000 je 6-MP podavan ve fazi
intenzifikace, konsolidace i v udrZovaci 1é¢bé, 6-TG v re-
indukci, myelotoxicita patii k béznym vedlej$im ucinkim.
Vysetieni genotypu TPMT neni standardem a v CR bylo do-
sud dostupné jen na experimentalni bazi. Prezentujeme pfi-
pad 13ti-let¢ho chlapce s intermediarni T-ALL (s aberantn{
expresi CD13 a 33, bez chromozomalnich prestaveb), kte-
ry béhem inicidlni faze chemoterapie vyvinul extrémni my-
elotoxicitu s Zivot ohrozujicimi komplikacemi. Hluboka
pancytopenie vznikla v postindukéni fazi 1écby béhem po-
ddvani 6-merkaptopurinu (60 mg/m?/den) v kombinaci
s ara-c 75 mg/m2. 55 dn trvajici aplazie byla provédzena tor-
pidnim subdurdlnim krvacenim s nutnosti drendze pfi rezi-
stenci na trombocytarni koncentréty, téZkou mukozitidou
a zavaznymi infekcemi. VySetfenim kostn{ dfené byla opa-
kované potvrzena aplastickd krvetvorba s nevyznamnou
dyplazii, bez vyvoje klondlni aberace. T¢zka deficience
TPMT (vyrazné sniZend aktivita enzymu v erytrocytech) by-
la potvrzena jako dusledek kauzdlnich mutaci ve vSech sle-
dovanych lokusech genu TPMT. (TPMT*2 — G238C,
TPMT*3B — G460A a TPMT*3C — A719G). Chemotera-
pie dle protokolu Interim AIEOP 2000 byla pro myelotoxi-
citu pfedcasné ukoncena po 60 dnech, opakované pokusy
0 podani 6-MP v max. 15% davce nebo MD-MTX byly pro-
véazeny recidivami symptomatické aplazie. MRN monito-
rovand ve dfeni dle prestaveb Ig/TCR gen s citlivosti 10-
4 nenf detekovatelna od tydne 12 po dobu 4 mésice trvaji-
ci regenerace krvetvorby. Presto, vzhledem k dosavadni
davkové intenzité planovana modifikovana reindukce s vy-
louc¢enim thiopurinti. Pfipad neobvyklé myelotoxicity che-
moterapie obsahujici 6-merkaptopurin potvrzuje vyznam
preemptivniho vySetfeni TPMT u pacientl s ALL a ukazu-
je na korelaci fenotyp-genotyp nejen u homozygotnich ale
iu compoud heterozygotnich nosic¢i. S podporou VZ-FNM
MZ 00064203

1761.

Neobvykla koincidence kongenitalni akutni
myeloidni leukemie a Laddova syndromu

Pindurova Ester, Zapotocky Michal, Mejstiikova Ester, Py-
cha Karel, Kalousova Jana, Vodi¢kova Elena, Zemanova
Zuzana, Marschalek Rolf, Meyer Claus, Zuna Jan, Stary Jan
(Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN
Motol, Praha; Klinika détské chirurgie 2. LF UK a FN
Motol, Praha; Oddélent klinické hematologie FN Motol,
Praha; Centrum nddorové cytogenetiky 1. LF UK a VFN
Praha; Institute of Pharmaceutical Biology, ZAFES, Di-
agnostic Center of Acute Leukemias (DCAL), Frankfurt
am Main-Germany)

Akutni leukémie jsou nejcastéj$i malignitou détského
véku. Vrozend akutni leukémie manifestujici se béhem

prvnich ¢ty tydnt Zivota je extrémné vzacné onemocné-
ni s velmi Spatnou prognosou. Publikovand data ukazuji,
Ze mezi kongenitdlnimi leukémiemi je Castéjsi AML nez
ALL, nejcastéjsi nendhodnou cytogenetickou zménou je
prestavba MLL genu (11q23), kterd se u této skupiny pa-
cientll vyskytuje asi ve 30% piipadl. Prezentujeme neob-
vyklou kasuistiku dosud nepopsané koincidence konge-
nitdlni akutni myeloidni leukémie a chronického volvulu
na podkladé Laddova syndromu. Donosené dité z fyzio-
logického tehotenstvi se narodilo sekci pro kefalopelvic-
ky nepomér s ndslednou normalni poporodni adaptaci,
priméfené véhy, bez stigmatizace. Od 2. dne Zivota léce-
na riznymi kombinacemi antibiotik pro teploty, kolisaji-
ci hodnoty CRP a leukocytosu. Adnatn{ infekce ani zad-
ny jiny patogen nebyl prokdzan. Hematologovi bylo dité
referovano ve 4 tydnech Zivota pro ndlez neustupujici le-
ukocytosy s dominujici monocytosou, bez trombocytopé-
nie, bez organomegalie ¢i koznich zmén. V somatickém
nédlezu byla ndpadnéjsi dystrofie kojence pfi niz§im pe-
rordlnim pfijmu, ktery byl pfisuzovan stfevni dysmikro-
bii pfi antibiotické 1écbé. V diferencidlni rozvaze byla
zvazovana predné AML versus myeloproliferace typu
JMML, event. i rozvijejici se imunodeficit ¢i sekundari-
ta pri jiném onemocnéni. Morfologicky a imunoflowme-
tricky nalez v periferni krvi ani v kostn{ dfeni nebyl zce-
la charakteristicky. Cytogenetické vySetieni kostni dfené
s ndlezem klondlni prestavby MLL genu umoznilo uza-
viit diagnosu jako AML. Doplnéné molekuldrné genetic-
ké vySetfeni prokazalo fusni gen MLL/PICALM. Plano-
vanou 1éc¢bu chemoterapii podle protokolu AML - BFM
2004 nebylo mozno zahgjit. Do popiedi se dostaly zazi-
vaci obtiZe charakteru opakovanych subileoznich stavt
s rozvojem obrazu mechanického ileu. Pfi operacni revi-
zi byl nalezen chronicky ileus s malrotaci stfeva na pod-
kladé Laddova syndromu. Poopera¢ni pribéh byl kompli-
kovany, s nutnosti reoperaci, resekci stfeva a vyvedeni
stomii. Od druhého pooperacniho tydne doslo k postup-
nému vzestupu leukocytosy s vyplavovanim blasti do pe-
riferie a nariistu organomegalie. Pacientka zemiela ve vé-
ku 3 mésicti pro progresi AML a chirurgicky nefesitelné
komplikace Laddova syndromu. Kasuistikou ukazujeme
na neobvyklou koincidenci dvou vrozenych velmi zdvaz-
nych onemocnénf a na obtiZnost diagnostiky AML pfi ne-
typickém, spiSe subakutnim pribéhu. Podporovano VZ
FNM - MZ0OFNM2005

1697.

Infiltracia centralneho nervového systému u pacienta
s mnohopocetnym myelémom

Roziakova Lubica, Stefanikova Zdenka, Demeckové Eva,
Mistrik Martin

(Klinika hematoldgie a transfuziologie LF UK, SZU
a FNsP, Bratislava-SK)

Infiltracia centrdlneho nervového systému (CNS) pri
mnohopocetnom myeléme (MM) je vel'mi zriedkava
komplikdcia s vyskytom asi u 1% pacientov. Prognéza
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je vel'mi zIa s medidnom celkového prezivania 2 mesi-
ace. Prezentujeme priebeh a liecbu CNS relapsu u pa-
cienta s MM po autolégnej transplantdcii kmeniovych
krvotvornych buniek (TKKB). Kazuistika: 42 — ro¢ny
pacient s diagn6zou MM IgA lambda, $tddium IIIA ab-
solvoval 4 cykly induk¢nej chemoterapie v kombindcii
vinkristin, idarubicin a dexametazon. Po dosiahnuti tak-
mer kompletnej remisie ochorenia podand mobiliza¢na
chemoterapia cyklofosfamidom v davke 2,5g/m? s na-
slednou separaciou periférnych kmenovych krvotvor-
nych buniek. Po pripravnom rezime s vysokoddvkova-
nym melfalanom 200mg/m? pacient dspesne autologne
transplantovany. Po 15 mesiacoch od autolégnej TKKB
zaznamenany drefovy a extrameduldrny relaps ochore-
nia, pre neurologickid symptomatolégiu v zmysle cefa-
ley a slabosti koncatin realizované cytologické vySetre-
nie likvoru s ndlezom atypickych plazmatickych buni-
ek. Magnetickou rezonanciou pritomna difiizna infilt-
rdcia meningov v.s. meningedlna myelomatdza a diftiz-
na infiltracia kalvy. Pacientovi podand systémova che-
moterapia v kombindcii bortezomib, dexametazon
a melfalan s dosiahnutim parcidlnej remisie ochorenia.
Sucasne zahdjend rddioterapia na oblast’ manubrium
sterni a chrbtice s intratekdlnym podanim lipozomal-
neho cytarabinu s vymiznutim atypickych plazmatic-
kych buniek po 4. intratekdlnom podani. Aj napriek
kombinovanej terapii dochddza k postupnej progresii
neurologickej symptomatolégie a po 11 mesiacoch od
diagnostiky CNS relapsu pacient exitoval. Zaver: Infilt-
rdcia CNS u pacientov s MM je vel'mi vzacna kompli-
kécia, ktord sa mozZe objavit’ aj v Case systémovej kom-
pletnej remisie ochorenia. Vzhl'adom k nizkemu poctu
pacientov s touto komplikdciou nie je zndma najefek-
tivnejsia liecba, ukazuje sa vSak, Ze pacienti, ktorych
terapeuticky rezim zahfnal rddioterapiu na oblast CNS,
mali dlhSie celkové prezivanie ako pacienti bez radio-
terapie.

1695.

Lymfomu podobny prubéh histiocytozy

z Langerhansovych bunék v dospélosti:

popis pripadu

Szturz Petr, Adam Zden&k, Rehdk Zden&k, Koukalova
Renata, Nebesky Tomds, Neubauer Jifi, Moulis Mojmir,
Mayer Jifi

(Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno;
Oddeleni nukledrni mediciny, PET Centrum Masaryko-
va onkologického Ustavu, Brno; Radiologickd klinika Lé-
kaiské fakulty MU a FN, Brno; Ustav patologie Lékai-
ské fakulty MU a FN, Brno)

Tato kazuistika popisuje neobvykly pfipad agresivni for-
my histiocyt6zy z Langerhansovych bunék (LCH) u jinak
zdravého 35-letého muZze, kterd zpocatku probihala pod ob-
razem lymfomu s vyjadfenymi B-symptomy (no¢ni poty,
febrilie, hubnuti) a generalizovanou periferni lymfadeno-
patii. Pfitomen byl rovnéZ produktivni kasel a svédén{ ku-

Ze v oblasti kone¢niku. Diagnéza byla stanovena z biop-
sie lymfatické uzliny a kize periandlni oblasti. Typickym
ndlezem na HRCT bylo déle potvrzeno plicni postiZenti, je-
hoz postupny vyvoj z poc¢étecniho floridniho stadia charak-
terizovaného diseminovanymi nodularitami azZ po konec-
nou fazi s poklesem aktivity a rozvojem cystickych for-
maci se ndm sérif nékolika HRCT a PET/CT skenti poda-
filo zdokumentovat. Po sbéru perifernich kmenovych bu-
nék byla u pacienta zahdjena planovana 1écba, kterd sesta-
vala celkem ze tif cykld monoterapie s kladribinem nésle-
dované tfemi cykly kombinované chemoterapie (kladribin
+ cyklofosfamid + methylprednisolon) a doplnéné o kura-
tivni radioterapii periandlni oblasti. Tato 1é¢ba uvedla one-
mocnéni do kompletni remise. Za dva mésice se vSak zno-
vu objevily piivodni B-pfiznaky, plicni symptomatologie,
periandlni pruritus a nové i bolesti ky¢li. Suspikovany re-
laps LCH byl histologicky ovéfen biopsii lymfatické uzli-
ny a potvrzen na restagingovém PET/CT vySetfeni, které
rovnéz ukdzalo diseminaci onemocnéni do kycelnich kos-
ti. Jednalo se tedy o agresivni, asné relabujici onemocné-
ni indikované k podani 4 cykli zachranného reZimu
CHOERP, které byly v breznu 2010 zakonceny autologni
transplantaci perifernich kmenovych bunek po pfipravé vy-
sokoddvkovou chemoterapii HD BEAM. Generalizované
postizeni uzlin tedy nemusi byt vZdy jen maligni lymfom
¢i metastaticky rozsev tumoru, ale miiZe se jednat i o LCH.
Pokud jsou pfitomny B-symptomy, znamend to velmi prav-
dépodobné agresivni pribéh. Lécba kladribinem (2-chlor-
deoxyadenosinem), kterd se osvédcuje u klasickych forem
LCH, vSak nemusi mit v piipadé vysoce agresivni formy
LCH stejny ucinek jako u LCH s nizkou proliferacni akti-
vitou, coZ je v souladu s dosavadnimi zkuSenostmi s 1é¢-
bou indolentnich a vysoce agresivnich lymfomi. Hybrid-
ni PET/CT zobrazeni prokazalo v nasi studii vysokou cit-
livost pii hodnoceni aktivity onemocnéni véetné jejtho Cas-
ného relapsu. V této praci predstavujeme novou metodiku
popisu a hodnoceni difizné zvySené metabolické aktivity
plicniho parenchymu pomoci PET/CT vysetieni a vyuziti
této metodiky v rdmci sledovéni 1é¢ebné odpovédi.

1816.

e6a2 BCR-ABL fiizni transkript u pacienta s bazofilii
a se zvySenou aktivaci Src kinazy zavislé na Ber-Abl
Divoka Martina, Rohon Peter, Calabkova Lenka, Mojziko-
va Rendta, Novosadova Alena, Faber Edgar, JaroSova Ma-
rie, Holzerova Milena, Divoky Vladimir, Indrdk Karel
(Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc,
Ustav biologie LF UP, Olomouc)

Uvod. Vzécn4 transkripéni varianta BCR-ABL e6a2
se zlomovym mistem v intronu 6 BCR genu byla de-
tekovdna pouze v nékolika pfipadech chronické mye-
loidni leukemie (CML). Metody. Pomoci RT-PCR a se-
kvenacni analyzy jsme detekovali BCR-ABL transkript
a mutacni status. In vitro testy senzitivity na tyrozin-
kindzové inhibitory byly zaloZeny na detekci inhibice
fosforylace Crkl (P-Crkl) a Src kinaz (P-SFK, Tyr416)
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pomoci imunoblotu. Laboratorni vysledky. 51-lety pa-
cient s vyraznou splenomegalii a s Hb 73 g/L, WBC
150.3 x 109/L (neutrofily 18 %; lymfocyty 2 %; eozi-
nofily 18 %; bazofily 45 %; metamyelocyty 4 %; my-
elocyty 5 %; promyelocyty 6 %; blasty 2 %) a s PLT
36 x 10%L. Tézka anemie a trombopenie byly klinic-
ky bezpfiznakové. Cytogenetickd analyza prokdzala
90 % Ph+ bunék v kostni dieni (iFISH 278/308 BCR-
ABL+ jader) bez pfidatnych chromozomovych zmén.
Laboratorni vysledky potvrdily dg. CML v akcelerova-
né fazi. Riziko podle Sokala: stfedni. Sekvenacni ana-
lyza PCR produktu potvrdila vzacnou transkripéni va-
riantu BCR-ABL (e6a2) bez pritomnosti mutace
v BCR-ABL kindzové doméné. Western blot imunoa-
nalyza ukdzala u pacienta zvySenou hladinu P-Crkl i P-
SFK. In vitro test senzitivity leukemickych bunék pa-
cienta k imatinibu prokazal citlivost Ber-Abl tyrozi-
nové kindzy k imatinibu (zfejmé z P-Crkl monitoro-
vani) a eliminaci P-SFK naznacujici, Ze aktivace SFK
u tohoto nemocného je Ber-Abl-dependentni. Vysled-
ky l1é¢by. K dvodni cytoredukci byla pouZita hydroxy-
urea. Ddvka imatinibu byla nastavena na 400 mg
denné, vzhledem k tézké neutropenii byla zahdjena
stimulace rustovymi faktory (G-CSF). Nasledné byla
redukovana ddvka imatinibu na 400 mg / 5 dnt v tyd-
nu. Po 3 tydnech uzivani imatinibu doslo ke zlepSeni
krevniho obrazu (Hb 96 g/L, WBC 9.8 x 10%/L (eozi-
nofily 1 %; bazofily 14 %), PLT 425 x 10%/L) a udstu-
pu splenomegalie. Vzhledem k akceleraci choroby
v dobé dg. bylo zahdjeno vyhleddvani darce kmeno-
vych krvetvornych bunék. Zavér. Predstavujeme
kazuistiku pacienta s CML v akcelerované fazi s e6a2
transkripcni variantou, s vyraznou splenomegalif,
bazofilii, téZkou trombopenii a anemii, zvySenou akti-
vaci SFK zdvislou na Ber-Abl a dobrou odpovédi na
imatinib. Dals{ sledovani pacienta mize pfinést novy
pohled na 1é¢bu a progndzu pacientli se vzacnym
transkriptem e6a2 BCR-ABL kédujici Ber-Abl kindzu
se zvySenym onkogennim potencidlem. Podpofeno
granty IGA MZ NS 9949-3, MSM 6198959205,
LF_2010_004 a LF_2010_013.

1837.

Trombocytopenie s renalnim selhanim

Sulovska Lucie, PospiSilovd Dagmar (Détskd klinika,
Fakultni nemocnice, Olomouc)

Uvod: Tromboticka trombocytopenicka purpura (TTP, sy
Moschowitze) je vzacné onemocnéni se zdvaznym, Casto az
Zivot ohrozujicim priibéhem. V disledku sniZené aktivity
metaloprotedzy ADAMTS13, kterd z cirkulace odstranuje
hyperpolymerizovany von Willebrandiv faktor, dochaz{
k tvorbé trombti v mikrocirkulaci. Rozviji se mikroangio-
patickd hemolyza, konzumpcni trombocytopenie a organo-
va hypoperfiize. Postizen muZe byt jakykoliv orgdnovy
systém, z ¢ehoZ vyplyva i heterogenita pfiznakt. Diagnos-
tickd kritéria zahrnuji: trombocytopenii, schistocyty v peri-

ferni krvi, rendlni postiZeni a neurologické symptomy. Po-
pis piipadu: Osmnadctiletd divka byla pfijata pro recidivu
trombocytopenie s hodnotou trombocytl 8x109/1. V minu-
losti byla jiz 2x hospitalizovana pro ataku t€zké trombocy-
topenie s odpovédi na lécbu vysokymi ddvkami imunoglo-
bulinti a kortikoidti. Remise vZdy trvala ptil roku. Nyni bé-
hem nékolika dni pfi stejné 1é¢bé doslo k vyraznému po-
klesu hemoglobinu o 40 g/1. V natéru periferni krve se ob-
jevily schistocyty a laboratorni vySetfeni prokdzala intra-
vaskuldrni hemolyzu a rendlni insuficienci. Byla indikova-
na vymeénnd plazmaferéza a 1écba methylprednisolonem. Pri
vysetfeni aktivity metaloprotedzy ADAMTS 13 byla zjis-
téna hladina pod 1% a vysoky titr autoprotilatek (71%). Vz-
hledem k pretrvavajici zvySené hladiné laktatdehydroge-
ndzy a pritomnosti schistocyt byly do 1é¢by zarazeny 4
aplikace vinkristinu a pozdéji 4 davky rituximabu. Lécba
byla komplikovand opakovanymi tézZkymi alergickymi re-
akcemi na plazmu a na rituximab. Po tfech mésicich se po-
dafilo dosdhnout remise onemocnéni s vymizenim autopro-
tilatek proti ADAMTS 13. Naddle pretrvava tézka porucha
tubuldrni funkce ledvin. Zavér: Trombotickd trombocyto-
penicka purpura je onemocnéni se zdvaznym prub&éhem
a progndza pacientll zistava naddle nejistd. U kazdé trom-
bocytopenie provdzené mirnou anémif je nutno uvazovat
v diferencidlni diagnostice o moznosti TTP i v pediatrii. Za-
vedeni vyménnych plazmaferéz do 1écby vyznamné zvysi-
lo preziti pacientti. Riziko relapsu je podle nejnovéjsich stu-
dif vyssi, pokud inicidlni hladina ADAMTS 13 je sniZena
pod 10 procent. Dle zkuSenosti ze zahrani¢i pouZiti rituxi-
mabu u déti zvySuje procento dosaZzenych remisi a zda se
byt slibnou perspektivou v 1é¢bé tohoto onemocnéni.

1780.

Vzacna pric¢ina trombocytopenie v détském véku
Votava Tom4s, Dolezalova Lenka, Cernd Zdeiika, Geie-
rova Véra, Karas Michal

(Oddéleni détské hematologie, Détskd klinika FN a LF
UK, Plzeri; UHKT, Praha; Hematologicko-onkologické
oddeleni FN a LF UK, Plzer)

May-Hegglinova anomalie (MHA) je onemocnéni s au-
tosomalné dominantni dédicnosti, které je charakterizova-
no ruzné zavaznou trombocytopenii, makrotrombocyty
a pritomnosti velkych bazofilnich inkluzi v granulocytech.
MHA patii do skupiny familidrnich makrotrombocytope-
nif s mutaci v MYH9 genu pro nesvalovy myosin. K zafa-
zeni do jednotlivych podskupin onemocnéni je vhodné vy-
Setfit sluch, zrak a rendlni funkce, které byvaji u dalSich
syndromi této skupiny defektni. Klinicky se MHA proje-
vuje mirné zvySenou tendenci ke krvaceni (epistaxe, sliz-
ni¢ni krvdceni, hematomy apod.) v zavislosti na zdvaznos-
ti trombocytopenie. Diagnéza je postavena na anamnestic-
kych udajich, vyseteni krevniho obrazu (v¢etné objemu
trombocytll) a mikroskopickém vySetieni ndtéru periferni
krve, kde jsou patrny bazofilni cytoplasmatické inkluze
v leukocytech, dile je mozné doplnit imunocytochemické
a molekuldrné-genetické vysetfeni. Pacienti mivaji leh¢i
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stupeni trombocytopenie s normdlni funkci trombocytt
a z toho vyplyvajici nizkou tendenci k zdvaznym krvace-
nim, 1écba vétsinou neni nutnd. Profylakticky 1ze pouZit an-
tifibrinolytika. V ojedinélych pripadech Ize podat trombo-
cytarni naplav event. desmopessin a u zavaznych krvace-
ni Ize zvézit i podani rekombinantniho aktivovaného fak-
toru VIla. Prognéza pacientt je dobrd. Stru¢nd kazuistika:
Prijali jsme 17-letého chlapce s nékolik let trvajici lehkou
trombocytopenii bez klinickych zndmek krvaceni. Zaroven
z anamnézy vyplynulo, Ze matka i sestra probanda byly
opakované vySetfeny pro trombocytopenii (vSichni vede-
ni pod diagnézou chronickd ITP). V krevnim obraze chlap-
ce byla zachycena izolovana trombocytopenie 56 x10%/1
s objemem trombocytl 14,2 fl. V kostn{ dfeni byl nalez ba-
zofilnich inkluzi v granulocytech. Diagnézu jsme uzavie-
li jako May-Hegglinova anomadlie, molekuldrné genetické
vysetieni zatim nebylo provedeno.

1753.

Usp&sna 1é¢ba ziskané hemofilie A u pacienta
se systémovym onemocnénim pojiva

Palova Miroslava, Hlusi Antonin
(Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc)

Uvod: Ziskand hemofile A je vzécné krvacivé onemoc-
néni zptsobené piitomnosti inhibitoru proti faktoru VIII.
Rocni incidence se pohybuje mezi 1-4 pripady na 1 mi-
lién obyvatel. U 80% pacientil je provdzena vyznamny-
mi krvacivymi projevy s téméf 20% mortalitou. U 40-
50% pripadl je prokdzana sekunddrni pfi¢ina, kterou
predstavuje v fadé piipadli autoimunitni onemocnéni.
Metodika: Predmétem sdéleni je ptipad 64letého muze
s anamnézou ANCA asociované vaskulitidy, ktery byl
vySetfovdn pro anémii, masivni hematomy na trupu
a koncetinach, hemarthros levého kolene. Laboratorni sc-
reening prokazal prodlouzeni a PTT (84 ,4s), podrobnéj-
$im vySetfenim byla zjiSténa sniZzend hladina FVIII pod
1% a pritomnost inhibitoru FVIII (33,5 BU). Recidivu-
jici masivni kozni krvacivé projevy byly tspésné 1éceny
rFVIla v davce 90-120 ug/kg. Bypassova 1écba byla mo-
nitorovana pomoci TGT (trombin generacni test). V ram-
ci eradikacnf terapie inhibitoru byla pouzita kombinace
imunosupresiv zahrnujici prednison (1mg/kg), HD-IVIG
(2g/kg) a opakované pulsni davky cyclophosphamidu
(750mg/m2i.v. 4 3 tydny). Pii uvedené terapii doslo k ry-
chlému sniZenf titru inhibitoru na 2 BU, vzestupu hladi-
ny FVIIL, k regresi krvécivych projevii. Sest tydnii po za-
hdjeni imunosupresivni terapie bylo dosazeno komplet-
ni eradikace inhibitoru. Dal$im efektem lécby bylo vy-
razné sniZeni symptomu spojenych s vaskulitidou. Za-
vér: Nase zkuSenost potvrzuje dobrou tcinnost a bezpec-
nost rFVIIa v 1é¢bé zavazného krvéceni pfi ziskané he-
mofilii A a uziteCnost monitorace této bypassové 1écby
pomoci trombin generacniho testu. PouZzitd kombinova-
nd imunosupresivni terapie s poddnim vysokych davek
cyclophospamidu prokazala dobrou efektivitu, pacien-
tem byla dobfe tolerovana.

1638.

Monitorace funkci krevnich desticek u pacienta se
subakutni tromboézou koronarniho stentu, rezistenci
na clopidogrel a semiresponzivitou na ASA

- kazuistika

Bultasovd Lenka, Korelusova Ivana, Slechtov4 Jitka
(Ustav klinické biochemie a hematologie FN, Plzert)

Uvod: Subakutni trombéza stentu po perkutanni koro-
ndrni intervenci je pomérné vzacnou komplikaci, av§ak
se zavaznymi az Zivot ohrozujicimi dusledky pro paci-
enta. Standardizované podavani dudlni protidestickové te-
rapie minimalizuje vyskyt této zdvazné komplikace, nic-
méné u Casti pacientl nevede jeji podan{ k dostate¢nému
potlaceni destickovych funkci. Metodika: 79lety pacient
(kardiak, hypertonik a diabetik II.typu) po rozsdhlém in-
farktu predni stény levé komory srde¢ni, se subakutni
tromb6zou v DES (l1ékem potaZzeném) stentu 5 dnti po je-
ho implantaci do stendzy ramus interventricularis anteri-
or. U tohoto pacienta byla sledovana funkce krevnich de-
sticek pfi postupném nastavovani Gc¢inné protidestickové
1écby (zména medikace, dprava ddvkovani). Vysetfeni
funkce trombocytl bylo provddéno paralelné z plazmy
bohaté na desticky (250x10%/1) na optickém agregometru
APACT 4 a z plné krve na impedancnim agregometru
Multiplate. K vySetieni byly pouzity tyto induktory agre-
gace: kyselina arachidonova (Arachidonic Acid — APACT
4, ASPItest - Multiplate) a ADP (ADP Reagent — APACT
4, ADPtest HS — Multiplate). Vysledky: Navyseni stan-
dardni ddvky ASA (kyselina acetylosalicylovad) ze 100 mg
na 200 mg denné vedlo k potlaceni destickovych funkci
po stimulaci kyselinou arachidonovou na obou agrego-
metrech. Postupné navySovani ddvek clopidogrelu az na
300 mg nevedlo shodné na obou prfistrojich k adekvatni-
mu poklesu agregace desticek po stimulaci ADP. Efektiv-
ni se ukdzala terapie ticlopidinem, kterd minimalizovala
destickové funkce po stimulaci ADP, opét shodné vysled-
ky na obou agregometrech. Zavér: Obé pouzité metody
sledovani funkce desti¢ek jsou srovnatelné. Pacient byl
vyhodnocen jako semiresponder na ASA (postacilo navy-
Seni ddvek) a nonresponder na clopidogrel (bez efektu
maximalnich dévek a s nutnosti pfevedeni nemocného na
1écbu ticlopidinem).

1626.

Lymfoproliferace s atypickou expresi CD znaki

- kazuistiky z naseho pracovisté

Pikalova Zuzana, Novak Martin, Turcsanyi Peter, Indrdk
Karel (Hemato onkologickd klinika, FN, Olomouc)

Pritokova cytometrie je rychlou a efektivni metodou
stanoveni subtypu lymfoproliferativnich onemocnéni.
Jednotlivé nozologické jednotky jsou charakterizovany
vzorci exprese antigent, které odpovidaji zménénému ge-
notypu maligni buniky. Vzorce exprese jsou ve vétSing pri-
padu specifické a umoznuji vytvoren{ klasifika¢nich kri-
terii. V nasi laboratofi se vSak setkdvdme i s aberantnimi
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imunofenotypy, které se tomuto pravidlu vymykaji. Tyto
aberace mohou ovliviiovat terapii daného onemocnéni
a mit vztah k prognéze pacienta. V naSem sdéleni prezen-
tujeme nékolik pripadi aberantnich imunofenotypu:
CD8+ B-CLL, CD5+ HCL a doposud neuzavienou
CD5+lymfoproliferaci. Dedikace: Vyzkum byl podporen
grantem MSM6198959205

1675.

Separace plazmatickych bunék z transportovanych
vzorku kostni diené

BureSovi Ivana, Kyjovskd Drahomira, Stossova Jana, Ko-
vafovd Lucie, Moravcovd Jana, Stouratovd Marcela,
Cumovi Jana, Hdjek Roman

(Univerzitni vyzkumné centrum — Ceskd myelomovd sku-
pina, Babdkuv vyzkumny institut, LF MU, Brno; Oddeéle-
ni klinické hematologie, FN, Brno, Interni hemato-onko-
logickd klinika, FN a LF MU Brno)

Uvod: Vedeni snahou ziskat v&t§i mnoZstvi plazmatic-
kych bunék (PB) pro vyzkum v oblasti mnohocetného my-
elomu (MM) jsme v loniském roce zahdjili svoz nativnich
vzorki kostni dfend (KD) z 8 center v CR a v zahrani¢i (SR,
Polsko). Materidl a metody: Vzorky byly pfed i po dobu
transportu uchovavany pri teploté do 8°C a zpracovany
s prodlevou 3 — 30 hodin nasimi standardnimi postupy.
V prvnim kroku byla izolovana mononuklearni frakce me-
todou gradientové centrifugace, déle byla provedena bud
magnetickd separace nebo tfidéni na bunécném sorteru,
event. kombinace obou. Byla vyhodnocena cistota separo-
vanych bunék (% CD138+ bungk stanovenych pritokovou
cytometrii) a vytézek (podil skute¢ného a teoretického vy-
tézku, vyjadieny v %) pro jednotlivé typy separace. Bylo
provedeno srovnani se vzorky KD odebiranymi na [HOK
FN Brno a zpracovanymi bezprostiedné po odbéru. Vysled-
ky: Ze 194 vzork KD bylo piimo po izolaci mononukle-
arni frakce pro nizkou celkovou bunécnost a/nebo nizké za-
stoupeni PB zamraZeno bez separace 51 vzorku (26,3 %).
37 (25,9%) vzorkt dorucenych v den odbéru (prodleva 3 —
6 hodin) mélo zastoupeni PB = 5% a separace byla prove-
dena na magnetickém separatoru. Medidn Cistoty separova-
nych PB byl 92% (42,2 — 99,0%) a median vytézku 38,9%
(15,3 —89,3%). 10° (74,1%) vzorkd dorucenych v den od-
béru mélo zastoupeni PB < 5% nebo bylo doruceno s od-
stupem vyssim nez 24 hodin. 83 z nich (58%) bylo separo-
vano na bunécném sorteru s medidnem Cistoty 97,5% (19,3
—99,7%) a medidnem vytézku 43,9% (194 — 59%). 23
vzorkti mélo bunéénost vyssi nez 30x106 a bylo separova-
no kombinované obéma technikami. Tato skupina vzorkt
méla medidn Cistoty 98.,7% (94,9 — 99 8%) a vytézek 28,1%
(2,3 —85,2%). Ve srovnatelném obdobi bylo pfi magnetic-
ké separaci vzorkd KD z IHOK FN Brno dosazeno media-
nu Cistoty 89,3% (7,0 — 98,6%) a vytézku 30,5% (2,3 —
97,7%) a pri tfidéni bunck na bunécném sorteru medidnu
cistoty 97.4% (77,8 — 99,.9%) a medianu vytézku 35,5%
(17,5 = 53,6%). Zaveér: Béhem pripravy projektu transpor-
tu vzorkd se jako nejvétsi rizikovy faktor projevil pokles ex-

prese klicového znaku CD138, v redlné praxi je ale v da-
ném casovém rozmezi jen mirny a nekoliduje s kvalitou
separace. Ta je srovnatelnd s netransportovanymi odbéry re-
alizovanymi ve stejném obdobi. Zvazovana (ndkladna a ne
zcela spolehlivd) stabilizace transportovaného materidlu se
ukdzala jako zbytecnd a transport nativni KD jako vyhovu-
jici. Price byla podpofena granty: MSMT LC06027,
MSMO0021622434, IGA NS10406.

1681.

Vyuziti nested real-time PCR pro monitorovani
prabéhu mykotické infekce u zvirectho modelu
invazivni aspergilézy

Lengerova Martina, Kocmanova Iva, Hrn¢ifové Kristyna,
Ré&cil Zdenék, Mayer Jifi, Najvar Laura K., Kirkpatrick
William R., Wiederhold Nathan P., Patterson Thomas F.
(Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno; Oddéle-
ni klinické mikrobiologie, FN, Brno; Interni hematoonko-
logickd klinika LF MU a FN, Brno; The University of Te-
xas, Health Science Center at San Antonio a South Texas
Veteran’s Health Care System, San Antonio, Texas-USA)

Uvod: Uloha real-time PCR metod v diagnostice in-
vazivni aspergilozy (IA) je stdle nejasnd, doposud byl
publikovan pouze omezeny pocet dat tykajicich se fun-
gélni ndloZe ve vzorcich ziskanych béhem probihajici in-
fekce. V této praci byla pro kvantifikaci fungdlni ndloze
ve vzorcich plné krve, séra, bronchoalveolarni lavaze
(BAL) a plicni tkan¢€ z inhala¢niho modelu invazivni as-
pergilézy pouzita kvantitativni nested real-time PCR ci-
lend do tseku ITS2 ribozomalni DNA. Metody: Imuno-
suprimovand morcata byla infikovadna v aerosolové ko-
more konidiemi Aspergillus fumigatus. Skupina 5 zvitat
byla humanné usmrcena ihned po infekci (den 0) a dals{
3,5,7 a 11 dnf po infekci. Aspergilovd DNA v ziskanych
vzorcich byla kvantifikovdna pomoci nested real-time
PCR. Metoda vyuziva v prvnim kole preamplifikaci hou-
bové DNA ve vzorku pomoci panfungdlnich primert, ve
druhém kole jsou pak pouzity primery a Tagman MGB
sonda specifické pro A. fumigatus. Vysledky PCR vzor-
ki BAL a séra byly korelovdny se sérologickymi vysled-
ky (galaktomanan (GM) a (1,3)-beta-D-glukan (BG)). Vy-
sledky: Vysoka ndloz DNA A. fumigatus byla u infiko-
vanych zvitat detekovédna ve vzorcich tkané¢ a BAL. V pl-
né krvi a séru byla ndloz vyrazné nizsi. U nékterych vzor-
ki pIné krve a séra vsak byly vysledky PCR, GM i BG
negativni, prestoZe se jednalo o pokrocilou fazi infekce.
GM a BG byly vyrazné pozitivni ve vzorcich BAL a né-
kterych sér po dnech 3 a 7 po infekci. Zavér: Kvantita-
tivni nested real-time PCR umoznila v rdmci tohoto ex-
perimentdlniho modelu ¢asnou detekci A, pficemz vy-
sledky PCR korelovaly s vysledky sérologickych metod
(GM, BG). Panfungélni preamplifikace DNA ve vzorku
zvysila miru pozitivity vzorku, av§ak neovlivnila senzi-
tivitu reakce. Nejlepsi vysledky byly ziskany u vzorku
BAL a tkani, které vykazovaly vyraznou pozitivitu uz
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v Casnych stadiich infekce. Naopak nékteré vzorky plné
krve a séra zustaly negativni na v§echny markery i v po-
krocilych stadiich infekce. Tyto inter-individudlni rozdi-
ly mohou byt podobné i u imunokompromitovanych pa-
cientll a mohou tak komplikovat ¢asnou diagnostiku IA.
Tato prace byla podporena granty Ministerstva zdravot-
nictvi Ceské Republiky ¢. NS10442-3/2009 a NS10441-
3/2009 a grantem NIH/NIAID ¢. NO1-AI-30041.

1779.

Priprava mezenchymalnich kmenovych bunék podle
pravidel spravné laboratorni praxe pro aplikaci

v 1é¢bé nemoci Stépu proti hostiteli

a autoimunitnich chorob

Foltankova Veronika, Matéjkovd Eva, Smejkalova Jana,
Michélek Jaroslav

(UCBI, Babdkiiv vyzkumny institut, LF MU, Brno)

Mezenchymalni kmenové buriky (MSC) jsou nehema-
topoetické multipotentni buriky vyskytujici se v kostni dfe-
ni. Mezindrodni spolecnost pro bunécnou terapii (ISCT)
(Dominici et al. Cytotherapy 2006) vydala minimaln{ kri-
téria pro definici lidskych MSC: musi byt adherentni k pla-
stu, nést imunofenotyp CD105+, CD73+, CD90+, CD45-
,CD34-, CD14-, HLA-DR-, a mit schopnost diferencovat
nejméné do tfi bunécnych linii: osteoblasty, adipocyty
a chondrocyty. MSC maji schopnost podporovat angioge-
nezi a podilet se tak na reparaci poskozenych a ischemic-
kych tkani, velké uplatnéni maji také jejich imunomodu-
vést optimalizovany protokol pro pripravu MSC v podmin-
kéch spravné vyrobni praxe tak, aby spliovaly kritéria bez-
pecnosti a kvality a mezindrodné akceptovand kritéria
ISCT. Validovany vyrobni postup pak poslouzi k pripravé
klinicky aplikovatelnych MSC uplatinitelnych pii 1écbé ne-
moci §tépu proti hostiteli a autoimunitnich chorob. V na-
Sich podminkdch se jevi jako optimdlni metoda izolaci
MSC pomoci gradientové centrifugace s nizkohustotnim
Ficoll Paque. Kli¢ovym bodem bylo optimalizovat podmin-
ky kultivace bez pritomnosti ZivociSnych sér a tak, aby by-
la zachovana fenotypovd i genotypova stabilita MSC i po
opakovanych pasdzich. Nejvyssiho expanzniho potencia-
Iu bylo dosazeno v kultivaénim médiu DMEM suplemen-
tovaného destickovym lyzatem. VySsi pocet pasazi nega-
tivné ovliviiuje kvalitu MSC, proto jsou pro je doporuce-
no provadét kultivace maximdlné do Ctvrté pasdze. Dale
je tfeba dbdt na asepti¢nost podminek piipravy a jejich va-
lidaci. Kontroly jakosti produktu véetné kontroly sterility
a vizudlni kontroly morfologie a konfluence jsou prova-
dény béhem expanze bunck; absolutni pocet bunck a via-
bilita jsou hodnoceny pfi kazdé pasazi. Vystupni kritéria
jsou stanovena s ohledem na tcinnost a bezpecnost 16¢i-
vého pripravku: pocet bunék v zavislosti na indikaci (10-
50 x 106 MSC pro lokéln{ a 1-5 x 10° / kg pro intraven6z-
ni podani), = 80% viabilita a immunofenotyp spliujici kri-
téria ISCT a vylucujici pfitomnost piimésnych bunék. MSC
v kostni dfeni pfedstavuji pomérné nizky podil jadernych

bunck (0.001 0,01%), avSak je mozné je expandovat in vit-
ro tak, aby bylo dosazeno dostate¢ného poctu bunék pro lo-
kalni i systémovou terapii. Budou prezentovany aktudln{
vysledky z validace vyrobniho procesu. Tato prace byla
podporena granty NPVII 2B08058 a Nada¢nim fondem Jis-
tota Komerc¢ni banky.

1727.

Expanze T lymfocyti pro adoptivni transfer

z mononuklearnich bunék periferni krve

za vyuziti pristroje WAVE Bioreactor

Vidlakova Petra, Kordacova Lucie, Cibulka Marek, Smej-
kalova Jana, Michalek Jaroslav

(MU, LF, Babdkiiv vyzkumny ustav, Brno)

Mononuklearni bunky periferni krve (PBMC) ziskané
z buffy coatu po centrifugaci periferni krve predstavuji ide-
alni zdroj T lymfocytl, které mohou byt vyuZity pro po-
treby bunécné imunoterapie. U onkologicky nemocnych
pacientti obsahuji malou frakci nddorové-specifickych lym-
focytd, které cilené rozpoznavaji nadorové antigeny. T lym-
focyty predstavuji 50-80% leukocytti v buffy coatu a mo-
hou byt dile aktivovany a expandovany in vitro tak, aby
byl zndsoben jejich protinddorovy potencidl. K aktivaci
jsou pouzivany anti-CD3/CD28 potazené mikrokulicky,
k ristu T lymfocytt dochazi v prostiedi bohatém na inter-
leukin IL-2. In vivo podéni aktivovanych expandovanych
lymfocytl je jednou z moznosti imunoterapie v 1é¢bé ma-
ligniho melanomu. WAVE bioreaktor™ je zafizeni pro kul-
tivaci bunék. Vyuziva pfitom vaku nepropustného pro ply-
ny. Misto toho je pohyb kysliku a michdni dosaZen novy-
mi postupem - vlnou-vyvolanou agitaci. VInéni je dosaze-
no specidlnim mechanismem v bioreaktoru. Vlna bioreak-
toru generuje volny prostor bublinek prostého kysliku. VI-
néni také misi tekutiny v bioreaktoru a resuspenduje bun-
ky a castice. Vlna vyvoland agitaci nevyzaduje invazivni
mechanickou michac¢ku nebo pohdnéni plynem. Ve umoz-
nuje konstrukce bioreaktoru. Na nasem pracovisti jsme za-
hdjili pouzivani pristroje WAVE Bioreaktor v lednu 2010
za ucelem Expanze T lymfocytd pro adoptivni transfer
z mononukledrnich bunék periferni krve pro naslednou pri-
pravu protinddorové vakeiny pro pacienty s pokro¢ilym
melanomem (klinické stadium IIIb, Illc, IV). Vyroba T
lymfocytl probihd za podminek spravné vyrobni praxe
v laboratorich Univerzitniho centra buné¢né imunoterapie
Masarykovy univerzity v Brné. Béhem 14-ti denni kultiva-
ce na WAVE Bioreaktoru dojde k expanzi pozadovaného
mnozstvi lymfocytti (expanze 50x-100x - na minimalné
3x1010 T lymfocyt). T lymfocyty budou testovany na
kvalitu a sterilitu a zamraZeny v tekutém dusiku (-196°C)
a poddny pacientovi ve dvou infizich. Vyroba bude pro-
bihat ve Ctyfech krocich: ¢ Izolace PBMCs z buffy coatu e
Expanze s Dynabeads magnetickych nosi¢t s vyuZzitim pii-
stroje WAVE Bioreaktor 2/10 EH ¢ Separace magnetickych
nosic¢t na piistroji DYNAL ClinExVivo MPC ¢ ZamraZe-
ni Tato préce byla podpofena projektem MSMT NPVII
2B06058
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1620.

Vyhledavani biomarkera akutniho infarktu
myokardu pomoci proteomickych metod

Reicheltova Zuzana, Mdjek Pavel, Suttnar Jifi, Maly Mar-
tin, Oravec Milan, Stikarova Jana, Dyr Jan E.

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; FN Motol,
Praha)

Moderni proteomické metody mohou slouZit pro vy-
hleddvan{ biomarkert riznych onemocnéni. Tyto znalos-
ti mohou byt vyuzZity pro presnéjsi diagnostiku, prognoé-
zu onemocnéni a vhodny zptsob 1é¢by. Pro zdkladni pro-
teomickou studii u souboru vzorkl pacientti s akutnim in-
farktem myokardu byly pouzity elektroforetické metody
s identifikac{ proteini hmotnostni spektrometrii. Cilem
této prace bylo prokdzat vhodnost takového postupu pro
vyhleddvani biomarkeri v plasmé pacientt s akutnim in-
farktem myokardu. Pro separaci proteinti pomoci 2D
SDS-PAGE byly pouzity vzorky depletované plasmy pa-
cientdl. V prvnim sméru byly proteiny rozdéleny isoelek-
trickou fokusaci v rozmezi pI 3-10, ve druhém sméru pak
pomoci gradientové (5-15%) SDS-PAGE. Gely byly bar-
veny koloidni Coomassie Blue a po digitalizaci vyhodno-
ceny statistickym programem Progenesis SameSpots.
Spoty, které se signifikantné liSily (p<0,05 a minimalni
nasobny rozdil alespori 1,5) mezi skupinou pacientt
a zdravych darcl byly vyfiznuty z gelu a podrobeny iden-
tifikaci proteintt pomoci nanoLC-MS/MS. Pro porovna-
ni skupiny pacientti s akutnim infarktem myokardu a zdra-
vych dérct bylo pripraveno 46 2D SDS-PAGE geli, cel-
kem tedy pro kazdou skupinu 23 gelti. Ze skupiny AIM
byl jeden gel pro svou nehomogenitu ze souboru vyfazen.
Bylo nalezeno 13 spott, jejichZ normalizované objemy se
mezi obéma skupinami signifikantné liSily. Proteiny z je-
dendcti spotti se podafilo uspésné identifikovany pomoci
nanoLC-MS/MS, mezi nimi napriklad beta a gama fetéz-
ce fibrinogenu, gelsolin, apolipoprotein A-1 nebo serum
amyloid A protein. Ovéfili jsme, Ze pouZité proteomické
metody jsou vhodné pro vyhleddvani biomarkert v plasmé
pacientd s akutnim infarktem myokardu. Nékteré naleze-
né proteiny jsou v souladu s dosud publikovymi daty, dal-
81 se jevi jako potencidlné nové markery. Ziskana data bu-
dou dile testovdna na rozsdhlej$im souboru pacienti, kte-
1y je v soucasnosti shromazdovan. Podékovani: Tato pré-
ce byla podpofena granty AVCR KAN200670701, VZ
UHKT MZ 02373601 a MZ NS10633-3/2009.

1619.

Zmény proteomu u pacientd s nestabilni

anginou pectoris

Maijek Pavel, Reicheltova Zuzana, Suttnar Jifi, Maly Mar-
tin, Oravec Milan, Stikarova Jana, Dyr Jan E.

(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; FN Motol,
Praha)

Vyhleddvani biomarkerti onemocnéni patii mezi jed-
nu z priorit uplatnéni modernich proteomickych metod

v klinické praxi. Jejich znalost pfispivd nejen k doko-
nalej$i diagnostice, ale miize vyznamné ovlivnit i 1é¢bu
a prognézu daného onemocnéni. Cilem této zdkladni
proteomické studie bylo nalézt zmény proteomu plas-
matickych proteinti, pfipadné novych biomarkerd, u pa-
cientl s nestabilni anginou pektoris. Plasma byla ziska-
na centrifugaci plné krve odebrané do protisrazlivého
roztoku (EDTA) a jednotlivé vzorky byly depletovany
na imunoafinitni koloné (odstranéni Sesti hojné zastou-
penych plasmatickych proteint). V prvnim sméru byly
proteiny rozdéleny isoelektrickou fokusaci v rozmezi pl
3-10, ve druhém sméru pak pomoci gradientové (5-15%)
SDS-PAGE. Gely byly barveny koloidni Coomassie
Blue a po digitalizaci vyhodnoceny statistickym progra-
mem Progenesis SameSpots. Spoty, které se signifikant-
né lisily (p<0,05 a minimdlni ndsobny rozdil alespon
1,5) mezi skupinou pacientti a zdravych dérci byly vy-
fiznuty z gelu a podrobeny identifikaci proteini pomo-
ci nanoLC-MS/MS. Pro tuto proteomickou studii bylo
pouzito 44 rGznych vzorkd pro ndslednou 2D SDS-
PAGE - 20 gelt bylo pfipraveno ve skupiné zdravych
dércti a 24 gell ve skupiné pacienti s nestabilni anginou
pektoris. Z kazdé skupiny byl jeden gel vyfazen. Po sta-
tistickém vyhodnoceni bylo nalezeno 27 signifikantné
odlisnych spotl. Proteiny u 24 spotil byly ispésné iden-
tifikovany. Mezi identifikovanymi proteiny byly napfi-
klad alfa, beta i gama fetézce fibrinogenu, beta-2-gly-
koprotein 1, alfa-1-antitrypsin, komplement faktor B ne-
bo apolipoprotein A-1. Nékteré nami identifikované pro-
teiny jsou znamy jako biomarkery u kardiovaskuldrnich
onemocnéni (napf. apolipoprotein A-1). Dalsi proteiny
se jevi jako potencidlni biomarkery nestabilni anginy
pektoris, tento predpoklad je vSak tfeba ovéfit na roz-
sahlejsim souboru vzorkt. Podékovani: Tato prace byla
podpofena granty AVCR KAN200670701, VZ UHKT
MZ 02373601 a MZ NS10633-3/2009.

1823.

Zavazné infek¢ni komplikace u pacientu lécenych
pro maligni lymfomy

Ligova Alexandra, Matuska Milan, Duras Juraj, Gumu-
lec Jaromir

(Onkohematologickd JIP, FN, Ostrava; Ustav klinické he-
matologie, FN, Ostrava)

Na posteru jsou prezentovany 2 kazuistiky pacienti 1é-
¢enych ve FN Ostrava pro NH lymfom, u kterych se
v prubéhu 1é¢by vyskytly zdvazné infekéni komplikace.
V prvnim pripadé se jednd o mladého pacienta R.W.,
r. 1970, Ié¢eného chemoterapii v rezimu R-CHOP pro Fo-
likularni lymfom grade 3b s pfechodem do DLBCL, kli-
nické stadium IIBES, IPIaa 2 (performance status a LDH),
dg.5.10.09 z uzliny retroperitonea. Pribéh CHT byl u pa-
cienta pripadé¢ komplikovan rozsdhlym abscesovym lo-
ziskem ve slezin€, s nutnosti opakované antibiotické te-
rapie. Stav progredoval do septického Soku, prelécen ti-
gecyklinem s velmi dobrym efektem a ndsledné prove-
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denou splenektomii. Druhy pacient K.M.,1.1949, je 1é¢en
ve FN Ostrava jiz od roku 2003 pro duplicitni ndlez lym-
fomu, v r. 2003 dg. B-CLL/SLL, v r. 2004 dg.DLBCL —
nyni lécba od 10/2009 pro relaps B-CLL/SLL, histologic-
ky potvrzen, probihala 1é¢ba R-FC, komplikovana nejdfiv
cytomegalovirovou nemoci, a ndsledné jesté legionelo-
vou pneumonii.

1791.

Usp&sna 1é¢ba aspergilozy plic a CNS u pacientky

s mnohocetnym myelomem — kazuistika

Navratil Milan, Kofistek Zdenék, Ticha Marie, Weinber-
gerova Barbora, Mayer Jifi

(Interni hematoonkologickd klinika, FN, Brno)

49-leta Zena s mnohocetnym myelomem IgD lamb-
da diagnostikovanym v r. 2007 s opakovanym relapsem,
byla prijata v fijnu 2009 na naSe pracovisté s dal§im
relapsem komplikovanym neoligurickym rendlnim se-
lhanim a hyperkalcémii. Po dvodni terapii reZimem
BDD jen velmi kratkd a pfechodnd odpovéd onemoc-
néni na 1écbu. Proto rozhodnuto o podéani redukované-
ho vysokoddvkovaného melfalanu (70mg/m2) s autolog-
ni podporou perifernimi kmenovymi hematopoeticky-
mi bunikami (Den 0 = 5.11.2009). V obdobi neutrope-
nie se nejprve rozviji febrilni stav s plicnim ndlezem
a pozitivitou galaktomannanu — hodnoceno jako plicni
aspergiloza. Zavedena kombinovana antimykoticka te-
rapie vorikonazolem a micafunginem. Ndsledné den
+10 dochazi ke kfecovému stavu s nutnosti intubace
aumélé plicni ventilace, ptivodné prisuzovano tézké hy-
pofosfatémii a hypokalémii. Po 3 dnech extubovéna, ale
rozviji se hemoptyza a pro kiecCovy stav s hemoptyzou
opét nutnd intubace. CT hlavy prokazuje suspektni my-
kotické lozisko v CNS, NMR nélez potvrzuje tvorbu du-
tinového loZiska suspektniho z aspergilomu CNS. Za-
roven zjiStovany opakované vysoké hodnoty galakto-
manannu. Pfi pokracovani kombinované antimykotické
terapie neni pacientka pro neklid, obtiZznou spolupraci
schopna weaningu, provedena tedy tracheostomie, po-
kracuje podpirna ventilace a pacientka hospitalizovana
na KARIM. Den +52 dle kontrolntho CT ndarust peri-
fokdlniho edému kolem aspergilomu, proto nasledujici
den neurochirurgové provadéji extirpaci aspergilomu
z temporoparietdlni oblasti mozku vpravo. Lokdlné
aplikovan amfotericin a vancomycin. Den +60 pak pa-
cientka odpojena od umélé ventilace. Pro polyneuro-
patie kriticky nemocnych zahdjena intenzivni rehabili-
tace, pokraCuje jen monoterapii vorikonazolem pro po-
kles galaktomanannu na normu. Den +92 je pacientka
propusténa do domdci péce, vertikalizovana s chiiz{
o dvou francouzskych berlich. Tato kazuistika ukazu-
je, Ze v dobé modernich antimykotik je jiz i CNS for-
ma aspergilozy 1éCitelnd a to ve spolupraci hematoon-
kologa, intenzivisty a neurochirurga.

170s.

Atypicka infekce Legionella maceachernii

u téZce imunokompromitovaného nemocného
Szotkowski Tomas, Drasar Vladimir
(Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc; Ndrodni refe-
rencni laborator pro legionely, Zdravotni ustav, Ostrava)

Uvod Legionella maceachernii je druh, ktery se vzicné
vyskytuje ve vySetfovanych vzorcich klinickych i z okolni-
ho prostiedi. Od roku 1985 bylo popsédno pouze 5 piipadi
onemocnéni zptisobenych touto legionelou, z toho 4 smr-
telné. Vzdy slo o téZkou pneumonii u nemocného s imuno-
deficitem. Prezentujeme prvni pfipad laboratorné prokdza-
né atypické infekce v Evropé. Popis pripadu 29-lety muz byl
pfijat na Hemato-onkologickou kliniku se zhorSujici se dus-
nosti a drazdivym kaslem v bfeznu 2007. V roce 2005 ne-
mocny podstoupil alogenni transplantaci krvetvornych bu-
nék pro polycytemia vera, naslednd chronickd extenzivni re-
akce Stépu proti hostiteli vyZadovala dlouhodobou imuno-
supresivni lé¢bu vedouci k Castym a zdvaznym infekénim
komplikacim. Pocitacova tomografie (CT) plic odhalila
oboustranné plicnf{ infiltraty budici podezieni na mykotic-
kou etiologii. Byla provedena bronchoalveoldrni lavaz a na-
sazena antimykoticka terapie (vorikonazol). VySetieni teku-
tiny z lavdZe zachytilo vlakna Aspergillus sp., prekvapivy
byl pozitivni kultivacni zdchyt Legionella maceachernii.
Tento zachyt byl potvrzen opakovanym sérologickym vy-
Setfenim (Ctyfndsobny vzestup specifickych protilatek). Na
podkladé zachytu legionely byl do 1écby pridan levofloxa-
cin (10 dnt po realizovaném vysetieni BAL). CT vySetfen{
plic provedené o mésic pozdéji neprokazalo jakékoliv zlep-
Seni ndlezu. Navic se ndsledné rozvinul tézky septicky stav
(Staphylococcus aureus a polyrezistentni kmeny Pseudomo-
nas aeruginosa). Kontrolni CT plic o dalsi mésic pozdéji jiz
prokézalo regresi plicnich infiltratd. Jejich etiologie vSak ne-
byla jednoznacné uzavrena. Byla samoziejmé provedena vy-
Setfeni vzorkd vody ve vSech prostiedich, kde nemocny v do-
bé pred vznikem potiZi pobyval, véetné nemocnicniho. Le-
gionella maceachernii vSak nebyla v Zddném vzorku zachy-
cena. Zavér Legionella maceachernii zpiisobuje tézké pneu-
monie. I pfes t¢zky imunodeficit nedoslo u nemocného k vy-
voji typické legionelové pneumonie popisované v literatute.
Podil Legionella maceachernii detekované spolecné s As-
pergillus spp. na plicnich infiltritech ztistal nejasny. Legio-
nella maceachernii je druh v ceském prostiedi vzdcny. Za
poslednich 20 let byl zachycen pouze dvakrit. Podporeno
vyzkumnym zdmérem VZ MSMT CR 6198959205.

1669.

Gaucherova choroba jako vzacna pric¢ina
trombocytopenie a hepatosplenomegalie

u pacientky stredniho véku - popis pripadu
Lavickova Alena, Malinova Véra

(UKBH FN, Plzeri; UDMP VFN, Praha)

Gaucherova choroba jako vzdcnd pfic¢ina hepatospleno-
megalie a trombocytopenie u pacientky stiedniho véku - po-
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pis piipadu. A. Lavi¢kovd, V. Malinova (UKBH EN Plzeii,
Narodni centrum pro Gaucherovu chorobu, UDMP a VEN
Praha) Uvod: Gaucherova choroba (GCH) je autosomalné
recesivné dédi¢né onemocnéni spojené s deficitem enzy-
mu glukocerebrosidazy. Projevuje se sttadanim glukocereb-
rosidu zejména v makrofazich jater, sleziny a kostni dfen¢.
M4 Sirokou variabilitu a zdvaznost projevil od invalidizuji-
cich forem (postizeni skeletu a CNS) aZ po asymptomatic-
ké jedince. Pacientka nar. 1964: Odeslana k hematologic-
kému vysetieni pro protrahované krvaceni po zubni extrak-
ci. V anamnéze zvysend tvorba hematomtl, ¢ast&jsi epista-
xe, zvysend tnavnost. Laboratorné trombocytopenie s pru-
kazem trombocytarnich protilatek, prodlouzena krvacivost
a pozitivni test fragility kapilar. Mirné prodlouzené APTT
bez prtikazu deficitu faktorti a von Willebrandovy choro-
by. Pri fyzikdlnim vySetfeni mirnd hepatosplenomegalie (po-
tvrzeno CT vySetfenim - bez loZisek, bez adenomegalie).
Dle archivni dokumentace hepatosplenomegalie popsdna na
USG jiz pred 7 lety- tehdy déle nevySetfovana. VySetieni
v jaterni poradné pricinu hepatosplenomegalie neobjasnilo
(vyloucena hepatitida a CI hepatis, jicnové varixy nepro-
kézény, jaterni testy v norme, biopsie jater neindikovana).
Predana zpét do hematologické ambulance. Vysetfeni kost-
ni dfené odmitla. V pribéhu dalstho sledovani se objevuji
bolesti pravého ramene - ortopedem dg aseptickd nekroza
hlavice humeru. Diky kostnim projeviim dif. dg. zvazova-
na moznost stfddaci choroby. Konzultovin UDMP VFN
Praha a provedeno enzymatické vySetieni, jehoz vysledky
spolecné s molekuldrnégenetickym vySetfenim potvrdily
GCH. Predédna do péce specializovaného centra k zahdjen{
enzymoterapie. Zavér: V CR zatim cca 30 diagnostikova-
nych piipadd.Vice nez polovina diagnostikovana az v do-
spelosti. Pfi incidenci onemocnéni v nasi populaci by jich
meélo byt vice nez 100. Pacienti s mirnym, pomalu se roz-
vijejicim onemocnénim mohou zcela uniknout pozornosti
tim zajist{ plnohodnotny Zivot. Cilem je stanovit diagnozu
jesté pred rozvojem ireverzibilniho postizeni. Vzhledem
k hepatosplenomegalii, anemii, trombocytopenii a krvaci-
vym projeviim se pacienti s dosud nepoznanou GCH mo-
hou objevit v hematologickych ambulancich. V pripadé vy-
louceni hematologického onemocnéni je tieba myslet i na
moznost stfadaci choroby.

1635.

Non-invasive cardiovascular examinations for

the evaluation of extracorporeal LDL-cholesterol
elimination efficacy

Strasové Alena, Bldha Milan, Lanskd Miriam, Bldha Vla-
dimir, Maly Radovan, Masin Vladimir

(11. interni klinika - OKH, Hradec Krdlové; Geronto-me-
tabolickd klinika LF UK, Hradec Krdlové; Katedra bio-
Jfyziky LF UK, Hradec Krdlové)

INTRODUCTION: Extracorporeal LDL-cholesterol
elimination (EE) is a very successful therapeutic met-
hod in the treatment of severe familial hypercholeste-

rolemia (FH) after other therapeutic approaches have
failed. The procedures must be effective but causing mi-
nimum discomfort to patients. However, it is very dif-
ficult to evaluate the actual activity of atherosclerosis.
We report the significance of non-invasive cardiovas-
cular examinations in long-term follow up of patients.
PATIENTS AND METHODS: A group of 13 patients (8
males, 5 females) in the age of 48+16.6 were treated du-
ring 6.5+£2.96 years. Two methods of EE were used:
LDL-apheresis and hemorheopheresis. Both invasive
and non-invasive examinations were used in affected
body parts — EKG, ultrasound examination of heart, ar-
teries and cathetrisation. RESULTS: A rapid alleviati-
on of symptoms was observed shortly after initiating EE
therapy. Severe arteriosclerotic complications (myocar-
dial infarctions and strokes) did not recur later. Invasi-
ve cardiovascular examinations were only necessary at
the beginning of EE therapy. Non-invasive investigati-
ons (once in 6 months) were sufficient in the following
period. The follow-up of the carotids (the media-inti-
ma) showed a regression of its thickness in 4 patients,
an unchanged state in 3 and worsening was observed
in 5 patients. CONCLUSION: Non-invasive cardio-an-
giologic examination of patients was sufficient as a fol-
low-up in patients with FH treated by EE. It is of advan-
tage to complement with selected haematological, bio-
chemical and immunological indicators. EE of LDL-
cholesterol is an effective method of treatment in se-
vere forms of FH. Supported by the grants IGA MH CZ
NR/9103-4.

1678.

Haemapheretic cholesterol eliminating therapy

(25 years of experience)

Bldha Milan, Zaddk Zdenék, Bldha Vladimir, Andrys Cti-
rad, Lanska Miriam, Filip Stanislav, Maly Jaroslav

(11. interni klinika - OKH, Hradec Krdlové; Centrum pro
védu a vyzkum, LF UK, Hradec Krdlové; Geronto-meta-
bolickd klinika LF UK, Hradec Krdlové; Ustav imunolo-
gie a alergologie, LFUK, Hradec Krdlové; Klinika radi-
ologie a onkologie, LF UK, Hradec Krdlové)

Therapeutic aphereses are conducted in a broad
spectrum of indications (plasma exchange, leukaphe-
resis, erythrapheresis, plateletapheresis, photopheresis,
various types of adsorption including ABO mismatch
for transplantations) either as routine procedures or in
research projects. We started extracorporeal LDL-cho-
lesterol elimination with therapeutical plasmapheresis
(plasma exchange) in the year 1984. One (or more) bo-
dy volume of plasma was exchanged and albumin was
usually used as a replacement solution. But the method
has shown to be non-specific and some of our authors
state that for removal of 1 g of pathogenic substance
200g of plasma proteins should be removed at an ave-
rage. However, in emergency plasmapheresis remains
a rescue method. The research was aimed at specific ex-
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tracorporeal elimination of LDL-cholesterol and we tre-
ated the first homozygote by immunoapheresis in 1996.
In the Czech Republic the therapy of severe familial hy-
percholesterolemia (FH) by extracorporeal elimination
using LDL-apheresis (immunoadsorption) and hemor-
heopheresis is concentrated into one center. The authors
evaluate the long-term therapy (3-12 years, median
7,25) in 12 patients with FH - 3 homozygous, 9 hete-
rozygous; Fredrickson type Ila, IIb (treated: 9 by LDL-
apheresis and 3 by hemorheopheresis). Inmunoaphere-
tic interventions decrease LDL-cholesterol, ApoB and
even Lp(a) of about 82 + 1; 73 = 13; 82 + 19 %, res-
pectively. Selected non-invasive methods (cardiologic,
angiologic) are important for a long-term and repeated
follow-up. Carotid intima-media thickness showed im-
provement or stagnation in 75% of the patients. The le-
vel of some adhesive molecules, cytokins, endoglin and
some coagulation functions were measured, but no uni-
versally accepted biomarkers informing of the actual ac-
tivity of the disease was found to predict and plan the
therapy. A new program for procedure planning with the
use of Microsoft® Excel for Windows® was developed.
In summary, LDL-apheresis and hemorheopheresis sub-
stantially lower LDL-cholesterol in FH. Our experien-
ce with long-term therapy also shows good tolerance
and a small number of complications (5,6% of clinical-
ly irrelevant side-effects). Hemorheopheresis may im-
prove blood flow in microcirculation in familial hyper-
cholesterolemia and also in some other disorders of
microcirculation. The work was supported by a grant
from the Internal Grant Agency, Ministry of Health,
Czech Republic, No. NS/9743-4.

1668.

Monitorovani VEGF v prubéhu POEMS syndromu
Minaiik Jiff, S¢udla Vlastimil, Bacdovsky Jaroslav, Pika
Tomas, Petrova Pavla, Ctvrtlik Filip, Metelkova Iva, Mys-
liveCek Miroslav

(III. interni klinika FN, Olomouc; Oddéleni klinické bio-
chemie FN, Olomouc; Radiologickd klinika FN, Olo-
mouc; Klinika nukledrni mediciny FN Olomouc)

POEMS syndrom (polyneuropatie, organomegalie,
endokrinopatie, monoklondlni gamapatie, ,,skin lesi-
ons®) je vzacnou klinickou jednotkou patfici mezi plaz-
moceluldrni dyskrazie. Jeho patogeneza je ddvana do
souvislosti s nerovnovdhou mezi prozanétlivymi cyto-
kiny. Zejména vaskularni endotelidln{ rtistovy faktor
(VEGF) je v soucasnosti povazovan za nejvyznamnéj-
§1 patogeneticky Cinitel a souc¢asné patii mezi soucas-
nd hlavni kritéria POEMS syndromu. Cilem naSeho
hodnoceni bylo posouzeni chovani VEGF v pribéhu
onemocnéni. V rdmci hodnoceni byli posouzeni 3 jedin-
ci s POEMS syndromem a odliSnou manifestaci i pri-
béhem onemocnéni. Kromé splnéni konvencnich krité-
rif hrdla vyznamnou roli v diagnostice téZ moderni zo-
brazovaci vySetfeni vcetné techneciové scintigrafie,

PET/CT, MRI a angiografie. U v§ech nemocnych byly
retrospektivné zhodnoceny hladiny VEGF v riznych fa-
zich onemocnéni. U prvniho nemocného byly vyssi
hodnoty zaznamendny v aktivni fazi oproti stabilnimu
onemocnéni. U dal§ich dvou bylo mozZné sledovat cho-
vani parametru od diagnézy onemocnéni v pribéhu 16¢-
by, kdy dosaZeni remise bylo provdzeno poklesem
VEGF a naopak refrakterni a/nebo relabujici onemoc-
néni mélo vzestupny trend tohoto parametru. Nase po-
zorovani naznacuji, Zze VEGF m4d zdsadni roli v pato-
geneze POEMS syndromu a jeho dlouhodobé sledova-
ni do zna¢né miry koreluje s aktivitou onemocnéni. Po-
suzovani VEGF tak pfispiva k diagnostice a monitoro-
vani onemocnéni a miZe byt i potencidlnim terapeutic-
kym cilem. Za podpory grantu MZ CR NR 9489-3
a VVZ MSM 6198959205.

1786.

Usp&sna 1é¢ba intravaskularniho velkobunééného
B-lymfomu rituximabem v monoterapii.

Hrudkovd Monika, Simkovi¢ Martin, Smolej Lukas,
Belada David, Maly Jaroslav

(I1. interni klinika, oddélent klinické hematologie

FN a LF UK, Hradec Krdlové)

70-letd Zena byla v tinoru 2010 pfijata na nase praco-
visté k dovysetfeni zdvazné pancytopenie s febriliemi.
Pacientka byla dosud sledovéna pro arteridlni hyperten-
zi, uzel ve §titné Zlaze a parézu n.VI nejasné etiologie
od r. 2001 (opakované normdlni ndlez na MR mozku).
Klinickému obrazu dominovala 2 mésice progredujici
unava, necileny vdhovy ubytek, recidivujici horecky,
polyurie a dusnost s hyposaturaci s normalnim nalezem
na RTG i HRCT plic. Dle UZ srdce byly popsdny zndm-
ky plicni hypertenze. V krevnim obraze byla pfitomna
pancytopenie s dominujici neutropenii a trombocytope-
nii (leukocyty 0,49x10%1, hemoglobin 98 g/1, trombo-
cyty 41x1091). Rendln{ funkce i hormony Stitné zlazy
byly v normé, vyraznd byla elevace LDH (27,1 ukat/l).
Cytologie kostni dfené odhalila kromé zfetelnych dys-
plastickych zmén také 39 % nezralych elementt, které
imunofenotypizacné odpovidaly klonu B-bunécného
NeHodgkinova lymfomu, coz bylo potvrzeno histolo-
gicky nédlezem vyrazné infiltrace dilatovanych sinuso-
idd i intersticia lymfoidnimi elementy se silnou poziti-
vitou CD20 a CD79 a MUM-1. Ndlez byl uzavten jako
intravaskuldrni velkobuné¢ny B-lymfom. CT/PET pro-
kazal vyrazny rozsah extranoddlniho postiZzeni bez lym-
fadenopatie (mnohocetna loziska zachytu fluorodeo-
xyglukézy ve skeletu, obou plicnich kiidlech a v paren-
chymu obou ledvin), jednalo se tedy o stddium IVB,E,
IPI 5. Po prefazi (methylprednisolon 80 mg i.v. D1-5,
vinkristin 2 mg i.v. D1) byla pro téZkou pancytopenii
a Spatny celkovy stav (vykonnostni stav 3 dle ECOG)
zahdjena l1éCba rituximabem v monoterapii (rituximab
375 mg/m? 1x tydné, celkem 4x). Ddle byla pro masiv-
ni extranoddlni postiZzeni provedena lumbalni punkce
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s intratékdlni aplikaci cytostatik, cytologie i imunofe-
notypizace likvoru byly negativni. Po 4 davkach ritu-
ximabu doslo k tplné dpravé oxygenacni poruchy, di-
urézy a k ustupu B-pfiznakii, laboratorné k normaliza-
ci LDH, poc¢tu leukocytl a trombocytl. Kontroln{ cyto-
logické, fenotypizacni a histologické vySetfeni kostn{
drené v breznu 2010 neprokdzalo infiltraci lymfomem,
doslo také k regresi dysplastickych zmén. V dalsi 1éc-
bé je planovana imunochemoterapie R-COP ¢i R-CHOP
v zdvislosti na celkovém stavu nemocné. Zavér: Intra-
vaskularni velkobunéény B-lymfom je velmi vzdcnym
typem lymfomu s atypickou symptomatologii, diagno-
za je v fad¢ pripadi stanovena az post mortem. I kdyz
jde o agresivni lymfom, nase kazuistika prezentuje us-
pesnou 1écbu rituximabem v monoterapii. Podporfeno
vyzkumnym zamérem MZO 00179906 MZ CR.

1633.

Invazivna myKoticka infekcia v orofaciilnej oblasti
u imunokopromitovanej pacientky (kazuistika).
Toskova Martina, Racil Zdenék, Kocmanova Iva, Len-
gerovd Martina, Hrn¢ifova Kristyna, Mayer Jii{

(Interni hematoonkologickd klinika, FN a LF MU, Brno;
Oddéleni klinické mikrobiologie, FN Brno; Centrum mo-
lekuldrni biologie a genové terapie IHOK, FN a LF MU,
Brno)

Uvod: Behom poslednych rokov doslo k vyraznému
ndrastu poctu invazivnych mykotickych infekcif (asper-
giléz i zygomykoz), ktoré najcastejsSie postihuji imuno-
kompromitovanych pacientov (pacientov s hematolo-
gickou malignitou, s imunosupresivnou liecbou, po
transplanticii kostnej drene alebo solidnych organov),
ale aj pacientov s dekompenzovanym diabetom (hy-
perglykémia, ketoacid6za). Invazivne mykdzy predsta-
vujd zdvazni komplikdciu ich dal3ej lie¢by. Met6dy:
Popis pripadu tdspesne liecenej zygomykdzy v orofaci-
alnej oblasti u pacientky (pac.) s akitnou myeloidnou
leukémiou (AML) po alogénnej transplantacii kostnej
drene (aloHSCT). Vysledky: U 59 ro¢nej pac. s AML
po aloHSCT sa v dobe maximdlneho ttlmu krvotvorby
rozvinula febrilnd neutropénia bez reakcie na zavede-
né empirické antibiotikd a antimykotika (cefepim, ami-
kacin, flukonazol). Postupne vznikol opuch l'avej tvdre
a rozvinula sa nekrdéza vestibula a mékkého a tvrdého
podnebia l'avého maxildrneho vybezku. Histologicky

bolo postihnuté tkanivo prestipené Sirokymi, nesepto-
vanymi mykotickymi vldknami, vetviacimi sa v pravom
uhle, so zrejmou angioinvéziou. Kultiviciou a PCR me-
tédou bol dokdzany Rhizopus microsporus a ihned za-
vedend terapia lipidovym komplexom amfotericinu B
v ddvke 5 mg/kg. V spoluprdci s lekdrmi ustnej a ¢elust-
nej chirurgie bola postupne znesend nekréza aZ na mu-
koperiost. Na 57. dent po aloHSCT bola pac. spravena
subtotdlna resekcia maxily. Na obdobie operacie a sko-
ré pooperacné obdobie prechodne zvysSena ddvka amfo-
tericinu B na 10 mg/kg. Defekt postupne granuluje od
krajov, az granulacné tkanivo celkom prekrylo komu-
nikdciu s maxildrnou dutinou. Pac. bola zhotovend sni-
matel'nd ndhrada. Celkova doba poddvania lipid. kom-
plexu amfotericinu bola 124 dni s minimélnou nefro-
toxicitou. Pac. bola hospitalizovand 6 mesiacov, prie-
beh bol komplikovany drobnymi bakteridlnymi infek-
ciami a vznikom akitnej koznej GvHD gr. I.-11., ktora
spontdnne regredovala. Pac. je t. €. stdle v kompletnej
remisii invazivnej zygomykozy aj AML. Zaver: Liec-
ba zygomykdzy je multidisciplindrna. Stoji na systémo-
vom podavani antimykotik a doslednej chirurgickej li-
ecbe — odstrdnenie postihnutej Casti tkaniva. Zygomy-
cétami sposobend cievna trombotizacia a ndsledna tka-
nivova nekrdza totiz zapricinuje nizky prienik antimy-
kotik do postihnutych tkaniv. Chirurgické odstranenie
postihnutého tkaniva sa spdja s lepSim prezZivanim pa-
cientov. Praca bola podporend grantmi Ministerstva
Ceskej republiky NS 10442-3/2009 a NS 10441-3/2009.
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Adam Tomas
Adam Zdenék
Adamova Dagmar
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Almasi Martina
Alsabty Firas
Ambrtizova Zuzana
Andrys Ctirad
Augustindkova Alena
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Bacakova Lucie
Bacovsky Jaroslav
Bachraty J.
Balcéarkova Jana
Balharek Tomas
Barbara Cauwelier
Barta Tomas
Bartek Jiri
Barthova Martina
Basova Petra
Belada David
Belickova Monika
Bélohlavkova Petra
Benesova Katefina
Berkova Adéla
Blaha Milan

Blaha Vladimir
Blazek Bohumir
Bocchia M.
Bogoczova Elen
Bojtdrovd Eva
Bolckova Hana Tereza
Bolc¢dk Karel
Borsky Marek
Bottcher Sebastian
Boublikova Ludmila
Boudova Ludmila
Bourquin Jean-Pierre
Brandejsovd R.
Brdicka Tomas
Brejcha Martin
Brychtovd Yvona
Brynda Eduard
Brezinova Jana
Biizova Helena
Biichler Tomas
Bultasova Lenka
Burda Pavel
Buresova Ivana
Buresova Iva
Buresova Ivana
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Buresova Lucie 79
Buriankova Eva 10, 38
Burianovd D. 46
Burjanivova Tatiana 59
Byrtusova Jana 73
Bystfickd Dagmar 25
Bysttickd Eva 16,17
C

Calabkova Lenka 106
Campr V. 21
Campr Vit 29,31, 39, 85
Cetkovsky Petr 52,59
Cibulka Marek 110
Cieslar Petr 102
Cmunt Eduard

10, 87

Cukrova Véra 87
Curik Nikola 36
Czerny Daniel 104
C

Cechakové Eva 40
Cechové Hana 33
Cermadk Jaroslav 20, 32,33, 34,44, 89
Cermdkova Markéta 15
Cermdkovd Zuzana 72,73
Cernd Daniela 45
Cernd Zdena 51
Cernd Zdeiika 107
Cervinek Libor 34
Cmejla Radek 17,24, 64
Corbovd Drahomira 99
Coupkova Irena 31
Ctvrtlik Filip 114
Cumovi Jana 93, 109
Cuiik Nikola 45,52
D

de la Rosa Carrillo Daniel 45
De Souza Goulart Luiz Fernando 45
Dédeckova Katefina 31
Demeckova Eva 69, 77, 105
Dementyeva Elena 95
Demovicova Alice 50
Dhaifallah Ishraq 100
Divoka Martina 28,41,61,75,76, 80, 82,106
Divoky Vladimir 35,43, 62,63, 106

Dobes Petr
Dobesova Blanka
Dobesova E.
Dolezel Petr
Dolezalova Désa
Dolezalova Lenka
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Dolezalova Ludmila 82  Hajkova Hana 44
Doskocilova Karolina 98  Hdjkova Veronika 7
Dostalova Merkerova Michaela 25 Hak Jiri 51
Doubek Jaroslav 67 Hamid Z. 70
Doubek Michael 8,10, 17,50, 58,59, 67, Hampl Ales 36, 67
Doubek Michal 12,20,53 Hanke Ivo 85
Draber Peter 26 Hastka J. 7
Drabkin Harry 42 Haskovec Cedrik 44
Drasar Vladimir 112 Hatok Jozef 88
Dudikovéd Marie 91  Haugvicové Renata 24, 64
Dulicek Petr 55,58  Hellstrom-Lindberg Eva 20
Durag Juraj 111 Hefmanova Ivana 53
Durikova E. 70 Hefmanova Zuzana 48,92
Dusek Ladislav 41,42,52,59 Hilska Irena 85, 86
Dvorak Petr 36 Hlusi Antonin 99, 108
Dvorakova Barbora 18 Hnidkova Irena 66
Dvorakova Dana 12,40, 59, 60, 78,79 Hnilicova R. 46
Dvorakova Lucie 64 Hobbs Josie 92
Dworzak Michael 25 Hochova Iana 32
Dyr Jan E. 101, 111 Hojsikova Ivana 75
Holbikova Marta 8
F Holickd Monika 32
Faber Edgar 13, 14, 34,61, 67,75, 76, 80, 82,86, 106  Holly Pavol 101
Fabianova Eva 88 Holm Anders 45
Fakan FrantiSek 14 Holubcova Zuzana 36
Feltl David 104 Holuskova Iva 91
Filip Stanislav 113 Holzerova Milena 18,41,75,76, 80, 106
Filova Elena 101 Honc¢ikova Michaela 23,28
FiSer Karel 25,45,54 Horacek Jan M. 68
Flodr Patrik 38 Horacek Jan 98
Flores-Montero Juan 26 Horky Ondiej 12
Folber FrantiSek 50, 67, 68 Horos Rastislav 62
Foltankova Veronika 110 Horvathova Monika 62
Forejtkova Sylva 67  Houda Jif{ 40
Franceova Alena 8 Hrabdkova Pavla 33
Frankova Nikola 93 Hrabétova Marcela 9,58
Friedecky David 61  Hrabétova Sarka 52
Fronikova Eva 54,104  Hrncar Matej 101
Fuchs Oto 32 Hrnéitova Kristyna 27,81, 109, 115
Hrstkova H. 55
G Hrstkova Hana 51
Gabrielova Michaela 66 Hrudkova Monika 10,17, 19, 114
Gajdos Petr Hrusdk Ondrej 13,26, 45,51, 54
Galuszkova Dana 91 Hubacek Jaromir 41,90
Gancarc¢ikova Markéta 89 Hubacek Petr 13
Gazdova Jana 75, 82
Geierova Véra 107 CH
Gerykovd Bujalkova Mdria 75  Chalupnikova Petra 28,29
Gregor Verhoef 52 Charalambidu Jedlickovd A. 46
Gregora EvZen 56,57,91,97,98 Chasakova Katefina 22
Greglirkova Jana 22 Chlupac Jaroslav 101
Greslikova Henrieta 47,93,95 Chmelenska D. 46
Gumulec Jaromir 56,104, 111 Chovancova Jana 67
Chris De Wolf-Peeters 52
H Chudej Juraj 88, 101
Hdijek Roman 56  Chudy Peter 88
Hiéjek Roman 47,49, 55,56,57,81,91,93,94, 95,
96,97,98, 109
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I

Idoya Lahortiga 52
Jspeert Hanna 62
Indrak Karel 10, 13, 14,34,37,38,41,42,52, 58,61,
63,67,75,76, 80, 82, 86, 87,90, 106, 108

Indrakova Jarmila 22,28,87
Irving Julie 25
Ivici¢ Jaroslav 85
Izakova Silvia 89
J

Jan CoolsIwona Wlodarska 52
Janc¢inova Viera 88
Janikova Andrea 39, 40, 83, 84, 85
Jankovicova Karolina 19
Jankovska Milada 20, 39
Janotova Iveta 51
Jarkovsky Jif{ 38

JaroSova Mariel0, 14, 18,28, 34, 41,42, 48,51, 61,75,
76, 80, 82, 106

Jebavy Ladislav 34,68
Jedlickova Lenka 93
Jelinek Jiri 71
Jencik Jan 33
Jezakova Jarmila 28,29
JeZiSkova Ivana 60
Jindra Pavel 9,11,52,58,70
Jiraskova 1. 27
Jonasova Anna 32,34,45,87
Jungova Alexandra 9,52, 58, 60, 69,90
Jurajdova Lenka 72
Juranova Jarmila 14,22
Juréek Tomas 50, 59, 60, 79
Jurecekova Jana 88
K

Kabickova Edita 29
Kacerova Tereza 54
Kacalova Petra 28,29
KadI¢kova Eva 32
Kadlecova Jana 28
Kaisarova Petra 49,97, 98
Kajaba Vaclav 7,17
Kalandrova Eliska 28
Kalina Tomas 54
Kalina Tomas 13,26,45, 54
Kalinova Markéta 85, 86
Kalousova Jana 105
Kamaradova Katefina 31
Kanderova Veronika 45
Kapalova Martina 36
Karas Michal 9,11,17,52,58,64,69, 70,90, 107
Karban J. 27
Karban Josef 9,52,87,102
Kaspers Gertjan 51
Katrien Van Roosbroeck 52
Katrincsakova Beata 41
Kessler Petr 56

Kideryové Linda

Kirkpatrick William R.

Klabusay Martin
Klamova Hana
Klaskova Katefina
Klimentova Hana
Klimes Daniel
Klincova Maria
Klodova Drahomira
Knépkova P.
Knourkova Lidmila
Knourkovad Ludmila
Kocmanova Iva
Kodet Roman
Kokavec Juraj
Kolac¢kova Monika
Kolar Michal
Koledova Zuzana
Konitova Eva
Koranda Pavel
Kordacova Lucie
Korelusova Ivana
Koristek Zdenék
Kostecka Arnost
Kotuli¢ova Daniela
Kotus Dusan
Koubkova Petra
Koukalova Alena
Koukalova Renata
Koutna Irena
Kovarova Lucie
Kovarova Lucie
Koza Vladimir
Kozik Tomas
Kozelska Renata
Kozubek Michal
Krajsova Ivana
Kral Zdenék
Kralovics Robert
Kramarzova Karolina
Krimer Alwin
Kratka M.
Kratochvilova Lucie
Kréova Véra

Krejéi Marta

Krejéik Zdenék
Krejsek Jan

Krdl Ladislav
Kryukov Fedor

Kfen L.

Kfivanova Andrea
Kuba Adam
Kubackova Katefina
Kubalova Stanislava
Kubickova Jana
Kubisz Peter
Kubova Barbora
Kubova Zuzana
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109

67
59,73,76
10,31,92
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47
47,49, 92
104
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16, 66
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35
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10,38
110
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101

13

8

17,106
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78

94

81, 93,96, 109

9,11,31,41,42,52, 58, 60, 69, 70, 90
10, 17,20, 23,24, 28,31,41,42,52
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78

46
31,32,39
43
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35

46
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55,99
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19

13
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76
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69
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74
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Kucerova Jana 63  Marcinek Juraj 37,59
Kucerova Ladislava 10, 38, 82, 86 Mareckova Andrea 83, 84
Kucerova Lenka 19 Markova Jana 31
Kuglik Petr 47,93,95 Marschalek Rolf 54,105
Kupska Renata 47,93  MartiSova Michaela 77
Kupska Renata 95 Masin Vladimir 113
Kyjovskd Drahomira 95,109  Matéjkova Eva 46, 110
Kyn¢l Martin Matuska Milan 104
Matuska Milan 29,39, 111
L Matyskova M. 7
Lakotova O. 72 Mayer Jiri 53
Lakotova Oldriska 73 Mayer Jit{ 12,17, 18,24, 31,27, 39, 50, 56, 59, 60,
Léanskd Miriam 66,98, 113 61,67,68,71,72,78,79, 80,81, 83, 84,
Lapcikova Anna 14,22 99, 106, 109, 112, 115
Lasota Zenon 46 Mazal Oldfich 17,24, 64
LasSuthova Petra 33 Méchurova Alena 100
Lattova Veronika 100 Mejstiikova Ester 25,26,42,51,54, 105
Lavakova Veronika 104 Mendonéa Andreia 26
Lavic¢kova Alena 112 Mensah Fane 62
Lécrevisse QuentinCullen Mathew 26 Metelkova Iva 114
Lengerova Martina 24,27,71, 81,109, 115 Meyer Claus 105
Lhermitte Ludovic 26 Micova Katefina 61
Libiger Jifi 32 Mihal Vladimir 40, 51
Ligova Alexandra 104  Michal Michal 14
Ligova Alexandra 111 Michalek Jaroslav 71,96, 110
Lindern Marieke 62 Michalka Josef 85
LipSic Tomas 21,63 Michalka Jozef 39, 83
Lizcova Libuse 89 Michilkova Kamila 40
Lofflerova Simona 66 Michalova Kyra 25,32,41,42,89
Lochman Pavel 48 Mikula Peter 22,48
Lochman Pavel 92 MikuldSova Aneta 23,47
Lochmanova Jana 18,53 Minarik Jifi 48,49,57,92,97,98, 114
Lopotové Tereza 73,76  Minafova L. 46
Lubusky Marek 91,100  Mistrik Martin 69,77, 88, 105
Luk Cox 52 Mjartanova Dagmar 8
Lund-Johansen Fridtjof 45 Mocikova Heidi 23,29, 31
Luzna Pavla 43 Mohammadova Lekaa 58
Lysak Daniel 9,11, 58,70 Mojzikova Rendta 106
Mollova Klara 96
M Moravcova Jana 26,59,73,76,79, 109
Maaloufova Jacqueline 41,42  Moricova Hana 104
Machala Ladislav 23 Moulis Mojmir 67, 106
Machalkova Katefina 55,97, 98 Mraz Marek 18
Machova Poldkova Katefina 26,59,73,76,79 Mraz Marek 53
Maisnar Vladimir 47,55,56,57,92,97,98 Mréazek FrantiSek 21
Mijek Pavel 101,111 Mrazkova Pavla 104
Majumdar Romit 36  Mrhalovd Marcela 86
Malédkova Jana 77  Murdychovd Eva 15
Malaskova Ludmila 61,72, 80 Mustjoki S. 7
Malcikova Jitka 53 Muthu Raja Karthick Raja 93,94, 96
Malcikova Jitka 18 Muzik Jan 12,41,42,52,59
Malinova Eva 89 Muzikova Katefina 54
Malinova Karla 84 Myslivecek Miroslav 10, 38,49, 86, 114
Malinova Véra 112
Maluskova A. 72 N
Maly Jaroslav 19,34,55,68,77,98, 113,114 Nadvornikova Sylvie 26,79
Maly Martin 111 Najvar Laura K. 109
Maly Radovan 113 Navratil Milan 12,68, 85, 112
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Navrkalova Veronika 18
Nebesky Tomas 106
Necas Emanuel 36, 37
Necas Emanuel 52
Neklanova Marta 40
Némec Pavel 93
Nemec Pavel 95
Nenickova Marie 91
Neubauer Jifi 99, 106
Neuwirtovda Radana 32,87
Neuzil Jiri 35
NorbertVormoor Josef 25
Nosal’ Milo$ 88
Novak Martin 108
Novédk Zbynéek 40
Novakova Ludmila 32,34,44, 89
Novosadova Alena 22,28,92, 106
(0

Obernauerova Jarmila 56,92
Obrtlikova Petra 9,52
Ocadlikova Darina 96
Olavarria E. 19
Olga Gielen 52
Oltova Alexandra 51
Ondrackova Zuzana 76
Oravec Milan 111
Orfao Alberto 26
Ovesna Petra 58
P

Palousova Dita 27,81
Palova Miroslava 108
Panovska Anna 8,17
Papajik Tomas 10, 14, 18, 29, 37, 38, 39, 75, 82, 86
Pascale De Paepe 52
Patterson Thomas F. 109
Pavlicek Pavel 57,97, 98
Pavlova Sarka 53
Pekova Sona 9,17,19, 20,24, 64
Pelcova Jana 47
Penka M. 7
Penka Miroslav 21,55,58,81,93
Peter Marynen 52
Peter Racay 88
Peter Vandenberghe 52
Peterkova Martina 78
Petrbokova Radka 44
Petrova Markéta 39
Petrova Pavla 21,114
Pika Tomas 48,49,57,92, 114
Pikalova Zuzana 10, 18,75, 108
Piknova D. 46
Pilka Radovan 100
Pindurova Ester 105
Piterkova Lucie 43, 63
Plachy Radek 17, 18,24, 64
Plamernova Ivana 88

Plank Lukas
Plevova Karla
Plevova Karla
Plonkova Hana
Polak Jaroslav
Polivka Jindfich
Polivkova Viclava
Polonska Marina
Porkka K.
Pospisilova Dagmar
Pospisilova Sarka
Pospisil Vit
PospiSil Zden¢k
PospiSilovad D.
PospiSilovd Dagmar
Pospisilova Sarka
Potacova Anna
Potésil David

Pour Ludék

Prasek Jifi
Prejdova Z.
Prochazka Martin
Prochazka Vit
Prochazkova D.
Prochazkova Daniela
Prochazkova Jana
Provaznikova Dana
Pricha Miroslav
Ptak Jan

Ptoszkova H.
Pycha Karel

Pytlik Robert

R

14,37, 59

18

53

92

73

20, 89

26

70

19

62

53

52

59

55

21,40, 58,62, 107
18,36, 67, 84
93

78

47,49, 56, 57,95, 96,97, 98

99
46
100

10, 14, 18, 29, 37, 38, 39, 82, 86

55

51

100

32

24

74

55

105
9,29,31,39,82

Racil Zdenék 12, 24,27, 50,59, 60, 61,71,72,78,79,

80, 81,109, 115
Radocha Jakub
Radocha Jakub
Raida Ludék

Raskova Kafkova Leona

Razga Filip
Reicheltova Zuzana
Repovsky Stefan
Riedel Tomas
Rocnova Ludmila
Rohon Peter
Rolencova Monika
Roziakova Lubica
RoZmanové Sarka
Rulcova Jana
Rusinakova Zuzana
Rychtrmocova Hana
Rysava Jana

z<

Rehdk Zden&k
Rehotovd Lenka

55,92,97,98,

92

13, 23,34, 67, 82, 86
35

50, 60, 61, 78,79
101, 111

46

101

18

7,10, 61,75, 80, 106
24,72

105

28,61, 76, 80

79

13,67, 86

82

59

99, 106

45

120
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S

Sablikova Barbora
Salacova Petra
Salamon Marek
Sandecka Viera
Savvulidi Filipp
Seckarova Martina
Sedek Lukasz
Sedlacek Petr
Sedlackova Karla
Shaik Gouse M.
Schillerova Lenka
Schmitzova Daniela
Scholzova Sona
Schumich Angela
Schiitzova Miroslava

95

28

73

49,57
36,37,52
28,29

26

13,51

74

26

18

19

8

25
9,56,57,58,92,97, 98

Sulovska Ivana
Sulovska L.
Sulovska Lucie
Sumerauer David
Suskd Renata
Suttnar Jif{
Stvova J.
Svoboda Tomas
Svojgr Karel
Sykorova Alice
Sykorova Miroslava
Szépe Peter
Szotkowski Tomas
Szturz Petr

Szturz Petr

46

55

107

30

81,93

101, 111

8

9,11, 58,70,90
54

29,39

28,29

37,59
41,42,90, 112
106

49,57,99

Schwarz Jifi 9,10, 21,44,51,58,73 S

Sicova Katefina 41,42,52 Salek David 29, 39, 83, 84, 85
Siebertova Katarina 87 Sarova Iveta 89
Sieger Tomas 25  Sauerovi Renata 87
Simetka Ondrej 104 S¢udla Vlastimil 48,49,56,57,92,97,98, 114
Skopalova Magdalena 31 S¢udlova Jana 7,16
Skoultchi Arthur 1. 36 Sebo Petr 71
Skoumalova Ivana 34,61,75, 80 Sedo Ondrej 93
Skuhrova-Francova Hana 84 Sedovéd Zuzana 10, 38, 82, 86
Slamova Lucie 54 Semrové Lucie 16
SICstad Heidi 45  Sevéikova Sabina 95
Slavik Ludék 28,29, 100 Silerova Véra 92
Slavikova Margita 91 Simackova Jitka 46
Smejkalova Jana 110 Simara Pavel 78
Smetana Jan 47,93,95 Simetka Ondrej 100
Smetana Karel 27 Simkovi¢ Martin 17,114
Smisek P. 55 Simova Jarmila 74
SmiSek Petr 51,54  Siroky Oldfich 55
Smolej Lukas 10,17,19,29, 114 Siskova Magda 32,45,87
Sninskd Zuzana 60,77 Slechtovi Jitka 108
Starikovd Martina 33 Slézar Jit 46
Stano Kozubik Katerina 53 Smardové Lenka 31,39
Stario Kozubik Katefina 84  Spacek Martin 10,28
Starkova Jilia 42,44,53 gpiéka Ivan 56,57,97,98
Starostka David 22,56,74 Srémkova Lucie 104
Stary Jan 13,51, 54, 89, 104, 105 gt’astn}’/ Petr 24
Stasko Jan 101 Stefanikova Zdena 92,105
Stehlikova Olga 67  Stemberkova Radka 33
Steinerova Katefina 9,11,31,41,42,58,70 Stérba Jaroslav 51
Stejskal Stanislav 78  Stikarova Jana 101, 111
Stejskalova Alena 22 Stossové Jana 109
Stopka Tomas 36,37  Stouratovi Marcela 109
Stopka Tomas 45,52 Strasové Alena 113
Stossova Jana 94 Subrtovd Hana 23,28
Straub Jan 57,92,97, 98 gupl’kové Jana 84
Strhdakova Lubica 75 Svdbové Helena 68
Strnadova Blanka 16 Svachova Hana 95, 96
Strnadové BlaZena 66  Svojgrovi Mija 58
Strojil Jan 7 SvuboviR. 46
Stuchly Jan 13,45

Sukopova Véra 7 T

Sukova Martina 104  Takacova Sylvia 43
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Taskesen Erdogan
Terkovicova P.
Tesarova Lenka
Thomas Tousseyn
Ticha Marie
Tichy Boris
Tichy Boris
Tichy Martin
Tichy Milo$

Timr Pavel
Tomiska Miroslav
TomsSova Hana
Toskova Martina
Té6thova Elena
Touw Ivo
Trbusek Martin
Trbusek Martin
Trka Jan

Trnény M.
Trnény Marek
Trnkova Marie
Tucek Pavel
Turcsanyi Peter

s

U

Ulehlova Jana
Ulrych Jan
Urbankova Marie
Urbanova Renata
Uvirova Magdaléna

A\

Vachova Petra
Valik Dalibor
Valkova Veronika
van Delft Frederik
van der Velden Vincent
van Dongen Jacques
Vargova Karin
Vargova Karina
Vasatova Martina
Vasovd Ingrid
Vavra Vladimir
Verner Jan
Vernerova Zderka
Vesela Pavla
Veseld Romana
Vidlakova Petra
Vinarsky Vladimir
Vlasdkova Hana
Vodickova Elena
Vodickova Petra
Voglova Jaroslava
Vokurka Samuel

62

72

78

52

112

18,83, 84

53

74

68

51

12

16, 66
24,27,71,81, 115
92

62

53

18,67
42,53,54,89
27
9,29,31,39,45,52,59, 82, 102
31,39

13

10, 18, 108

28,29, 100
102

46

10, 14, 18,75
74

7

104

9

54

26

26

37

45,52

68

29, 39, 83, 84, 85
51

36, 53, 67

31

14

82

95,110

36

8

51,54, 104, 105
16
34,41,42,52,60, 64,77
9,11, 16, 58, 69, 70, 90

Volfova Pavlina
Vondrackova Hana
Vondrakova Jana
Vorlicek Jiri

Votava Tomas
Votrubova Jana
Vozobulova Véra
Vrbacky Filip
Vroblova Vladimira
Vydra Jan
Vykydalova Alena
Vyskocilova Markéta

w

Walterova Lenka
Wasserburgerova Renata
Weinbergerova Barbora
Wiederhold Nathan P.
Winterova Jana

Wood Brent

Wrébel Marek

Wu Weiwei

V4

Zadak Zdenék
Zahradova Lenka
Zamkova Alena
Zamostna Blanka
Zaoralova Romana
Zapletalova Jana
Zapotocky Michal
Zarbochova Pavla
Zavadil Jif{
Zavielova Alzbéta
Zazula Roman
Zdrahal Zbynék
Zeleny Jaroslav
Zemanova Karla
Zemanova Markéta
Zemanova Zuzana
Zini G.

Zuna Jan

N«

Z4atkova Daniela
Z4atkova Markéta
74k Pavel
Zejskova Lenka
Ziakové Barbora
Zikavska Lubica
Zizkovéa Hana
Zmijékova Andrea
Zmolikova Jana
ZuZkovéa Marie

27,81

72
13,32,34,62,87
12

54,107

9,58

19

19
23,24,41,42
22

61

56,92

46
27,71,81,112
109

27,71,72, 80, 81
25

56,92, 104

45

113

47,49, 56,57, 96
51

42

47

18, 34,76, 80, 87
44,105

81,93

52

34,98

24

78,93

18

79

46

25,51, 54, 89, 104, 105
7

51,54, 105

59,60, 61,79

73,76
31,34,41,42,52,68,77,98
17,24, 64

69

31

33

68

48,74

46

122
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