XXVI. Olomoucké hematologické dny
s mezinarodni Ucasti

XVI. Konference osetrovatelstvi
a zdravotnich laborantu

5" Symposium on Advances
in Molecular Hematology

dedeiett 24— 26, 6.2012
NH Hotel a OMEGA centrum Olomouc




PORADAJI

Ceska hematologicka spole¢nost CLS JEP

HAIMAOM, nadace na podporu transplantace kostni drené
Lékarska fakulta UP v Olomouci

Ceska asociace sester

POD ZASTITOU

rektora UP v Olomouci Prof. RNDr. M. Maslané, CSc.
dékana LF UP v Olomouci Prof. MUDr. M. Kolare, Ph.D.
hejtmana Olomouckého kraje Ing. M. Tesarika

GENERALNi PARTNERI
Bristol - Myers Squibb spol.s.r.o. / Novartis s.r.o.

HLAVNI PARTNERI
GlaxoSmithKline s.r.o. / Roche s.r.o.

VYZNAMNi PARTNERI

AOP Orphan Pharmaceuticals AG / Hospira Czech Republic s.r.0. /
Astellas Pharma s.r.o. / Janssen - Cilag s.r.o. /

Merck Sharp & Dohme s.r.o. / Sysmex CZ s.r.o. / Amgen s.r.o.

PARTNERI

Bayer s.r.o. / Baxter Czech spol. s r.o. / Beckman Coulter Ceska

republika s.r.o. / Berlin-Chemie / A. Menarini Ceska republika s.r.o. /
Biohem spol. s r.o. / Celgene s.r.o. / CSL Behring s.r.0. / Fresenius Medical
Care Ceska republika spol. s r.o. / Grifols s.r.o. / KRD obchodni spole¢nost
s.r.o./ LabTechnik s.r.o. / Medista spol. s r.o. / Octapharma CZ s.r.o. /
OMS-ZOLL s.r.o./ Pfizer Inc. / S.A.B. Impex s.r.o. / Sandoz s.r.o. /
Sanofi-Aventis s.r.o. / Terumo BCT / Teva Pharmaceuticals CR s.r.o. /

The Binding Site s.r.o. / Werfen Czech s.r.o.



¢
Halmaom Hemato-onkologicka klinika

Nadace na podporu transplantace kostni dfené Fakultni nemocnice Olomouc

DEKUJEME ZA PRIZEN A PODPORU!

Nadace na podporu transplantace kostni dfené, pomoc lidem s krevnimi nadory
a vrozenymi poruchami krevniho srdZeni, Hemato-onkologicka klinika FN Olomouc,
|.P. Pavlova B, 775 20 Olomouc, tel. 588 444 360, fax 588 442 517, ICO: 66935610,
bankovni spojeni: KB Olomouc, a.s., ¢.U. 19 1012660297/0100 www.haimaom.cz

Created by BastArt.cz




RADI VAS

V OLOMOUCI
UVIDIME e
| PRISTi ROK 5/

XXVIl. OLOMOUCKE
HEMATOLOGICKE DNY
12.<14. 5. 2013




OBSAH

PREDNASKY

2-3 PH NEGATIVNI MYELOPROLIFERACE

4-8 OSETROVATELSTVI

9-11 5™ SYMPOSIUM ON ADVANCES IN MOLECULAR HEMATOLOGY 1

12-14 MNOHOCETNY MYELOM

15-16 LABORANTSKA SEKCE 1

17-20 5™ SYMPOSIUM ON ADVANCES IN MOLECULAR HEMATOLOGY 2

21-24 CHRONICKA LYMFATICKA LEUKEMIE

25-27 LABORANTSKA SEKCE 2

28-31 NE-HODGKINSKE LYMFOMY 1

32-34 TRANSPLANTACE 1

35-38 NE-HODGKINSKE LYMFOMY 2

39-41 TRANSPLANTACE 2

42-45 CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE /
MYELOPROLIFERATIVNI ONEMOCNENI

46-48 VARIA

POSTEROVA CAST

50 OSETROVATELSTVI

50-52 CHRONICKA LYMFATICKA LEUKEMIE

53 LABORANTSKA SEKCE

54-55 MNOHOCETNY MYELOM

56 NE-HODGKINSKE LYMFOMY

57 TRANSPLANTACE

58-60 CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE /
MYELOPROLIFERATIVNI ONEMOCNENI

61-62 VARIA

63 ANEMIE

64 MDS

64-67 AKUTNI LEUKEMIE

68-70 HEMOSTAZA

71-72 LABORATORNI HEMATOLOGIE

POUZE PUBLIKACE

74-77 SDELENI POUZE K PUBLIKACI

78-81 REJSTRIK AUTORU

Sbornik abstrakt vydalo Odpovédni redaktofi:
Vydavatelstvi UP Olomouc Doc. MUDr. Edgar Faber, CSc.
Univerzita Palackého v Olomouci Mgr. Vaclav Kajaba, Ph.D.

Kfizkovského 8

771 47 Olomouc

ISBN 978-80-244-3157-4
Olomouc, 2012

1. vydani

O/H[D|



PH-NEGATIVNI MYELOPROLIFERACE

2159.
Diferencialni diagnostika a Iécba polycytemii
Prchal Josef (Salt Lake City, UT — USA)

ND.

Diagnostika a liecba esencialnej trombocytémie a primarnej osteomyelofibrézy

Toéthova Elena (Klinika hematoldgie a onkohematoldgie, Univerzitnd nemocnica L. Pasteura, KoSice
- SVK)

2222,

Biopsia kostnej drene pri myeloproliferativhych neoplaziach — potreba ¢i prezitok?

Marcinek Juraj, Szépe Peter, Plank Luké$ (Ustav patologickej anatémie a Konzultaéné centrum
hematopatoldgie Jesseniovej lekdrskej fakulty Univerzity Komenského a Univerzitnej nemocnice,
Martin - SVK)

Klasifikacia Svetovej zdravotnickej organizacie je dnes jedina, celosvetovo akceptovana a v pra-
xi pouzivana klasifikacia nadorovych ochoreni KD, zalozena na korelacii morfolégie nadorovych
buniek s klinickymi tdajmi, vysledkami laboratérnych a genetickych vySetreni. MPN su pestra sku-
pina ochoreni s dynamickym rozvojom z pociatoénych $tadii, cez §tadia s rozvinutou a typickou kli-
nickou manifestaciou az do terminanych $tadii fibrotickej resp. blastickej transformacie. Morfologicky
a laboratérny obraz tychto ochoreni a ich klinickd manifestacia preto zavisia na $tadiu, v ktorom
je toto ochorenie zachytené. Najmé v pociato¢nych stadiach je klinicka manifestacia MPN podob-
na (zvycajne trombocytéza v periférnej krvi-PK) a ich odlisenie na zaklade klinicko-laboratérnych
udajov je nespolahlivé. Rozvinuté Stadia MPN maju typicky klinicko-laboratérny obraz, ktory sa
v8ak v terminalnych Stadiach MPN stiera (pancytopénia v PK). V skupine Ph1 negativnych MPN
nachadzame ¢asto mutaciu JAK2V617F a menej Casto aj iné mutacie. Ich pritomnost potvrdzu-
je klonalitu ochorenia, avSak diferencialne-diagnosticky vyznam je limitovany (vyskyt pri viacerych
typoch Ph1- MPN ako aj inych myeloidnych neoplaziach). Podobne absencia genetickych mutacii
neumoznuije vylucenie MPN, resp. potvrdenie reaktivneho pévodu myeloproliferacie. Bioptické vyse-
trenie KD umoznuje okrem potvrdenia MPN (vratane pripadov bez genetickych mutécii) aj ich blizSiu
subtypizaciu, ktorda ma rozhodujuici vyznam najméa pre prognézu a Ciastoéne aj terapiu pacienta.
Zaroven umoznuje odliSenie reaktivnych zmien hemopoézy (klinicky imitujucich MPN bez genetic-
kych mutacii), zhodnotenie prognosticky vyznamnych morfologickych znakov (stupen myelofibrézy
a mnozstvo blastov KD) a sledovanie progresie ochorenia do terminalnych stadii, kde uz (rovnako
ako u pacientov po cytoredukénej terapii MPN) vS8ak blizsia typizacia MPN na zéklade morfolégie
KD nie je mozna. Vypovedna hodnota bioptického vySetrenia je do zna¢nej miery zavisla na kvalite
a kvantite vySetrovaného materialu a hodnotenie morfolégie KD je relativne subjektivne, zavislé
na mnozstve vedomosti a skisenosti vySetrujuceho patoléga. Spravna interpretacia bioptického
obrazu KD nie je mozna bez dostatoéného mnozstva zakladnych klinickych informacii, vysledkov
laboratérnych vysSetreni a v zlozitych pripadoch je aj neodcenitelnd pomoc genetickych vySetre-
ni. Podporené grantovymi projektami Centra excelencie CEPV Il (IMTS 26220120036) a MBRKM
(IMTS 26220220113).

2182.

Prevencia, diagnostika, prognéza a lie¢ebny pristup ku trombotickym komplikaciam pri Ph-
myeloproliferativnych ochoreniach (MPO)

Batorova Angelika (Klinika hematoldgie a transfuzioldgie Lekarkej fakulty UK, SZU, Univerzitna ne-
mochnica, Bratislava — SVK)

Vaskularne komplikacie predstavuju zavazny faktor morbidity a mortality klasickych Ph-negativnych
MPO, pravej polycytémie (PV) a esencialnej trombocytémie (ET). Pri PV vznika trombéza az u 40—
50% pacientov, pri€om az u 20-40% jedincov modze byt bezprostrednou pri¢inou smrti. Frekvencia
trombotickych komplikacii pri ET je 20-50%. Az 2/3 trombotickych prejavov predstavuju arterialne



trombdzy a priblizne 1/3 trombdzy vendzneho systému, z nich medzi najzavaznejsie patria trombo-
zy splanchnickych Zzil. Patogenéza trombézy pri MPO stale nie je celkom objasnena, ulohu mézu
zohravat abnormality trombocytov a leukocytov,ich aktivacia a vzajomné interakcie, hyperviskozita
a hemoreologické poruchy. Absolutny pocet trombocytov a funkéné abnormality zistované in vitro
nemaju prediktivny vyznam pre trombézu, rovnako nejasny ostava vyznam klasickych kardiovasku-
arnych rizikovych faktorov a vrodenych a ziskanych trombofilnych stavov. Za jednoznaéné rizikové
faktory trombézy pri PV a ET sa povazuju vek >60 rokov a prekonana trombé6za v anamnéze, ktoré
charakterizuju ,vysokeé riziko trombézy“. Nedavno definované, s chorobou suvisiace potencialne de-
terminanty trombdzy su inicialna leukocytéza a pritomnost mutacie JAK2V617F. Podla odporuéeni
ELN (European Leukemia Net) su pacienti stratifikovani do rizikovych skupin trombézy, ktoré deter-
minuju rozhodnutie o cytoredukénej lie¢be. Vysledky studie ECLAP potvrdili priaznivy efekt uzivania
aspirinu na znizenie incidencie infarktu myokardu, mozgovych prihod, velkych venéznych trombéz
a kardiovaskularnych umrti pri PV, bez signifikantného zvysenia krvacania. Vyuzitie tychto poznatkov
pri lieCbe ET ukazalo menej presvedcivé vysledky. U vysoko-rizikovych pacientov je indikovana cyto-
redukéna liecba. Predpoklada sa, ze hydroxyurea (HU) m6ze mat komplexnejsi efekt v prevencii vas-
kularnych prihod ako anagrelid, kedze HU méze okrem poctu trombocytov ovpylvnit aj leukocytdzu,
aktivaciu leukocytov a tvorbu trombocyto-neutrofilnych agregatov. Diagnostika a lie¢ba trombdzy pri
MPO sa riadi Standardnymi zasadami, zvlast naro¢né na manazment st abdominalne trombozy. Pri
trombdze splanchnickych zil je inicialne indikovana plne davkovana heparinizacia aj napriek riziku gas-
trointestinalneho krvacania, a nasledne celozivotna antikoagula¢na lie¢ba warfarinom (INR 2,0-3,0).
Pri Budd-Chiariho syndréme je nutna intenzivna medikamentdzna liecba vratane antikoagulacnej
lie€by, v najtazsich pripadoch su indikované chirurgické postupy pripadne az transplantacia pe¢ene.

2178.

Molekularni genetika v diagnostice a stanoveni prognézy Ph-negativnich myeloproliferativ-
nich neoplazii

Katrincsakova Beata, JaroSova Marie, Indrak Karel (Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UF, Olo-
mouc)

2210.

Cytogenetika v diagnostice a stanoveni prognézy u Ph-negativnich myeloproliferaci
JaroSova Marie, Holzerova Milena, Nedomova Radka, Mickova Pavla, Reptova Silvie, Hanzlikova
Jana, Kropackova Jitka, Prekopova lvana, Indrak Karel (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

2240.
Molekularni biologie v diferencialni diagnostice erytrocyt6z
Prchal Josef (Salt Lake City, UT — USA)

2242.

Soucasny pohled na diagnostiku a Iécbu Ph-negativnich myeloproliferatiivnich onemocnéni
v détském véku

PospiSilova Dagmar (Détska klinika FN, Olomouc)
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MEDICINSKE PRAVO

Pravni aspekty poskytovani zdravotni péce a nova zdravotnicka legislativa
— problematiku pfednasi Dostal O. a TéSinova J. (Praha)

OSETROVATELSTVI

2158.
Bakterie mezi nami
KolaF Milan (Ustav mikrobiologie, LF UP a FN, Olomouc)

Nedilnou souéasti Zivota lidi jsou bakterie, tvofici normalni mikrofléru lidského téla. Vztah mezi bak-
terii a makroorganismem lIze ve vétsiné pfipadl charakterizovat jako fyziologickou interakci, v jejimz
ramci je vzajemné plsobeni synergické. Bohuzel, tento vztah miize byt i nefyziologicky, kdy se bak-
terie za urcitych podminek uplatiuji jako pavodci infekci. Bakterialni infekce mohou byt klasifikovany
jako exogenni, kdy zdroj bakterie je mimo lidské télo. Jako pfiklad Ize uvést napf. kampylobakteri-
6zy a salmoneldzy. Mnohem ¢&astéjsi jsou vSak infekce endogenni, kdy plivodce pochazi z mikro-
flory lidského téla. Zasadni otazkou je vSak skute¢nost, zdali se jedna o primarni nebo sekundarni
osidleni, a to z ddvodu vy$Si miry odolnosti k antibiotické 1é¢bé v pfipadé sekundarni mikroflory.
Vyznamnym a stale se zvySujicim problémem je rezistence bakterialnich patogend k antibiotik(im.
Tuto skutecnost Ize dokladovat u grampozitivnich bakterii, napfiklad methicilin-rezistentnich kmend
Staphylococcus aureus a vankomycin-rezistentnich enterokokl. U hemato-onkologickych pacientl
vSak v posledni dobé narusta vyznam multirezistentnich gramnegativnich bakterii, které predstavuji
terobakterie s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz a rezistentni nefermentujici bakterie, prede-
v§im kmeny Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii a Stenotrophomonas maltophilia.
Stoupajici ¢etnost uvedenych bakterialnich kmen( je asociovana s vy$si morbiditou a mortalitou pa-
cientd, pficemz moznosti adekvatni antibiotické &by jsou stale vice limitovany. S uréitou nadsazkou
Ize deklarovat, Ze v pfipadé terapeutickych moznosti infekci vyvolanych gramnegativnimi bakteriemi
se medicina vraci o 30 let zpatky a moznost vzniku pandemie infekénich onemocnéni vyvolanych
multi- a panrezistetnimi kmeny je stale vy$si. Tento fakt spolu se skute¢nosti, ze na obzoru nejsou
nova antibiotika resici tento problém, pfedstavuje ,smrtici kombinaci®. Problém bakterialni rezisten-
ce je multifaktorialni a musi byt feSen na zakladé interdisciplinarniho pfistupu. Je nutna uzka spo-
luprace vSech zdravotnickych pracovniki s cilem zachovat u¢innost antibiotik. Pokud si polozime
otazku: Je souéasna medicina schopna se obejit bez antibiotik? Odpovéd’ zni: Ne, neni to mozné!
Z tohoto pohledu je nutné pfistupovat k problematice bakterii, bakterialnich infekci a antibiotické
|é¢by. Podporeno VVZ MSM6198959205.

2209.

Zatéz reverzni izolace u pacientli postupujicich transplantaci kmenovych bunék na Hemato-
-onkologii ve Fakultni nemocnici Olomouc

Vitkova Jitka (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Jednou z moznosti 1é€by u hematologickych malignit je transplantace perifernich kmenovych bu-
nék nebo kostni dfené. Soucasti kazdé transplantace je pfipravny rezim pomoci vysokodavko-
vané chemoterapie, popfipadé celotélového ozareni. Tato agresivni protinadorova lécba poskodi
v rizném stupni imunitni systém pacienta a ten je nachylny k infekénim komplikacim. Reverzni
izolace ma za ukol témto infekénim komplikacim zabranit nebo je alespori snizovat. Tento ochran-
ny rezim skladajici se z fady opatfeni v oblasti samostatného pokoje s laminarnim proudénim
vzduchu s HEPA filtry, zvySené osobni hygieny, desinfekce a sterilizace ploch, pfedmétt, upravy
jidla, filtrace vody, nemocné na transplantaéni jednotce zatézuje. Do jaké miry tato omezeni
transplantovanym pacientiim vadi, bylo zkoumano pomoci dotaznikového Setfeni probihajiciho
v ramci bakalarské prace na HOK FN OL v roce 2011. S vysledkem tohoto zji§téni budete sezna-
meni na OHD.



2117.

Aspekty adaptacniho procesu v oboru hematoonkologie

Zitkova Marie, Jufenikova Petra, Spackova Jana (Interni hematoonkologicka klinika FN, Brno,
Katedra oSetfovatelstvi, LF MU, Brno)

Adaptaéni proces predstavuje kli¢ové obdobi v profesnim Zivoté kazdé sestry, zasadné ovliviiuje
jejich dal$i setrvani ¢i nesetrvani v oboru a nastartovava jejich dal§i odborny i lidsky rozvoj. Novy
pracovnik je postaven pred naroénou cestu vybudovani si pracovnich navykd, ziskani praktickych
a dalSich teoretickych zku$enosti, sZiti se s kolektivem spolupracovniki tak, aby byl schopen kla-
dené naroky zvladnout. Metoda: Dotaznikové Setfeni bylo provedeno v obdobi 2008 - 2010. Cilo-
vou skupinou respondent( byly nové nastupujici vSeobecné sestry do pracovniho poméru na dané
pracovisté. Pro splnéni stanovenych cilli byly dotazniky rozdavany v odstupu 3 mésicl (skupina
A) a 12 mésicl (skupina B) po nastupu nového pracovnika na pracovisté v celkovém poctu 60.
Celkovy pocet respondentt byl limitovan po¢tem nové nastupujicich pracovnikil. Vzhledem k celko-
vému poctu respondentt byl ke statistickému zpracovani zvolen Freeman-Halton(v test pro hladinu
vyznamnosti p < 0,05. Vysledky Soubor A: Spole¢né zafazeni ve sluzbach spole¢né se sestrou
Skolitelkou v délce 4 tydny zaznamenalo 58 % dotézanych, 16 % uvedlo délku spoleénych sluzeb
5 tydnl a 3 tydny a pouze 10 % uvedlo tydny 2. Spokojenost s priibéhem spojenych sluzeb uvedlo
vSech 100% respondentl. Jako nejvétsi pomoc v tomto obdobi respondenti v 87 % pojmenova-
li podporu skolitelky a kolegyni, 10% vyhovovalo ¢asté provadéni vykond a pro 3% dotazanych
byla pomoci osobni silna vile. Po¢atek samostatné prace respondenti charakterizovali pfitomnosti
nervozity 35 %, strachu a obav 26% a v 16 % nedostate¢nou organizaci prace. Nejvice obavanou
¢innost v pocatku samostatné prace predstavovala shodné organizace prace a pInéni ordinaci 17 %,
manipulace s chemoterapii 12 %, shodné 10 % uvedlo manipulaci s zZilnimi katetry a krevni odbéry.
Dale byly uvedeny obavané cinnosti péce o mrtvé a resuscitace, shodné 7 %. Jako pretrvavajici
obavané ¢innosti v souboru B dotazani uvedli v 31 % resuscitaci, pé¢i o mrtvé v 17 %, zadné ¢innosti
14% a nové cinnosti jsou stale obavanou ¢innosti pro 11% dotazanych. Spolupraci s mentorem
86 % dotazanych ohodnotilo stupném 1, zndmka 2 byla zaznamenana 14 % dotazanymi. Zavér Pro
adekvatni fizeni pracovni adaptace je potfebné disponovat s co nejvét§im poctem informaci o po-
tfebach, problémech, konkrétnich problémovych ¢&innostech, s kterymi se novi pracovnici v pra-
xi potykaji. Vzdélavani novych pracovnikd patfi mezi priority manazerské prace v oSetfovatelstvi.

2234.
Lécba malignich exulcerujicich ran u pacientti s lymfomem
Vodickova Marcela, Labudikova Monika, Kajaba Vaclav (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

PFi onemocnéni lymfomem se ¢asto objevuji maligni exulcerujici defekty v misté infiltrace one-
mocnénim. Setkavame se s hlubokymi otevienymi ranami s poSkozenim podkozi, svald, fascii
i kosti. Lé¢ba malignich defektl je vzdy velmi slozita a proto by méla byt komplexni a interdiscipli-
narni. Dle stadia a typu onemocnéni se voli Iééba celkova i lokalni. V pééi o maligni rany je vzdy
prioritou ovlivnit negativni symptomy (zapach, sekreci, krvaceni) a stanovit redlné cile. S uspé-
chem vyuzivdame materidly a preparaty vihké terapie (alginaty, kryti se stfibrem,aktivnim uhlim,
silikony, polyuretanové pény aj). Vhodny obvaz je takovy, ktery odvadi sekret, zabraruje zapachu,
snadno se odstrariuje a je pokud mozno atraumaticky pro pacienta. Dulezitou soucasti oSetfovani
malignich defektl je také monitorace nutriéniho stavu pacienta, ktery ovliviiuje reparaéni procesy
tkani. Dobfe zvladnuty manazment bolesti, edukace a psychického stavu nemocného umozni
ziskat pacienta a jeho rodinu pro dal$i spolupraci v domacim o$etfovani. Budeme prezentovat
2 kazuistiky o$etfovani maligni rany na HOK za rok 2011 a 2012. Kazuistika .1 Zena 35 let
odeslana z ortopedické kliniky nemocnice Sv. Anny v Brné,kam preloZena z ortopedické kliniky
FN Olomouc pro nejasnou diagnézu maligni rezistence levého kolene. Na nasi kliniku pfijata
22.2.2012 s dg.Difuzni velkobunéény lymfom s exulcerujicim malignim defektem levého kolene
a bérce o velikosti 22x12cm. Zahdjila 1éEbu chemoterapii, kterou provazela intenzivni péce o ranu
s pouzitim materiald vihkého hojeni. Po 50-ti dnech oSetfovani rana velikosti 8x7cm. Nyni paci-
entka pfevazné v ambulantni péci. Kazuistika ¢. 2 Muz 34let s dg. M. Hodgkin sledovan na nasi
kinice od roku 1998. Po nékolika letech IéEby chemoterapii, radioterapii,autologni transplantaci
a po opakovanych relapsech onemocnéni s pretrvavajici exulcerujici pistéli v levé axile se pacient
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4.2.2010 rozhodl odmitnout dal§i nabizenou Ié¢bu. Vyhledal I1éCitele a zvolil samolécbu. 7.12.2011
pfijat na HOK s rozsahlou nekrézou levé lopatky a axily o velikosti 20x30cm s postizenim svall
i kosti. Zahajena lokalni Ié¢ba rozsahlého exulcerujiciho defektu. Pacient pfelozen do spadové
nemochnice, kde po nékolika tydnech na progresi zakladniho onemocnéni umira.

2247.
Zakon o zdravotnich sluzbach: nové aspekty vztahu zdravotnika a pacienta
Prochazka Vit (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

2119.

Mladym lékarem v srdci rovnikové Afriky

Schwarz Rodion, Kréméry Vladimir, Charvatova Eva, Rothbauerova Anna, FarkaSovska Daniela
(Podolska ordinace s.r.o., Praha Vysoka Skola zdravotnictva a socidlnej prace sv. Alzbety, Bratislava
- SVK)

Kdyz se zméni povaha ¢lovéka, zméni se i svét. Myslenky jsou podkladem skutkl a skutky jsou
jejich vyslednice. Snaha dat touhu po pravdé byla jedna z hlavnich napini nasi mise. Pravda existuje.
Je zakladem vSeho. Kdyby se lidi k ni oto€ili, dostaly by i inspiraci z té pravdy. Pak nebudou $patni,
nebudou sobecti, liskoviti, mazani, jako se ted cely svét vytvari. Musime si uvédomit, Ze budeme
mit takové prostredi, jaci budeme sami. Kdyz budeme dobfi, bude dobré. Kdyz budeme sobecti,
bude sobecké. Kdyz si uvédomime, Ze na tomto svété nebudeme vécné, Ze se jedna jen o pfilezitost
zmeénit jej k lep§imu, zméni se i na$ pohled na Zivot svij i svého okoli, kolegl a pacientd. Je podiv-
né, ze vétS§ina ma presné opacny pocit. Tato pfednaska bude jen vyusténim myslenek a popisem
¢innosti, jejiz naplni bude snaha o impulz k novému vnimani profese zdravotnika, byti. Zpisobl jak
toho dosahnout je mnoho, stejné jako cest na vrchol hory. Kazdy musi tu svou najit podle vlastnich
sil a obtiznosti. Tou mou byla Afrika.

2138.

Lécebné erytrocytaferézy na Transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc

Chmelova Sona, Provazova Jana, Entrova Alice, Galuszkova Dana (Transfuzni oddéleni, FN, Olo-
mouc)

Uvod: Cinnost TO FNOL je od roku 2005 rozsifena o lécebny afereticky program (Ié&ebné depleéni
erytrocytaferézy). Z hematologickych ambulanci jsou k ndm k témto vykondm odesilani pacienti
nejen z FNOL, ale z celého Olomouckého kraje. V nasi kartotéce mame jiz evidovano celkem 93
pacientd (56 muzl a 37 Zen ), jejich vék je 20 az 87 let. Nejcastéjsi indikaci k provedeni Ié¢ebné
depleéni erytrocytaferézy na naSem pracovisti jsou pacienti s dg. polycytemia vera, ktefi tvofi 80%.
Dalsi indikace jsou méné frekventni (sekundarni polyglobulie, primarni hemochromatéza, familiarni
erytrocytéza). Metodika: LéEebné deplecni erytrocytaferézy provadime na tfech pfistrojich (MCS+),
procedura ,Therapeutic a autologous erytropheresis“ (TAE) se setem REF 944. Lécebné vykony
provadi zaskolené v§eobecné sestry v odbérovém salku pro pacienty. Lécebné rezimy umoznuji
individualni nastaveni parametri separace dle aktualnich hodnot pacienta (mozno nastavit cilovy
hematokrit, odebirany objem erymasy, objem kompenzace fyziologickym roztokem). Pacienti jsou
na vykony objednavani, v pfipadé akutniho pozadavku jsme schopni provést vykon kdykoliv. Vy-
sledky: Data v této prezentaci jsou zpracovana od r. 2005 do r. 2011. Ve sledovaném obdobi jsme
provedli 462 Iéebnych vykonu. Pocet provedenych 1é¢ebnych aferéz ma od roku 2005 vzestupnou
tendenci. Za rok 2011 jsme na naSem pracovisti provedli 105 téchto Ié¢ebnych separaci, frekvence
odbér( je individualni v zavislosti na diagnoze, hodnotach krevniho obrazu a klinickych symptomech
pacienta (primérna frekvence odbéru je 2 az 4 ro€né). Hematokrit pacient(l pfed separacemi se
pohybuje od 0,45 do 0,66. Mnozstvi odebrané erymasy pfi jedné separaci bylo v rozmezi 420g az
6269. Primérna délka vykonu byla 45 minut. LéCebné erytrocytaferézy jsou ze strany pacient(i dob-
fe snaseny, komplikace jsou minimalni. Zavér: Depleéni |éCebné erytrocytaferézy rozsifily ¢innost
klinické ¢asti naseho pracovisté. Pocet pacientd i pocet provedenych vykon( kazdoro¢né narlsta.
Deplecni erytrocytaferéza je pro pacienta vétSim pfinosem, nez bézna venepunkce plné krve. Ode-
birame jednorazové dany objem erymasy z jednozilniho vstupu a intervaly mezi separacemi jsou tak
delsi. Vykony pfispivaji ke zlep$eni kvality Zivota pacient(.



Moderni oSetfovatelstvi rodinu klienta z pé¢e o nemocného nevyclenuje, naopak rodina se stava
aktivnim ¢lankem v o$etfovatelském planu. Zdraveé fungujici rodina ma v procesu péce nezastupitel-
né misto. Sestra stravi s pacientem i s jeho rodinou mnoho ¢asu, proto je nezbytné, aby si dokazala
ziskat jejich diivéru. Pokud je sestra aktivni pfi komunikaci s rodinou nemocného, miize predchazet
moznym komplikacim, ke kterym by mohlo dochazet. Ziskani davéry ze strany rodiny je dobrym za-
kladem pro kvalitni vztah mezi sestrou, nemocnym klientem i jeho rodinou. Tato dlivéra je totiz velice
dllezitd pro poskytovani kvalitni oSetfovatelské péce a pfi uspokojovani vSech bio-psycho-social-
nich potreb klienta. Nemoc a zavazny zdravotni stav pfedstavuje nejen pro klienta, ale i jeho rodinu
stresovou situaci, se kterou se kazdy ¢len rodiny individualné vyrovnava. Pfi komunikaci a interakci
s rodinou je nezbytné si uvédomovat, Ze rodina jako celek i jednotlivi jeji lenové maji svoji psycho-
logii a svou historii, se kterou by se sestra a dal$i zdravotnicky personal mél seznamit a akceptovat
ji. Vhodnou komunikaéni formou s rodinou tézce nemocného klienta a klienta v terminalnim stadiu
je nedirektivni psychoterapeuticky pfistup. Byt vstficnou, empatickou a respektujici sestrou v naro¢-
nych situacich, kterymi rodina prochazi, je projevem vysoce profesionalniho chovani.

2248.
Komunikace s rodinou pacienta v terminalnim stadiu
Jelinkova Eva (Care of you, s.r.o., Vyskov)

2122,

Pouzivani mékkych silikonii na pfevazy — drahé nebo ekonomické? (kazuistika, kalkulace)
Chvojkova Ivana, Bystficka Eva, Reza¢ova Sarka, Hlinkova Zdenka (Hemato-onkologické oddélent,
FN, Plzeri)

Uvod: Porugeni kozni integrity u hemato-onkologickych pacienttl predstavuje jednu z moznych kom-
plikaci. Hrozi zde nékolik zavaznych rizik, které mohou ohrozit nemocného i na zivoté. Riziko vniku
infekce, obtizné hojeni rany v dlsledku zakladniho onemocnéni, probihajici Ié¢by a v neposledni fadé
i z mozné malnutrice pacienta. Z téchto divodl je velmi dllezité u hemato-onkologickych pacien-
th zvolit vhodny materidl k oSetfovani a pfevaziim ran. Moderni materialy pouzivané v dnesni dobé
k oSetfovani ran a defektl postupné vytlacuji klasicka obinadla a suché gazy. Aplikace téchto mate-
riald minimalizuji trauma a bolest pfi pfevazech a tim blahodarné plsobi i na emoéni stav pacienta.
Mékka silikonova kryti snizuji poskozeni okolni klize i samotného lizka rany, maji hydrofobni schop-
nost, neadheruji k vihkému IGzku réany a velmi jemné pfilnou k okolni kiiZi a k suché rané. Pfi pouziti
téchto materiald je zachovana kontinuita v hojeni rany i pfisna sterilita. BohuZel cena téchto materiald
je na prvni pohled pfili§ vysoka, ale pfi spravném pouzivani a jejich vyraznych hojivych ucincich je
materidl(l. Rada bych toto prezentovala v kazuistice v€etné cenového rozboru. Kazuistika: Pacient
33let s ALL od roku 2006 pro relaps provedena v roce 2008 alogenni nepfibuzenecka transplantace
krvetvornych bunék, potransplantaéni tézka strevni forma GvHD, ktera nereagovala na konzervativni
|é¢bu. Z vitalni indikace provedena resekce tenkych klicek a nasledné i subtotalni kolektomie, zaloze-
na jejunostomie. V dlsledku trvajici imunosupresivni 1é¢by nasledovalo nékolika tydenni sekundarni
hojeni operaéni rany s chronickou rannou infekci. K pfevaziim byla zvolena metoda vihkého hojeni
ran, ktera se nam velice osvédcila a v dlsledku byla cenové vyhodnéjsi oproti standardnim pfevazdm.

2246.

Hereditarna hemoragicka teleangiektazia — kazuistika

Chrenova D., Bizikova T., Holly P. (Klinika hematoldgie a transfuzioldgie, Jesseniova lekarska fakulta
Univerzity Komenského Univerzitnd nemocnica, Martin - SVK)

Hereditarna hemoragicka teleangiektazia (morbus Rendu-Osler-Weber; HHT) je vrodenym ochore-
nim, charakterizovanym poruchou regulacie cievnej steny, ktora vedie k tvorbe patologicky rozsire-
nych drobnych ciev (teleangiektazie) a arterio-vendznych malformacii a to v typickej lokalizacii na kozi
a slizniciach alebo vo vnutornych organoch. Zmena cievnej steny je spojena s chronickymi krvnymi
stratami, stupriujucimi sa vekom a veducimi k r6zne tazkému anemickému syndrému. Ide o vzacne,
autozomalne dedi¢né ochorenie, ktorého presny vyskyt nie je znamy. Jeho kauzalna liecba nie je
v sliGasnosti znama, terapeutické intervencie st zamerané predovsetkym na prevenciu a lie¢bu ane-
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mického syndrému a v mensej miere na obmedzenie krvacania z postihnutych ciev, vratane vyuzitia
chirurgickej intervencie. Kazuistika popisuje pripad 65-roéného muza s HHT, dlhodobo sledovaného
na naSom pracovisku. Ochorenie sa manifestovalo opakovanymi epistaxami, veducimi k protrahova-
nému anemickému syndrému stredne tazkého az tazkého stupria. V praci je opisany klinicky prie-
beh ochorenia za obdobie poslednych 6 rokov s poukazanim na Casty vyskyt epizéd krvacania a ich
dobsledky ako aj potrebu dlhodobého sledovania a spoluprace s pacientom.

2128.

Pemphigus vulgaris, terapie plazmaferézou

Krpatova Jana, Urbanova Jitka, Salavec Miloslav (Klinika nemoci kozZnich a pohlavnich, FN a LF
UK, Hradec Kralové)

Pemphigus vulgaris patfi do skupiny onemocnéni asociovanych s autoprotilatkami namifenymi proti
transmembranovym proteinlim desmozomalnich komponent. Diagnostika onemocnéni je zaloZzena
na histologickém vySetreni, s prikazem intraepidermalné lokalizované dutiny puchyfe. Pro onemoc-
néni je typicka ztrata keratocytarni adheze intraepidermalné,dochazi ke vzniku puchyre v epider-
midis,Stépeni zacina suprabazalné (nad bazalni vrstvou pokozky). Déle se v diagnostice uplatriuje
imunofluorescenéni vysetreni, zejména pak prikaz linearni fluorescence v intercelularni substanci
epidermidis (mezibunéény tmel v epidermidis). Terpie tohoto onemocnéni spociva predevsim v dlou-
hodobém systémovém podavani kortikoid(, Ize uzit i adjuvantni terapii. Kortikoidy Setfi terapii jinymi
imunosupresivy (azathioprim, cyklophosfamid, chlorambucil, cyklosporin A). Velmi dilezita je nutri¢-
ni podpora v disledku rozsahlych poskozeni kiize. Nedilnou soucasti terapie je lokalni 1é¢ba, suseni
erozi po strzeni puchyrl a lokalni protizanétliva Iécba. Pacient, 49-let, depresivné ladény v dlsledku
rodinnych problém0. V ¢ervnu 2011 u pacienta doslo k vysevim puchyfl a erozi na trupu, konce-
tinach, ve kétici a nasledné i v dutiné Ustni. Histologicky byl verifikovan Pemphigus vulgaris, nepfi-
ma imnofluorescence, prokazujici cirkulujici autoprotilatky IgG tfidy v séru nemocnych, byla silné
pozitivni proti mezibunéénému tmelu epidermidis az k fedéni 1:40. V listopadu 2011 se u pacienta
objevily v horni ¢asti zad a na predni strané hrudniku eroze v rozsahu 2-4cm a ¢ervenor(izova
makulézni lozZiska. Na dolnich a hornich konéetinach bez koznich zmén, ve kstici prokazany eroze
s krustami, na boltci a na temeni nalez normalni. Na kdzi v obli¢eji necetné riizové makuly a dutina
ustni byla v této dobé bez projevu slizniéniho poskozeni. Pro $patnou odpovéd’ na terapii kortikoidy
a v disledku manifestace vedlejSich ucinku této systémové terapie bylo rozhodnuto o planované
hospitalizaci na Kozni klinice FN-HK k provedeni plazmaferézy a k lokalni terapii. V planu byla série
péti plazmaferéz, dohodnuto na Oddéleni klinické hematologie FN-HK (na separatoru). Vykon pro-
bihal bez komplikaci, standardnim zptsobem. Po provedené sérii plazmaferéz a pfi lokalni a dalsi
systémové terapii doslo k vyraznému zlepseni stavu pacienta.
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2239.

Significance of hepcidin levels assessment in the diagnosis of selected types of anemia in
childhood

Pospisilova Dagmar, Holub Du$an, Houda Jiri, Sulovska Lucie, Mojzikova Renata, Ludikova Bar-
bora, Zidova Zuzana, Horvathova Monika (Department of Pediatrics, Faculty Hospital; Laboratory
of experimental medicine; Department of Biology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky Uni-
versity, Olomouc)

Introduction. The peptide hormone hepcidin is the main regulator of iron homeostasis, which inhibits
intestinal iron absorption and mobilization of iron from the stores. We aimed to assess hepcidin
levels and their diagnostic value in paediatric patients with selected types of anaemia: Diamond-
-Blackfan anemia (DBA), pyruvate kinase (PK) deficiency, iron deficiency anemia (IDA) and anemia
in inflammatory bowel disease (IBD). Patients and Methods. Using the proteomic analysis, hepcidin
level was measured in 33 children — 17 boys and 16 girls (6 patients with DBA, 5 patients with PK
deficiency, 10 patients with IDA and 12 patients with IBD) at the age of 6 months to 18 years and
compared to those in a cohort of 16 healthy children. Results. Hepcidin levels in patients with a se-
vere form of DBA were significantly higher than those of controls (p<0.0005), even in spite of severe
anemia and high erythropoietin levels. The inability to suppress hepcidin is likely caused by the
absence of an “erythroid regulator” due to the severe reduction of erythropoiesis. On the contrary,
hepcidin levels in patients with PK deficiency were significantly lower (p<0.02) which corresponds
to ineffective erythropoiesis and increased levels of the putative negative regulator of hepcidin pro-
duction: GDF15. Low hepcidin levels thus contribute to a greater iron overload in PK patients. In
patients with IDA, significantly lower hepcidin levels (p<0.01) likely reflect an increased iron-demand.
Surprisingly, no significant difference was found between hepcidin levels in IBD patients and the
controls. However, we noted high variability of hepcidin levels in children with IBD, which may reflect
the fact, that in some patients real iron deficiency prevails over the characteristic picture of anemia
of chronic disease. Conclusion. Hepcidin level assessment can refine diagnosis in different types of
anemia. It provides information not only about iron restricted erythropoiesis and the degree of iron
overload, but also about the capacity of enterocytes to absorb iron from the intestine. It may be used
as guidance when deciding on indications of oral and parenteral application of iron. The knowledge
of hepcidin level in various pathological conditions may bring very important insights into the aspects
of iron homeostasis that are yet unclear.

Grant support: Grant of Ministry of health NS 9951, NT 11059 and Internal grant of Palacky Univer-
sity Olomouc LF_2012_016.

2199.

Characterization of erythropoiesis in DMT1-mutant mice

Horvathova Monika, Zidova Zuzana, Kapralova Katarina, Dolezal Dalibor, Divoky Vladimir (De-
partment of Biology and Department of Hemato-Oncology, Faculty of Medicine and Dentistry, Pa-
lacky University, Olomouc)

Recessive mutations in divalent metal transporter 1 (DMT1) are responsible for the development of hy-
pochromic microcytic anemia associated with ineffective erythropoiesis and iron overload. In contrast
to human patients, the originally described mouse model with DMT1 mutation, mk/mk mice (strain MK/
Red) presented with severe anemia and systemic iron deficiency. In this study we characterize iron
metabolism and erythropoiesis in mk/mk mice propagated on novel 129S6/SvEvTac background. The
129S6/SvEvTac-mk/mk mice showed significantly increased plasma iron levels and elevated satura-
tion of transferrin, but diminished iron stores in the spleen and liver when compared to wild-type (wt)
littermates. Analysis of hepcidin, the key regulator of iron homeostasis, showed almost undetectable
levels of hepcidin mRNA in mk/mk liver which negatively correlated with mRNA levels of the putative
hepcidin suppressor growth differentiation factor 15 (GDF15) in the bone marrow. Colony forming as-
say revealed abnormal morphology and reduced number and cellularity of mk/mk erythroid colonies
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in comparison with colonies of wt mice. All these characteristics improved by the addition of an iron
donor, Fe-SIH to the culture. We previously showed that Fe-SIH also rescues the growth of patient’s
DMT1-mutant erythroid BFU-Es colonies. Flow cytometry analysis using Ter119/CD71 vital staining
revealed abnormal pattern of erythroid differentiation in the bone marrow and spleen of mk/mk mice
when compared to wt mice. Moreover, the mk/mk erythroblasts showed higher apoptotic rate than
those of wt mice. Finally, we observed a markedly increased susceptibility of mk/mk erythrocytes to
undergo apoptosis (eryptosis) after exposure to stress conditions in vitro in comparison with wt ery-
throcytes. We conclude that the phenotype of 129S6/SvEvTac-mk/mk mice differs from the originally
described MK/ReJ-mk/mk mice but better resembles the clinical picture of DMT1-mutant patient. The
difference between these two mouse strains is likely caused by genetic factors that modify iron ho-
meostasis and which differ between the MK/ReJ and 129S6/SvEvTac strains. We also conclude that
impaired DMT1 function negatively affects all stages in the erythroid lineage.

Grant support: Czech Grant Agency, grants No. P305/10/P210 and P305/11/1745; Internal Grant of
Palacky University Olomouc (LF_2012_016).

2229.

Transcriptional regulation of EPO receptor gene (Epor) upon deficiency of divalent metal
transporter-1 (DMT1)

Burda Pavel, Cufik Nikola, Horvathova Monika, Divoky Vladimir, Stopka Tomas (Institute of Patho-
physiology, First Faculty of Medicine, Charles University, Prague; Department of Biology, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc)

Recessively inherited deficiency of divalent metal transporter 1 (DMT1) associates with severe
microcytic anemia in human patients and in a mouse model (mk/mk mice). Impaired DMT1 function
in erythroid progenitors blunts some aspects of erythropoietin (EPO) signaling. Activation of the
Epor pathway with high EPO doses complements this defect (Horvathova et al, 2012). DMT1-de-
ficiency may negatively affect transcriptional regulation of Epor gene and high EPO doses could
stimulate Epor expression in DMT1-mutant erythroid cells. Indeed, treatment with EPO of the mk/
mk mice increased the Epor expression. We asked whether Epor gene transcription is modulated in
DMT1-deficient erythropoiesis. We firstly studied how erythroid transcription factor GATA-1 and its
antagonistic factor PU.1 regulate Epor gene. We used mouse erythroleukemia (MEL) cells expre-
ssing ectopic 17b-estradiol-inducible form of Gata-1 (GER) or PU.1 (PUER). Indeed, Epor mRNA
expression is stimulated by Gata-1 and inhibited by PU.1 within hours. By chromatin immunoprecipi-
tation (ChlIP) assay we found that mMRNA levels were reflected by changes in histone H3 lysine (K)9
acetylation specifically at -1.6 kb region upstream transcription start site. This region contains Gata-
1 and PU.1 binding sites and also the binding sites of PU.1-regulated transcription factor Cebpa
(CCAAT/enhancer-binding protein alpha). Transcription factors PU.1 and Cebpa promote differenti-
ation towards monocytes and granulocytes and are involved in block of erythropoiesis by interfering
with GATA-1. PU.1 and Cebpa are recruited at -1.6 kb region of Epor gene following stimulation of
PUER cells by 17b-estradiol. The upstream Epor fragment was cloned to the reporter plasmid to test
its transcriptional activity in respect to DMT1. At this point we uncovered new mode of transcriptional
repression of Epor by PU.1 and Cebpa. We expect that our study will enhance understanding of
relationship between DMT1 deficiency (and its effect on cellular mobilization of iron or other divalent
metals including zinc) and erythroid transcriptional regulation of Epor induced by EPO.

Grant support P305/11/1745, P301/12/P380, P305/12/1033. Institutional funding: PRVOUK-P24/
LF1/3, UNCE 204021, SVV-2012-264507, GAUK 251135 82210. SureChlIP technology was supp-
orted by FR-TI2/509)

2232.

Deciphering the role of iron withdrawal by deferoxamine mesylate on regulation of cell cycle
in pluripotent stem cells

Raskova Kafkova Leona, Divoky Vladimir, Calabkova Lenka (Dept. of Biology, Faculty of Medicine
and Dentistry, Palacky University, Olomouc)

Iron chelation therapy is used in patients with myelodysplastic syndrome, and also with primary my-
elofibrosis to prevent complications of iron overload. Iron chelation allows controlling iron stores and



preventing iron-induced cardiac disease. The impact of chelation therapy on cancer cell iron metabo-
lism is apparent but not well understood. Since a recent evidence of marked anti-tumor activity of iron
depletion, the effect of iron chelation on cancer cell metabolism has become a task of many studies.
As a model of cancer stem cells we use mouse embryonic stem cells (MESCs), naturally immortalized
pluripotent cells with a high proliferation rate and rapid cell cycle progression. To remove iron ions from
cultivation medium, we use deferoxamine mesylate (DFO), a large lipophilic molecule, which does not
enter cells through the cell membrane. In somatic cells, iron depletion in vitro typically results in a G1/S
arrest, rarely in a G2/M arrest, known to be regulated by checkpoint pathways. Our previous data sho-
wed that checkpoint response in mMESCs varies from that in somatic cells. We previously suggested
that low checkpoint activity in mESCs is connected with altered localization of checkpoint proteins. For
iron depletion, we treated mESCs with 5 uM DFO for up to 72 hours. We did not observe any cell cycle
arrest, and correspondingly, we did not detect activation of the main checkpoint proteins ATR, ATM,
Chk1 and Chk2. The structure of mESCs cycle was preserved in iron depleted conditions, without
accumulation of cells in particular phase. Further, we observed strong apoptotic response — 70% of
dead cells after 72 h of iron chelation. This response is regulated through activation of caspase-3 after
24 h of iron chelation. Further, iron depletion is connected with decrease of ribonucleotide reductase
(RR) activity. RR supplies cells with deoxyribonucleotides (dNTPs) for DNA synthesis. In mESCs the
activity of RR decreased to 10% of its original activity after 48 h of iron chelation. The lack of dNTPs
resulted in increase of DNA damage, which was measured as an increment of phosphorylation of
gammaH2AX on Ser139. In conclusion, we propose that increase of DNA damage is an inevitable
consequence of iron chelation; which (in contrast to somatic cells) in pluripotent mMESCs leads to direct
activation of apoptosis without activation of checkpoints.

Grant support: Projects No. NT12218 and P305-11-1745.

2230.

Functional consequences of the co-localization of the chromatin remodeling factor Smarca5
and the epigenetic insulator Ctcf in leukemia cells

Kapalova Martina, Burda Pavel, Vargova Karin, Zikmund Tomas, Pospisil Vit, Stopka Tomas (Institu-
te of pathophysiology, First Faculty of Medicine, Charles University, Prague)

In this study we asked if major nucleosome assembly and spacing factor Smarca5 binds to DNA me-
thylated regions and whether it influences DNA methylation. Two DNA regions were studied: H19/Igf2
Imprinting Control Region (ICR) and upstream regulatory element (URE) and enhancers of PU.1 gene.
Three cell systems of AML were used: murine erythroleukemia cells with conditionally activated Smarca5
shRNA-expressing transgene (MEL-sh), OCI-M2 human erythroleukemia and c-kit+ AML blasts derived
from mice with deleted URE (PU.1URE/URE). Firstly, we observed that Smarca5 occupies the ICR in MEL
cells coincidently with high expression of H19 and very low expression of Igf2. This expression pattern is
mediated by Ctcf, which was also detected on ICR. Next, we depleted Smarca5 in MEL-sh cells from ICR
causing H19 expression to become downregulated. DNA methylation was found in three out of six ampli-
cons at ICR. Upon induction of MEL-sh cells ICR become significantly demethylated. As Ctcf occupancy
at ICR was also inhibited it led us to ask whether Smarca5 interacts with Ctcf and using co-immunopre-
cipitation this interaction was confirmed. To conclude this part, Smarca5 occupies ICR and is important
for Ctcf binding and expression of its target gene H19. Smarca5 may be involved in DNA methylation of
ICR. Next we asked whether DNA demethylation influences occupancy of Smarca5. We treated OCI-M2
and PU.1TURE/URE blasts with 5-azacitidine (AZA) and determined DNA methylation status of the PU.1
gene that is known from other work in our laboratory to be severely DNA methylated and rapidly deme-
thylated and transcriptionally upregulated by AZA. In AZA-untreated OCI-M2 cells Smarca5 is localized
throughout the PU.1 gene by ChIP. Treatment with AZA results in DNA demethylation and loss of Smar-
cab occupancy. DNA demethylation results in recruitment of Ctcf downstream the URE where Smarca5
occupancy is retained. In the PU.1URE/URE blasts, AZA treatment also depletes Smarca5 from the PU.1
gene, coincidently with PU.1 upregulation. In this model Ctcf occupancy is retained at the PU.1 promoter.
To conclude, using several AML models, we found that Smarca5 occupancy on DNA depends reflects its
methylation status at PU.1 gene and that Smarca5 may be needed to prevent DNA demethylation at ICR
and for interactions with Ctcf on DNA.

Grants: P305/12/1033, P301/12/P380, GAUK 251070 45410, GAUK 534212. UNCE 204021, PR-
VOUK-P24/LF1/3, SVV-2012-264507, FR-TI12/509.
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MNOHOCETNY MYELOM

2166.

Thalidomid v 1éébé mnohoéetného myelomu po 10 letech — mizZe nas jesté prekvapit?

Minafik Jifi, Jarkovsky Jifi, Sandecka Viera, Maisnar Vladimir, Gregora Evzen, Spi¢ka Ivan, Starost-
ka David, Plonkova Hana, Walterova Lenka, Wrobel Marek, Vonke Ivan, Adamova Dagmar, Kessler
Petr, Obernauerova Jarmila, Pika Tomas, Zahradova Lenka, Radocha Jakub, Pavli¢ek Petr, Straub
Jan, Mikula Peter, Gumulec Jaromir, Heinzova Vladimira, Badovsky Jaroslav, Pour Ludék, Machal-
kové Katefina, Novosadovéa Libuge, Hajek Roman, Séudla Vlastimil (//l. interni klinika - NRE, FN,
Olomouc; IBA, LF Masarykovy univerzity, Brno; IHOK, FN, Brno; FN, II. Interni klinika - oddéleni kli-
nické hematologie, Hradec Kralové; OKH, FNKV, Praha; I. interni klinika - klinika hematologie, VFN,
Praha; Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s Poliklinikou, Havitov; Ustav klinické hematolo-
gie, FN, Ostrava; Oddéleni klinické hematologie, Krajska nemocnice, Liberec; Hematologické odde-
leni, Nemocnice, Novy Jigin; Oddéleni klinické hematologie, Nemocnice, Ceské Budéjovice; Hema-
tologicko-transfuzni oddéleni, Slezska nemocnice, Opava; Oddéleni hematologie a transfuziologie,
Nemocnice, Pelhfimov; Hematologicko-transfuzni oddéleni, Okresni nemocnice, Mlada Boleslav)

Thalidomid patfi k nejkontroverznéj$im lékim 20. a 21. stoleti. Jeho zavedeni do Ié¢by rannich ne-
volnosti téhotnych Zen v 50. letech 20. stoleti vedlo k snad nejsmutné;jsi kapitole medicinské historie
s dusledky na Zivoty desetitisicti déti. Na druhou stranu, pfedevsim diky thalidomidu byla v Iékové
politice zavedena mnohem pfisnéjsi opatieni, vedouci k pfisné ochrané subjektt v§ech klinickych
zkouSeni. Po zékazu léciva byla na dlouhou dobu zastavena jakakoli hodnoceni a pouze nesmélé
pokusy s podavanim thalidomidu u nemocnych s erythema nodosum leprosum v 70. letech 20. sto-
leti naznacovaly mozny dal$i smér jeho pouziti. Za skute€né ,,znovuzrozeni“ thalidomidu Ize oznacit
rok 1997, kdy byl thalidomid poprvé uspésné pouzit u nemocnych s mnoho¢etnym myelomem. Zahy
byla jeho neocekavané vysoka ucinnost potvrzena v fadé randomizovanych studii a thalidomid zmé-
nil zasadné prognézu jedincti s mnohocetnym myelomem, jako prvni lék s takto prevratnym Gcinkem
po takrka 40 letech. Velmi brzy se dostal prakticky do vSech linii 1é¢by — jak do indukéni terapie
véetné pfipravy ke sbéru perifernich kmenovych bunék, tak do lé€by progresivniho/relabujiciho
onemocnéni, své misto nasel téz v |é¢bé konsolida¢ni/udrzovaci |é¢bé a také v pozdni refrakterni
fazi onemocnéni. V Ceské republice byl poprvé predstaven v roce 2000, kdy bylo nékolik malo ne-
mocnych lé€eno tabletami darovanymi firmou Griinenthal. Od roku 2004 byl podavan v ramci Speci-
fického lé¢ebného programu a od roku 2007 je pIné hrazen i v primolécbé myelomu. Souc¢asné je ale
v poslednich letech z |éEby myelomu postupné vytlacovan fadou novych ucinnéjSich biologickych
pusobku. NapIni sdéleni je prehled zku$enosti s thalidomidem véetné méné znamych skutecnosti
spjatych s timto lé¢ivem, zhodnoceni jeho dopadu na lé¢bu v raznych fazich mnohoc¢etného myelo-
mu, a téz posouzeni jeho sou¢asné role v éfe novéjSich a ucinnéjsich I1éka.

2185.

Vyznam stanoveni FLC u monoklonalnich gamapatii. Vysledky grantu IGA NS 10387-3/2009
Maisnar Vladimir, Radocha Jakub, Tichy Milo$, Zahradova Lenka, Vavrova Jaroslava, Cerméakova
Zdenka, Hole¢kova Magdalena, Dastych Milan, Hajek Roman (II. interni klinika - OKH, LF UK a FNa
UKBD, FN, Hradec Krélové; IHOKa UKBD, FN, Brno)

Grantovy projekt byl zaméren na analyzu mozného vyuziti stanoveni volnych lehkych fetézcl (FLC)
v séru jako nového markeru k posouzeni aktivity monoklonalnich gamapatii. Jiz dlouhou dobu zaméfu-
jeme své Usili na standardizaci zakladnich diagnostickych metod mnohoéetného myelomu. Stanoveni
FLC neni levnym testem, proto vznikla potfeba vyhodnoceni jeho spolehlivosti a pfinosu udavanych
vyrobcem. Cile tohoto projektu byly formulovany na zakladé potencialné nejvhodnéjsich indikaci pro
vyuziti stanoveni FLC v klinické praxi. V prvni fadé bylo nutné standardizovat metodu stanoveni FLC,
poté byl vyhodnocen jeji pfinos pro stanoveni prognézy pacientd s MGUS a dale pro sledovani akti-
vity onemocnéni u pacientll s mnohocetnym myelomem. Pro analyzu séra jsme pouzivali standardni
metodu FreeLiteTM (The Binding Site, UK) spole¢né s novou ELISA metodou (BioVendor, CR). Spo-
lupracovali jsme s registrem monoklondlnich gamapatii (dnes jiz pres 4000 pacientt s MG). Potvrdili
jsme platnost stratifikaéniho modelu MGUS Mayo Clinic. Souc¢asné s tim jsme identifikovali dalsi po-
tencialné vhodné znaky, které planujeme ovéfit v ramci dalSich analyz a pfipadné je vyuzit pfi pfipra-



vé podrobnéjsiho stratifikaéniho modelu. Pro vétsinu pacientl (s vyjimkou pacientd s oligosekreénim
myelomem) nepfinasi stanoveni FLC v séru podle vysledk( naseho sledovani zadnou vyhodu oproti
standardnimu stanoveni koncentrace M-Ig pfi monitorovani aktivity onemocnéni. Normalizace poméru
FLC v kompletni remisi nebyla spjata se signifikantné delSi dobou do progrese, ackoli byl pozorovan
trend k jejimu zlep$eni. K potvrzeni vyznamu stanoveni FLC v této indikaci bude potfeba rozsifit sle-
dovany soubor nemocnych a stanoveni FLC doplnit o nové zavadénou 8-barevnou imunofenotypizaci
vzork( kostni dfené za ucelem stanoveni minimalni rezidualni choroby.

2223.

Translokace t(14;16): frekvence a vyznam u nemocnych s mnoho¢etnym myelomem

Mickova Pavla, Balcarkova Jana, Pika Tomas, Holzerova Milena, Nedomova Radka, Hanzlikova
Jana, Prekopova Ivana, Kropackova Jitka, Séudla Vlastimil, Indrak Karel, Jaro$ova Marie (HOK; /.
interni klinika - NRE, LF UP a FN, Olomouc)

Translokace t(14;16) patfi spole¢né s translokacemi t(4;14), t(14;20) a deleci genu TP53 k vysoce rizi-
kovym cytogenetickym zménam u nemocnych s mnohocetnym myelomem (MM). Translokace t(14;16)
s naslednou zvySenou expresi protoonkogenu C-MAF a deregulaci genu WWOX/FOR byva provazena
agresivnim prib&éhem onemocnéni, snizenou citlivosti nebo rezistenci na chemoterapii a ¢asnou progre-
si/relapsem onemocnéni. Z ddvodu velmi nizké incidence t(14;16) u nemocnych s MM (2-10%) neni jeji
vyznam dodnes zcela objasnén, o éemz svédci i vysledky nedavnych studii vyvracejicich statut transloka-
ce t(14;16) jako nezavislého prognostického faktoru pro nemocné s MM. Cilem prace bylo uréeni frekven-
ce vyskytu translokace t(14;16), vyhodnoceni cytogenetickych, molekularné-cytogenetickych a klinickych
dat v souboru nemocnych s MM nebo monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu (MGUS) diagnosti-
kovanych a Ié¢enych na lll. interni klinice a cytogeneticky vySetfenych na Hemato-onkologické klinice FN
v Olomouci v letech 2000-2012. Translokace t(14;16) byla prokazana u 9 (2,9%) z celkového poctu 302
nemocnych vySetfenych pro prestavbu genu IgH. Soubor 9 nemocnych tvofilo 5 muzi a 4 Zzeny s me-
dianem véku 64 let. NejCastéji nalezenymi pridatnymi zménami byla delece genu RB1 (7 nemocnych)
a trisomie nebo tetrasomie chromosomu 15 (6 nemocnych). Ze 7 nemocnych, u nichZ byl kombinaci me-
tod konvenéni cytogenetiky a FICTION prokazan komplexni karyotyp, byla u 1 nemocné vyuzita metoda
CGH, v pfipadé jiného nemocného pak metody mFISH a arrayCGH. Jedinym isotypem monoklonalniho
imunoglobulinu detekovaného v krevnim séru nemocnych byl isotyp IgG, u dvou nemocnych byla proka-
zana Bence-Jonesova bilkovina. Pomér sekrece lehkého fetézce kappa:lambda byl 4:5. Klinické stadium
| dle stratifikaéniho systému Durie-Salmon bylo zjisténo u 2 nemocnych, stadium Il a lll u 2 resp. 5 ne-
mocnych, pficemz u 3 nemocnych byla zastizena vyznamna renalni nedostate¢nost. Inicialni leukemizace
byla zachycena u 3 nemocnych. Cytogenetické a molekularné cytogenetické vysledky souboru nemoc-
nych s MM ukazuiji, Ze prognosticky nepfizniva translokace t(14;16) se v naSem hodnoceném souboru
pohybuje na dolni hranici frekvence vyskytu. U Zadného nemocného se nejednalo o samostatnou aberaci,
ale u 7 z 9 nemocnych byla sou¢asti komplexnich zmén, spojenych s nepfiznivou prognézou. Pro pfesné
uréeni progndzy je nutné vyhodnoceni vétSiho soubor nemocnych. Prace je podporovana studentskym
grantem Univerzity Palackého LF-2012-007

2176.

Identifikace prognostickych faktorti transformace v nadorové onemocnéni u osob s MGUS
sledovanych v Ceské republice

Sandecka Viera, Radocha Jakub, Klincova Méria, Pika Tomas, Gregora Evzen, Spitka Ivan, Kessler
Petr, Walterova Lenka, Gumulec Jaromir, Starostka David, Adamova Dagmar, Wrébel Marek, Von-
ke Ivan, Rihova Lucie, Penka Miroslav, Zahradova Lenka, Maisnar Viadimir, Pavliek Petr, Séudla
Vlastimil, Straub Jan, Hajek Roman (IHOK, FN, Brno; Il. Interni klinika - OKH, FN,Hradec Kralové;
OKH, LEHABI, FN, Brno; OKH, FNKV, Praha; I. Interni klinika 1. LF UK, Praha; Ill. Interni klinika, FN,
Olomouc; Odd. hematologie a transfuziologie, Nemocnice, Pelhfimov,p.o.; OKH, Krajska nemocnice
Liberec a.s.; Ustav klinické hematologie, FN, Ostrava; OKH, NsP Havitov; Hematologicko-transfuzni
oddéleni pfi Slezké nemocnici, Opava; Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Jiéin; OKH, Ceské
Budéjovice; OKH, FN Brno; I. Interni klinika VFN Praha; IHOK, FN Brnoopakuji se pro CMG)

Uvod:Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) je potencionalné maligni stav, spojeny s jis-
tou mirou pravdépodobnosti transformace v nékterou ze zhoubnych forem monoklonalnich gamapatii
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(MG). Cil: Cilem prace bylo ovéreni platnosti jiz znamych rizikovych faktorl rozdélujici benigni a malig-
ni MGUS. Soubor: Data byla pouZitd z Registru monoklonalnich gamapatii (RMG). V dobé od 5/2007
do 11/2011 bylo v CR do RMG zafazeno 1448 osob, analyzovano bylo 99,3% (1439/1448) osob. Median
doby sledovani od stanoveni diagnézy byl 5 let (rozpéti 1,0- 18,0). Vysledky:Z celkové 1439 sledovanych
osob s MGUS doslo k transformaci do nadoru v 7,1% (96/1356) pfipadech; 75% (72/96) mnohocetnych
myelomU; 10,4% (10/96) Waldenstréomovych makroglobulinémif; 5,2% (5/96) malignich lymfom0; 2,1%
(2/96) primarnich amyloid6z; 7,3% (7/96) jinych typt nadord. Faktory spojené s vyznamneé vyssim rizikem
transformace byly nasleduijici: koncentrace M-Ig v séru > 15 g/l (25,8% vs. 4,48%; p< 0.001), infiltrace
kostni dfené plazmocyty > 5% (22,3% vs. 5,4%; p< 0.001), patologické hodnoty indexu «/A v séru < 0,26
nebo > 1,65 (75,6% vs. 42,7%; p< 0.001), vstupni hodnota laktatdehydrogenazy > 3,75 ukat/l, (7,82% vs.
4,62%; p= 0.016) a vstupni hodnota hemoglobinu < 120 g/l (7,82% vs. 4,62%; p= 0.007). Izotop Ig ( non
IgG vs. IgG) nebyl v nasem analyzovaném souboru sledovanych osob s MGUS vyznamnym rizikovym
faktorem transformace nadorového onemocnéni (32,6% vs. 29,5%; p= 0.523). Pfi pouziti Cox modelu pa-
trila high-risk soubgroup (pfitomnost v§ech tfech abnormalnich rizikovych faktor(i) ke skupiné s relativnim
rizikem (Hazard Ratio; HR) témér 18x zvySenym oproti normé (17.54; CI (5.78; 53.22); p<0,001). Vysoké
HR (4,18; Cl(2.59; 6.74); p<0,001) mél i pocet plazmatickych bunék nad 5%, hodnota Mig nad 15g/l (HR
3,64; Cl(2.39; 5.54); p<0,0010) a patologicky index k/A mél HR 2,9 (2.90 (1.47; 5.75); p=0,002). Zavér: Vy-
sledky studie potvrzuji, kromé podtypu lg, platnost jiz zndmych rizikovych faktorl predikce transformace
MGUS do nadorového onemocnéni. V soucasnosti nyni miZzeme dobie definovat skupinu s nejnizsim ri-
zikem a ro¢nim rizikem transformace v nadorové onemocnéni pod 1%. NaSe data predstavuji ve stavajici
podobé jeden z nejvétsich souborl MGUS analyzovanych ve svété, jeho limitaci je stéle kratky median
doby sledovani. Dalsi optimalizace modelu stratifikace je tedy nezbytna. Vytvoreno s podporou grant(:
MSM0021622434 and GAP304/10/1395.

2179.

Vyuziti pritokové cytometrie v predikci transformace MGUS do mnohoéetného myelomu
Rihové Lucie, Varmuzova Tamara, Suské Renata, Zarbochové Pavla, Sandecka Viera, Klincova Ma-
ria, MikulaSova Aneta, Penka Miroslav, Hajek Roman (OKH, FN; Babakova myelomova skupina,
Ustav patologické fyziologie, LF MU a Interni hematoonkologicka klinika, FN, Brno)

Vychodiska: Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) je potencialné maligni stav s moznou
transformaci do mnohocetného myelomu (MM) ¢i jiné lymfoproliferace. Na zakladé tradi¢nich prognostic-
kych parametrt muze byt transformace, v obdobi do 3 od stanoveni diagndzy, predvidana jen omezené.
MGUS je charakterizovan pritomnosti normélnich i klonalnich plazmocyttl (PC). Ztrata norméalnich CD19+
PC odpovida transformaci, nicméné k predikci by mohlo byt vyuzito také jinych povrchovych znaku. Cil:
Analyza fenotypu pomoci pritokové cytometrie a jeho korelace se standardnimi prognostickymi faktory
za Ucelem stanoveni moznosti predikce transformace MGUS do MM. Metody: Analyza probéhla u 155
osob s MGUS v obdobi stanoveni diagnézy. Pomoci pritokové cytometrie (FC500 Cytomics, Beckman
Coulter) byly v kostni dfeni analyzovany B lymfocyty a PC. Na PC byla studovana exprese CD19, CD56,
CD20, CD27, CD28 a CD117. Imunofenotyp pak byl porovnan s hodnotami standardnich prognostickych
faktort. Vysledky: Transformace MGUS do MM byla potvrzena u 9 osob. U téch bylo také, pfi porovnani
s netransformovanymi MGUS, zjisténo snizené zastoupeni B lymfocyttl [7,0% (0,0-23,7) vs. 13,3% (1,2-
68,4); p<0,02], zvyseny pocet PC [1,0% (0,2-8,8) vs. 0,4% (0,0-4,2); p<0,01] a snizeny pocet normalnich
CD19+ PC [3,8% (0,9-33,4) vs. 25,9% (0,2-87,2); p<0,002]. U MGUS s transformaci bylo také zjisténo
snizeni exprese CD27 a zvySeni exprese CD56 na PC, ovSem nejednalo se o statisticky vyznamné roz-
dily. U naprosté vétsiny pfipadll s ndlezem CD28+ PC [93.5% (29/32) MGUS] se vyskytoval monoklo-
nalni immunoglobulin (MIG) izotypu IgG. VysSi koncentrace MIG (>15g/l) byly nalezeny nej¢astéji u osob
s CD19+ PC <5% (p=0,001), abnormalni FLC pomeér byl zjistén jiz u osob s CD19+ PC <20% (p=0,017).
Osoby s CD19+ PC <5% cCastéji spadaly do vysoce-stfedné rizikové skupiny, zatimco osoby s CD19+
PC >5% byly ¢astéji zafazeny do nizce-stfedné rizikové skupiny (p=0,009) dle Rajkumara et al. (2005).
Bylo zjisténo, Zze parametr “CD19+ PC <5%" se v predikci progrese MGUS do MM uplatriuje s citlivosti
55,6% a specificitou 91,2% (p=0,019). Zavér: Vysetieni pomoci pritokové cytometrie mé u osob s MGUS
vypovédni hodnotu stran predikce progrese do MM. Parametrem s nejvy$Sim uplatnénim je zastoupeni
CD19+ PC. Snizeni relativniho poc¢tu CD19+ PC pod 5% (v rdmci véech PC) mize ucinné predikovat
transformaci, coz je v souladu s jiz dfive publikovanymi vysledky. Podpofeno projekty MSM0021622434,
IGA NT12425 a GACR P304/10/1395.
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2154,
Myelopfoliferativni onemocnéni — morfologicka diagnéza?
Novotova Elena, Mikulenkova Dana (Morfologicko-cytochemicka laborator; UHKT, Praha)

Myeloproliferativni onemocnéni (MPO) tvofi dle WHO klasifikace ,Tumort hematopoetické a lym-
foidni tkané“ z r. 2008 samostatnou skupinu onemocnéni, jejichz spole¢nym podkladem je mutace
na urovni pluripotentni kmenové buriky, kterd vede ke klonalni hematopoeze. Dochazi k proliferaci
jedné nebo vice myeloidnich fad v kostni dfeni, coz vede ke zménam v krevnim obraze (KO). Kli-
nicky pribéh onemocnéni byva vétsinou chronicky. Nékteré podtypy onemocnéni z této skupiny ale
mohou jiz vstupné mit agresivnéjsi prlibéh (akcelerovana faze ¢i blasticky zvrat). MPO tvofi 8 noso-
logickych jednotek, které se dle molekularni podkladu déli do dvou skupin, a to na bcr/abl pozitivni
chronickou myeloidni leukemii (CML) a na bcr/abl negativni: pravou polycytémii (PV), esencialni
trombocytémii (ET), primarni myelofibrézu (PMF), chronickou neutrofilni leukemii (CNL), chronic-
kou eozinofilni leukemii, jinak nekategorizovanou (CEL) — minéno bez molekularniho podkladu,
mastocytozu (kozni a systémova forma, SM) a myeloproliferativni onemocnéni, které nelze zaradit
do jiné vySe uvedené skupiny, takze je neklasifikované (MPD, U). Prvni projevy uvedenych nemoci
jsou laboratorné detekovatelné v hodnotach KO, kde je patrna leukocyt6za s posunem doleva, Ci
polyglobulie, ¢i trombocytdze, nebo kombinace téchto — cytdz. Klinicky je u nékterych onemocnéni
patrna (hepato)splenomegalie. Aspirat kostni dfené (KD) dle typu MPO muze byt rlizné celularni.
U CML je typicky hypercelularni s pfevahou vyzravajici granulopoezy a megakaryocyt(, u chronické
formy PMF v pozdéjSich stadiich byva nej¢astéji ,sucha punkce” (jadernych bunék v natéru aspiratu
kostni dfené je minimum). Morfologie jednotlivych vyvojovych fad je u jednotlivych podtypt one-
mocnéni typicka (napf. atypické megakaryocyty u ET). U SM nachazime atypické mastocyty. Pro
kone€nou diagnoézu je vSak zasadni histopatologické vySetfeni, které zhodnoti bunécnost kostni
dfené, nepomér mezi jednotlivymi fadami, morfologii megakaryocytt a pfitomnost retikularnich/ko-
lagennich vlaken. Ke spravné diagnostice MPO patfi molekularné-genetické vySetfeni prokazujici
klonalni plivod nemoci (bcr/abl pro dg. CML, JAK2 mutace u PV, CIMF a ET, mutace c-KIT u SM).
V nasi laboratorni praxi je diagnostika MPO zaloZena na zhodnoceni natéru periferni krve v kontex-
tu s hodnotami krevniho obrazu, na morfologické analyze natéru KD. Cytologicka diagnéza MPO je
u nékterych pfipadl jasnd, nékdy je diagnosticky vystup z nasi laboratofe pouze orientaéni.

2135.

Trombocytopenie - morfologicky zajimava kazuistika

Koneéna Véra, Lapc&ikova Anna, Grycova Petra, PospisSilova Dagmar, Kadlecova Jana (HOK; Détska
klinika, FN, Olomouc)

V naSem sdéleni vas seznamime se zajimavym nalezem u pacienta, ktery byl odeslan do hematolo-
gické poradny pro vyraznou trombocytopenii. Pfi vyuziti optické metody stanoveni po¢tu trombocytl
jsme pozorovali abnormni distribuéni kfivku krevnich desti¢ek a naméfena hodnota byla vyrazné
vy$Si nez pfi stanoveni poctu trombocytd metodou impedancéni. Naslednou kontrolu ziskanych
udaju i hodnoceni morfologie trombocytt jsme provedli v obarveném natéru. Nejéastéjsim nalezem
v téchto pfipadech jsou drobné i vétsi shluky trombocytl, které mohou i vyrazné ovlivnit namérené
hodnoty. U tohoto pacienta jsme pozorovali ndpadnou anizocytézu trombocyti. Kromé ¢etnych mak-
rotrombocytll jsme popsali i Déhleho inkluze v neutrofilnich elementech. Na zakladé morfologického
nalezu byl pacient dale vySetfovan a byla stanovena diagn6za anomalie May—Hegglin.

2136.

Kontroly kvality u cytochemickych hematologickych vysetieni

Antosova Libuse, Antosova Monika, Trnavska Irena, Tizova Eva, Bourkova Ludmila, Penka Miroslav
(OKH, FN, Brno)

Cytochemickymi metodami prokazujeme v bunkach nékteré substance nebo enzymy pomoci mik-
roskopicky hodnotitelnych barevnych reakci. Tato vySetfeni nam umoznuji pfesnéji zafazovat buriky
do vyvojovych fad, pokud mame pfi bézném panoptickém barveni ur¢ité pochybnosti. Tato vySetfeni
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nam pomahaji prfedevsim pfi klasifikaci leukémii a myelodysplastickych syndromd. Nejéastéji po-
uzivana cytochemicka barveni na naSem pracovisti jsou prikaz myeloperoxidazy, nespecifickych
i specifickych esteraz, kyselé fosfatazy, polysacharidd (PAS reakce) a Zeleza. U kazdého cytoche-
mického vySetfeni pacienta je nutné barvit i kontrolni pozitivni natér. Vybér kontrol a jejich uchova-
vani ma sva specificka pravidla pro kazdy jednotlivy typ vySetreni.

2193.

Kontrolni é¢innost v laboratofich TO FNOL

Vodigkova Marta, Hauerova Marcela, Zakova Alexandra, Galuszkova Dana (Transfuzni oddélent,
FN, Olomouc)

Uvod: Kontrolni &innost v laboratofich Transfuzniho oddéleni (TO) zahrnuje fadu postupl a pro-
cesU, které maji jednak zajistit kvalitni vyrobu transfuznich ptipravk( a dale garantovat bezchyb-
ny laboratorni vysledek. Metodika: Cilem sdéleni je predstavit kontrolni ¢innost v laboratofich TO
FNOL. Hodnoceni: V laboratofich TO jsou realizovany kontroly diagnostik pfi pfijmu a jejich denni
kontroly, které maji za cil ovéfit kvalitu diagnostik. K ovéfeni postupl slouzi verifikace jednotlivych
metod vySetfeni (Uvodni a periodické). Kazda laboratof absolvuje v pribéhu roku fadu internich
auditd, navic 1x roéné kontrolni certifikacni audit ISO 9001 (Det Norske Veritas), 1x za 2 roky audity
Statniho Ustavu pro kontrolu Ié&iv (SUKL) a zpracovatelskych firem (Baxter, Grifols, Octapharma).
Na zéakladé doporuceni z téchto auditll se realizovala fada zmén, napf. v oblasti skladovani vzorkd,
metrologie a validace pfistroji. Od roku 1995 se nase laboratofe (Hematologicka laboratof, Labora-
tof infekénich markert a Imunohematologické laboratore) pravidelné u¢astni cykld Systému externi
kontroly kvality (SEKK). Nase uspésnost v SEKK v poslednich 3 letech byla 100% , i pfesto jsme
na zakladé SEKK provedli ur¢ité zmény zejména zavedeni citlivéjsi metodiky pfi typovani antierytro-
cytarnich antigen(i, zmény v titraci antierytrocytarnich protilatek , pfenastaveni hodnot trombocytd
v hematologické laboratofi. Zavér: Nase oddéleni si uvédomuje dulezitost laboratornich vysledku
nejen pro bezpeénost transfuznich pfipravk(, ale i pro kvalitni lé¢bu pacient(. Kontrolni ¢innost nam
pomaha nasi praci neustale zlepSovat. Cilem naseho oddéleni je i Uspésna akreditace dle normy
15 189 v tomto roce.

2201.
Metrologie - priprava laboratorni techniky k analyze
Hruba Petra, Spifikova lvana (OKH, FN u sv. Anny, Brno; FN, Bohunice, Brno)
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2204.

Rearrangement of NOTCH1 or BCL3 can independently trigger progression of CLL
Wilodarska Iwona, De Keersmaecker Kim, Michaux Lucienne, Bosly André, Graux Carlos, Ferreiro
Julio Finalet, Vandenberghe Peter, Cools Jan (Center for Human Genetics, K U Leuven - BEL; Mont-
-Godinne University Hospital, Yvoir - BEL)

Recent data indicate that NOTCH1 mutations significantly increase the risk of CLL progression
towards Richter syndrome (RS) and chemoresistance, and that activation of NOTCH1 at time of
CLL diagnosis is an independent prognostic factor of poor survival. We report here a case of CLL
with a novel rearrangement of NOTCH1 identified at the time of RS. The patient was diagnosed with
CLL (unmutated VH) in RS in June 2003. Cytogenetic analysis detected two related clones: one
with an isolated +12 and a second with +12 and dic(9;14)(q34;932). FISH and qRT-PCR analysis
showed that dic(9;14) resulted in the novel IGH-NOTCH1 rearrangement associated with upregula-
tion of NOTCH1 mRNA. Western blotting with Val1744 antibody detected an activated intracellular
NOTCH1, and sequence analysis identified a two basepair deletion, ACT7544-7545/P2515fs, in the
nucleotide sequence encoding the PEST domain of NOTCH1. The patient was treated and achieved
complete remission. In 2007, however, CLL relapsed and an examination of BM identified a clone
with a sole +12 negative for ACT7544-7545/P2515fs. Two years later, CLL progressed and BM re-
vealed an evolved clone with complex aberrations including +12 and t(14;19)(q32;q13)/IGH-BCL3
but lacking dic(9;14)(g34;932). Of note, BM was again positive for ACT7544-7545/P2515fs. Despite
treatment, two clones harboring +12, one with t(14;19) and a second with new additional karyotypic
changes were seen in the analyzed BM (06/2011) positive for ACT7544-7545/P2515fs. Four months
later, the patient developed peripheral T cell ymphoma and died. Altogether, the present case allows
to deduce the sequence of multiple genetic defects driving development and progression of CLL.
We presume that an initial clone with +12 later acquired an activating mutation of NOTCH1. Sub-
sequent acquisition of dic(9;14)/IGH-NOTCH1 triggered Richter transformation. After a few years,
a persistent chemorefractory NOTCH1-mutated clone underwent another hit, t(14;19)/IGH-BCLS,
which initiated the second progression that was followed by a fatal CLL-unrelated T-cell lymphoma.
Our findings confirm the risk of activating mutations of NOTCH1 in Richter transformation of CLL
and highlight that a residual chemotherapy-resistant NOTCH1-mutated clone is at risk of acqui-
ring further progression-associated hits. Besides the known t(14;19)(q32;q13)/IGH-BCL3, we also
identified dic(9;14)(q34;932)/IGH-NOTCH1 as a novel genomic aberration capable of triggering RS.

2188.

Upregulation of homedomain genes DLX1/2 by FLT3 affects TGFg; signaling

Starkova Julia, Gadgil Sharvari, Kornblau Steven M., Hefmanova Ivana, Slamova Martina, Rejlova
Katefina, Trka Jan, Drabkin Harry A. (CLIR, Department of Paediatric Haematology and Oncology
Charles University, 2" School of Medicine, Prague, - CZE; Division of Medical Oncology, University
of Colorado Health Sciences Center, Aurora, CO - USA; Department of Stem Cell Transplantation
and Cellular Therapy, Section of Molecular Hematology and Therapy, The University of Texas M.D.
Anderson Cancer Center, Houston, Texas - USA; Division of Hematology-Oncology, Medical Univer-
sity of South Carolina, Charleston, SC - USA)

Purpose Previous work of our group demonstrated that high expression of homeodomain genes
correlated with higher levels of FLT3 kinase and FLT3 mutations in patients with acute myeloid
leukemia. We investigated whether inhibition of FLT3 affects the expression of homeodomain genes
and whether this would have functional consequences. Experimental Design gRT-PCR and Wes-
tern blots were used to examine the effects of FLT3 inhibition or stimulation in MV4;11 cells with
FLT3/ITD mutation, RS4;11 cells with wild-type FLT3, and patient AML blast cells. In addition, RNA
interference and MTS growth assays were used to study the effects of PKC412, a FLT3 inhibitor, on
DLX1 expression and TGFB1 signaling. Results Treatment with PKC412 led to a specific inhibition
of DLX1 and DLX2 expression in both MV4;11 cells and patient AML blasts. Conversely, activation
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of FLT3 by its ligand in RS4;11 cells upregulated DLX1/2 levels. The relationship between FLT3 mu-
tation and DLX1 protein levels was confirmed by reverse phase protein arrays containing samples
from 469 AML patients. DLX1 has been reported to inhibit TGFf signaling. We observed that either
FLT3 inhibition or DLX1 silencing induced TGFp target genes, and that combining threshold levels
of TGFB1 and PKC412 had a greater effect on growth inhibition than either agent alone. Mechani-
stically, upregulation of DLX1 was dependent on MAPK signaling. In addition, PKC412 treatment
was associated with higher levels of nuclear phospho-Smad2. Conclusions To our knowledge, this
represents the first report of a functional link between FLT3 signaling and DLX1/2 expression, which
has the potential to affect TGFb responses.

2184.

Transdifferentiation of B cell precursor leukemic blasts into monocytoid cells during early
phase of the therapy is more frequent than expected

Mejstfikova Ester, Slamova Lucie, Starkova Julia, Frorkova Eva, Bourquin Jean-Pierre, Bornhauser
Beat, Rezni¢kova Leona, Dworzak Michael, Figer Karel, Zuna Jan, Stary Jan, Trka Jan, Hrugak On-
drej (CLIP- Department of Paediatric Haematology and Oncology Charles University, 2@ School of
Medicine, Prague - CZE; division of Pediatric Oncology, University Children’s hospital, Zurich - CHE;
St. Anna Children’s Hospital Children’s Cancer Research Institute (CCRI), Vienna - AUT)

Hematopoiesis is a complex process, in which immature precursors differentiate into diverse forms
of mature blood cells. B cell and monocytic development physiologically seems to take place sepa-
rately from already committed progenitor. Recently we have identified novel subtype of BCP ALL
characterized by early trans-differentiation into cells with monocytoid immunophenotype during the
first weeks of the therapy. Incidence is 3—4% out of BCP ALL in childhood and phenomenon was
confirmed in two nation wide reference labs in Austria and Switzerland. Blasts exhibit continuous
loss of B cell markers (i.e. CD19) or progenitor markers (i.e. CD34) and increase of monocytic
markers (i.e. CD14, CD4, CD33, CD64). No common genetic abnormality was so far recognized;
higher incidence of alteration in IKZF-1 gene was found. Identical clonal rearrangements (Ig-TCR)
are found in BCP and monocytoid blasts indicating common origin. So far 17 patients were identi-
fied with this phenomenon, all patients expressed on at least subpopulation of blasts CD2 antigen
(LFA-2, LFA-3 receptor). Typically slower response to initial therapy measured by Ig-TCR clonal
rearrangements is present. Significant discordancy between minimal residual disease estimated
by flow cytometry and Ig-TCR rearrangements is observed, because blasts finally are, according
our knowledge, undistinguishable immunophenotypically from normal mature monocytes. Trans-di-
fferentiation can be recapitulated in vitro under the co-cultivation with corticosteroids. Engraftment
of the diagnostic blasts with identified switching phenomenon into NOD/SCID mice (IL-2 receptor
gamma chain deficient strain) was noticeably poorer compared to other BCP ALL cases. Only two
out of seven cases successfully engrafted with the similar published incidence to AML cases. Poo-
rer engraftment indicates that support from microenvironment is not sufficient for maintaining and
growth of this subtype leukemia in this xenograft model. Conclusion. Newly identified subtype of
BCP ALL in which blasts trans-differentiate early during the therapy denotes closer relation of B cell
and monocytic lineage than previously expected.

Supported by GACR P301/10/1877, Sciex 09.043, GAUK 15710, COST Ped-AMLMDS, UNCE
204012.

2219.

Epstein-Barr virus and lymphomagenesis

Flodr Patrik, Tichy Martin, Murray Paul (UKMP LF UP a FN, Olomouc - CZE; CRUK Institute for
Cancer Studies, School of Medicine, University of Birmingham - UK)

Introduction: The role of EBV in lymphomagenesis is crucial. During EBV infection linear virus ge-
nome become circular and persists as an episome. Viral genome can express proteins of lytic or
latent cycle. In latent cycle limited set of genes are expressed EBNAs, LMPs. Viral (onco)genes and
RNA is under epigenetic control due to DNA methylation, acetylation and histone modifications.
The switch from latent to lytic phase depends on activation of EBV immediate-early genes BZLF1,
BRLF1. Latent EBV infection bears immunogenic tendency shift from type 0 to type Ill and differ



in protein expression — EBER, EBNA-1, 2, 3, LMP1,2, BARTs. Type lll plays direct role in EBV
oncogenesis (PTLD, HIV ass. lymphomas), high-level expression of all immunodominant latency
proteins is detected. Type |, Il plays cofactor’s role in EBV oncogenesis and is usually dected in
immunocompetent individuals (BL, cHL, primary effusion DLBCL, AILT, ENK/T-cell ymphoma nasal
type, Enteropathy-type T-cell lymphoma). Material and Methods: Lymphoblastic cell lines (GC-B-
-cells, cHL, BL ), cHL, GC-B cells, magnetic separation , laser captured microdissection, Q-RT-
-PCR analysis, immunohistochemistry, immunoblotting, pyrosequencing, methylation-specific PCR.
Results: In HL the virus genome express type |l of latency virus proteins - EBNA1, LMP1, LMP2.
LMP1 is transforming protein, acts as protooncogene, as constitutively activated member of TNFR
superfamily mimic CD40 and upregulates expression of CD23, CD40, BCL2 and NfkappaB. LMP2
blocks tyrosin kinase phosphorylation and prevents reactivation of EBV. EBNA-1 maintains EBV
genome as episome. Global methylation arrays using DNA from lymphoblastic cell lines generated
from B cells revealed a significant change in the methylation status of genes post EBV infection and
large proportion of genes were hypomethylated. Conclusions: EBV uses methylation process for
regulation of some of its own gene promoters. In cancer gene-specific hypomethylation can result in
the expression of genes that are usually silenced. We show that deregulated expression of particular
proteins in EBV transformed cells could be important for EBV-driven lymphomagenesis and also for
challenge in new therapeutic approach -infusion autologous EBV-specific T-lymphocytes, induction
of viral replication with nucleoside analogue, proteasome inhibitor bortezomib and Bcl-2 inhibitor
(HA14-4). Acknowledgements: MSM 6198959205, IGA NT11103 and Leukemia and Lymphoma
Research Fund.

2181.

Next generation sequencing in study of epigenome of new subtype of BCP-ALL

Figer Karel, Starkova Julia, Slamovéa Lucie, Reznickova Leona, Frofkova Eva, Hruak Ondfej, Fi-
gueroa Maria E., Trka Jan, Mejstfikova Ester (CLIF, Department of Paediatric Haematology and
Oncology Charles University, 2 School of Medicine, Prague - CZE; Dept of Pathology, University
of Michigan - USA)

A newly described subset of B cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) termed swit-
ching ALL (swALL) is characterised by a pronounced increase of cells with monocytic phenotype
during first month of treatment. To study possible molecular mechanisms allowing for monocytic
switch in these leukemias, we compared whole genome DNA methylation status of swALL (n=4) and
control BCP-ALL (n=3) samples. We used Enhanced Reduced Representation Bisulfite Sequencing
(eRRBS) method combining bisulfite conversion and next generation sequencing (NGS). Bisulfite
converted genome representation samples were sequenced on HiSeq 2000 (lllumina) instrument.
While in principal classical Sanger-like sequencing, the massively parallel sequencing allowed for
approximately 10e8 short reads per each sample. Analysis of such large data is considerable cha-
llenge. First we performed adapter trimming, alignment, methylation call and CpG annotation (FAR/
cutadapt, bismark, bowtie, R). As a next step we detected 37769 CpG loci with methylation sig-
nificantly different (bisulfite conversion >99.5%, base call accuracy >99%, CpG coverage >10x,
difference >25, p-value 0.01) between swALL and control ALL samples. Genes in proximity to tho-
se CpGs include CEBPA unmethylated in swALL and BCR, CEBPE, SHH, CBFA2T3, GATA4 and
CMTM2 unmethylated in control ALL. Next generation sequencing proved to be powerful tool for
screening DNA methylation status across whole genome. While still at the beginning of thorough
full analysis of NGS data we already found meaningful differences between control ALL and newly
described swALL.

This work was supported by grant GACR P301/10/1877.

2120.

From cytogenetics to molecular biology: mapping of unique chromosomal abnormalities at
the nucleotide level

Jancuskova Tereza, Plachy Radek, Hardekopf David W., Liehr Thomas, Weise Anja, Kosyakova Na-
dezda, Stika Jiri, Zejskova Lenka, Sedlackova Lucie, Krutilkova Lucie, Cmejla Radek, Pekova Sona
(Laboratory of Molecular Diagnostics, Chambon, Prague — CZE; Jena University Hospital, Institute
of Human Genetics, Jena - DEU)
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Background: Acute myeloid leukemias (AML) in adulthood represent a heterogeneous entity, cha-
racterized by a recurrent chromosomal/genetic abnormality in only 50% of cases. As many AML
patients are eligible for curative treatment, techniques allowing identification of uniqgue molecular tar-
gets for specific and sensitive minimal residual disease (MRD) monitoring are highly needed. Aims:
To develop a technique that would allow mapping of cytogenetically identified unique clone-specific
abnormalities from the chromosome level to the nucleotide level, enabling us to develop clone-spe-
cific quantitative Real-Time PCR assays for sensitive and specific MRD monitoring. Methods: Mo-
lecular-cytogenetic techniques (mFISH, mBAND, BAC-FISH), chromosome microdissection, next
generation sequencing, long-range PCR and direct Sanger sequencing were used to map the chro-
mosomal translocation in the der(10)t(3;10)(p21.3;923) characteristic for the cell line K562. After
cytogenetic identification of the chromosomal translocation (Figure 1A), the derivative chromosome
was microdissected (Figure 1B). The microdissected fragments were directly subjected to whole
genome amplification (WGA; Figure 1C) and then sequenced on the GS Junior platform for next
generation sequencing (Figure 1D). Obtained reads were aligned to reference sequences of chro-
mosomes 3 and 10, using in-house developed software (Figure 1E). The last mapped reads from
both chromosomes were used as docking sites for primers for long-range PCR to amplify the puta-
tive breakpoint (Figure 1F). The long-range PCR products were directly sequenced using Sanger
sequencing to reveal the precise nucleotide sequence of the breakpoint (Figure 1G). Results: Using
a combination of cytogenetic and molecular approaches, we mapped the K562-unique translocation
in der(10)(3;10)(p21.3;923) from the chromosomal level to the nucleotide level (Figure 1). Direct
sequencing of this breakpoint revealed a head-to-head fusion of genes CDC25A and GRID1. The
time demand of the whole procedure was approximately 6 weeks. Summary/conclusions: Current
technologies of molecular cytogenetics and molecular biology open new vistas in the identification
of unique, clone-specific genetic abnormalities in patients with AML. Our work clearly shows that
“walking” from the chromosomal level to the nucleotide level is feasible and readily applicable for
eligible AML patients.

A

(M < ne b
HEETH w

W

i

L _.-_".. I:Il;'. | |II| I.ll.."--lu_l-;- .'.'1..'IJ.. |I'

COCESA

104 B 1180 M)
ot s |

THI AT

GHIIN



CHRONICKA LYMFATICKA LEUKEMIE

2169.
Lécba refrakterni chronické lymfocytarni leukemie
Smolej Lukas (II. interni klinika, oddéleni klinické hematologie, FN a LF UK, Hradec Kralové)

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je zcela mimofadna z hlediska rdznorodosti progndzy, s cel-
kovym prezitim sahajicim od desitek let po méné nez 2 roky. V soucasnosti je k dispozici vysoce
uc¢inna lécba 1. linie v podobé chemoimunoterapie FCR (fludarabin, cyklofosfamid, rituximab). Lé¢-
ba refrakterni CLL (definované jako nedosazeni Ié¢ebné odpovédi ¢i progrese do 6 mésicl od skon-
Eeni lécby) vSak predstavuje zasadni problém; s velmi nepfiznivou prognézou je spojena CLL refrak-
terni na fludarabin a zejména tzv. dvojité refrakterni CLL (refrakterni na fludarabin i alemtuzumab).
Pro tyto skupiny nemocnych je typicky Casty vyskyt vysoce nepfiznivych prognostickych faktor(
(zejména poruchy signalni drahy proteinu p53 v disledku delece a/nebo mutace), Spatna odpovéd
na zachrannou lécbu a kratké celkové preziti. Alemtuzumab, monoklonalni protilatka anti-CD52, je
registrovana pro 1é¢bu nemocnych refrakternich na fludarabin; nemocni s masivni lymfadenopatii
(= 5cm) v8ak maji zpravidla hor$i Ié¢ebnou odpovéd. Nové je pro nemocné s dvoijité refrakterni
CLL registrovan ofatumumab, pIné lidska monoklonalni protilatka anti-CD20. Ani u jednoho z téchto
preparatu vSak vétSinou nelze o¢ekavat delsi trvani Ié¢ebné odpovédi. Pouziti vysokodavkovanych
kortikoidt (methylprednisolonu ¢i dexametazonu) v monoterapii ¢i kombinaci s monoklonalnimi pro-
tilatkami prokazaly dobrou ucinnost v 1é¢bé refrakterni CLL, je vSak €asto provazeno vyznamny-
mi infekénimi komplikacemi. Dal$i moznost pfedstavuje kombinace bendamustinu s rituximabem,
u které je vyhodou pomérné nizka hematotoxicita. Naopak vysoce hematotoxické jsou rezimy zalo-
Zené na platinovych derivatech, napf. R-DHAP (rituximab, cytosin arabinosid, cisplatina, dexameta-
zon). V soucasné dobé probiha fada klinickych studii testujicich nové preparaty v |é¢bé refrakterni
CLL; jako slibné se jevi lenalidomid, inhibitor fosfatidylinositol-3 kinazy GS1101 (dfive CAL-101) ¢i
inhibitor Brutonovy kinazy PCI-32765. Vzhledem k vyrazné nepfiznivé prognéze refrakterni CLL je
bunék jakozto jediné Ié¢ebné moznosti s realnou $anci na trvalé vylééeni. Cilem tohoto prfehledného
sdéleni je shrnout dosavadni poznatky o lé¢bé refrakterni CLL. Podpofeno grantem NT/13412 IGA
MZ CR.

2186.

Mutaéni stav IgVH: faktor predikujici pfeziti pacientt s B-CLL, vyznam subgent V3-21 a V1-
69, analyza dat jednoho centra

Urbanova Renata, Papajik Tomas, Prochazka Vit, Turcsanyi Peter, Szotkowski Tomas, Humplikova
Lenka, Pikalova Zuzana, Holzerova Milena, JaroSova Marie, MareSova Ivana, Zapletalova Jana,
Indrék Karel (Hemato-onkologicka klinika FN a LF UP Olomouc; Ustav lékaiské biofyziky LF UP,
Olomouc)

Uvod: Ptitomnost somatickych mutaci ve variabilni &asti t&Zkého fetézce imunoglobulinu (IgVH) de-
finuje prognosticky odlisné subtypy B chronické lymfocytarni leukemie, nemutovany stav znamena
kratsi celkové preziti (OS). Subgeny V3-21 a V1-69 jsou povazovany za prognosticky nepfiznivé. Cil
prace: 1, popsat podsoubory pacientd s mutovanym stavem IgVH (M) a nemutovanym stavem IgVH
(UM), porovnat jejich OS. 2, analyzovat u podsoubord vyznam dalSich prognostickych faktord OS
(stadium Binet, pfitomnost 11g- nebo17p-, subgeny V3-21 a V1-69). Soubor nemocnych a metodi-
ka: Byla provedena retrospektivni analyza 421 pacientt sledovanych a lé¢enych na HOK FN Olo-
mouc, u nichz byl v letech 2000-2011 vySetfen mutacéni stav IgVH, median (Me) véku pacientu je 61
let, rozmezi 30-81, zastoupeni muzd/zen 65%/35%, stadii Binet C 18%, B 28%, A 54%, zastoupeni
rizikovych aberaci detekovanych metodou FISH 11g- nebo 17p- je 26%. Mutovany stav mélo 179
pacientt (42,5%) a 242 nemocnych (57,5%) nemutovany stav IgVH. Statistické metody: univaria¢ni
analyza, Kaplan-Meierovy kfivky celkového preziti, Log Rank test (Mantel-Cox) a Fischer(v presny
test. Vysledky: 1/ byl prokazan rozdil v OS u UM pacientl oproti M pacientdim, Me OS 96 mésicu
(95%CI 84-109) vs 206 mésicl (95%Cl 117-295) (p<0,0001). Univaria¢ni analyzou celého souboru
byly prokazany dalsi rizikové faktory: vék>65 let (p=0,0002), stadium Binet C (p<0,0001), pfitomnost
17p- nebo 11g- (p=0,026) a pfitomnost subgenu V1-69 (p=0,008). U podsouboru UM oproti M byl
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signifikantné vyssi vyskyt cytogenetickych zmén 11g- nebo 17p- (38% vs 9%, p<0,0001) a ¢etné&jsi
zastoupeni Binet C (25,5% vs 8%, p<0,0001). 2/ v podsouborech M a UM nadale pretrvava vari-
abilita prabéhu onemocnéni odvisla od dalSich prognostickych faktort. Byl prokdzan u pacientl
UM i M vyznam stanoveni stadia Binet C (p<0,05 vs p<0,0001). U podsouboru UM nebyl prokazan
vyznam stavoveni 11g- nebo 17p-(p<0,292), 17p- (p<0,55) a V1-69 (p<0,25). U podsouboru M je
naznacena tendence ke krat§imu preziti pacientl s V3-21 subgenem, i kdyz statisticky nevyznamné
(p=0,095). Zavér: Nemutovany stav IgVH je rizikovy faktor ovliviiujici preziti pacientt, dalsi rizikové
faktory (11g- nebo 17p-) jiz jejich progn6zu neméni. Naopak stanoveni stadia Binet C si prognostic-
ky vyznam zachovava u UM i M pacientt. Univariaéni analyza vSech pacientd prokazala prognos-
ticky vyznam stanoveni subgenu V1-69 a naznacuje vyznam V3-21 subgenu pacientt s mutovanym
stavem.

Podporovano grantem LF-2012-007.

2125.

Mutaéni stav genu ATM u CLL pacientll nesoucich deleci 11q nebo defekty v genu TP53
Navrkalova Veronika, Zemanova Jana, Sebejova Ludmila, Lochmanova Jana, Kube$ova Blanka,
Doubek Michael, Brychtova Yvona, Mayer Jifi, Pospisilova Sarka, Trbusek Martin (Stfedoevropsky
technologicky institut - CEITEC, Masarykova univerzita; IHOK, FN, Brno)

U pacientt s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL) jsou ¢asto nalézany abnormality genu ATM,
které predstavuji vyznamny prognosticky faktor. Delece genu ATM (11g-) jsou rutinné analyzovany
metodou I-FISH. Nicméné vyclenéni pacientl s jasné defektni ATM je komplikovano nékolika fak-
tory: (i) samotna delece 11q neznamena inaktivaci ATM, pokud je druha alela funkéni (ii) mutace
ATM se vyskytuji jak u pacientll s 11g-, tak u pacientll bez této delece (iii) mutacni analyza ATM
je komplikovana vzhledem k extrémni velikosti genu a nepfitomnosti preferenénich mist pro vznik
mutaci. Nasim cilem bylo vytvofit efektivni systém pro detekci mutaci ATM a zjistit jejich frekvenci
u jednotlivych rizikovych skupin CLL pacient(l. Pouzili jsme nasledujici komplementarni metody:
(a) resekvenacni Cip (Affymetrix) navrzeny pro detekci 1-nt substituci (b) western blotting (WB) pro
stanoveni hladiny proteinu ATM (c) funkéni test zaloZzeny na indukci geni p21 a PUMA po o$etre-
ni CLL bunék bud’ fludarabinem nebo doxorubicinem; v pfipadé inaktivace ATM dochazi k indukci
po fludarabinu, ale nikoli po doxorubicinu. Pomoci resekvenaéniho €ipu bylo analyzovano 107 CLL
pacientt. U 15 pacientt (14%) jsme detekovali 16 ATM mutaci (13 substitu¢nich, 2 nesmysiné a 1
sestfihovou). V paralelni analyze pomoci WB jsme zaznamenali nulovou hladinu proteinu ATM u 11
pacientt, mezi nimiz bylo $est s mutaci detekovanou na ¢ipu a dva s mutacemi identifikovanymi
pouze pfimym sekvenovanim (2 delece, 1 substituce); u zbyvajicich tfi pacientl jsou mutace jeste
analyzovany. Celkové jsme tedy identifikovali 20 pacientl (19%) s prokazatelnym ATM defektem
(pfitomnost mutace a/nebo nulové hladiny proteinu). Pokud funkéni test indikoval mutaci (n=12 pa-
cientl), byla tato mutace vzdy nalezena. Nékteré dalsi identifikované mutace se ovsem neprojevily
dysfunkci v tomto testu. Frekvence inaktivace ATM v jednotlivych genetickych skupinach byla nasle-
dujici: 6 % (3/49) u pacientt s defektem TP53, 32 % (13/41) u pacientl s 11q-, 24% (4/17) u pacientl
bez téchto defektl. Tyto vysledky potvrzuji, ze ATM a TP53 mutace se vylucuji (i kdyz ne striktné)
a dale ukazuiji, ze frekvence mutaci ATM se dramaticky neli§i mezi pacienty s 11g- a bez této delece.
Pro zodpovédné stanoveni abnormalit v genu ATM je vhodné pouzivat komplexni pfistup zalozeny
na nékolika komplementarnich metodach, ktery umoznuje presné;jsi stratifikaci CLL pacientd.
Prace byla podpofena granty MUNI/A/0784/2011, CZ.1.07/2.3.00/20.0045

a CZ.1.05/1.1.00/02.0068.

2155.

Vyznam zobrazovacich metod u chronické lymfocytarni leukémie

Smolej Lukas, Bachh Aadil, Vodarek Pavel, Simkovi¢ Martin, Moty¢kova Monika (1l. interni klinika,
Oddéleni klinické hematologie, Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Hradec
Krélové)

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je historicky povazovana za ,tekuté“ onemocnéni, avSak
u velké ¢asti nemocnych dochazi k rozvoji vyznamné lymfadenopatie. Klasické stagingové systémy
vyuzivaji pouze fyzikalniho vySetfeni a sou¢asna verze mezinarodnich doporuéeni pro diagnostiku



a lécbu CLL (NCI-WG kritéria, Hallek et al., Blood 2008) nedoporucuji rutinni pouziti zobrazovacich
metod pfi stagingu CLL v rdamci bézné péce. Nékolik studii vSak v posledni dobé naznacuje moz-
ny vztah vnitfni lymfadenopatie k nepfiznivé prognéze. Cilem nasi analyzy bylo posouzeni vlivu
vnitini lymfadenopatie na klinicky pribéh CLL. Provedli jsme retrospektivni analyzu nemocnych
s CLL sledovanych ¢&i Ié€enych na nasem pracovisti mezi Iéty 2000-2010. Celkem bylo zafazeno
301 nemocnych (198 muzd, median véku 63 let). Nizké/stfedni/vysokeé riziko dle Raie bylo pfitomno
u 38/50/12%. Vysledky: Vnitfni lymfadenopatie byla zjiSténa u 142 nemocnych (48 %): nitrobfisni
v 37 %, nitrobfidni i mediastinalni v 11 %. Masivni lymfadenopatie (> 5cm) se vyvinula u 84 nemoc-
nych (28 %). Rozsah vnitfni lymfadenopatie byl ¢astéji vyznamné vétSi nez zevni lymfadenopatie
(stejny rozsah u 45% nemocnych, vétsi uzliny vnitini u 41 %; vétsi uzliny zevni v 14%; n=117).
Celkové preziti (OS) bylo vyznamné krat§i u nemocnych s vnitfni lymfadnopatii (median 87 vs 124
mésicl, p=0,024); byl také trend ke krat§imu OS u nemocnych s masivni lymfadenopatii (median 88
vs. 112 mésicU, p=n.s.). Nase data tedy ukazuiji, Ze zobrazovaci metody mohou mit zdsadni vyznam
pfi stagingu a stanoveni prognézy nemocnych s CLL - témér polovina nemocnych méla v pribéhu
onemocnéni vnitfni lymfadenopatii, které byla spojena s kratSim prezitim, u 28 % se vyvinula ma-
sivni lymfadenopatie. Tyto nélezy mohou byt vysoce dulezité pro klinickd rozhodovani s ohledem
na nacasovani a typ Ié¢by, posouzeni Ié€ebné odpovédi apod.

2146.

Fludarabin s cytarabinem a nasledna alogenni transplantace krvetvornych bunék po rezimu
s redukovanou intenzitou u pacientd s vysoce rizikovou chronickou lymfatickou leukémii
Krej¢i Marta, Brychtova Yvona, Doubek Michael, Tomiska Miroslav, Horky Ondfej, Mayer Jifi (IHOK,
FN, Brno)

Uvod: Alogenni transplantace krvetvornych bunék (SCT) je lé&ebnou alternativou pro pacienty s vy-
soce rizikovou chronickou lymfatickou leukémii (CLL). Podani kombinované chemoterapie a nasled-
na SCT po rezimu s redukovanou intenzitou se jevi jako nadéjné predevsim u rizikovych pacientd
s akutni leukémii, cilem prace je ovéfit efektivitu a toxicitu tohoto terapeutického pfistupu u rizi-
kovych CLL pacientl. Metody: Jako vysoce rizikova CLL byly definovany rezistentni onemocnéni
nebo ¢asny relaps (do 12 mésicd) na kombinovany fludarabinovy rezim (10 pac.) nebo progredujici
onemocnéni s pfitomnosti delece p53 (5 pac.). Median doby od diagnézy CLL do provedeni SCT
byl 48 mésicli, median poctu predchozich Ié¢ebnych linii byl 3. Kombinace fludarabinu (30 mg/m?)
s cytarabinem (2 g/m2) po 4 dny (FC) byla pouzita k cytoredukci. Po tfidenni pause byl aplikovan
RIC: 4 Gy TBI, dale ATG (Fresenius) 10-20 mg/kg/den po 3 dny a cyklofosfamid 40-60 mg/kg/
den po 2 dny. Median véku byl 50 let. Typy darcl: 6x HLA identicky sourozenec, 9x nepfibuzensky
darce. Podané Stépy: 13x PBSC, 2x kostni dfenr. Po SCT byla monitorovana minimalni zbytkova
nemoc (MRD) pomoci flowcytometrické analyzy a RQ PCR. Vysledky: Median pfihojeni neutrofilG
(nad 0,5 x 10E9/) byl 16 dni, pfihojeni Stépu bylo dosazeno u vSech 15 pac. Nejcastéjsi toxicity
dle CTC kritérii byly infekce stupné IlI/IV (12 z 15 pac.) a déale gastrointestinalni toxicita (stupen
Il u 8 z 15 pac.). Kompletniho chimerismu bylo dosazeno u 80% pac. v medianu 68 dni. Umrti
bez souvislosti s relapsem (NRM) v 1 roce a ve 2 letech od SCT byla 7% a 13 %. PFi¢iny NRM: 1x
GvHD, 1x zavazna infekce. Incidence akutni GVHD byla 50 % (7/14); 4x stupen I+ll, 3x stupen IlI.
Incidence chronické GVHD byla 46 % (6/13), 4x forma limitovana, 2x extenzivni. Lé¢ebna odpovéd
byla dosazena u 14 pac. (93 %), 12x kompletni remise (80 %), 2x parcialni remise progrese (13
%). Dlouhodoba negatitivita MRD po SCT byla dosazena u 10 pac. Median sledovani od SCT je 30
mésict (rozpéti 6-42). U 20 % pac. (3/15) doslo k relapsu CLL. Zije 11 pac. (73 %) v remisi onemoc-
néni; dale 1 pac. s relapsem CLL. Zemfeli 3 pac. (20 %); z toho NRM 2x, progrese 1x. V souboru
15 pac. je 2-leté preziti bez relapsu nemoci (PFS) 70 % a 2-leté celkové preziti (OS) po SCT 85 %.
Zavér: FC-RIC protokol predstavuje efektivni terapii u pacientd s vysoce rizikovou CLL s pfiméfenou
toxicitou. Lécebna odpoved je 93 %, NRM ve 2 letech je 13%, 2-leté PFS a OS jsou 70% a 85 %.

2238.

Alogenni transplantace krvetvornych bunék u nemocnych s chronickou lymfocytarni leuke-
mii na Hemato-onkologické klinice LF UP a FN Olomouc

Turcsanyi Peter, Raida Ludék (Hemato-onkologicka klinika FN, Olomouc)
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Uvod: Alogenni transplantace krvetvornych bunék (TKB) pfedstavuije stale jediny potencialné kura-
bilni pfistup u nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL), ktery je vSak zatizen nezane-
dbatelno morbiditou a mortalitou. Cil: Analyzovat vysledky alogennich TKB provedenych u nemoc-
nych s CLL na HOK LF UP a FN Olomouc. Soubor nemocnych: Transplantovano bylo 16 nemocnych
(11 muzl a 4 Zeny) s vékovym medianem 57 (32-59) let. Stav onemocnéni pfed TKB dle NCI
kritérii: 8 nemocnych mélo aktivni onemocnéni/progresi, 7 stabilni nemoc, 1 pacient byl v parcialni
remisi. 5 pfijemct (31%) podstoupilo TKB od HLA-identického pfibuzného darce (MRD), 7 (44%)
od HLA-identického nepfibuzného (MUD) a 4 (25%) od HLA-inkompatibilniho darce (MMUD). Az
na jednoho nemocného, byly u vSech transplantovany periferni kmenové buriky po nemyeloablativ-
nim pFipravném rezimu nebo rezimu s redukovanou intenzitou (RIC). Vysledky: Stabilniho pfihojeni
Stépu bylo dosazeno u 12 (80%) z 15 hodnotitelnych pfijemct. K rozvoji akutni a chronické nemoci
$tépu prozi hostiteli (GVHD) doslo u 7 (44%), resp. 3 (25%). Umrti na komplikace TKB (NRM) bylo
zaznamenano u 6 nemocnych (38%). Kompletni remise (KR) CLL dosahlo po TKB 10 (67%), parci-
alni remise (PR) 3 (20%) a bez odpovédi (NR) zustali 2 (13%) z 15 hodnotitelnych pacient(. Relaps
CLL byl pozorovan u 2 nemocnych (20%). Celkova mortalita v souboru je pfi dvouletém medianu
potransplantaéniho sledovani 56%. Zavér: Prezentované zkuSenosti potvrzuji kurabilni potencial
alogennich TKB u pfiblizné tfetiny nemocnych s CLL, a to i pfes vysokeé riziko jak potransplantaénich
komplikaci, tak relapsu/progrese zakladniho onemocnéni.

Podpofeno Vyzkumnym zamérem MSMT MSM-6198959205, grantem LF-2012-007 UP v Olomouci.
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2165.

Kolapsové stavy u 18-leté divky, aneb ,,Jak prosté, drahy Watsone* .

Minafik Jifi, Faltynek Ladislav, Horak Pavel, Smrzova Andrea, Skacelova Martina, S¢udla Vlastimil
(lll. interni klinika - NRE, FN, Olomouc)

Mlada, 18-letd divka byla asi rok vySetfovana pro kolapsové stavy s namahovou dusnosti.
V ramci $irsi diagnostiky bylo provedeno i vySetfeni na naklonéné roviné (HUTT) s konstatova-
nim hraniéniho nalezu ortostatické hypotenze. Pfi ambulantnim sledovani na interni ambulanci
opakované provadény i odbéry na in vitro testy §titné Zlazy se zachycenim latentni hypothyre6-
zy, dosud bez nutnosti terapie. Pro nakupeni kolapsovych stavili spolu s febriliemi az 38,6 °C
s celkovou slabosti a pocitem zhor$eni hybnosti rukou s paresteziemi konec¢ku prstli odeslana
k doSetfeni na nasi kliniku. Pfedmétem sdéleni je souhrn anamnestickych udaji a laborator-
nich parametrd vedoucich k Uspésné diagnéze a nekomplikované |é¢bé zprvu komplikovaného
diagnostického stavu.

2139.

Moderni ultrarychla separace pomoci centrifug StatSpin

Seckarova Martina, Chalupnikova Petra, Jezakova Jarmila, Neplechova Daniela, Sykorova Mirosla-
va, Ulehlova Jana, Slavik Ludék (HOK, FN, Olomouc)

Separace séra a plasmy patfi mezi zakladni operace zpracovani biologického materialu v takrka
vSech typech laboratofi. V posledni dobé Ize sledovat nékteré nové moznosti z hlediska efektivity
zpracovani biologického materialu. Pro oddéleni krevnich elementl od séra (plazmy) je vhodna
centrifugace pfi 1000 — 15009 (g = nasobek gravitaéniho zrychleni) po dobu 10 minut pfi pokojové
teploté. Del$i doba centrifugace nebo zvySeni poétu g vede ¢asto k ¢asteéné ¢i uplné hemolyze.
Plazma nebo sérum maji byt oddéleny co mozna nejdfive, nejpozdéji vSak do 2 hodin od odbéru
(pro stanoveni draselnych iontl do 1 hodiny od odbéru). Krev pro stanoveni tepelné nestalych ana-
Iyt (parathormon, osteokalcin, natriumretické peptidy a dal$i) musi byt centrifugovana v chlazené
centrifuze. Pfed¢asné oddéleni séra od krevnich elementl (dfive nez za cca 20 — 30 minut) vSak
muze vést k dodate¢né tvorbé fibrinu a dochazi tak k pocentrifugaéni koagulaci. Z tohoto pohledu
je plazma jako biologicky material pro dal$i analyzy vhodnéjsi — krev je mozné ihned centrifugovat,
hrozi mensi nebezpeci hemolyzy. Az do soucasné doby bylo technicky mozné provadét centrifu-
gaci od 1000 do 2500g po dobu 15 - 30 min. Tyto klasické techniky do zna¢né miry omezovaly
priichodnost vzorku laboratofi (€asto nyni vyjadfovano jako tourn around time). V posledni dobé
dochazi k rozsifeni «ultracentrifugace» tj. separace s pouzitim podstatné vy$Sich g - mezi 7000
- 8500 s podstatné zkracenou dobou provedeni 2 - 3 min. Cilem nasi prace bylo zavedeni ultra-
centrifugace v koagulaci. Cilem zpracovani vzork{i v koagulaci je nejcastéji ziskani plasmy chudé
na desticky, ktera je vyuzivana pro Siroké spektrum vysSetfeni. Pokud projdeme dostupnou literaturu
véetné mezinarodnich doporuceni, mizeme vybrat zejména doporuceni Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). CLSI nabizi pokyny pro odstfedéni vzork( pro koagulaéni vySetfeni
definované jako: separace 1500x g po dobu 15 minut nebo «takovou rychlosti, a éasem potfebnym
k odstranéni krevnich desti¢ek a ziskani plazmy chudé na desti¢ky definované poctem desti¢ek
<10x10%/1“. CLSI déle fika, ze nejfrekventnéjsi koagulaéni vysetfeni - aktivovany parcialni trom-
boplastinovy ¢as (aPTT), protrombinovy ¢as/INR (PT/INR) a trombinovy ¢as testovani provadéna
z Cerstvé plazmy nejsou ovlivnéna poctem krevnich desti¢ek az do hladiny 200x10%I. Na zakladé
téchto znalosti jsme provedli implementaci centrifug StatSpin2 a StatSpin3 do provozu koagulaéni
laboratore.

2203.
Analyza télnich tekutin — zkuSenosti pracovisté
Juranova Jarmila, Kadlecova Jana, Sklenarova Jaroslava, Bartova Radmila, Lostakova Vladimira,
Gallo Jifi, Zapletalova Jana, Prikrylova Vranova Hana, Indrak Karel, Faber Edgar (Hemato-onkolo-
gicka klinika; Neurologicka klinika; Ortopedicka klinika; Klinika plicnich nemoci a tuberkuldzy; Oddé-
leni klinické biochemie a imunogenetiky, FN Olomouc)
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Problematika analyzy télnich tekutin je stale vice aktualni, nebot toto vySetfeni slouzi pro rychlou
diferencialni diagnostiku. Na podkladé dodanych vysledkt maze Iékar odlisit, zda se jedna o infekci,
zanét, krvaceni ¢i nadorové onemocnéni. Mezi vySetfeni télnich tekutin patfi (kromé dalSich jinych)
i cytologické vySetfeni standardné provadéné mikroskopicky. Cytologické vySetfeni v sobé zahrnuje:
e stanoveni celkového poctu krevnich elementt (leukocytl a erytrocytll), které je provadéno
ve Fuchs-Rosenthalové komurce. Je v8ak nedostacujici pro potvrzeni ¢i vylouceni diagnézy, ale je
dulezité pro rozhodovani o potiebé zhotoveni cytologickych preparatd.

e stanoveni bunécnych typl (cytomorfologické hodnoceni bunék), jez umozni vyslovit diagnostické
podezieni. VySetfeni je vSak ¢asové naro¢né a vyzaduje pfitomnost specialisty - cytologa. V nasi
hematologické laboratofi pracujeme s analyzatorem krevnich elementd nové generace, ktery umoz-
fuje provadét analyzu poctu krevnich elementl v télnich tekutindch snadnéji. Metoda je validovana,
rychla a nevyzaduje specialni preanalytickou pfipravu ani Skoleni obsluhy. K stanoveni bunéénych
typd vyuzivame automat, ktery digitainé zpracovava cytologické preparaty pomoci tzv. digitalni mor-
fologie. Nej¢astéji vySetfujeme likvory, synovialni a pleuralni vypotky. NaSe prace porovnavala:

1. mezi sebou dvé metody stanoveni poctu leukocytd v likvoru - mikroskopicky ve Fuchs-Rosentha-
lové komUrce a nasledné na hematologickém analyzatoru Sysmex XE 5000. Celkem bylo vySetfeno
360 vzork(l dospélych i détskych pacientl. Zavér: statistickym vyhodnocenim byla konstatovana
shoda obou metod v hodnoceni (tj. pozitivni/negativni vysledek) ve 307 pfipadech (ij. 85,3% shoda).
Korela¢ni koeficient r = 0,662.

2. mezi sebou stanoveni poctu leukocytt v synovialnim punktatu na dvou hematologickych analyza-
torech Sysmex XE 5000 a Coulter LH 750. Celkem bylo vySetieno 135 vzorkd dospélych pacient.
Zavér: statistickym vyhodnocenim byla konstatovana silna korelace r = 0,945.

3. mezi sebou stanoveni poctu leukocytl v pleurainim punktatu na dvou hematologickych analyza-
torech Sysmex XE 5000 a Coulter LH 750. Celkem bylo vySetfeno 38 vzork( dospélych pacientt.
Zaveér: statistickym vyhodnocenim byla konstatovana silna korelace r = 0,959. K statistické analyze
dat byl pouzit software SPSS verze 15 (SPSS Inc., Chicago, USA).

2131.

Soucasna analyza bronchoalveolarni lavaze v cytologické laboratofi

Bartova Radmila, Gruntova Dagmar, Lostakova Viadimira, Kolek Vitézslav, Jurafiova Jarmila, Vrbo-
va Olga, Grycova Petra (Klinika plicnich nemoci a tuberkulézy FN a LF; Hemato-onkologicka klinika
FN, Olomouc)

BAL (bronchoalveolarni lavaz) je neinvazivni metoda, ktera se provadi pfi bronchoskopii, kdy se paciento-
vi aplikuje 150—-200ml fyziologického roztoku o teploté 37°C do segmentalniho bronchu s jeho naslednym
odsatim. Ziskana tekutina predstavuje vzorek bunéénych i nebunécnych komponent epitelialniho povrchu
bronchiolll a alveold, véetné identifikace infekénich patogen(. Jeji slozeni se pfi zanétlivych a imunitnich
déjich v plicich vyznamné méni. Aspirovany materiél je podrobovan cytologickému, imunologickému a mi-
krobiologickému vySetfeni. Hlavni indikaci k provedeni BAL, je podezieni na plicni infekce, neinfekéni
zanétlivé procesy, diseminované plicni nadorové postizeni plic a u imunokompromitovanych nemocnych
v rdmci diferenciélni diagnostiky plicniho postizeni nejasného ptivodu. Pokud je v materialu hlen, prefiltru-
je se pres gazu. Hodnoti se celkovy pocet bunék v Blirkerové komurce. Materidl zpracovavame pomoci
cytocentrifugy nebo sedimentaci v cytosedimentaéni komurce. Nasledné obarvime May-Griinwald-Gi-
emsa. Pfi hodnoceni bunééného rozpoctu je doporucovano prohlédnout minimalné 300, Iépe 600 bunék.
Normalni nalezy jsou makrofagy nad 80 %, lymfocyty do 15 %, neutrofily do 3%, eosinofily do 0,5%. Cyto-
logické vysSetieni provadi zkuseny klinicky cytolog. Pfi cytologickém vySetfeni mizeme zachytit pfitomnost
nadorovych bunék, plisnovych vliaken a spor, pneumocyst , acidorezistentnich tyéek a virovych inkluzi.
V souc¢asné dobé mame moznost ve spolupraci s Hemato-onkologickou klinikou vyuzivat k diagnostice
pristroj CellaVision DM 96 (pfistroj na digitalni morfologii), ktery analyzuje kromé krevnich elementti i téIni
tekutiny. Od zacatku tohoto roku jsme vysetiili 60 vzork( BAL. Vyhodnoceni se provadélo nejprve mikro-
skopicky z cytospin(, a potom na analyzatoru pro digitalni morfologii. Cytolog miize diky CRRS softwaru
externé vstoupit do databaze pfistroje, nahlizet na preparaty a schvalit vysledek. Nalez Ize konzultovat
i s odborniky z jinych vzdalenych pracovist nebo s experty ze zahranic¢i. Nova vyhodnocovaci technika
umoznuje a usnadnuje v€asnou diferencialni diagnostiku fadu onemocnéni. BAL je Setrné, opakovatelné
a v rukou zkuSeného bronchologa bezpecné vysetfeni s minimem komplikaci, kterym ziskdme material
|épe odrazejici patologické procesy v plicnim parenchymu, nez sputum nebo bronchialni vyplach.



2142,

Zridka vidané morfologické nalezy ve fyziologické kostni dieni

Slanska Markéta, Jordanova Barbora, Zapletal Ondfej, Blatny Jan (Oddéleni détské hematologie,
FN, Brno)

Uvod: Kostni dferi je hlavnim organem hematopoézy a zaroveri jednim z nejvétsich organd lidského
téla. Podstatnou ¢ast kostni dfené tvofi krvetvorna tkan, ktera se sklada z kmenovych bunék, jez
bézné v kostni dfeni neidentifikujeme, prekurzort jednotlivych fad (Cervené, bilé a destickové fady)
a ze zralych krvinek, které plynule pfechazeji do obvodové krve. Metodika: V natérech fyziologické
kostni dfené mohou vyskytnout bunky, jejichz morfologie je snadno zaménitelna s jinymi burikami
kostni diené (osteoblasty, osteoklasty), které nachazime zejména u déti. Kromé téchto nalez(i mo-
hou byt ve dfeni pfitomny zajimavé jevy, napt. tzv. erytroblastické ostrivky s rofeocytézou, které
bézné v natérech nevidame. Vysledky: Erytroblastické ostrivky jsou zakladem pro rofeocytézu (pi-
nocytézu). Ostrivky jsou tvofeny makrofagem, obklopenym koncentrickym prstencem vyzravajicich
normoblastt. Makrofag zde slouzi jako zasobarna zeleza pro tvorbu hemoglobinu ve vznikajicich
erytrocytech. Soucasné také fagocytuje jadra, ktera jsou mezi stadiem oxyfilniho normoblastu a re-
tikulocytu vylou€ena z bunék. Rofeocyt6za je pohlcovani zrnek feritinu a hemosiderinu erytroblasty
z makrofagll v kostni dfeni. Osteoblasty jsou malé jednojaderné buriky podilejici se na stavbé kosti.
V natérech z kostni dfené se vyskytuiji jen ojedinéle a to ve skupinach, pfitisknuté k sobé. Cast&jsi
nalez je u déti. Je nutné znat jejich morfologii, nebot mohou byt zaménény s plasmatickymi burikami.
Osteoklasty jsou mnohojaderné buriky, které se ucastni prestavby kostni tkané. V natérech kostni
dfené u zdravych dospélych jsou neobvyklym nalezem, ¢astéjsi jsou u déti. Diky podobné morfologii
je mozna jejich zaména s megakaryocyty. Zavér: Ve svém sdéleni by chtéli autofi tohoto pfispévku
priblizit nékteré fyziologické nalezy, které ve vétsiné natérl kostni dfené nepozorujeme, ale presto
jsou béznou soucasti krvetvorné tkané, zejména u détskych pacientu.

WIEDERMANNOVA PREDNASKA

European LeukemiaNet recommendations for the treatment of Philadelphia chromosome
negative myeloprolipherative disorders
Barbui Tiziano (Bergamo — ITA)
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2233.

Dvacet let s cladribinem v Ié¢bé vlasatobunécnych leukémii na Hemato-onkologické klinice
LF UP a FN Olomouc

Raida Ludék, Papajik Tomas, Faber Edgar, Hubaéek Jaromir, Prochazka Vit, Szotkowski Tomas,
Urbanova Renata, Hlusi Antonin, Prochazkova Jana, Rusinakova Zuzana, Rohori Peter, Pikalova
Zuzana, Si¢ova Katefina, Indrak Karel, Langova Katefina (HOK LF UP a FN; Katedra biofyziky LF
UP, Olomouc)

Uvod: Od pocatku 90. let je purinovy analog cladribin referovan jako zasadni a prilomovy preparéat
v [é¢bé vlasatobunéené leukémie (VBL). Po témér dvaceti letech od zahéjeni jeho aplikace v této
indikaci byla provedena analyza dat nemocnych lééenych na Hemato-onkologické klinice LF UP
a FN Olomouc. Cil: U nemocnych s VBL Ié¢enych cladribinem zhodnotit po¢et dosazenych hemato-
logickych remisi a naslednych relapst/progresi choroby. Rovnéz posoudit mortalitu ve sledovaném
obdobi, a to jak celkovou, tak v souvislosti s VBL. Soubor nemocnych: Byla analyzovana data 78
nemocnych, 20 zen (26%) a 58 muzl (74%), s vékovym medianem 52 (35 - 82) let a medianem
sledovani od stanoveni diagn6zy VBL 10 (2 - 31) let. 17 z nich (22%) podstoupilo pfed cladribinem
splenektomii, 22 (28%) bylo Ié¢eno interferonem alfa. V§em nemocnym byl aplikovan cladribin v cel-
kové davce 0.7 mg/kg, a to bud' intraven6zné nebo podkozné. Lé€ebna odpovéd byla vyhodnocena
do 6 meésicu. Vysledky: Hematologické remise onemocnéni jedinym cyklem cladribinu dosahlo 74
nemocnych (95%). U 20 z nich (27%) doslo k relapsu/progresi VBL, a to v medianu 4 (1 - 13) let.
V prGbéhu sledovani bylo zaznamenano 22 umrti (28%), ale pouze u tfech nemocnych (4%) v pfimé
souvislosti s VBL. Aktualné z uvedeného souboru preziva 56 nemocnych (72%) v medianu 9 (1 - 18)
let po prvni aplikaci cladribinu. Zavér: Vysledky prezentované analyzy potvrzuji u¢innost cladribi-
nu z hlediska dlouhodobé hematologické stabilizace nemocnych s VBL. Relativné nizka mortalita
v souvislosti s progresi onemocnéni sved¢i jak o jeho specifickém indolentnim charakteru, tak dal-
$ich moznych Ié¢ebnych intervencich. Podporfeno Vyzkumnym zamérem MSMT MSM-6198959205,
grantem LF-2012-007 UP v Olomouci.

2214.
Udrzovaci lé¢ba rituximabem u lymfom{ — mozZnosti v roce 2012
Belada David (Il. interni klinika, OKH, FN, Hradec Kréalové)

Koncept udrzovaci lé€by je zejména u nemocnych s lymfomy uspésné aplikovan jiz nékolik let. Velmi
dobra efektivita, minimalni toxicita a dlouhy biologicky polo¢as monoklonalni protilatky anti CD20
— rituximabu - z né&j &ini idealni molekulu pro udrzovaci 1é€bu. V roce 2012 je standardni indikaci
podavani u nemocnych s folikularnimi lymfomy (FL), kde v ramci 1.linie je podavan po 2 mésicich
po dobu 2 let. V relapsu FL je rituximab podavan 1x po 3 mésicich po 2 roky. Nové od roku 2011 je
prokézan vyznam udrzovaci |é¢by rituximabem u nemocnych s lymfomem z bunék plastové zony
(MCL), kde po chemoterapii R-CHOP v prvni linii 1é€by bylo dosazeno minimalné PR. Zde je poda-
van po 2M az do progrese lymfomu. Zajimavé jsou i prvni vysledky udrzovaci |éEby u nemocnych
s FL s malou nadorovou masou dle GELF kritérii. Zde byla po indukéni 1éEbé 4 davkami rituximabu
po tydnu podavana udrzovaci Ié¢ba rituximabem po 2M po dobu 2 let. To vedlo k vyraznému pro-
dlouzeni doby do nutnosti zahajeni cytotoxické 1é¢by oproti ramenu observace. Nutno ale vyckat
ale dalSich vysledku studie pfi del$im sledovani. U difuzniho B-velkobunééného lymfomu jsou vy-
sledky udrzovaci Ié€by zatim nejednoznacné. Vysledky randomizované studie pro 1.linii - NHL-13
- ve které jsou nemocni po terapii R-CHOP randomizovani mezi udrzovaci lé¢bu rituximabem (1x
po 2 mésicich po 2 roky) a observaci, zatim nejsou k dispozici. U pacientt s relapsem difizniho
B-velkobunééného lymfomu jsou jiz znamy vysledky studie CORAL, kde byli mlad$i nemocni do 60
let randomizovani mezi zachrannou Ié¢bu R-ICE a R-DHAP a poté po autologni transplantaci, na-
sledné s 2. randomizaci mezi udrzovaci |é€bu rituximabem (1x po 2 mésicich po 2 roky) a observaci.
Ani zde vyznam udrzovaci |é€by rituximabem zatim nebyl prokazan. Celkové Ize shrnout, Ze udrzo-
vaci l1é¢ba rituximabem je standardni Ié€ebnou moznosti u nemocnych s FL v prvni linii i v relapsu
i unemocnych s MCL. Lécba se z hlediska toxicity jevi jako velmi dobfe tolerovana. Pfesto je v tomto
konceptu stale nékolik otaznik(, a to dlouhodoba bezpeénost podavani, optimalni schéma a zplisob



aplikace nebo zplsoby |é¢by pfi relapsu lymfomu béhem udrzovaci Ié¢by. Udrzovaci Iééba rituxima-
bem predstavuje velkou nadéji do budoucna, otazkou je i jeji del$i podavani nez dosud ovérené 2
roky podavani, navic se objevuji i dalSi monoklonalni protilatky anti CD20, jejichz ucinnost i v ramci
udrzovaci |écby je zkoumana (napfiklad GA 101).

Prace byla podpofena grantem IGA MZ CR: NT 12193-5/11.

2114.

Udrziavacia lie€ba rituximabom v terapii lymféomu plastovych buniek (MCL) - skisenosti jed-
ného centra

Chudej Juraj, Sokol Juraj, Valekova Lubica, Hrn¢ar Matej, Marcinek Juraj, Balharek Tomas, Hu-
decek Jan (KHaT JLF UK a UNM, Martin - SVK; Klinika onkoldgie FNsP F.D. Roosevelta, Banska
Bystrica - SVK; Ustav patologickej anatémie JLF UK a UNM, Martin - SVK)

Lymfom plastovych buniek (MCL) predstavuje priblizne 6-8% non-Hodgkinskych lymfémov (NHL).
Patri medzi maligne lymfémy s najhorSou prognézou. Pozorované su sice vysoké miery odpovedi pri
pouziti R-CHOP, napriek tomu doba prezivania bez progresie ochorenia je kratka. Stredny vek pa-
cientov s novodiagnostikovanym MCL je 64 rokov, takze rezimy, ktoré by nezahrnali ASCT a vysoko
agresivnu chemoterapiu, su velmi ziaduce a potrebné. Okrem toho, Udaje naznaduju, Ze intenzivna
stratégia lieby nemusi vzdy prediZit celkovu dobu prezivania. S ohladom na tieto skutoénosti pre-
biehala studia s nazvom ,Long-term follow-up of a pilot study from the Wisconsin Oncology Network”
s modifikovanym rezimom R-hyperCVAD, po ktorom nasledoval udrziavaci rezim s rituximabom.
Modifikovany rezim R-hyperCVAD s udrziavacou liecbou rituximabom ukazal dobru mieru odpovedi
u doteraz nelie€enym MCL. Modifikovany R-hyperCVAD bol vlastne viac podobny rezimu CHOP ako
R-hyperCVAD, méze sa preto len $pekulovat, Ze predizenie miery odpovedi bolo vlastne spdsobené
udrziavacou lie€bou. V subore nasich pacientov s diagnézou MCL sme podavali udrziavaciu terapiu
rituximabom (375 mg/m?, & 3 mesiace, 2 roky) v desiatich pripadoch. U troch pacientov zacala byt’
lie€ba podavana az po |l. linii terapie (po I. relapse ochorenia). V jednom pripade bola udrziavacia
terapia preruSena pre nespolupracu pacienta (vynechavanie hematologickych kontrol). V skupine
zvy$nych deviatich pacientov sme v dvoch pripadoch zaznamenali relaps zakladného ochorenia
po 11.a 22. mesiacoch od ukonéenia maintenance. Udrziavacia lie¢ba pokracuje u dvoch pacientov.
Piati pacienti su v su¢asnosti v kompletnej remisii (CR) v obdobi 3—12 mesiacov po ukonéeni udrzi-
avacej liedby rituximabom. Uloha udrziavacej lieéby je pri MCL este stéle nezodpovedanou otézkou
(chybaju randomizované Studie a pod.), nie je preto vSeobecne odporucana, i ked' v pripade jej
dostupnosti nie je zaroven ani vSeobecne neindikovana.

2195.

Vyznam autologni transplantace perifernich krvetvornych bunék v 1. linii Ié¢by u pacienta
s Mantle cell lymfomem - zkuSenost centra

Vokurka Samuel, Koza Vladimir, Jindra Pavel, Vozobulova Véra, Schiitzova Miroslava, Karas Michal,
Svoboda Tomas, Steinerova Katefina, Hrabétova Marcela, Lysak Daniel (Hematologicko-onkologic-
ké odd., FN Plzeri)

Souhrn: Mantle cell lymfom (MCL) patfi mezi prognosticky zavazné lymfomy s medianem preziti
3—4 let pfi bézné chemoterapii, postihuje pfevazné muze s medidnem véku 60 let. Lécba s vyuzitim
autologni transplantace perifernich krvetvornych bunék v 1. linii by méla zlepSit 1é¢ebné vysledky.
Cil: ovéfit efekt ASCT v 1. linii u pacientt s nové diagnostikovanym MCL. Metodika: prospektivni
monitorace, srovnani obdobi od diagnézy do relapsu / progrese (PFS) a celkového preziti od dia-
gnoézy (OS) u pacientd s autologni transplantaci v 1. linii a u pacientt bez této 1ééby (vylouceni
pacienti s ASCT v 2. linii, po alogenni transplantaci, udrzovaci |é¢ba s Mabterou nebyla zavedena).
Soubor: pacienti s MCL a se zahajenim 1. linie |é€by v 1996-2006 a stav k 12/2011. Skupina bez
ASCT po indukci pro neunosnost s ohledem na vék nebo stav; n = 28 (muzi 75%; vék median 70
(44-77) let; index MIPI 7 (3-10); stav po indukci: CR 54%, PR 25%, SD 14%, progres 7%,; protokol
indukce: CHOP-like 79%, intenzivni antracyklin-based 3%, VAD-L 18%, rituximab v indukci 57%).
Skupina s ASCT po indukci; n = 21 (muzi 81%; vék median 54 (37-71) let; index MIPI 5 (1-10); stav
po indukci: CR 57%, PR 43%; protokol indukce: CHOP 47 %, intenzivni antracyklin-based 29%,
VAD-L 24%, rituximab v indukci 71%). Vysledky: median véku a MIPI index byly signifikantné vyssi
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u netransplantovanych pacient(: 70 (44-77) vs. 54 (37-71), p <0.0001 (t-test), respektive 7 (3-10) vs.
5(1-10), p = 0,01 (t-test). Autologni transplantace zvysila zastoupeni CR z ptvodnich 57% na 90%.
Pravdépodobnost PFS, OS a median PFS a OS byly vys$si u transplantovanych (p = 0,0001 a 0,05):
PFS 3 roky a 5 let: 65% vs. 16% a 38% vs. 0%; OS 3 roky a 5 let: 88% vs. 35% a 56% vs. 18%;
median PFS a OS: 40 vs. 16 a 68 vs. 25 mésicl. Zavér a diskuze: data ukazuji na efekt zlepSeni
|é&ebné odpovédi, PFS a OS u pacientt s ASCT v 1. linii Ié¢by. Pacienti vSak dale relabuji a neni
zde kurativni potencidl. Posoudit detailni vliv véku, MIPI indexu nebo imunoterapie s rituximabem
by vyzadovalo rozsahla dals$i sledovani a analyzy. DalSi zlepSeni 1é¢ebnych vysledkl krom alogenni
transplantace by mohla pfinést relativni intenzifikace indukéni chemo-imunoterapie a dale dopliné-
ni udrzovaci imunoterapie rituximabem, jak napf. ukazuji data Finish Lymphoma Group (RCHOP,
AraC, fludarabin, udrzovaci rituximab).

2126.

Zkusenosti s lenalidomidem v netradi¢nich indikacich

Adam Zdenék, Krej¢i Marta, Szturz Petr, Pour Ludék, Hajek Roman, Zahradova Lenka, Mayer Jifi
(Interni hematologicka a onkologicka klinika LF MU a FN, Brno)

Registracni studie predurcily lenalidomid pro 1é€bu mnohocetného myelomu. V literatufe Ize vSak
nalézt publikace o dalSich chorobach, pro néz byl lenalidomid pfinosem. V roce 2011 se naSe pra-
covisté zucastnilo projektu Compassionate Use Program, uréeného pro pacienty se vzacnymi ma-
lignimi krevnimi chorobami. Tento program umoznoval podat lenalidomid pacientdm nereagujicim
na klasickou lé¢bu. NaSe pracovisté dostalo lenalidomid pro Ié€bu celkem 4 nemocnych. U pacienta
s velmi agresivni formou histiocytézy z Langerhansovych bunék, jehoz nemoc relabovala po 1é¢bé
2-chlorodeoxyadenosinem, po 1é¢bé chemoterapii CHOEP (cyklofosfamid, adriamycin vinkristin,e-
toposid a prednison) a po vysokodavkované chemoterapii BEAM s autologni transplantaci, navodila
|é¢ba lenalidomidem kompletni remisi (dle PET-CT hodnoceni). Ta byla konsolidovana alogenni
transplantaci. Pacient je 8 mésicl po transplantaci bez recidivy nemoci v kompletni remisi. Dale
byl lenalidomid podan nemocnému s multicentrickou Castlemanovou chorobou, ktera nereagovala
na chemoterapii R-CHOP a pouze ¢astecné reagovala na lé¢bu thalidomidem. Lécba lenalidomi-
dem byla po 12 cyklech ukonéena v prosinci 2012. Pacient je od ukonéeni [éEby 4 mésice v remisi.
Podobné jako v pfedchozim pfipadé, hodnoceni Ié¢ebné odpovédi je zaloZzeno na PET-CT vySet-
feni. Lécba lenalidomidem byla dale testovana u pacienta s Erdheimovou-Chesterovou chorobou
s postizenim celého téla véetné CNS. Dle celotélového PET-CT hodnoceni a MR mozku doslo
sice k vymizeni lozisek v CNS, nedo$lo ale ke zmenSeni akumulace FDG (fluorodeoxyglukézy)
v perifernich loziscich. U tohoto pacienta doslo ke zlepSeni stavu az pfi aplikaci anakinry (preparatu
Kineret, denné& apulka s.c.). Ctvrtym pfipadem byl pacient s mnoho&etnou angimatézou, kterého
jiz 1é¢ime 6 let dominantné thalidomidem 100 az 200mg denné. Tato davka thalidomidu zplsobila
zavaznou neuropatii a proto bylo nutné najit jinou lécbu. Zjistili jsme, Ze podani 10mg lenalidomidu
v kombinaci s 50 mg thalidomidu /den mize po dobu aplikace stabilizovat toto onemocnéni. Efekt
|é¢by jsme v tomto pfipadé hodnotili dle krevniho obrazu a markerd diseminované intravaskularni
koagulace. Uvedené zku$enosti prokazuiji, Ze lenalidomid je G¢inny i u dalSich nemoci, nejen u téch,
pro néz byl registrovany.

Prace byla vypracovana v ramci aktivity nasledujicich grantd: specifického vyzkumu MU-
NI/A/0784/2011 a grantd IGA MZd NT11154, NT12130 aNT12215.

2145.

NaSe skusenosti s aplikaciou lipozomalneho cytarabinu v liecbe a profylaxii agresivnych
a vysokoagresivnych NHL (skusenosti 2 pracovisk)

Guman Tomas, Kafkova Adriana, Téthova Elena, Stecova Natalia, Hlebaskova Monika, Surova Mi-
lena, Taka¢ Vladimir, Dulova Ingrid, JurkoviGova Jana, Chudej Juraj, Plamerova Ivana, Valekova
Lubica (Klinika hematoldgie a onkohematoldgie, UN L. Pasteura a LF UPJS, Kosice — SVK; Klinika
hematoldgie a transfuzioldgie, JLF UK a MUN, Martin - SVK)

Postihnutie CNS u chorych s lymfoproliferativnymi ochoreniami (LPO) znamena vzdy zlu progndzu,
s medianom prezivania menej ako 6 mesiacov. V obdobi pred profylaxiou sa infiltracia CNS vysky-
tovala u 30% - 50% vysokoagresivnych a 10%-20% agresivnych LPO, po zavedeni profylaxie doslo



k jej vyznamnému poklesu (5—10% u leukémii a lymfémoch). Lipozomalny cytarabin (LC; DepoCyte)
je cytostatikum s postupnym uvolfiovanim, uréeny na priame podanie do mozgomiechovej tekutiny
(CSF). Vysledky klinickych studii poukazali na jeho efektivitu tak v liecbe lymfomatdznej a leuke-
mickej meningitidy ako aj v profylaxii lymfomatézneho postihnutia CNS. Menej frekventné aplikacie
cytostatika zlepSuju nielen compliance pacienta, ale aj vyznamne redukuju poc¢et komplikacii intra-
tekalnej (IT) aplikacie véitane postpunkéného syndromu. LC sme aplikovali IT do CSF+ profylaxiu
kortikoidmi. Prezentujeme subor 27 pacientov : 17 Zien (vek: 39-74r., priemer: 57.12 r.) a 10 muzov
(vek: 20-70r., priemer: 50.95 r.) 18 pacientov novodiagnostikovanych (de novo) z toho 5 pac. mali
primarny lymfém CNS, 9 pacienti s relapsom, z toho 6 pacienti s postihnutim CNS. Diagnézy: vyso-
koagresivny NHL : 7 pacientov: (pre B — ALL: 5 pacientov, T- ALL: 1 pacient, BL: 1 pacient), agre-
sivne lymfémy: 14 pacientov: DLBCL: 10 pacientov, MCL: 3 pacienti, PTCL: 1 pacient, indolentné
lymfémy: 1 pacient: CLL: 1 pacient,ostatné diagnézy: 5 pacientov: MM: 3 pacienti, Plazmocelularna
leukémia:1 pacient, Lymfomatoidna granulomatéza: 1 pacient. Median sledovania: maj 2007 — au-
gust 2011 liecba: kauzalna: 22 pacientov, profylaxia: 5 pacientov, vyskyt lymfomatdznej meningitidy:
15 pacientov , vyskyt leukemickej meningitidy: 4 pacienti, RAT na oblast CNS: 27 pacientov: z toho
20 pacientov — total neuraxis a 7 pacientov — WBI. Hodnotime a porovnavame diagnostiku (pred
a po lie¢be LC): CSF, cytoldgiu, imunofenotypizaciu, vysledky NMR mozgu, klinické prejavy, priebeh
lieCby a sprievodné komplikacie po aplikacii LC. Hodnotime celkovu efektivitu lieCby - dosiahnutie
remisie (CR,PR,SD), neurologické prejavy (pred — po lie¢be), celkovy pocet aplikovanych davok LC
(uvodnad, konsolidacia, udrziavacia), celkové prezivanie v mesiacoch.
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2224.

Vysledky alogennich transplantacii krvotvornych buniek pre diagnézu AML na HOK FN
Olomouc

Rusinakova Zuzana, Raida Ludék, Faber Edgar, Indrak Karel (Hemato-onkologicka klinika, FN,
Olomouc)

Uvod: Vzhladom k neuspokojivym vysledkom konvenénej liecby AML predstavuje alogénna
transplantacia krvotvornych buniek (aloTKB) pre velku skupinu pacientov jediny potencialne ku-
rabilny postup. Nasim ciefom je retrospektivne zhodnotenie vysledkov aloTKB u pacientov s AML
lieCenych v naSom centre. Metdda: V rokoch 2000-2010 69 pacientov (34 muzov a 35 Zien) s me-
dianom veku 48 rokov podstupilo aloTKB, v 25 pripadoch od nepribuzenského darcu (5x s jednou
HLA nezhodnou a 3x s dvoma nezhodami) a v 44 pripadoch od zhodného pribuzného darcu. Ako
zdroj krvotvornych buniek bola 4x pouzita kostna drefi a 65x periférne kmernové bunky. V dobe
diagndézy bola u 59 pacientov (85%) choroba hodnotena ako vysoko rizikova. Pred transplantaciu
bolo 45 pacientov (65%) v kompletnej remisii (CR). ATG bol v ramci pripravneho rezimu aplikovany
22 pacientom. 27 pacientov podstupilo transplantaciu po $tandardnej myeloablativnej priprave, 42
pacientov po rezimoch s redukovanou toxicitov. Vysledky: U 1 pacienta nedoslo k prihojeniu. Vzo-
stup neutrofilov nad 1,0x109/I bol dosiahnuty v mediane 15 dni, vzostup trombocytov nad 20x109/I
v mediane 11 dni. Akutna GvHD [I-1Vst. bola diagnostikovana u 19 (28%) pacientov. TRM do dna
+100 bola 11%. Extenzivna chronicka GvHD sa vyskytla u 9 z 54 hodnotenych pacientov (17%).
Celkova TRM bola 22%. 61 pacientov (88%) dosiahlo CR po TKB. U 17 doslo k relapsu choroby,
z nich 10 podstupilo 2. TKB. S medianom sledovania 40 mesiacov zije 36 pacientov (53%), 35 (51%)
v remisii choroby. Do$lo k 7 Umrtiam v suvislosti s akitnou GvHD, 1 Umrtie bolo spdsobené chro-
nickou GvHD, 7 umrti bolo zapri¢inenych infekénymi komplikaciami a v 18 pripadoch bola pri¢inou
progresia/relaps zékladnej choroby. Pravdepodobnost 3-roéného prezitia (OS) pacientov je 52%.
Zaver: Alogénna TKB pacientov s AML je spojena s dobrou efektivitou liecby (3-roéné OS 52%)
pri uspokojivej toxicite, problematickou zostava vyssi vyskyt relapsov choroby, hlavne u rizikovych
pacientov transplantovanych mimo CR.

Podporené grantom LF-2012-007 Univerzity Palackého v Olomouci.

2152,

Treatment results of relapsed acute myeloid leukemia after allogeneic stem cell transplanta-
tion - single centre experience

Karas Michal, Steinerova Katefina, Jindra Pavel, Svoboda Tomas, Vokurka Samuel, Lysak Daniel,
Koza Vladimir (Department of Hemato-Oncology, Faculty Hospital, Plzeri)

Background: relapse after allogeneic stem cell transplantation (aloSCT) for acute myeloid leukemia
(AML) carries poor prognosis with limited effect of currently available treatment approaches. We
retrospectively analysed outcome of patients with relapsed AML after aloSCT at our centre with the
aim to evaluate the potential role of donor lymphocyte infusion (DLI), combination of chemotherapy
(CHT) and DLI or 2nd aloSCT in treatment of relapsed AML after aloSCT. Patients and methods:
from 10/2001 to 10/2011 149 pts underwent aloSCT for AML, 36 pts (24%) relapsed and 22 of them
were subsequently treated for relapse. Median of age of treated pts was 45 years (range,28-63
years) and at the time of aloSCT, 12 pts (55%) were in the 1st complete remission (CR) of AML
and 10 pts (45%) beyond 1st CR. 13 pts (59%) underwent aloSCT after myeloablative and 9 pts
(41%) after reduced-intensity conditioning (36% with related and 64% with unrelated donor). Source
of stem cell was peripheral blood in 72% and bone marrow in 28% of cases. The median of time
to relapse after aloSCT was 7 months (range, 2-30 months). Treatment of relapse was assessed
individually and 9 pts (41%) received DLI, 10 pts (45%) were treated with CHT and DLI and 3 pts
(14%) received CHT and 2nd aloSCT. DLI were administered at escalating doses. Results: 9 pts re-
ceived after relapse DLI. The median of applied doses was 2 (range, 1-4 doses) and 1 patient (11%)
achieved CR, which lasts for 9 months. The median of overall survival (OS) after relapse among DLI
treated pts was 3 months (range,1-11 monhts). Among 10 pts treated by CHT and DLI 7 pts (70%)
achieved CR but subsequently 5 of them relapsed and died, 1 patient died in CR due to GVHD and



only 1 patient is alive in CR for 54 months. The median of disease free survival among CR pts was 5
months (range,3-54 monhts). The median of OS after relapse among CHT and DLI treated pts was 6
months (range, 1-50 months) for all pts and 8 months (range,5-50 months) for CR pts. 3 pts achieved
after CHT CR and underwent 2nd aloSCT. 2 pts died 5 and 15 months (TRM, relapse) after 2nd
aloSCT and 1 patient is alive in CR for 24 months after 2nd aloSCT. Conslusion:in spite of relatively
small number of pts our data suggest that pts with relapsed AML after aloSCT have dismal pro-
gnosis using currently available treatment approaches. In future, incorporation of earlier treatment
intervention, novel drug and immunomodulation approaches could improve this poor prognosis.

2175.

Alogenni transplantace krvetvornych bunék po redukované pfipravé u pacientd starsich 65
let — zkuSenosti jednoho centra

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

Uvod: vyskyt hematologickych malignit narGsta s vékem a &asto se jednéa o onemocnéni prognosticky
nepfiznivé, dlouhodobé Spatné ovlivnitelné standardni Ié€bou. Alogenni transplantace krvetvornych
bunék po redukované pfipravé (RIT) by mohla u ¢asti starSich nemocnych zlepSit tuto nepfiznivou
progndzu, nicméné s vysSim vékem pacienta nemusi byt tento k provedeni RIT indikovan obvykle
z obav pred vy$Si lé€ebnou mortalitou (NRM). V tomto sdéleni shrnujeme nasSe zkuSenosti s prove-
denim RIT u nemocnych starSich 65 let na naSem pracovisti Pacienti a metody: od 2/2002 do 2/2012
24 pacientl s medianem véku 66 let (rozmezi 65-70 let), z nichz 29% mélo HCT-CI >3, podstoupilo
RIT (19xFLU/MEL, 4xFLU/CY, 1xBUFLU/ATG). 12 pacient podstoupilo RIT pro AML (33% mimo
1. CR), 7 pacientl pro CLL (rezist. onemocnéni nebo > 2. relaps), 4 pacienti pro MPO (50% s blas-
tickym zvratem) a 1 pacient pro rezistentni relaps NHL typu FCL. Zdrojem krvetvornych bunék byla
periferni krev s medianem podanych CD34+ bunék 4,55x10E6/kg (rozmezi 0,72-13,80x10E6/kg).
V 12 (50%) pfipadech se jednalo o pfibuzného a v 12 (50%) pfipadech o nepfibuzného darce (4x
s HLA neshodou). Prevenci GVHD byla kombinace cyklosporinu A a methotrexatu. DalSi postupy,
|ééba komplikaci, jejich hodnoceni a hodnoceni vysledkl Ié¢by probihalo dle standardnich kritérii.
Vysledky: u 23 (96%) pacientl doslo k pfihojeni $tépu. Z 23 hodnocenych pacientt se akutni GVHD
rozvinula u 11 (48%) pacientd a chronickd GVHD u 12 (60%) z 20 hodnocenych pacientl. Ve vSech
ptipadech GVHD odpovédéla na kortikoterapii. S medianem sledovani zijicich pacientt 40 mésicu
(rozmezi 5-97 mésicU) Zije 10 (42%) nemocnych v CR zéakladniho onemocnéni. 5 (21%) pacientd
zrelabovalo a 4 z nich zemfreli. 1 pacient s AML po DLI a podani azacytidinu dosahl dalsi CR. 10
(42%) pacientt zemrelo z divodu NRM. NRM do dne +100 byla 13%, do roka po RIT 21%. Pred-
pokladany EFS a OS ve 4 letech je 41% a 44%. Zavér: s ur€itou limitaci velikosti souboru ziskané
vysledky ukazuji, Zze RIT (v€etné nepfibuzenské) mize u ¢asti pacientl starsich 65 let pfiznivé ovliv-
nit jejich prognézu a RIT mGzeme povazovat za potenciélné kurabilni 1é¢bu pro selektované starsi
nemocné. Mozny nepfivy vliv na NRM, incidenci relapsu a tim nizsi celkovou efektivitu RIT u naseho
souboru pacientli mohl mit fakt, ze vétSina nemocnych podstoupila RIT predlé¢ena a s pokrocilym
stavem onemocnéni. Casnéjsi indikace k RIT by pak mohla vést ke zlepSeni vysledka transplantagni
|éEby starSich pacientu.

2208.

Stanovenie mikrochimérizmu po alogénnej transplantacii krvotvornych buniek metédou re-
lativnej kvantifikacie

HanuSovska Eva (Medirex, a.s., Bratislava — SVK)

Po alogénnej transplantacii krvotvornych buniek (alo TKB) je délezité poznat mikrochimérizmus
krvotvorby pacienta na molekulovej urovni. Metédou alel Specifickej Real-time PCR sa daju dete-
kovat pred alo TKB u darcu a pacienta desiatky NPs (bialelickych nukleotidovych polymorfizmov),
ktoré su pre donora a recipienta Specifické. Skriningom 12 NPs (11 bialelickych nukleotidovych
polymorfnych markerov a 1 monoalelicky DNA marker na Y chromozéme) sme schopni relativnou
kvantifikaciou Real time PCR ( 7300 Real Time PCR System) s pouzitim SYBR Green merat mi-
krochimérizmus Specifickych DNA markerov vo vzorke periférnej krvi (PK) pacienta po alo TKB.
Merania sa zvy¢€ajne uskuto€riuju z leukocytov PK pacienta 30,100 a 180 dni po alo TKB a potom
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v roénych intervaloch. Na naSom pracovisku bolo za uplynulych pét rokov monitorovanych 104 paci-
entov. Skriningom dvojic donor/recipient sme vo vaésine pripadov nasli 2-3 informativne autolégne
markery, iba v 3 pripadoch sme nenasli ani jeden informativny autolégny marker, ktory je pre me-
ranie mikrochimérizmu najvhodnejsi. Relativnu kvantifikaciu sme vyhodnocovali programom Study
(Applied Biosystems), ktory je ur€eny na relativnu kvantifikaciu expresie génov. Ako kalibrator sluzila
vzdy vzorka pacienta pred alo TKB. Expresia génu GAPDH bola pouzita ako endogénna kontrola.
V naSom laboratériu sa nam podarilo zaviest metédu DNA diagnostiky stanovenia mikrochimérizmu
po alogénnej transplantécii krvotvornych buniek, ktora je nezavisla od pohlavia darcu a prijemcu
a dosahuje citlivost <1%. Metdéda si nadla svoje stabilné miesto v klinickej praxi a sluzi lekarovi ako
dalsi faktor monitoringu pacienta po alo TKB (prihojenie Stepu, pripadne bliziaci sa relaps). Metodi-
ka je zapojena do Narodného programu skusania spdsobilosti pre oblast kvantitativneho vySetrenia
chimérizmu po alogénnej transplantécii krvotvornych buniek koordinovaného Ustavom hematolégie
a krvnej transfuzie Narodnym referenénym laboratériom pre DNA diagnostiku v Prahe.

2196.

Stanoveni hladin citrulinu v séru u pacientl po alogenni transplantaci krvetvornych bunék
Vokurka Samuel, Svoboda Tomas, Koza Vladimir, Rajdl Daniel, SedlackovaTerezie, Racek Jaroslav
(Hematologicko-onkologické odd., FN, Plzeri; Ustav klinické biochemie a hematologie, FN, Plzeri)

Vyznam: Citrulin je aminokyselina specificky produkovana enterocyty. Hladiny citrulinu jsou kvan-
titavnim parametrem nezavislym na etiologii ztraty epitelu tenkého stfeva a jejich vysetfeni mize
pfinaSet informaci a rozsahu postizeni tenkého stfeva v rdmci napf. Crohnovy choroby, pfipadné
o toxickém posSkozeni epitelu po vysokodavkované chemoterapii. VySetfeni citrulinu neni béznou
metodikou a v hemato-onkologii a u pacientt po transplantacich krvetvornych bunék se bézné ne-
vyuziva. Cil: ovéfit moznost vySetfeni hladin citrulinu u pacientli s prdjmy po alogenni transplantaci
krvetvornych bunék. Metodika: prospektivni sledovani, srovnani pacientd po alogenni transplantaci
a zdravych kontrol, laboratorni kit Citrulin REF K6600 ImmunDiagnostik spektrofotometrie, fa.La-
comed. Soubor: 20 pacientl po alogenni transplantaci krvetvornych bunék, muzi 17/20 (85%), vék
median 44 (38-64) let, pravdépodobna etiologie prijmu: 8x toxické postizeni stfeva po chemotera-
pii ve dnech 1-22 po transplantaci, 8x poSkozeni stfeva pfi probihajici reakci $tépu proti hostiteli
(GVHD) ve dnech 43-142, 5x jiné (napt. dysmikrobie) ve dnech 120-570 po transplantaci. Kontrolni
srovnatelny soubor 20 zdravych darct krve Transfuzni oddéleni FN v Plzni. Vysledky: Hladiny v séru
pacientl byly signifikantné nizsi 10,5 (0,6 - 63) nez u zdravych kontrol 33,3 (19,1 - 45,9) umo/I.
U pacientt s vétSim odstupem po transplantaci a s etiologii prdjmu jinou, nez pfedpokladana toxi-
cita po chemoterapii nebo GVHD, byla patrna tendence k vys$S§im hladinam citrulinu. U opakované
sledovaného pacienta K.K. bylo patrné zvySovani hladin v pribéhu ¢asu od transplantace: den
1-3,4;den 20 — 1,6; den 89 — 5,0; den 127 — 15,6; den 189 — 19,5 umol/l. Zavér: metodika vyset-
feni hladin citrulinu je realizovatelna, zjisténé ukazatele odrazely poSkozeni epitelu tenkého stfeva
(enterocyttl) u pacientd v ¢asném obdobi po alogenni transplantaci krvetvornych bunék a naopak
tendenci ke zvyseni produkce citrulinu (regeneraci stfeva) v priibéhu ¢asu — s Ustupem toxického
a GVHD poskozeni. Rozsahla pozorovani by vSak byla nutna k ovéfeni pfesné kinetiky a odchylek
v hladinach citrulinu u rdznych protokol( transplantaci, stfevnich postizeni a dalSich klinickych po-
transplanta¢nich situaci a dale pak hladiny citrulinu mize ovlivnit napf. renalni insuficience.
Vysetteni bylo podporeno z: Specificky vyzkum SVV 262 806, LF UK Plzeri.
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2202.

Mediastinalne lymfémy zo zrelych B-buniek a ich diferencialna diagnostika

Balharek Tomas, Szépe Peter, Plank Lukas (Ustav patologickej anatomie JLF UK a UNM; Martinské
bioptické centrum, Martin - SVK)

Mediastinum je vzhladom k pritomnosti tymického tkaniva Specifickou lokalizaciou vzniku ma-
lignych lymfémov (ML). Zo zrelych tymickych B-lymfocytov tu najéastejSie vznikaju klasicky
Hodgkinov lymfém (CHL), zvy&ajne typ s nodularnou sklerézou a samostatny typ velkobunko-
vého B-lymfému oznacdovany ako primarny mediastinalny (tymicky) B-lymfém (PMBCL). Oba
ML EastejSie postihuju mladsSie Zeny a prezentuju sa mediastindlnou masou s alebo bez postih-
nutia supraklavikularnych LU. Aj napriek tomu, Ze ide o striktne multiparametricky definované
klinicko-patologické entity, tieto su biologicky pribuzné a niektori ich povazuju za protikladné
konce toho istého spektra. Ich rozdielna lymfomagenéza pravdepodobne suvisi s variabilnou
odpovedou lokalneho hostitelského mikroprostredia. PMBCL vykazuje zachovany program B-
-bunkovej diferenciacie (CD20+, PAX5+, CD30+/-, CD15-, OCT-2+, BOB.1+), v CHL je na-
opak B-program potla¢eny (CD20-/+, PAX5+/-, CD30+, CD15+, OCT-2-, BOB.1-), aj ked slaba
a heterogénna expresia CD20 v SR-bunkach nebyva az tak zriedkava. Nakolko hranica medzi
obomi ML nie je vzdy jednoznacnad, existuju Specifické pripady s prechodnymi &rtami, ktoré
sa oznacuju ako tzv. mediastinalne lymfémy Sedej zény (MGZL). V zasade mozno definovat 3
podskupiny MGZL s r6znou mierou fenoménu intermediarity. V prvom pripade ide o kompozit-
né ML, ktoré su tvorené synchrénne pritomnymi komponentami typu CHL a PMBCL. V druhom
pripade ide o sekvenény vyskyt uvedenych ML (CHL relabujiuci ako PMBCL alebo opacne).
V tretom pripade ide o ML s prekryvajucimi sa morfologickymi a fenotypovymi ¢értami PMBCL
a CHL, resp. ide o ML vykazujuce asynchréniu medzi morfolédgiou a fenotypom (CHL s ¢rtami
PMBCL alebo PMBCL s ¢rtami CHL). Pre tieto entity bola v SZO klasifikacii z roku 2008
zavedena samostatna kategoria tzv. neklasifikovatelnych B-lymfémov s ¢rtami medzi DLBCL
a HL. Nejde pritom o ziadny odpadkovy ké$ pre nejednoznacné diagndzy, ale ide o skupinu
ML s osobitymi morfologicko-fenotypovymi a klinickymi vlastnostami. MGZL su zriedkavé ML,
ktoré sa na rozdiel od PMBCL a mediastinalnych CHL vyskytuju ¢astejSie u mlad$ich muzov vo
veku 20-40 rokov a vykazuju horSiu prognézu nez samostatné CHL a PMBCL. Problematickou
nie je len ich diagnostika, ale aj lie€ba. Podla viacerych klinickych §tudii by pacienti s tymito
lymfémami mohli profitovat z lieéby pre agresivne B-NHL.

Podporené grantovymi projektami VEGA 1/0378/12 a Centrum excelencie CEPV Il (IMTS
26220120036) a MBRKM (IMTS 26220220113).

2237.

Klinicky pohled na diagnostiku a Iécbu primarné mediastinalniho B-bunécného lymfomu
Papajik Tomas, Prochazka Vit, Kapitanova Zuzana, JaroSova Marie, Indrak Karel (Hemato-onkolo-
gicka klinika, LF UP a FN, Olomouc)

Primarné mediastinalni B-bunécny lymfom (PMBL) tvofi samostatnou, dobfe definovanou jednotku
ve spektru difuznich B-bunéénych lymfomd (DLBCL). PMBL pfedstavuje 2—4% ze vSech ne-hodg-
kinskych lymfomd a vyskytuje se zejména u mladych nemocnych (median véku 35 let). Zeny byvaji
postizeny Castéji (pomér zen k muzim je asi 2 ku 1). V klinickém obraze PMBL dominuje velka
nadorova masa v pfednim mediastinu, ktera pomérné rychle narista a u 2/3 pacientli pfesahuje
10cm v horizontalnim prdméru. U 30-50% pacientd mGze rychly rdst nadorové masy zpUsobit Utlak
horni duté zily s klinicky zavaznou symptomatologii. V&tSinu nemocnych diagnostikujeme ve sta-
diu | a Il, ¢asta byva infiltrace okolnich organ(, generalizace choroby byva vyjime¢na. Rozhodujici
pro diagn6zu PMBL je rychle a kvalitné provedena biopsie nadorové tkané, a to nejcastéji pomoci
mediastinoskopie ¢i torakoskopie. Nadorova tkan by poté méla byt vySetfena jak imunohistochemic-
ky, tak i modernimi metodami molekularni genetiky. PMBL se totiz vyznacuje vyskytem charakte-
ristickych genetickych zmén, které jej odliSuji od ostatnich pfipadd DLBCL. Jde zejména o zmény
na chromozomech 1, 2, 6, 9 a 18, které vedou k aktivaci drahy NF-xB a JAK-STAT. Bunky PMBL maji
navic na svém povrchu redukovanou expresi MHC gend Il. tfidy, coz koreluje se snizenym pocétem
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cytotoxickych T-lymfocytl infiltrujicich nadorovou tkan. Tyto rysy spolu s prestavbou 16p13.13, resp.
zménami genu CIITA vedou u ¢asti pacientt k snizené citlivosti na IéEbu. Zmény genomu a exprese
jednotlivych klicovych genud se stavaji zasadnim prognostickym ukazatelem, ktery mize definovat
rizikové nemocné indikované k intenzivnéjsi protinadorové |écbé. Klasické prognostické parametry
totiz u PMBL selhavaji, vétsina pacientli ma aa-IPI 0 - 1 a uniformé zvysenou hladinu LDH. V |é¢bé
nemocnych je vyuzivana kombinace rituximabu a chemoterapie zaloZzené na antracyklinu. Intenziv-
nimi lé¢ebnymi rezimy mGzeme navodit az 60% kompletnich remisi, jejich zvySeni na 80% a dlou-
hodobé preziti nemocnych mizeme dosahnout konsolidaéni radioterapii ¢i vysoce-davkovanou lé¢-
bou s autologni transplantaci kmenovych bunék. Relapsy PMBL obvykle nastavaji v prvnim roce
po ukonceni terapie. Jejich 1é€ba neni Uspésna a vétsina nemocnych zmira v dusledku progrese
onemocnéni. Nové testované biologické léky ovliviujici hlavni patogenetické drahy PMBL by mohly
v budoucnu zlepsit osud rezistentnich a relabovanych nemocnych.

Prace byla podporovana granty IGA NT 11103 a IGA UP LF-2012-007

2207.

Geny JAK 2 a CIITA u primarniho mediastinalniho B bunééného lymfomu (PMBCL) — moleku-
larné cytogeneticka analyza souboru 23 nemocnych

Nedomova Radka, Papajik Tomas, Urbankova Helena, Prochazka Vit, Holzerova Milena, Mic¢kova
Pavla, Reptova Silva, Pikalova Zuzana, Flodr Patrik, Indréak Karel, JaroSova Marie (Hemato-onkolo-
gicka klinika, FN Olomouc; Ustav patologie FN a LF UP, Olomouc)

Primarni mediastinalni B lymfom (PMBL) je samostatna podjednotka nehodgkinskych lymfom0 s je-
dine¢nymi patologickymi, klinickymi a genetickymi charakteristikami, které jsou odli§né od ostatnich
difuznich velkobunéénych B lymfom(i (DLBCL). Studium molekularni patogeneze ukazalo, ze PMBL
je germinalniho nebo postgerminalniho puvodu a je spojen s genetickymi zménami vedoucimi
ke konstitutivni aktivaci kliCovych gent v patozenezi PMBCL. NejcastéjSimi cytogenetickymi zmé-
nami u PMBL je zmnozZeni na chromosomech 9p, 12q a Xq a ztrata oblasti 1p, 3p, 13q, 15q a 17p.
AZ 50% pfipadl ma zmnozeni oblasti 9p zahrnujici gen JAK2 (9p24), jehoz produktem je protein
fosforylujici transkripéni faktor STAT. Nedavno byla objevena kryptickd chromosomova translokace
zahrnujici gen CIITA (16p13.13), kédujici protein HLAIl. Zména byla pozorovana az u 38% PMBL
s nepfiznivou prognosou. Cilem nasi studie bylo provést molekularné cytogenetickou analyzu (FISH
s lokusové specifickymi sondami pro geny JAK2 a CIITA a arrayCGH) u souboru 23 nemocnych
s diagnosou PMBL. Molekularné cytogenetické vysetieni bylo doplnéno imunohistochemickou ana-
lyzou s protilatkami CD10, CD23, CD15, CD30, CD20, MUMH1, Bcl2, bcl6, Ki67. VySetfeny soubor
tvofilo 9 muzi a 14 Zen, median véku pfi diagnose byl 33 let (19-74 let). U vSéech nemocnych
byl z doby diagnosy vySetfen metodou FISH gen JAK2, u 20 byl vySetfen gen CIITA. Metodou
arrayCGH bylo vySetfeno 20 nemocnych. Zmnozeni genu JAK2 bylo prokazano u 11/23 nemoc-
nych metodou FISH a u 8/20 metodou arrayCGH. U 6 nemocnych z 11 bylo zmnozeni genu JAK2
soucasti komplexniho karyotypu. Pfestavba genu CIITA byla prokazana pouze u 2 (9%) zen. Kon-
vencéni cytogenetickou metodou byly prokazany zmény u 9 nemocnych (39%), metodou FISH u 15
pacientd (65%). Metodou arrayCGH byly prokazany nebalancované aberace u 11 z 20 nemocnych
(55%). Komplexni aberace byly nalezeny u 11 pacientu. Celkové pfeziti v 5-letech je 74,2% (95% CI
0,54-0,95). Celkem zemrelo 6 nemocnych. Nase predbézné vysledky ukazaly zatim nizsi frekvenci
prestaveb genu CIITA, ale literarné shodnou frekvenci zmnozeni genu JAK2 a potvrdily vyznam
metody FISH a arrayCGH pro uréeni chromosomovych zmén u PMBL. Soubor je zakladem pro dalsi
genetické a klinické studie nemocnych s diagnosou PMBL.

Prace je podporovana grantem MZCR IGA NT 11103, LF UP 2012-007.

2211.

Primarné mediastinalni difuzni B-velkobunéény lymfom — Iécebna strategie a jeji dlouhodobé
vysledky na Hemato-onkologické klinice v Olomouci

Kapitanova Zuzana, Prochazka Vit, Kubova Zuzana, Buriankova Eva, Starostka David, Ptak Jan,
Adamova Dagmar, Flodr Patrik, Papajik Toma$, Indrak Karel (HOK; Klinika nuklearni mediciny;
Ustav patologie, FN a LF UP, Olomouc; Oddéleni klinické hematologie, NsP. Havitov; HTO, Frydek
Mistek; HTO, Slezska nemocnice, Opava)



Primarné mediastinalni difuzni velkobunécny B lymfom (PMBCL) je relativné vzacny subtyp agresiv-
ni lymfoidni neoplazie charakterizované invazivnim rdstem mediastinalni nadorové masy. V letech
1998 — 2010 jsme na nasi klinice indikovali k 1é¢bé celkem 41 pacientl s histologicky potvrzenou
diagn6zou PMBCL. Vékovy median skupiny byl 35 let (19-74 let). VétSina pacientd (78%) byla inici-
alné v klinickém stadiu Il, nizké prognostické riziko aalPl 0-1 mélo celkem 28 pacient(, 8 pacientd
pak aalPI 2 a jeden aalPI 3. 65% pacienttdl méla LDH nad normu, u 73% byl mediastinalni bulk nad
10cm. Intenzivni chemoterapeuticky rezim zalozeny na antracyklinu se sekvenénim podanim vyso-
ké davky metotrexatu a cytosin-arabinosidu (PACEBO, IVAM, HAM) byl zvolen u 28 pacientd, 6 bylo
|é¢eno chemoterapii ProMACE — CytaBOM a zbylych 7 pacientt dostavalo CHOP-like chemoterapii.
U 24 pacientiim byla chemoterapie kombinovana s rituximabem. Lé¢ebna odpovéd po chemoterapii
byla hodnocena v celém souboru, CR dosahlo 22 pacientli (54%), PR bylo dosazeno u 15 (36,5%),
SD/PD byla u 4 pacientl (9,5%). V skupiné pacient(i Ié¢enych s rituximabem bylo dosazeno CR
po chemoterapii u 15 z 24 pacientl (62,5%),zatim-co ve skupiné bez rituximabu bylo dosazeno CR
u 7 ze 17 pacientd (41%). V hodnoceni terapeutické odpovédi bylo u 20 pacientli pouzito 18F-FDG
PET/CT. 3-leté preziti bez znamek onemocnéni (DFS) u téch, ktefi po chemoterapii dosahli CR bylo
86% (22 pacientu), pficemz 15 z nich bylo Ié€eno imunochemoterapii a zbylych 7 jen chemoterapii.
Lécba byla intenzifikovana autologni transplantaci u 28 rizikovych pacientd a 19 z nich dosahlo CR.
Celkem 15 pacient( absolvovalo lokalni radioterapii pro nedosazeni CR, nebo pfitomnost rezidual-
niho loziska dle CT. 3-leté preziti bez udalosti (PFS) u vSech pacientd bylo 71%, 3-leté celkové pre-
ziti (OS) bylo 82%. Pacienti, ktefi byly 1é¢eni imunochemoterapii méli vyssi 3-leté OS (p=0,0584))
ve srovnani s pacienty, ktefi byly Ié¢eni bez rituximabu (95% vs 62%). Vramci PFS nebyl mezi témito
dvéma skupinami statisticky vyznany rozdil (60% vs 85%).V prubéhu Iécby zrelabovalo &i progre-
dovalo celkem 11 pacientd (4 v éfe rituximabu). Vysledky nasi terapeutické strategie potvrzuji, ze
intenzivni chemoterapie konsolidovana naslednou autologni transplantaci kmenovych bunék zvysu-
je u pacient s PMBCL moznost dosazeni CR a dlouhodobého preziti i v éfe imunochemoterapie.
Prace byla podporovana grantem IGA UP LF-2012-007 a grantem MZCR IGA NT 11103, LF UP
2012-007

2231.

Biopticka diagnostika periférneho T-bunkového lymfomu typu angioimunoblastovej lymfa-
denopatie

Plank Lukas, Balharek Tomas, Marcinek Juraj, Mi¢ak Jozef, Kviatkovska Zuzana, Szépe Peter
(Ustav patolégie JLF UK a UNM a 2 MBC s.r.o., Martin - SVK)

Uvod: Obraz periférneho T-bunkového lymfému (PTCL) typu angioimunoblastovej lymfadenopatie
(AILT) moéze zahfnat spektrum od véasnej interfolikulovej infiltracie v teréne lymfatickej folikulovej
hyperplazie (FH) cez progresiu infiltracie s depléciou a atrofiou Struktur FH po difuznu expanziu
nadoru do celého organu. Material a metodika: Biopsie 30 pacientov s AILT z Lymfémového registra,
v nich bol k dispozicii Standardny panel metdd biopsie lymfatickych uzlin (LU) a/alebo kostnej drene
(KD). Imunohistochemické analyzy (IHC) zahfhali dékaz B- a T-znakov a CD30, CD15, CD10, bcl6,
CD21 a/alebo CD23. Vysledky: A) Spolu sme hodnotili 59 biopsii, a to 39 biopsii LU alebo iného
tkaniva 30 pacientov a 20 biopsii KD 11/30 pacientov. B) U 11 pacientov nebola diagn6za stanovena
v 1. vySetrenej biopsii: v biopsii LU (6 pacientov) a tonzily (1 pacienta) bola difuzna lymfoproliferaci-
ou tvorena zmesou B- a T-buniek, resp. v biopsii KD (4 pacientov) bola loziskova lymfoproliferacia
s prevahou T-buniek, s primesou B-buniek a histiocytov. Diagnézu v 4/11 pripadov komplikovala
koincidencia s Hodgkinovym lymfémom (n=1), predo$la diagnéza a liecba NHL B-p6vodu (n=2)
a stav po lieébe karcindmu endometria. C) Diagndza bola stanovena v biopsii LU (n=25), tonzily
(n=4) a podkozného infiltratu (n=1). V kazdej diagnostickej biopsii bola pritomna typicka morfoldgia
a fenotyp nadoru. Rozsiahle proliferacie folikulovych dendritickych buniek boli zretelné v 24 pripa-
doch. D) V diagnostickej biopsii 29 pripadov AILT difuzne infiltrovala bioptizovany organ, u 10 s re-
ziduami atrofickych folikulov. Len u 1 pacienta bola infiltracia netplna v sprievode FH. Biopsie KD
boli negativne u 4 pacientov, u 7 pacientov sme verifikovali infiltraciu KD (spolu v 16 biopsiach — bez
znamok vymiznutia pocas liecby), a to v rozsahu 10-70%. Zavery: V subore dominovali pokrocilé
Stadia s difiznou AILT infiltraciou organov a tendenciou k disseminacii do KD, s vynimkou 1 pripadu
sme nezaznamenali literarne opisované spektrum zmien AILT. AZ v 1/3 pripadov sa najprv vyskytli
Latypické” lymfohistiocytové proliferacie, bez ¢t FH a bez jednoznaénej diagnézy lymfému B- alebo
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T-radu. Tieto pripady su rizikové pre mozné podhodnotenie, alebo pre stanovenie mylnej diagndzy.
Vtedy sme odporucali sledovanie a rebiopsiu, ktora v najdlh§om intervale 7 tyzdnov od 1. biopsie
bola diagnosticka.

Podporené grantovymi projektami VEGA 1/0378/12 a Centrum excelencie CEPV Il (IMTS
26220120036) a MBRKM (IMTS 26220220113).



TRANSPLANTACE 2

Imunogenetika alogenni transplantace krvetvornych kmenovych bunék — souc¢asné pristupy
a perspektivy

Mréazek Franti$ek, Ambriizovd Zuzana, Petfek Martin (HLA laborato? Ustav imunologie, FN,
Olomouc)

Uspésnost alogenni transplantace krvetvornych kmenovych bunék (aHSCT) je ovliviiovana fadou
biologickych a klinickych faktor(. Zasadni vyznam ma uroven shody mezi darcem a pfijemcem $tépu
ve znacich hlavniho histokompatibilniho komplexu (HLA), jejiz pozitivni efekt na snizeni vyskytu ne-
moci $tépu proti hostiteli (GVHD) a celkové prezivani transplantovanych pacientl byl jednozna¢né
prokazan. V soucasné dobé je proto hlavnim cilem imunogenetického vySetfeni u aHSCT naleze-
ni darce s maximalni shodou v HLA znacich. Primarni vyhledavani darce se zpravidla zaméfuje
do nejblizsi rodiny pacienta; vzhledem k vysokym narokim na HLA shodu zde byva nejcastéjSim
darcem HLA-identicky sourozenec. Vétsina pacientl vSak v rodiné darce nenachazi a jsou odkazani
na vyhledavani nepfibuzenského darce v narodnich i zahraniénich registrech (pocet dostupnych
dobrovolnych darcl se celosvétoveé blizi dvaceti miliontim).V poslednim desetileti se enormné zvysil
zajem o poznani dalSich genetickych faktord, které mohou Uspésnost aHSCT ovliviiovat; hovofi-
me o ,nonHLA" imunogenetice aHSCT. V souvislosti s Uspésnosti transplantace byly jiz studovany
Cetné genetické varianty imunitnich gent, které jsou vyznamné pro jednotlivé procesy aloreaktivity
u aHSCT. Patfi mezi né zejména vedlej$i histokompatibilni antigeny, cytokiny, adhezivni molekuly,
integriny a receptory NK bunék (KIR). Pfestoze fada popsanych asociaci nebyla v nasledujicich
studiich potvrzena, je vliv nékterych variant (napf. polymorfism genu pro interleukin-6) na vyskyt
a uspésnost aHSCT vysoce pravdépodobny. Tato prezentace struéné pfiblizuje aktualni pfistupy
k imunogenetickému vysetfeni pro ucely aHSCT véetné prehledu pouzivanych laboratornich metod
k typizaci HLA systému a to na pozadi rychlého rdstu znamého HLA polymorfismu v celosvétové
populaci. Druhym cilem je poukézat na existenci dalSich (imuno)genetickych faktor(, které mohou
uspésnost aHSCT rovnéz ovliviiovat a naznacit moznosti jejich perspektivniho vyuziti v individuali-
zaci pfistupl u aHSCT.

Grantova podpora: IGA MZ CR NT12454-5.

2148.

Vazebna analyza HLA -DRB 1/DQB1 ve vztahu k HSCT .

Vrana Milena, Dobrovolna Marie, Sedlacek Petr, Valkova Veronika (UHKT; Il. LF UK, FN Motol,
Praha)

Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT) predstavuje nejen kurativni zplsob
|é¢by nékterych onemocnéni krvetvorby, ale také adopci imunitniho systému darce pfijemcem. Za-
kladnim predpokladem uspésnosti HSCT je proto mira shody v HLA systému (Human Leukocyte
Antigen) mezi pacientem a jeho darcem. HLA systém je nejpolymorfnéjsi oblasti lidského genomu.
V soucasné dobé je znamo vice nez 7 tisic alel HLA (l.tfida HLA: 5518, II. tfida HLA: 1612). Mezi
lokusy HLA existuje silna vzajemna vazba (vazebna nerovnovaha), zvlasté pak mezi lokusy HLA
II. tfidy DRB1 a DQB1. U nékterych jedincti mGze byt tato vazba porusena Pri detekci urcité alely
DRB1 je v takovém pfipadé nalezena jina alela DQB1 nez je obvyklé. U souboru 3287 jedincl (1472
pacienttl, 216 sourozencl, 133 ostatnich pfibuznych a 1466 nepfibuznych darcti) byla provedena
vazebna analyza HLA genotypu HLA-DRB1 a DQB1 lokusl. Vazba mezi DRB1 a DQB1 byla po-
ruSena u 37 (cca 1%) z nich. Mezi pacienty byla nalezena porusena vazebna nerovnovaha DRB1/
DQB1 u skupiny 21 osob (20 dospéli, jedno dité), coz odpovida 1,5% . Tfi pacienti s porusenou va-
zebnou nerovnovahou byli prokazatelné neevropského plvodu. U jednoho pacienta byla nalezena
raritni alela DRB1 lokusu. Vhodny pfibuzny darce nebyl nalezen pro zadného z téchto 21 pacien-
td. Pro 13 z nich bylo konfirmovano celkem 21 potencialné vhodnych nepfibuznych darct (MUD)
v Ceskych a svétovych registrech. Tito darci byli dotestovani na uroven uréeni alel (high resolution)
v lokusech HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1. Pouze u dvou z nich byla nalezena shoda v DRB1 i DQB1
lokuse, zadny vSak nebyl kompletné shodny. Nejlepsi nalezena shoda HLA u testovanych darct
byla nasledujici: 9/10 - MUD pro tfi pacienty, 8/10 pro pét pacientt, 7/10 pro dva pacienty, 6/10 pro
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jednoho pacienta. HSCT byla provedena u sedmi pacient(i. HLA shoda u transplantovanych byla
nasledujici: 2x 9/10, 3x 8/10, 1x 7/10, 1x 6/10. Z transplantovanych pacientd &tyfi zemreli (2 x TRM,
2 x relaps). Zavér: Frekvence vyskytu poruSené vazebné nerovnovahy DRB1/DQB1 v nasem sou-
boru odpovida popula¢nim datiim uvadénym pro kavkazskou populaci. U pacientl indikovanych
k HSCT komplikuje nalezeni vhodného darce.

2197.

Vyskyt malignit a dispenzarizace darcti krvetvornych bunék ze sledovani deseti let Hemato-
logicko-onkologického oddéleni FN Plzefi a Ceského Narodniho Registru Darct Diené
Vokurka Samuel, Koza Vladimir, Jungova Alexandra, Navratilova Jana, Svoboda Tomas, Steinerova
Katefina, Hrab&tova Marcela, Vyrutova Radmila, Novéak Lubo$, (Darcovska centra - Cesky Narodni
Registr Darcti Dfené CNRDD, Hematologicko-onkologické odd., FN, Plzeri)

Uvod: Dércovstvi a odbéry krvetvornych bunék jsou nedilnou soucasti hemato-onkoogického
a transplantaéniho programu. Darce pfibuzny i nepfibuzensky dobrovolné a po opakovaném infor-
movaném souhlasu podstupuje rizika odbéru. PéCe o darce musi vychazet z platné legislativy a do-
poruéeni a zahrnuje také povinnost fadné dispenzarizace po odbéru. Rlstovy faktor granulopoé-
zy filgrastim je vyuzivan k mobilizaci pfed odbéry perifernich krvetvornych bunék a jsou polemiky
o riziku rozvoje hematologickych malignit. Cil: analyzovat vyskyt malignit a systém dispenzarizace
darct krvetvornych bunék. Soubor pacienti a metody: prospektivni sledovani ptibuzenskych darcu
Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzefi a nepfibuzenskych darct Ceského Narodniho
Registru Darct Dfené (CNRDD) v obdobi 2001-2010. Vysledky: U 344 darci CNRDD, pfi sledovani
753 osobo-let, byl zastizen rozvoj chronické lymfatické leukémie u jednoho darce kostni dfené 6 let
po odbéru s tim, ze retrospektivné byl klon leukémie prokézan analyzou DNA ve vzorku krve darce
jiz v dobé pred odbérem dfené. U 84 pribuzenskych darct perifernich krvetvornych bunék, pfi sle-
dovani 337 osobo-let, byly zastizeny akutni myeloidni leukémie, non-Hodgkinsky lymfom, karcinom
ledviny a kolorekta. Korespondujici incidence hematologickych malignit zde byla 593 pfipadu, pfi-
¢emz ocekavana incidence byla 143/ 100 000. Vék prfibuzenskych darcl byl signifikantné vyssi: 48
(16-75) vs. 31 (20-42) let, (p<0,0001). Vyznamné vice nedispenzarizovanych darcd bylo pfibuzen-
skych i pfi aktivnim systému poodbérového sledovani: 32% vs. 3% (p<0,0001). Zavér: Vyskyt ma-
lignit u darch krvetvornych bunék Ize pfirozené predpokladat s tim, Ze u pfibuzenskych darct bude
riziko vy$si s ohledem na jejich obecné vy3si vék a také vyssi riziko hematologickych malignit pfi ro-
dinném vyskytu. Vliv filgrastimu na vyvoj hematologickych malignit vyZaduje dal$i analyzy a neni t.¢.
evidentni. Spoluprace s pfibuzenskymi darci v ramci dispenzarizace je problematicka a omezena.

2170.

Proces Fizeni rizika vzniku nezadoucich udalosti v JACIE akreditovaném centru a praktické
vystupy u transplantaéniho programu

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

Rizeni rizik (tzv. risk management) pfedstavuje nastroj k identifikaci, analyze, vyhodnoceni sledo-
vani a hlaSeni pravdépodobnych rizik spojenych s uritou ¢innosti. V transplantaénim programu
to znamena dobfe fungujici Systém fizeni kvality (SRK) zaruéujici bezpe&nost pro pacienta i dar-
ce. HOO FN Plzen je akreditovano JACIE od roku 2008 pro v§echny slozky programu — klinic-
kou ¢ast (CU), separacni centrum (AU) a laboratof bunééné terapie (CPL). Tyto slozky predstavuji
komplexni transplantaéni program se spoleénym SRK. Metody: podle hlagenych nezadoucich uda-
losti jsme retrospektivné za roky 2008-2011 identifikovali nékteré kritické body v transplantaénim
programu a urcili rizikové faktory. Na zakladé techniky analyzy rizika dle ISO byl pouzit obecny
vzorec pro kvantifikaci rizik: R = p x N, kde R je riziko, p je pravdépodobnost vzniku nezadouci
udalosti a N vyjadfuje potencialni nasledky. Hodnoty N a p byly hodnoceny na Skéle 1-5 (1 a 5
predstavuji minimalni a maximalni mozny dopad vyskytu rizika. Hodnota R se tak pohybuje od
1 do 25, toto rozmezi bylo rozdéleno na 3 podskupiny: nizké (1-8), stfedni (9-16) a vysoké (17-25)
riziko. Vysledky: v pribéhu let 2008-2011 jsme identifikovali celkem 154 nezadoucich udalosti (73
v CPL, 65 v CU a 17 v AU). V ramci CPL byly jako stfedni riziko vyhodnoceny: nizky pocet CD34+
(16/73), labeling (7/73) a jako nizké riziko: chyby v dokumentaci (3/73), technické problémy(6/73),



pozitivni testy na sterilitu (6/73). V CU byly jako stfedni riziko vyhodnoceny: chyby v dokumentaci
(26/65) a jako nizkeé riziko: technické problémy (7/65), komplikace v pribéhu transplantace (6/65),
komplikace po podani trombokoncentrati(4/65) a pneumothorax po kanylaci centralni zily (3/65).
Na AU byly vyhodnoceny jako stfedni riziko: komplikace v pribéhu aferézy(14/17) a jako nizké
riziko trombocytopenie (3/17). V pribéhu analyzy jsme nezaznamenali potencionalni vysoké riziko
nezadouci udalosti. Zavér: na zakladé ISO definované analyzy rizik jsme se pokusili monitorovat
kritické body v transplantaénim programu. Podle vysledkd risk analyzy jsme posléze vyhodnoti-
li adekvatnost a efektivitu identifikace rizik v ramci transplanta¢niho programu a JACIE standard.
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CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE /
MYELOPROLIFERATIVNIi ONEMOCNENI

2187.

Lécba Ph- (BCR/ABL)-negativnich myeloproliferativhich onemocnéni s trombocytémii — do-
poruceni CZEMP )

Schwarz Jifi, Penka Miroslav (UHKT, Praha; OKH, FN, Brno)

V 1. 2009 byla aktualizovéna a rozsitena doporugeni Ceské pracovni skupiny pro Ph- myeloprolife-
rativni onemocnéni (CZEMP) pro diagnostiku a 1é€bu BCR/ABL-negativnich myeloproliferativnich
onemocnéni (MPO), tj. esencialni trombocytemie (ET), polycythaemia vera (PV) a primarni myelo-
fibrézy (PMF). Vychodiska doporuéeni byla publikovana in extenso v r. 2011, téhoz roku byla schva-
lena i CHS JEP a néasledné byla publikovana zkracena verze. Principy 1é&by ET i ostatnich MPO
s trombocytémii (MPO-T; tj. ranych stadii PMF a PV) jsou identické. Pacienti jsou stratifikovani podle
pfitomnosti trombotického rizika (pfedchozi trombdzy, dalSiho trombofilniho stavu, mutace JAK2),
pfitomnosti symptom( onemocnéni (obvykle mikrocirkulaénich), poétu trombocytd a véku. Pouze
pacienti do 65 let bez uvedenych rizik s poétem trombocytd pod 1000 * 10%I jsou povazovani za niz-
korizikové a nevyzaduji cytoreduktivni Ié¢bu. Ostatni jsou vysokorizikovi a jsou indikovani k trom-
boredukci. Od véku nad 65 je mozno uzit potencialné leukemogenni hydroxyureu (HU), u mladSich
volime mezi anagrelidem (ANG) a interferonem-alfa (IFN). U vysokorizikovych nemocnych je cilem
udrzet trombocyty trvale pod 400, u nizkorizikovych pod 600 ~ 10%I. Kyselina acetylsalicylova se
podava u MPO-T s trombocyty < 1000 ~ 10%I (pfi vy$Sich hodnotach hrozi krvaceni) i u vSech
pacientt s PV, nemaji-li kontraindikaci. V pfipadé normalizace poc¢tu trombocytt ji Ize v pfipadé
nizkorizikové ET nebo PMF vysadit, u JAK2+ pacientl je Iépe ji ponechat. Diskuse: Ve svété se
obdobna doporuceni lisi pfedev§im v tom, zda je mozné dlouhodobé pouzit HU v |é¢bé mladsich
pacientt, nebot neexistuji randomizované studie s potfebnym medianem sledovani minimalné 10
let, feSici sporny moment, zda je monoterapie HU leukemogenni a kancerogenni. Pfi absenci téchto
studii novéji publikovana doporuceni britska ¢i doporuc¢eni LeukemiaNet HU stale uvadéji jako lécbu
1. volby véetné mladych jedincl. Naopak ¢eska (a podobné i slovenskd, rakouska, skandinavska,
slovinska a chorvatska) doporuéeni se HU obavaji vzhledem k rostoucimu poctu studii, ukazujici
na genotoxicitu této latky in vitro i in vivo, ctice princip non nocere. Rada studii v poslednich letech
poukazuje na moznost transformace MPO do akutni leukemie, spojené s deleci a mutaci, event.
jinou dysregulaci genu TP53, klicového pro kontrolu bunééného cyklu i pro opravu DNA.

2191.

Transformace do sekundarni akutni myeloidni leukemie (sAML) u 2 pacient s Ph-negativnim
myeloproliferativnim onemocnénim (MPO) lIécenych hydroxyureou, spojena se ztratou jedné
alely genu TP53 a s mutaci druhé alely

Schwarz Jifi, Markova Jana, Berkova Adéla, Bfezinova Jana, Sarova Iveta, Michalova Kyra (UHKT,
Praha; Centrum nédorové cytogenetiky UKBLD VFN a 1. LF UK, Praha)

Uvod: Ptechod do sAML u MPO je &asty pfi primarni myelofibréze (PMF), avéak vzacny u esencialni
trombocytemie (ET). Nar(sta pocet studii, ukazujicich na leukemogenicitu hydroxyurey (HU), spoje-
nou s delecemi a mutacemi genu TP53 na chromosomu 17p. Pacienti: 1) Muz ve véku 49 let v dobé
dg. PMF v r. 1991, od r. 1994 lé&en HU, v r. 2002 s transformaci do sAML. 2) Zena ve véku 70 let pfi
dg. ET vr.2000, s mutaci V617F genu JAK2, od poc¢atku Ié€ena HU, v r. 2007 transformujici do sAML.
Metody: Analyza karyotypu kostni dfené a interfazicka FISH se sondou LSI TP53/CEP 17, real-time
PCR alelicka diskriminace na RNA z periferni krve s uzitim LNA specifickych sond pro mutaci V617F,
resp. wild-type konfiguraci genu JAK2, sekvenace exond 4-10 genu TP53. Vysledky: Po 8, resp. 7
letech monoterapie HU 1-1,5g denné doslo u obou pacientl k transformaci do sAML, spojené se
ztratou jedné alely 17p dle FISH (delece 17p u prvniho pac. v 80 % jader, u druhé pac. ztrata 17p
v 70 % jader, pfi¢emz ve 40 % jader §lo o0 monosomii), s prikazem mutace genu TP53 druhé alely
17p (Gly199Val, resp. Arg273His; dle sekvenace byla pfitomna pouze mutovana alela TP53 u obou
pac.). U pac. 1 s PMF s pdvodné normalnim karyotypem trval vyvoj od zachytu prvniho blastu v peri-
ferni krvi 7 let (ale s rapidni akceleraci procesu béhem poslednich 3 mésicl) a byl spojen terminalné



s rozsahlymi zménami karyotypu, zatimco u druhé pacientky pouhé 3 tydny a byl spojen navic s na-
lezy -7 a delece 7q dle FISH. U pac. 2 nar(stala naloz mutace JAK2. Oba pacienti zemfreli 6 mésicu,
resp. 5 dni po dg. sAML. Diskuse: Transformace Ph- MPO do sAML je ¢asto spojena s aberacemi
genu TP53. U obou nasich pac. $lo o hemizygocii TP53, spojenou s mutaci zbylé alely. Zatimco
u pac. 1 8lo zpocatku o typickou, pozvolnou progresi PMF, ktera terminalné akcelerovala do sAML,
pfipad pac. 2 s ET ukazuije jiny scénar naprosto abruptniho vyvoje sAML, ktery v Zzadném pfipadé
nepatfi k pfirozenému prabéhu ET &i jinych Ph-MPO. Podil Ié€by HU na transformaci je suspektni
u obou pacientd, vysoce pak u pac. 2. Dle vysledkd kvantitativni analyzy JAK2 se u druhé pac.
jednalo o transformaci plivodniho klonu ET. Jiz prace Bernasconiho et al. (Leukemia 2002) poukazo-
vala, Zze HU (na rozdil od pipobromanu) indukuje sAML s deleci 17p, nepatfici k pfirozenému vyvoji
ET. Alterace drahy TP53 (amplifikace MDM4 s inhibici proteinu p53, anebo mutace genu TP53) jsou
patrné nejcastéjSim nalezem pfi transformaci Ph- MPO do sAML (Harutyunyan et al, NEJM 2011).

2174.

Uskalia lieéby esencialnej trombocytémie

Hatalova Anténia, Jankovi¢ova Denisa, Mistrik Martin (Klinika hematoldgie a transfuziolégie, LFUK,
SZU, UN, Bratislava - SVK)

Uvod. Esencidlna trombocytémia (ET) je chronické Ph- negativne myeloproliferativne ochorenie,
charakteristické zvySenim megakaryopoézy s trvalou trombocytézou, obvykle viac ako 1000x109/I
a zvySenym vyskytom trombotickych a hemoragickych komplikacii. Lie¢ba ET ma byt zamerana
predovSetkym na prevenciu hemoragicko-trombotickych komplikacii bez zvySenia rizika progresie
alebo transformacie ochorenia. Metodika. V praci popisujeme pripad 36-ro¢nej zeny s ET diagnos-
tikovanou a lie¢enou od roku 2006. Vzhladom na pritomnost kardiovaskularnych rizikovych faktorov
(extrémna obezita, vrodena sdrcova chyba) a laboratérne nalezy tzv. ET Specifickych faktorov —
funkénych abnormalit trombocytov bola pacientka stratifikovana do kategégie s vysokym rizikom.
Prva linia liecby interferon alpha-2a (IFN) s potrebou vysokych davok (24 000 IU tyzdenne) a antia-
gregacéna primarna prevencia (Aspirin) bola preru§ena pre zIu tolerabilitu. Druha linia, liecba anagre-
lidom nepriniesla spolahlivi kontrolu trobocytémie. Pre intoleranciu (palpitacie) pri maximalnych
dennych davkach (5mg) a pre existujlice kardialne ochorenie bola lie¢ba anagrelidom ukoncena.
Hydroxyurea (HU) lie¢ba tretej linie v davkach 2-3 g/den, celkovo 18 mesiacov. V priebehu lie¢by HU
sme pozorovali nehematologicku toxicitu (ulcerézne zmeny na predkoleniach), s limitaciou dalsieho
pouzitia HU. V obdobi rokov 2006 — 2011 sa u pacientky Ziadnou dostupnou lieGebnou modali-
tou nepodarilo dosiahnut optimalnu kontrolu poétu trombocytov, s oscilovanim medzi 600x109/I az
1300x109/I. Aktualne sme sa opat vratili k lieCbe IFN, a to v tzv. nizkych davkach 9 U /tyzdenne.
Aj napriek dobrej tolerabilite lie¢by pri nizkych davkach, IFN nie je efektivny v kontrole po¢tu trombo-
cytov. V popise podrobnejsie rozoberame aj hemostaticky manazment stomatochirurgického vykonu
(extrakcia 5 zubov), pri potvrdenej ziskanej koagulopatii, sekundarnom von Willebrandtovom syn-
dréme u pacientky. Zaver. Lieéba ET ma byt cielavedoma a individualizovand v sulade s rizikovou
stratifikaciou. Predpokladame, Ze navrat k liecbe IFN z hladiska dlhodobej lie¢ebnej stratégie je
spravnym rozhodnutim. Lie¢ebna odpoved je postupna, navyse, IFN je jedinou lie€ebnou modalitou
s potenciou spomalenia progresie ochorenia.

2160.

Sekvenovani druhé generace odhaluje mozaiku mutaci kinazové domény BCR-ABL nachaze-
jicich se v ultranizkych hladinach u pacientt s CML v diagnéze a v pribéhu Iécby imatinibem
Brouckova Adéla, De Benedittis Caterin, Klamova Hana, Soverini Simona, Machova Polakova Kate-
fina (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha — CZE; Department of Hematology/Oncology L.e
A. Seragnoli, University, Bologna — ITA)

Casné detekce a znalost typu mutace mize mit zasadni dopad na management lécby CML pacient.
Zlatym standardem pro vySetfovani mutaci kinazové domény (KD) BCR-ABL je Sangerovo sekvenovani
s citlivosti 10% — 20% mutace pfitomné ve vzorku cDNA s minimalnim poctem kopii celkového BCR-ABL
transkriptu 100. Druh& generace sekvenovani (NGS) umozriuje detekovat a charakterizovat mutace s cit-

kovat klinicky relevantni mutace. Retrospektivné jsme provedli NGS u 43 vzork( periferni krve 4 pacientd,
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ktefi vyvinuli mutace v pribéhu prvoliniové 1é€by imatinibem (IM) s pouzitim 454 technologie (Roche).
Pacienti inicialné dosahli CCgR a 3 z nich i MMR. VSichni nasledné ztratili molekularni a cytogenetickou
odpovéd v souvislosti s BCR-ABL mutacemi. Kromé vySetfovani vzorkl v dobé diagndzy, jsme zaradili
vzorky po zahajeni 1écby IM v dobé redukce BCR-ABL transkriptu a fluktuace hladiny v oblasti hodnot
0.01% - 0.1% (pac. 1, 2 a 3), ktera trvala 10, 25 a 22 mésicu. Po narlstu hladiny BCR-ABL nad hodnoty
0.1% byly mutace detekovany Sangerovym sekvenovanim (pac. 1 - M351T, F359V a L273M; pac. 2-
M351T; pac. 3 - M244V a F359V; pac. 4 - L387M). Pro porovnani detekce mutaci v ultranizkych hladinach
jsme analyzovali cDNA kéduijici KD c-ABL u 5 zdravych jedincl. NGS data byla vyhodnocovana pomoci
softwar(i AVA (Roche) a NextGene (Softgenetics). V priméru bylo detekovano 200 variant v hladinach
0.01% - 1% v kazdém analyzovaném vzorku, véetné vzorkl zdravych jedincli. V dobé diagndzy a v pri-
béhu molekularni odezvy na lé¢bu IM byly detekovany klinicky relevantni mutace M351T (pac.1) a M244V
(pac. 3) v hladinach nizsich nez 1%. Mutace byly v téchto nizkych hladinach detekovany i u zdravych
jedincd. Ani v jednom &teni nebyly detekovany mutace F359V (pac. 1 a 3), L273M (pac.1) a L387M (pac.
4) v dobé diagnézy a v dobé molekularni odpovédi, a ani u zdravych jedincl. Mutace v hladinach vyssich
nez 1% byly u pacientd 1, 2 a 3 detekovany pomoci NGS 2, 3 a 16 mésict dfive nez odhalilo Sangerovo
sekvenovani. Nase preliminarni data ukazuji, ze v KD BCR-ABL se jiz od diagnézy nachazi mozaika
nizkohladinovych mutaci, ktera byla zjisténa i v KD c-ABL u zdravych darct. V zavislosti na jejich relativni
zpusobilosti pfezit G¢inek terapie imatinibem, pouze nékteré typy mutovanych kloni budou mit schopnost
expandovat a zplisobit Klinickou rezistenci. Podporovano MZCR IGA NT11155

2220.

U pacientl s chronickou myeloidni leukemii (CML) s dlouhodobou toxicitou imatinibu (IM)
postacuje k udrzeni kompletni molekularni odpovédi (CMR) nizsi davkovani

Faber Edgar, Gazdova Jana, Rozmanovéa Sarka, Divoka Martina, Miéova Katefina, Friedecky David,
Adam Tomas, JaroSova Marie, Indrak Karel (Hemato-onkologicka klinika FN a LF UF, Olomouc;

Laboratof dédicnych metabolickych poruch FN a LF UR, Olomouc)

Uvod: Pokragovani 1é¢by IM je doporuéeno u véech nemocnych s CML s optimalni odpovédi na 1é&-
bu. Ze studii pacientd s CMR je znamo, Ze asi 40% z nich udrzi tuto odpovéd' i po vysazeni IM pfi
medianu sledovani tfi let. O vysledcich nemocnych s CML a dosazenou CMR po IM, u nichz bylo
nezbytné redukovat Ié¢bu pro toxicitu, nejsou dostatec¢né informace. Cil: Zhodnotit moznost snizeni
davky IM u pacienttd s dlouhodobou toxicitou Iécby a dosazenou CMR. Metody: Retrospektivni studie.
Charakteristika souboru: 46 pacientli (25,3 %) ze 182 nemocnych Ié€enych IM v 1. nebo 2. linii s dél-
kou sledovani v medianu 42 resp. 93 mésict dosahlo CMR. U 16 (34,8 %; 12 Zen a 4 muzi ve véku
26-67 let (pramér m=51 let) z nich byla redukovana davka IM pro dlouhodobé nezadouci ucinky. Slo
zejména o otoky vicek, subkonjunktivalni hemorhagie, svalové kiece a dyspepsie s relativné nizkou
intenzitou, kterd vSak byla nemocnymi pfi chronickém priibéhu $patné tolerovatelna. Dvakrat byla
davka IM redukovana pro hematologickou toxicitu jesté pfed dosazenim CMR. Sokalovo skére bylo
nizké u 8, stfedni u 2, vysoké u 4 a neznamé u 2 pacientd. U 3 nemocnych byl IM vysazen, 5 uzivalo
400mg obden, 5 pacientd 400mg 2-5x tydné, rezimy 200 a 300mg denné a 300mg 5x tydné byly po-
uzity u 3 pacientd. Hladiny IM se béhem standardni a redukované 1é¢by vyrazné nelisily. Délka trvani
CMR byla u 16 nemocnych 19-123 (m=62,9) mésicl, délka redukované lé¢by 6-72 (m=30,7) mésicu.
Vysledky: U 9 pacientt trva CMR, u 4 pacientd urovert MR kolisa bez ztraty velké MR (MMR). U dvou
pacient(i po vysazeni IM doslo ke ztraté MMR, ale CMR byla obnovena snizenou davkou IM. Pouze
v jednom pfipadé bylo nezbytné pro ztratu MMR obnovit standardni davkovani IM. Pokazdé doslo
ke zmirnéni toxicity 1écby. Zavér: CMR Ize bezpec¢né a G¢inné udrzet nizsimi davkami IM u naprosté
vétsiny nemocnych. | kdyz Ize pfedpokladat, Ze u necelé poloviny nemocnych by bylo mozné Iécbu
prerusit Upiné, existuje pravdépodobné subpopulace pacientd, u niz bude mozné udrzet CMR nizsi
davkou IM se sou¢asnym zmirnénim dlouhodobych nezadoucich G¢ink( 1é¢by a Ié¢ebnych nakladu.
Podpofeno granty IGA MZ CR NT12218-4/2011 a UP LF-2012-007.

2141.

Inhibitory tyrozinkinaz v liecbe molekulového relapsu chronickej myelocytovej leukémie
po transplantacii krvotvornych buniek

Slezékova Katarina, Sniska Zuzana, Bojtarova Eva, Demeckova Eva, Mistrik Martin

(Klinika hematoldgie a transfuziolégie LFUK a UNB, Bratislava — SVK)



Uvod: Alogénna transplantacia krvotvornych buniek ostava nadalej jedina kurativna lie¢ba v chro-
nickej a akcelerovanej faze chronickej myelocytovej leukémie (CML). Od autolégnej TKB sa pred
dostupnostou imatinibu o&akavalo predizenie prezivania. Pri relapse po alogénnej TKB sa méze
pouzit inflzia darcovych lymfocytov (DLI), s rizikom navodenia reakcie Stepu proti hostitelovi a dre-
fovej aplazie. Referujeme skusenosti s TKI pri relapse CML, ktoré mézu navodit remisiu bez rizika
vzniku GvHD. Metéda: Retrospektivna analyza suboru pacientov s molekulovym relapsom CML
po alogénnej a autolégnej transplantacii krvotvornych buniek lie¢enych TKI. Subor tvori 11 pacien-
tov, 6 muzov a 5 Zien. Priemerny vek v ¢ase diagnézy v sledovanom subore je 37,9 rokov (24 — 57
rokov). Relaps po alogénnej TKB malo 6 pacientov, po autoldgnej 5 pacienti. DLI sme pouzili u 2
pacientov, 9-ti dostavali v prvej linii imatinib. Dasatinib v 2.linii dostali 4 pacienti a nilotinib 2 paci-
enti. Vysledky: V Case analyzy zije 9 pacientov: 7 s kompletnou molekulovou remisiou a 2 pacienti
dosiahli velki molekulovu remisiu. Exitovali 2 pacienti: 1 pacientka v kompletnej molekulovej remisii
pocas lieCby imatinibom na karciném pluc a 1 pacient na blastovi fazu CML. Pre toxicitu museli
prerusit liecbu TKI 2 pacienti. U 1 pacienta lie€eného dasatinibom sa vyskytol pleuralny vypotok,
ktory sa neobnovil pri redukovanej davke, a je vo velkej molekulovej remisii. U 1 pacientky bola
pritomna hepatotoxicita CTC 3.stupfia po imatinibe a pankreatitida po nilotinibe, uziva dasatinib
a je v kompletnej molekulovej remisii. Zaver: TKI a DLI dosiahli u vaésiny pacientov s relapsom CML
po TKB dlhodobé prezivanie bez choroby. Pri suboptimalnej odpovedi na imatinib je k dispozicii TKI
2.generacie - dasatinib a nilotinib.
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2168.

Postaveni kardialnich biomarkert pfi hodnoceni kardiotoxicity v hematoonkologii — prehled
a vlastni zkusenosti na 100 pacientech

Horagek Jan M., Jebavy Ladislav, Vagatova Martina, Tichy Milo, Pudil Radek, Zak Pavel, Jakl Martin,
Maly Jaroslav (KVVL, FVZ UO; Il. interni klinika - OKH; UKBD, FN a LF UK; KIO, LF UK, Hradec
Kraloveé)

Cil: Sledovani kardiotoxicity konvenéni chemoterapie (CHT) obsahujici antracykliny a vysokodavko-
vané chemoterapie (HD-CHT) s naslednou transplantaci krvetvornych bunék (TKB) pomoci sady
kardialnich biomarker(i — glykogenfosforyldza BB (GPBB), kardialni typ proteinu vazajiciho mastné
kyseliny (H-FABP), kardialni troponin | (cTnl), CK-MB mass, myoglobin. Metodika: Do studie bylo za-
fazeno celkem 100 pacientd — v podstudii 1 bylo 47 pacient(i s nové dg. akutni leukemii — 24 pacien-
tl 1é¢enych konvenéni CHT obsahujici antracykliny (celkova kumulativni davka 463,2+114,3mg/m?)
a 23 pacientl Iééenych HD-CHT s naslednou TKB. Kardialni biomarkery byly méreny pred Ié¢bou
(pfed CHT/HD-CHT), 1 den po prvni a posledni CHT s antracykliny v 1. skupiné; 1 den po HD-CHT
a 1 den po TKB ve 2. skupiné. V podstudii 2 bylo 53 pacientt transplantovanych pro rtiizné hema-
tologické malignity. Kardialni biomarkery byly méfeny 1 den po HD-CHT a 1 den po TKB. Vysledky:
V podstudii 1 byly pfed CHT/HD-CHT vSechny biomarkery v referenénim rozmezi. Byly zjistény
vyznamné elevace GPBB (nad 7,30ug/l) u 4 (16,7%) pacientt po prvni CHT a u 5 (20,8%) pacientl
po posledni CHT s antracykliny. Po HD-CHT a po TKB do$lo k vyznamnému zvySeni GPBB u 5
(21,7%) pacientl. U 2 (8,3%) pacientl doslo ke zvy$eni cTnl (nad 0,40ug/l) po prvni a posledni CHT
s antracykliny. Oba pacienti s pozitivitou cTnl méli zvy$enou GPBB. Ostatni kardialni biomarkery zU-
staly v referenénim rozmezi béhem studie. V podstudii 2 byly zjiStény vyznamné elevace GPBB u 8
(15,1%) pacientt po HD-CHT a u 9 (17,0%) pacientt po TKB. U 1 pacienta (1,9%) doslo k mirnému
vzestupu H-FABP (nad 4,50 pg/l) po TKB. Ostatni biomarkery zlstaly v referenénim rozmezi. Byla
zjisténa korelace mezi elevaci GPBB a poruchou diastolické funkce LK (r = 0,603; p < 0,0001). Zave-
ry: Nase vysledky na 100 pacientech Ié¢enych pro hematologické malignity naznacuiji, ze stanoveni
GPBB by mohlo byt uzite¢né pro ¢asnou diagnostiku kardiotoxicity konvenéni CHT obsahujici antra-
cykliny i HD-CHT s naslednou TKB. U asymptomatickych pacientt jsou abnormalni kardialni nalezy,
veetné elevace kardialnich biomarkert, povazovany za projev akutni subklinické kardiotoxicity. Neni
jasné, zda tyto akutni zmény budou pfedpovidat rozvoj kardiomyopatie v budoucnosti. DalSi studie
na vétsich poctech pacientd a delsi sledovani budou nezbytné k vymezeni role novych biomarkerd
pfi hodnoceni kardiotoxicity v hematoonkologii.

Podpofeno z vyzkumného zaméru MO 0FVZ0000503, RO 1011 a MZO 00179906.

2194.

Jsme opravnéni zahrnout pacienty s nepfibuznymi bunéénymi klony s del(5q) a trisomii
8 do 5g9- syndromu?

Neuwirtovd Radana, Zemanova Zuzana, Vozobuloba Véra, Jonasova Anna, Sponerova Dana,
Novékova Ludmilla, Cerméak Jaroslav, Magkova Zuzana, Cervinek Libor, Kessler Petr, Vondréko-
va Jana (1. interni klinika, Centrum onkogenetiky, VFN, Praha; Hematologicka klinika, FN, Plzer;
UHKT; Thomayerova FN, Praha; Hematologicka klinika, FN, Brno; Hematologické oddéleni, Nemoc-
nice, Pelhfimov; Hematologicka klinika, FN, Olomouc)

Uvod: Pomoci dotaznikii s klinickymi a laboratornimi daty véetn& uréeni procenta nelobulizova-
nych megakaryocytd a véetné podrobného cytogenetického vysetieni, jsme analyzovali 69 pacientd
s izolovanou deleci dlouhych ramen chromosomu 5 z nékolika ¢eskych hematologickych center.
Ctyticet tfi pacient(i splfiovalo kriteria 5g- syndromu: izolovana del(5q), makrocytarni anémie, nor-
malni nebo vysSi pocet desti¢ek, nelobulizované megakaryocyty, hypoplasticka erytropoeza a méné
nez 5% blastl ve deni. U étrnacti ze 43 pacientu byly pfi konvenénim cytogenetickém vySetfeni na-
lezeny vedle buné¢ného klonu s del(5q) sou€asné nepfibuzné buriky s trisomii chromosomu 8. Polo-
zili jsme si otdzku, zda se prognoza a prlibéh onemocnéni pacientd s nepfibuznymi klony s del(5q)
a trisomii 8 li8i od typického 5q- syndromu. Metoda: U vSech nemocnych byla vySetfena klinicka
a zakladni laboratorni data. Nalezy konvenéniho G-pruhovani byly ovéfeny metodou interfazni FISH



s lokus specifickou sondou pro oblast 5931 a alfa satelitni sondou pro centromeru chromosomu 8
(Abbott Vysis). Vysledky: Nalez nepfibuzného klonu s trisomii 8 byl metodou I-FISH potvrzen u Sesti
nemocnych ze 14. U ostatnich osmi pacientl se jednalo o neklondlni aberace a/nebo nélezy pod
hranici cut-off (2,5%). U péti z celkového poctu 6 pozitivnich pfipadl jsme nenasli rozdil v klinickych,
laboratornich datech a v benignim pribéhu onemocnéni od nemocnych s typickym 5g- syndromem.
Pouze jedna pacientka neméla typické lobulizované megakaryocyty a klon s +8 byl silnéjsi (40,1%
bunék) nez klon s del(5qg) (22% bunék). Tato pacientka se postupné zhorSovala, pocty destiCek
klesaly a do roka zemrela. Zavér: U Sesti ze 43 pacientl s 5g- syndromem (13%) byla potvrzena
pfitomnost dal§iho nepfibuzného klonu s trisomii 8. U péti z nich, kde byl klon +8 slabsi nez klon
del(5q) (7,0-18,0% versus 41,5- 67,5%), nebyl rozdil v klinickych a laboratornich datech, ani v pra-
béhu onemocnéni ve srovnani s pacienty s typickym 5g- syndromem se samostatnou del(5q). U ne-
mocné s prevalenci +8 klonu nad del(5q) klonem neni diagnoza 5g- syndromu opravnéna.

2132.
K dalSim méné znamym a nové popsanym maturacnim asynchroniim leukemickych bunék
Smetana Karel (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Jak je jiz dlouho znéamo, jednou z vlastnosti krevnich malignich bunék jsou jejich maturaéni asyn-
chronie, které jsou ¢asto oznacovany jako dysplastické zmény. Patfi sem urychlené vyzravani jader
proti cytoplasmé, pred¢asné vyzravani nukleoll ve srovnani s jadrem a naopak. Tyto abnormality
jsou Casto exprimovany pfi poruchach biosyntetickych procesu jednotlivych jadernych kompartmen-
t a mohou mit za nasledek zvysenou, ¢i snizenou proliferacni aktivitu nebo i navozeni apoptotické-
ho procesu. Méné znama je funkéni asynchronie nékolika nukleoll v jednom a témze jadre vétsinou
nezralych leukemickych bunék. Sou€asné zdokonalovani mikroskopickych metod na urovni jednot-
livych bunék véetné pocitacového zpracovani pak ukazalo dal§i poruchy ve vyzravani a diferenciaci
krevnich malignich bunék a to mnohdy v souvislosti s cytostatickou terapii. Po¢itacovou obrazovou
denzitometrii byla zji§téna perzistence nizké koncentrace DNA pfi jaderné membrané ve zrajicich
leukemickych lymfocytech i granulocytovych prekurzorech. V malych leukemickych lymfocytech ne-
dochazi vzdy ke kondenzaci DNA v perinukleolarnim heterochromatinu. Oba tyto fenomeny ukazuji
na moznost «restimulace» téchto bunék k proliferaci. Pfe¢asna translokace nékterych nukleolarnich
proteint odhalila starnuti leukemickych myeloblastli bez moznosti dal$i diferenciace a maturace.
Neobvykle vysoka koncentrace RNA a «zmrazeni RNA v nukleolech» pre-apoptotickych bunék je
expresi inhibice transportu této nukleové kyseliny do cytoplasmy a tim i redukce proteosyntetického
aparatu bunky. Podobné jako «klasické» i nové odkryté maturaéni asynchronie pfispivaji k abnor-
malité nékterych leukemickych bunék. Nejsou jisté specifické, ale jsou vice exprimovany a tim vice
napadné. Vyzaduji vSak urcity metodicky pFistup pro jejich vizualizaci. Neni také vyloucen jejich po-
dil na efektu at jiz pozitivnim, ¢i negativnim antileukemické 1é¢by. Je také jisté, Ze dalSi objasnovani
maturacnich a diferenciacnich asynchronii leukemickych bunék pfispéje k poznavani jejich slozité
biologie.

Studie byly provadény s ¢astec¢nou podporou VZ 000237360 MZd a podporou pracovniku Klinického
Useku UHKT, kterym nalezi podékovani autora sdéleni.

2215.

Lipozomalny cytarabin v lie€be CNS leukémie

Al Sabty Firas, Demeckova Eva, Mistrik Martin (Klinika hematoldgie a transfuzioldgie, LFUK, SZU
a UNB; Lekarska fakulta, Univerzita Komenského, Bratislava - SVK)

Uvod: Hematologické neoplazie &asto komplikuje postihnutie centralneho nervového systému
(CNS) — meningov, mozgu a predizenej miechy. Prevencia, pruzna diagnostika a spravna lie¢ba
tychto komplikacii vyrazne ovplyvnuju vyhliadky chorého na dlhodobé prezitie a dobru kvalitu zivota.
Ciel: zhodnotit efektivnost a bezpeénost intratekalne lipozomalneho cytarabinu (LC; DepoCyte)
v liecbe CNS leukémie, namiesto pévodnych cytostatik ( AraC + MTX + dexametazdn). Metody:
subor pacientov tvori 19 pacientov s CNS leukémiou, ktori boli lie€eni LC na Klinike hematoldgie
a transfuzioldgie v Bratislave, v obdobi od oktébra 2008 do Juna 2010. Median veku v ¢ase diagndzy
bol 29 rokov (rozmedzie 19-63 rokov), 12 (63%) muzov a 7 (37%) zien. 14 (74%) pacientov malo ak-
utnu lymfoblastovu leukémiu (ALL), 4 (21%) pacientov malo akdtnu myeloblastovu leukémiu (AML)
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a 1 (5%) pacient mal mnohopocetny myelém (MM). Vyskyt infiltracie CNS bolo 3 (16%) de novo, 8
(42%) v priebehu CHT, 4(21%) po ukon&eni CHT a 4 (21%) po alogénnej transplantacii krvotvor-
nych buniek (TKB). V pripade relapsu, 12 (57%) pacientov malo izolovany CNS relaps a 9 (43%)
pacientov malo systémovy + CNS relaps. LC bol aplikovany intratekalne v davke 50mg & 14 dni +
Dexamethazon 4mg 3x denne p.os. (3-5 dni) ako prevencia arachnoiditidy. Vysledky: 14/19 (74%)
pacientov dosiahlo kompletnu remisiu (KR) v CNS, 9 (47%) po 1. cykle, 2 (10%) po 2. cykle, 1 (5%)
po 3. cykle a 2 (10%) po 4. cykle. Iba 2 (11%) pacienti mali CNS relaps po liecbe LC. Neziaduce
ucinky boli nasledovné: 16% cefalea, 11% chemicka arachnoitida, 5% anizokéria, 5% epilepsia, 5%
diplopia, 5% koérova slepota s atrofiou nervus optici, 5% intrakranialna hypertenzia. 3-ro¢né celkové
prezivanie (OS) bolo u vSetkych pacientov 31%. Median prezivania bol 17 mesiacov (95% Cl = 11-
22 mesiacov). Pacienti s izolovanym CNS relapsom mali lepSie prezitie (3-ro¢né OS =38%) ako ti
s kombinovanym relapsom (CNS + kostnej drene) (3-ro¢né OS=25%) (P=0.43). Zaver: lie¢ba LC je
ucinna (> 70 % KR) s dobrou tolerabilitou, ale s individualnym vyskytom neziaducich u¢inkov u tazko
predlie€enej populécie pacientov. V porovnavani s konvenénou intratekalnou lie€bou LC ma dlhSiu
cytotoxicku aktivitu, mensi pocet aplikacii lieku (kazdé 2 tyzdne), o ma za nasledok znizené riziko
traumatickych lumbalnych punkcii a zlepSenie kvality zZivota.
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OSETROVATELSTVI

P1/2164.

Edukacia pacienta s diagn6zou mnohopocetny myelom

Machova Bozena, Babinska Lubomira, Bizikova Tatiana, Batelova Adriana, Sipkova Katarina (N4&-
rodné centrum hemostazy a trombozy, Klinika hematoldgie a transfuzioldgie, UN Martin — SVK)

Nadorové ochorenia patria medzi najobavanejsie civilizaéné choroby a stavaju sa vaznym celo-
spolo¢enskym problémom. Ich vyskyt je podmieneny kvalitou Zivotného a pracovného prostredia
a zivotnym Stylom obyvatelstva. Nemalu pozornost si zasluhuju hematoonkologické ochorenia, me-
dzi ktorymi sa mnohopocetny myelém radi na druhé miesto. Samotné ochorenie a aj lie€ba vyvolava
neistotu, strach, obavy z budicnosti, a preto je dblezité, aby pacienti mali dostatok adekvatnych
informacii, ktoré im pomo6Zzu lepsie zvladnut problémy suvisiace s ochorenim a jeho lie¢bou. Z toho
dévodu sa edukacia pacienta stava neoddelitelnou suc¢astou liecby a je zamerana na rozsirenie ve-
domosti a ziskanie praktickych zruénosti pacienta v stvislosti s ochorenim a jeho lie¢bou. Specifika
edukacie pacienta s diagn6zou mnohopocetny myeldm su rozpracované z pohladu sestry.

CHRONICKA LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

P2/2171.

Zvysena exprese mRNA pro fibroblastovy ristovy faktor 2 u pacientd s chronickou lymfocy-
tarni leukemii a vysokou expresi CD38

Vrbacky Filip, Nekvindova Jana, Jiruchova Zuzana, Vroblova Vladimira, Simkovié Martin, Painuly
Utkarsh, Maly Jaroslav, Smolej Lukas (Il. interni klinika — OKH, Ustav klinické biochemie a diagnos-
tiky, a Ustav klinické imunologie a alergologie, FN a LF UK, Hradec Krélové)

Vysledky studii provedenych v poslednich letech ukazuiji, ze na patogenezi chronické lymfocytarni leuke-
mie (CLL) se muze vyznamné podilet angiogeneze. Jednim z dllezitych cytokinG U€astnicich se tohoto
procesu je fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF-2), jehoz zvySené mnozZstvi v séru/plazmé pacientl s CLL
bylo jiz dFive prokézano. Udaje tykajici se exprese FGF-2 samotnymi malignimi burikami vak chybi, stej-
né jako analyzy vztahu k prognostickym parametrtim ¢i klinickému priibéhu. Proto jsme stanovili mnozstvi
transkriptu pro FGF-2 v separovanych CD19+ burikach 49 nelécenych pacienttl s CLL (median véku 64
let, nizké/stredni/vysokeé riziko dle Raie 13/19/17). Zaroven byla provedena analyza exprese transkriptu
genu NUDTS, ktery je kddovan na komplementarnim fetézci DNA a s genem pro FGF-2 se ¢aste¢né
prekryva. Miize tedy pUsobit jako antisense molekula RNA postranskripéné ovliviujici miru syntézy pro-
teinu FGF-2. Pro normalizaci rozdild v koncentraci templatu mezi jednotlivymi vzorky byl pouzit transkript
kontrolniho genu HPRT1 (hypoxanthin-guanin-fosforibosyltransferaza 1). Exprese FGF-2 se u analyzova-
nych vzork liila v rozsahu 5 fadu. Exprese NUDT6 byla naopak velmi stabilni a liila se pouze v rozsahu
1 fadu. Exprese FGF-2 tak patrné neni u CLL ovlivnéna postranskripéni regulaci antisense molekulou
transkriptu NUDTB8. Byl zjiStén signifikantni vztah mezi zvySenou expresi transkriptu pro FGF-2 a expresi
CD38 (n =46, p = 0,009). Zavislost mezi mnozstvim mRNA pro FGF-2 a nemutovanym IgVH (n =38, p =
0,463), ZAP-70 (n = 45, p = 0,705), stadiem dle Raie (0 vs. I-IV; n = 49, p = 0,314) ¢&i prGbéhem onemoc-
néni (stabilni vs. progresivni; n = 49, p = 0,703) nebyla prokazana. Nase pilotni studie ukazuje, Ze exprese
FGF-2 v B lymfocytech pacient s CLL je variabilni, avSak zfejmé neni ovlivnéna postranskripéni regulaci
antisense molekulou NUDT6. ZvySena exprese FGF-2 byla spojena s vy$si expresi CD38, coz by mohlo
naznacovat souvislost s biologickou agresivitou onemocnéni. Na zakladé téchto dat je tedy vhodny po-
drobnéjsi vyzkum v této oblasti.

Tento vyzkum byl realizovan s podporou grantu IGA MZ CR NT/13412.

P3/2212.

Exprese CD223, CD49d a CD31 u nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii — pilotni studie

Vroblova Vladimira, Smolej Lukas$, Simkovié Martin, Schmitzova Daniela, Krejsek Jan (Ustav klinické
imunologie a alergologie, II. Interni klinika, Oddéleni klinické hematologie, LF a FN, Hradec Kralové)



Uvod: CLL mé mimoradné riznorodou progndzu. V soucasnosti jsou hledany nové prognostické faktory,
které by byly schopné urcit rizikové nemocné, nejlépe jiz v dobé diagndzy s cilem optimalizace Ié¢ebného
pfistupu. Lymfocyty CLL proliferuji v prostfedi kostni dfené/miznich uzlin a jsou rezistentni k apoptéze
in vivo, ale v bunéénych kulturach rychle prodélavaji apoptdzu. Signaly preziti tedy ziskavaji CLL buriky
z mikroprostredi (MP), které hraje zasadni roli v biologii CLL. Mezi ukazatele aktivace MP u CLL patfi
exprese CD49d (alfa-4 integrin) regulujici adhezi bunék na extracelularni matrix; dale CD31 (PECAM-1),
ligand pro CD38. Exprese CD223 (LAG-3) byla metodou DNA mikrocipd a RT-PCR identifikovana jako
prediktor klinického pribéhu CLL. Cilem této pilotni prace bylo stanovit expresi znakd CD49d, CD31
a CD223 a zhodnotit souvislost s ostatnimi prognostickymi ukazateli (exprese CD38, ZAP-70, mutaéni
stav IgVH) a klinickym priibéhem CLL. Nemocni a metodiky: V letech 2011-2012 jsme stanovili expresi
znak( ZAP-70, CD38, CD49d, CD31 a CD223 u 30 nemocnych s nelé¢enou CLL (23 muzt, 7 Zen, medi-
an veku: 63 let, rozmezi: 41-79, Raie I-IV v 20%, U-IgVH geny v 58 %, ZAP-70+ v 60 % a CD38+ v 27 %).
Stabilni/progredujici onem. v dobé odbéru bylo pfitomno u 16, resp. 14 nemocnych. Exprese znaku byla
stanovena pratokovou cytometrii povrchovym (CD38,CD31,CD49d,CD223) nebo intracelularnim (ZAP-
70) znacenim v pIné krvi. Vysledky: Exprese CD49d byla velmi variabilni (prdmér: 25,32 + 36,6 %). Znak
CD31 byl exprimovéan stabilné ve vysokych hodnotach (96,68 + 6,54 %). Naopak CD223 byla u vétsiny
nemocnych nizka (2,23 + 5,64 %). Exprese CD31 byla statisticky na hranici vyznamnosti vy$Si u pacientt
se stabilnim vs. progresivnim onem. (99,32 + 1,01 % vs .93,67 + 2,33 %; p=0,056). Exprese znaku CD223
byla statisticky vyznamné vyssi u pacientd se stabilnim onem. v porovnani s pacienty v progresi (3,59 +
8,00% resp. 0,96 + 0,94 %; p=0,033) a byl trend k vySSi expresi u nemocnych ve stadiu 0 dle Raie v porov-
nani se stadii I-1V (1,63 + 0,91 % vs. 2,48 + 6,73 %; p=0,063). Nebyla zjisténa vyznamna korelace CD223,
CD49d ¢ CD31 s expresi CD38 ¢i ZAP-70. Zavér: CLL lymfocyty nemocnych se stabilnim onem. Vykazuji
nizsi expresi znaku CD31 a zaroven vyssi expresi znaku CD223. Korelace téchto novych ukazatell s ex-
presi znaku CD38 a ZAP-70 v naSem souboru nebyla prokazana. Vzhledem k malému poctu zafazenych
nemocnych je nutné vyekat vysledki u rozsiteného souboru. Podporeno IGA NT/13412, MZCR.

P4/ 2140.

Detekcia mutacii génu TP53 u pacientov s B-CLL

Piagkova Barbora, Leitnerova Michaela, Cermak Martin, Copakova Lucia (Oddelenie lekdrskej ge-
netiky, NOU Bratislava — SVK)

Uvod: Chronickéa lymfocytova leukémia (CLL) je lymfoproliferativne ochorenie s vysoko variabilnym klinickym
priebehom. Podla niektorych analyz az 50% pacientov preziva bez akejkolvek lieCby. Medzi najvyznamnej-
Sie prognostické faktory patri pritomnost chromozémovych aberécii (del13q14, del17p13, del11g22 a trizo-
mia 12), mutaény status génu pre tazky retazec imunoglobulinu (IgVH), expresia CD38 a expresia ZAP-70.
V poslednej dobe sa stale podrobnejSie sleduje aj pritomnost mutacii génu TP53 a ich pripadny nepriaznivy
vplyv na prezivanie s diagnézou B-CLL. Delécie a/alebo mutacie v géne TP53 sa vyskytuju u 10-15% B-CLL
pacientov a vedu k agresivnému priebehu ochorenia a intenzifikécii terapie. Cielom préace bolo stanovenie
pritomnosti delécii a/alebo mutéacii v géne TP53 u pacientov s CLL, ktory eSte nepodstupili lie¢bu. Metédou
FISH a MLPA sme analyzovali subor s celkovym po¢tom 90 pacientov. Na analyzu mutécii v géne TP53
boli pouzité metddy sekvenacénej analyzy a HRMA (High resolution melting analysis). Vyskyt mutécii v géne
TP53 v priebehu ochorenia a pocas lie€by sme sledovali u 2 pacientov. Zo suboru 90 pacientov s diagnézou
B-CLL bolo celkovo identifikovanych 9 réznych mutacii (8 missense a 1 nonsense) u 7 (8%) pacientov. U 14
(16%) bola identifikovana chromozémova aberacia del17p a 5 z nich malo aj mutéciu v géne TP53 a tiez aj
del17p. U dvoch pacientov sme zaznamenali dokonca az dve patologické mutécie v géne TP53. Nizky per-
centualny zachyt je pravdepodobne spdsobeny malym poctom pacientov vo vySetrovanom subore. Zaver:
Podla najnovsich pokynov by malo byt vySetrovanie mutécii v géne TP53 Standardom pre posutdenie liecby
pripadne alogénnej transplantacie kostnej drene a na zéklade vysledkov jednotlivych chromozémovych ab-
normalit a TP53 mutaéného statusu aj zaradenie pacienta do ,ultra high risk — CLL* skupiny.

P5/2137.

Inhibice kinazy Chk1 senzitivizuje buriky leukemii a lymfomu s mutacemi p53 na chemotera-
peutika

Zemanova Jana, Sebejova Ludmila, Hylse Ondfej, Paruch Kamil, Pospisilova Sarka, Trobusek Martin
(Stredoevropsky technologicky institut - CEITEC; IHOK, FN; Ustav chemie, MU; Mezinarodni cent-
rum klinického vyzkumu, FN u svaté Anny, Brno)
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Mutace v genu TP53 se vyskytuji u hematologickych malignit méné ¢asto nez u solidnich nadora,
avsak jejich pfitomnost je spojena s velmi nepfiznivou prognézou, véetneé silné rezistence na terapii.
Jednou z nadéjnych moznosti eliminace téchto agresivnich nadorovych bunék je koncept synte-
tické letality zaloZzeny na inhibici kinazy Chk1. Po této inhibici se pfedpoklada inaktivaci vSech tfi
kontrolnich bod( bunééného cyklu - tedy G1/S (mutace p53), S a G2/M (oba inhibice Chk1) — coz
by mélo vést k neregulované bunécéné proliferaci nasledované mitotickou katastrofou a smrti buriky.
Moznost této syntetické letality jsme testovali u 14 bunéénych linii, z nichz 10 mélo mutaci a/nebo
deleci genu TP53. V8echny linie byly odvozeny od B-bunéénych malignit (9 x lymfom, 5 x leukémie).
Linie byly kultivovany v 96-ti jamkovych deskach (50 000 bunék/jamku); polovina desky byla pre-
doSetfena (2 h) inhibitorem Chk1 (SCH900776) (200 nmol/l) a nasledné byla aplikovana koncen-
traéni fada fludarabinu, cytarabinu nebo gemcitabinu. Tato nukleosidova analoga byla aplikovana
ve Ctyfech koncentracich a bunky byly kultivovany 72 h. Rozmezi koncentraci vSech tfi cytostatik
bylo optimalizovano pro kazdou linii zvlast podle jeji citlivosti. Fludarabin byl aplikovan v rozmezi
20-0,125 pg/ml, cytarabin 1,6 pg/ml — 0,4 ng/ml a gemcitabin 25-0,25 ng/ml. Viabilita bunék na konci
kultivace byla stanovena pomoci reagencie WST-1 (Roche). Inhibitor samotny plsobil na buriky jen
minimalné (pokles viability do 90%) nebo vibec. Viditelna senzitivizace prostfednictvim inhibice
Chk1 (vzdy alespor u dvou sousednich koncentraci cytostatika) byla pozorovana nasledovné: pro
fludarabin a cytarabin vzdy u tfi linii (vSechny s mutaci v p53), a pro gemcitabin u péti linii (z nichz
Ctyfi nesly mutaci v p53). Nejlepsiho vysledku bylo tedy dosazeno pro gemcitabin, coz je v soula-
du s o¢ekavanim, nebot toto cytostatikum je v sou¢asné dobé v klinickych testech s inhibitorem
SCH900776 pravé pro B-bunééné lymfomy. Jasny senzitivizujici efekt byl celkové pozorovan u 50 %
(7/14) linii, pficemz 86 % z nich (6/7) neslo mutaci v p53. Nase vysledky ukazuji, ze inhibice kina-
zy Chk1 skute¢né mliZe vést k senzitivizaci vysoce agresivnich bunék leukémii a lymfom0 s mu-
tacemi p53 na cytostatika. Koncept syntetické letality je zajimavy a nadéjny pfistup pro moznou
budouci l1é¢bu hematoonkologickych pacientli s mutacemi p53. Prace byla podporena projektem
MUNI/A/0784/2011 a CZ.1.07/2.3.00/20.0045 a FNUSA-ICRC (CZ.1.05/1.1.00/02.0123).



LABORANTSKA SEKCE

P6/ 2127.

Raritni extrémni eosinofilni syndrom v dobé diagn6zy Hodgkinova lymfomu

Matuska Milan, Mikoskova Adéla, Ligova Alexandra, Dura$ Juraj, Richterova Petra, Zuchnicka Jana,
Urgasova Alena, Gumulec Jaromir (OKH; Ustav klinické hematologie, FN, Ostrava)

Hodgkintv lymfom muize v dobé vzniku nemoci u ¢asti pacientd provazet eosinofilie v periferni krvi.
Prezentujeme kasuistiku 20leté zeny, u které po Urazu hrudniku po padu doslo k nahlému vzniku mést-
naného srde¢niho selhani pro parcialni rupturu zavésného aparatu mitralni chlopné. Pfi vySetfeni byl
prokazan raritni eosinofilni syndrom s po¢tem eosinofilt 87,7% a APEo 54,5! Byla provedena CT/MR
vySetfeni s ndlezem expanzivniho postizeni horniho a pfedniho mediastina, postizeni supraklaviku-
larnich lymfatickych uzlin vlevo a sleziny. Histologicky prokazan klasicky Hodgkindv lymfom, subtyp
MC. Kazuistika prezentuje dalsi 1é¢ebny postup i dynamiku hematologickych laboratornich naleza.

P7/2151.

Porovnani kitli na izolaci DNA ze stérti bukalni sliznice pro ucely HLA genotypizace
Klimentova Hana, Vondrackova Hana, Melkova Milena, Mgcnerové Renata, Vrana Milena, Dobrovol-
na Marie (HLA analyza, laborator molekularni genetiky, UHKT, Praha)

Porovnani kitl na izolaci DNA ze stér(i bukalni sliznice pro ucely HLA genotypizace. Zakladem
uspésné genotypizace HLA polymorfismu je kvalitni DNA. Pro kompletni stanoveni genotypu HLA
metodou sekvenovani ¢i PCR-SSP (polymerazova fetézova reakce se sekvenéné specifickymi pri-
mery) je potfeba 150 —200ul o minimalni koncentraci 20ng/ul. U pacientd, ktefi maji vyrazné nizky
pocet leukocytll, pouzivame jako alternativni zplisob ziskani materialu ze stéru bukalni sliznice.
Pro izolaci DNA touto metodou jsme porovnavaly dva komeréné prodavané kity: Invitrogen Char-
geSwitch gDNA Buccal Cell Kit a Isohelix DNA Isolation Kit. Obéma postupy jsme zpracovaly sadu
vzorkl pacientd a nékolik zdravych osob. Izolace kitem Invitrogen trva cca 40 minut. Princip je
zalozen na navazani DNA na paramagnetické kulicky a eluce pomoci roztokl s vysokym pH. Po-
tfebna vybava je specialni stojanek s magnety, termostat (nebo termoblok), pipety. Pfepipetovani
vzorku probéhne 2x. I1zolace kitem Isohelix probiha cca 90 minut, véetné hodinové inkubace. Izolace
je zalozena na principu lyzy jadernych membran a vysrazenim DNA (bez uziti etanolu). Vybavou
je termoblok, pipety, pfepipetovani je také 2x. U obou metod je mnozstvi eluéniho roztoku 150ul,
pro ziskani vy$si koncentrace vyizolované DNA Ize toto mnoZstvi snizit. Vysledky izolace ukazaly
u kitu Invitrogen prdmérnou koncentraci 20ug/ul,(12-29), faktor Cistoty 1,56 (1,31-2,07), u kitu Iso-
helix je to 38ug/ul,(10-125), faktor Cistoty 1,36 (0,97-1,60). Pocet leukocytll vySetfovanych vzorku
byl v rozmezi 0,11 — 7,7. Z uvedenych vysledkl je zfejmé, Ze oba kity jsou ve vytéznosti a kvalité
ziskané DNA podobné. Jako nevyhodu u kitu Invitrogen vidime poc¢ate¢ni pomérné velkou investici
do stojanku s magnetickymi ploSkami (MagnaRack), vyhodou se jevi prace s magnetickymi kulicka-
mi, které jsou barevné vyrazné. U kitu Isohelix je vyhodou nizka cena, nevyhodou je moznost odsati
pelety DNA béhem izolace.
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MNOHOCETNY MYELOM

P8/ 2173.

Sérové mikroRNA jako marker mnohocetného myelomu

Kubiczkova Lenka, Sevéikova Sabina, Sedlafikovéa Lenka, Dementyeva Elena, Kryukov Fedor, Za-
hradova Lenka, Pour Ludék, Slaby Ondfej, Hajek Roman (Babakova myelomova skupina, UPF, LF
MU; IHOK, FN; Klinika komplexni onkologické péce, MOU; LEHABI, OKH, FN, Brno)

Uvod: Ke sledovani remise nebo pfipadného relapsu u mnohoéetného myelomu (MM) se vétsinou
pouzivaji plazmatické buriky odebrané z kostni dfené pacientl. Jedna se o velice invazivni postup,
ktery nelze provadét opakované, proto je nutné hledat jiné markery. MikroRNA (miRNA) jsou kratké
nekodujici fetézce RNA, které jsou zapojeny do fady patologickych proces(, u€astni se i iniciace
a progrese nadorU. Bylo zji§téno, ze rlizné typy nadort maji rozdilné profily exprese miRNA, které
umoznuji odliSeni nadorové tkané od zdravé tkané. Vyskyt miRNA byl potvrzen i v lidském séru - tyto
cirkulujici sérové miRNA jsou vysoce stabilni a jejich profil se li§i mezi napf. zdravymi jedinci a pa-
cienty s kolorektalnim karcinomem i karcinomem plic. Navic profil sérovych miRNA odrazi prabéh
onemocnéni, po odstranéni nador(l se hladiny uréitych miRNA snizily a pfi relapsu doSlo k jejich
opétnému zvyseni. Na zakladé zminénych publikaci a nasich pfedbéznych vysledk( pfedpoklada-
me, ze sérové miRNA by mohly byt vyuzity jako indikator MM. Metody: Analyzovali jsme miRNA ze
séra 91 MM pacientt (pfi diagnéze) a 30 zdravych darcu. Median véku byl u MM pacient(i 63,9 let
(41-88), u zdravych darcud 55,5 let (45-64 let). Izolace miRNA ze séra byla provedena pomoci miR-
NEasy Mini Kit, miRNA byly pfepsany do cDNA a jejich exprese byla stanovena pomoci specifickych
sond metodou real-time PCR na platformé Applied Biosystems. Celkem jsme ovéfovali 4 miRNA
(hsa-miR-29a, hsa-miR-142-5p, hsa-miR-410 and hsa-miR-660) a miR-16, ktera byla pouzita jako
interni kontrola. Rozdily v expresi jednotlivych miRNA byly stanoveny pomoci neparametrického
Mann-Whitney U testu mezi dvéma skupinami. Testovani sensitivity, specificity a AUC bylo provede-
no pomoci ROC analyzy. Vysledky: Exprese sérovych miR-142-5p, miR-660 a miR-29a byly signi-
fikantné zvySeny u MM pacientd (p=0.0183, p=0.0062 and p<0.0001). ROC analyza prokazala, ze
hladina miR-29a by mohla poslouzit jako marker MM ze séra (AUC 0,832 (95 % ClI, 0,753 to 0,894)).
Na hladiné vyznamnosti 0.0103 relativni exprese miR-29a byla sensitivita 88 % a specificita 70 %.
Zavér: Oproti odbéru kosti dfené by snadno dostupny sérovy marker znamenal nenaro¢né stano-
veni, moznost opakovanych méfeni a zejména méné invazivni zakrok pro MM pacienty. Takovymto
markerem se zda byt sérova miR-29a. Grantova podpora: MSM0021622434, NT11154 a NT12130.

P9/ 2162.

Jednonukleotidové polymorfizmy v genech multilékové rezistence u nemocnych s mnoho-
c¢etnym myelomem

Almasi Martina, Sablikova Barbora, Sevéikova Sabina, Svachova Hana, Rihova Lucie, Kyjovska
Drahomira, Pour Ludé&k, Penka Miroslav, Hajek Roman (Babadkova myelomova skupina, Ustav pato-
logické fyziologie, LF MU; IHOK; OKH, FN, Brno)

Uvod a cil: MDR1 (gen kédujici P-glykoprotein) a MRP1 (gen kédujici protein multilékové rezistence)
koduji proteiny efluxni transmembranové pumpy dopravujici endogenni toxickeé latky, cizorodé latky
a léky z bunék. Jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs) v genech MDR1 a MRP1 by mohly zménit
funkci téchto proteind, jejichZ snizena aktivita vede k nasledné akumulaci Iéku v organismu véetné
dalSich komplikaci, naopak zvySena aktivita vede k rychlej§imu transportu léku z cilové bunky a tim
snizuje jeho ucinnost. Cilem bylo hodnoceni asociace 3 SNPs v genu MDR1 a 1 SNP v genu MRP1
s intervaly preziti u pacientd s mnoho&etnym myelomem (MM) |é€enych bortezomibem. Metody: Pro
zjisténi frekvence genotypd kandidatnich genl bylo provedeno testovani genomové DNA od 178
pacienttll s MM (92 zen/86 muzu); median véku pfi zahajeni terapie 67 (rozmezi 34-85) let. VSichni
byli Ié€eni bortezomibem, pfi¢emz 46,1% (82/178) rezimem CVD. Pro genotypizaci byla zvolena
metoda TagMan® alelické diskriminace pomoci real-time PCR na pfistroji StepOne™, Applied Bio-
systems. Vysledky byly hodnoceny v programu Statistika verze 9.0. U kazdého SNP byla testovana
Hardy-Weinbergova rovnovaha (HWE) pomoci chi-kvadrat (X?) testu, intervaly preziti byly hodnoce-
ny pomoci Kaplan-Maierovych kfivek. Vysledky: V&echny sledované polymorfizmy splfiovaly kritéria
HWE. Pfi hodnoceni analyzy preziti nebyly u dvou SNPs v genu MDR1 (rs1128503 a rs1045642)



nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi pacienty s rliznymi genotypy. U SNP v genu MDR1 (rs
2032582) byl nalezen rozdil v ¢asné fazi sledovani, avSak rovnéz ne statisticky vyznamny (TTP-25,6
mésicl heterozygoti vs. 15,8 mésici homozygoti s wild-type alelou a 15,3 mésicd s minoritni alelou,
p=0,038; PFS-19,2 vs. 15,8 a 15,3més.,p=0,077; OS od stanoveni dg. 87,1 vs. 66,6 a 76,3més.,-
p=0,554;0S od zahajeni lécby 27,6 vs. 19,2 a 20,9més., p=0,285). U genu MRP1 (rs41148356)
nebyla nalezena zadna minoritni alela a pouze 9 heterozygotd, rovnéz nebyly rozdily mezi riznymi
genotypy. Zavér: Zjisténé tdaje o frekvenci variantnich polymorfizm( napovidaji, Zze bortezomib ziej-
mé neni substratem MDR1 a MRP1 genl spojovanych s multilékovou rezistenci. Je potieba dalsi
Udaje a analyzy pro potvrzeni téchto vysledkd.

Podporovano: MSMT0021622434

P10/ 2133.

Nestin je potencialnim prediktorem Ié¢ebné odpovédi na konvenéni chemoterapii a nové typy
1ékU a je asociovan se ziskem 1921 u mnohocetného myelomu

Svachova Hana, Kryukov Fedor, Dementyeva Elena, Kubiczkova Lenka, Sevéikova Sabina, Némec
Pavel, Greslikova Henrita, Rihova Lucie, Zahradova Lenka, Hajek Roman (Babdkova myelomové
skupina, Ustav patologické fyziologie, LF MU; IHOK, FN, Brno)

Uvod: Nestin, marker kmenovych/progenitorovych bunék, je povazovan za vhodny diagnosticky
a prognosticky ukazatel u fady solidnich nador(i. V pfedchozi praci jsme prokazali, Zze nestin je
nadorové-specificky marker pro klonalni plazmatické bunky (PC) u mnohocetného myelomu (MM).
Cilem této prace bylo A) analyzovat vztah mezi expresi nestinu a cytogenetickymi aberacemi nebo
standardnimi prognostickymi parametry; B) hodnotit, zda exprese nestinu pfed Ié¢bou predikuje
|é¢ebnou odpovéd. Metody: Do analyzy bylo zafazeno 163 pacientd s MM; 67% (93/163) nové
dg., 43% (70/163)relaps. Genova exprese nestinu byla hodnocena metodou qRT-PCR u 63%
(103/163) pacientt a kvantifikovana metodou ddCt. Protein nestin byl analyzovan metodou pru-
tokové cytometrie v CD138+38+PC u 51% (83/163) pacientl. Hladina nestinu byla hodnocena
jako procento nestin-pozitivnich bunék (%Nes+PC) a jako median fluorescenéni intenzity (MFI).
PFitomnost del(13q14), del(17p53), IgH, zisk 1921 a hyperdiploidie v CD138+PC byla hodnocena
metodou FISH. Exprese nestinu pred Ié¢bou byla hodocena u pacientt bez ASCT lécenych kon-
vencni chemoterapii nebo novymi typy I€kl. Vysledky: Byly prokézany signifikantni rozdily v ge-
nové [median RQ 4.0 (0.4-152.0) vs median RQ 7.6 (0.9-309.8); p=0.014] a proteinové expre-
si nestinu [median MFI 3.5 (1.3-36.8) vs median MFI 4.6 (2.1-75.9); p=0.010] mezi novymi dg.
a pacienty v relapsu. Hladina nestinu pozitivné korelovala s genovou expresi nestinu u novych dg.
(p=0.027) i relapsu (p=0.025). U nové diagnostikovanych pacientll vysoké %Nes+PC (p=0.007)
a MFI (p=0.012) asociovaly se ziskem 1g21. Rozdily v proteinové hladiné nestinu mezi pacien-
ty, ktefi dosahli >VGPR a pacienty s <PR, dosahovaly hrani¢ni vyznamnosti (p=0.053). Pacienti,
ktefi dosahli >VGPR méli niz§i genovou expresi nestinu ve srovnani s pacienty, ktefi dosahli <PR
[median RQ 1.3 (0.6-3.9) vs median RQ 4.6 (1.7-152.0); p=0.001]. U pacientli v relapsu byl také
potvrzen vztah mezi ziskem 1921 a vysokym procentem Nes+PC (p<0.001) a MFI (p=0.008). Ko-
relace mezi genovou ¢i proteinovou expresi nestinu v dobé diagn6zy nebo relapsu a prognostic-
kymi parametry nebyla potvrzena. Zavér: Hladina nestinu je asociovana se ziskem 1g21 u novych
diagnoéz i pacientl v relapsu. Exprese nestinu mize byt potencialnim prediktorem horsi 1éc¢ebné
odpoveédi u pacientli Ié¢enych konvenéni chemoterapii nebo novymi Iéky. Prediktivni potencial nes-
tinu je nutno ovérit na vétsim souboru pacientl. Grantova podpora: MSM0021622434 a NT11154.
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NE-HODGKINSKE LYMFOMY

P11/2183.

Imunoterapie CD20+ lymfom0 pomoci geneticky modifikovanych T lymfocytd exprimujicich
chimericky antigenni receptor anti-CD20 navazany na intracelularni signalizacni domény
TCRzeta a 4-1BB

Otahal Pavel, Kral Vlastimil, Fabry Milan, Hofej$i Vaclav, Trnény Marek (I. interni klinika, 1.LF UK
a VFN; Ustav molekularni genetiky AVCR v.v.i., Praha)

Mezi nejnovéjsi terapeutické postupy, které jsou zkouSeny v ramci klinickych studii patfi adop-
tivni imunoterapie pomoci T lymfocytl exprimujicich chimericky antigenni receptor (CAR). Tento
postup je zalozen na izolaci T lymfocytli, nasledné in vitro transdukci pomoci lentivirového vek-
toru, ktery vnese do genomu T lymfocytd sekvenci DNA kddujici upraveny povrchovy receptor
specificky reagujici s antigeny pfitomnymi na povrchu nadorovych bunék jako je napf. CD20 nebo
CD19, nasledné expanzi in vitro a vraceni zpét do organismu pacienta. Pfipravili jsme chimeric-
ky antigenni receptor specificky na CD20 (CD20 CAR), ktery jsme pomoci lentivirového vektoru
vnesli do primarnich T lymfocytd. Tento CD20 CAR je tvofen variabilni doménou protilatky spe-
cifické na CD20 (scFv) spojené s intracelularni signaliza¢ni doménou TCR zeta fetézce a ko-
stimulaéni molekuly 4-1BB. Po navazani tohoto chimerického receptoru na antigen CD20 na-
chazejici se na povrchu nadorovych bunék dojde k aktivaci bunéénych signaliza¢nich kaskad T
lymfocytu, které napodobuji pfirozenou aktivaci cytotoxického T lymfocytu a nasledné lyze nado-
rovych bunék. Nase vysledky ukazuji, ze T lymfocyty exprimujici CD20 CAR jsou velmi ucinné
aktivovany CD20+ bunkami in vitro a tato aktivace je ¢aste¢né inhibovatelna anti-CD20 protilat-
kou. Zarovenn CD20 CAR T lymfocyty ucinné lyzuji CD20+ buriky in vitro. Nase vysledky jsou pi-
lotnimi experimenty v pfipravovaném projektu adoptivni imunoterapie CD20+ lymfomu a leukemii.

P12/ 2167.
Vlasatobunééna leukémie — prehled 12 pfipadu
Starostka David, Novosadova Libuse, Mikula Peter (OKH, Nemocnice s poliklinikou Havifov)

Vlasatobunééna leukémie (HCL) by neméla byt opomenuta pfi diferencialni diagnostice pancyto-
penii. Jde o vzacné onemocnéni - v souboru 252 nové diagnostikovanych leukemizovanych B-lym-
foproliferaci na naSem pracovisti byl jeji vyskyt 3,5 %. Pfi ddvodném podezfeni na HCL je diagnosti-
ka vétSinou rychla, pfimocara a nekomplikovana (imunocytologie, imunohistochemie). Potize mGze
¢init diferencialni diagnostika leukocytdzy s HCL fenotypem (variantni HCL, splenicky lymfom z mar-
ginalni zény, splenicky difizni malobunéény B-lymfom z ¢ervené pulpy). Soubor pacientli [é¢enych
na OKH Nemocnice s poliklinikou Havifov zahrnuje 12 pfipadll (9 muzd a 3 Zeny, vékové rozpéti
v dobé diagndzy 41-72 let s medianem 48 let). Doba sledovani od stanoveni diagnézy je v souboru
12-243 mésice (median 94 mésice), vSichni nemocni ziji. V dobé diagndzy byl vyskyt pancytopenie
10/12, bicytopenie (leukopenie + trombocytopenie) 2/12, splenomegalie 7/12 a mediastinalni lym-
fadenopatie 1/12, u jednoho nemocného jsme pozorovali leukemicky infiltrat mékkych tkani stehna.
Lécebné modality 1. linie zahrnovaly: kladribin 7/12, kladribin + konsolidace 4 davkami rituximabu
3/12, interferon-a 1/12, splenektomie 1/12 s touto lé¢ebnou odpovédi: CR 8/12 (po kladribinu nebo
kladribinu s rituximabem), PR 3/12 (po kladribinu nebo splenektomii), SD 1/12 (po interferonu-a).
Interval od zahajeni |é¢by 1. linie do zahajeni 1é¢by 2. linie byl 2-132 mésice (median 96.5 mésice).
Lécba 2. linie u 5/12 nemocnych: kladribin + konsolidace 4 davkami rituximabu 4/5 (Ié¢ebna odpo-
véd typu CR u vSech nemocnych véetné pacientll s pfedchozi PR), interferon-a. 1/12 (dosazeno
PR). Lécba 3. linie u 1 nemocné (interferon-a, PR). Rituximab jsme podavali u nemocnych s MRD
detegovanou flowcytometricky za 3 mésice od ukonéeni 1é€by kladribinem. Relevantni komplikujici
pfihody zahrnovaly exantém s vaskulitickym rysem (7/12), nekrotizujici erysipel (1/12), gramnega-
tivni sepsi s DIC (1/12), perimyokarditidu se srde¢nim selhanim (1/12), protrahovany neinfekéni
SIRS (1/12). Zavér: HCL predstavuje vzacnou indolentni B-lymfoproliferaci s vybornou odpovédi
na lécbu kladribinem a pfiznivou prognézou. Rituximab mdaze byt vhodnym nastrojem konsolidace
kladribinové terapie u nemocnych s MRD.



TRANSPLANTACE

P13/ 2225.

Indikatory kvality autologniho Stépu perifernich kmenovych bunék — korelace laboratornich
parametrt a pfihojeni $tépu

Skoumalova Ivana, Horalkova Lenka, Pikalova Zuzana, Novak Martin, MareSova lvana, Faber Edgar
(Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

V roce 2008 vstoupil v platnost zakon cislo 296/2008 Sb. o zajisténi jakosti a bezpecnosti lid-
skych tkani a bunék urenych k pouziti u ¢lovéka. V souvislosti s timto zakonem jsme od roku
2010 zacali v naSem centru zpracovavat Stépy uzavienym systémem. Timto zplsobem zpraco-
vavame S$tépy autologni i alogenni, perifernich kmenovych bunék, kostni dfené i darcovskych
lymfocytd. Kvalita $tépu byla hodnocena pomoci nasledujicich parametrd: po¢et CD34+ bunék,
vitalita a rdst progenitord CFU-GM a BFU-E. Méfeni po¢tu CD34+ bunék a vitality probiha v la-
boratofi pratokové cytometrie metodou validovanou SEKK a mezinarodnimi testy (CD-CHEX CD
34, Streck a BD QAS). Hodnoceni rlistu progenitorovych kolonii pomoci validované metody (me-
zinarodni srovnavaci test Human Bone Marrow Proficiency Testing Program, StemCell) zabez-
pecuje laboratof tkariové banky. Progenitorové buriky a vitalita jsou sledovany ve tfech ¢asovych
rovinach — u nativniho $tépu, bezprostfedné po zamrazeni $tépu a v ¢ase podani §tépu. Celkem
bylo od 1. 1. 2010 k 31. 3. 2012 na transplanta¢ni jednotce podano 80 autolognich $tépl peri-
fernich kmenovych bunék zpracovanych uzavienym systémem. Vedle samotného poétu CD 34+
bunék a vitality je pocet progenitorovych bunék dalsim ddlezitym parametrem, ktery udava schop-
nost bunék stépu diferencovat se. Laboratorni hodnoty vSech vySe uvedenych parametrd byly
dany do souvislosti s klinickym obrazem, tj. s pfihojenim Stépu. Prace prezentuje nase vysledky.

O/H[D|



CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE /
MYELOPROLIFERATIVNIi ONEMOCNENI

P14/ 2241.

Prinos mutacii v 12. exone génu JAK2 k diagnostike pravej polycytémie u 2 pacientov s izo-
lovanou erytrocytézou

Katrincsakova Beata, Hlusi Antonin, Srovnalik Karel, Novosadova Alena, JaroSova Marie, Indrak
Karel (Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UR, Olomouc; Hematologické a transfuzni oddéleni,
Vsetinska nemocnice a.s., Vsetin)

Polycythemia vera (PV) patri do skupiny Ph negativnych myeloproliferativnych neoplazii (Ph-MPN)
a je charakteristicka pritomnostou bodovej mutacie JAK2(V617F) u viac ako 95% pripadov. U Easti
pacientov (<1%) bez mutacie JAK2(V617F) boli popisané alternativne mutacie v 12. exéne génu
JAK2. Podla WHO klasifikacie sa zaraduje nalez JAK2 mutacii medzi hlavné diagnostické kritéria
PV.V prispevku popisujeme kazuistiky 2 pacientov odoslanych na HOK FNOL s diagnézou polyglob-
ulia nejasnej etiolégie. Prvy muz (vek 55 rokov v dobe dg, absolitna erytrocytéza [Hb 217g/L; Ery
6.8x1012/L, Hkt 0.63], zvySeny objem erytrocytov [38 ml/kg],ale nepritomnost JAK2(V617F), tre-
panobiopsia bez znamok myeloproliferacie),nespinal velké resp. malé diagnostické kritéria pre PV.
Po vyluéeni znamych pric¢in sekundarnej polyglobulie bolo indikované vysetrenie mutaéného profilu
12. exdénu génu JAK2, ktoré potvrdilo mutaciu JAK2(R541-E543delinsK). Pacient je toho ¢asu lieceny
pravidelnou erytrocytaferézou,je klinicky stabilizovany bez znamok hyperviskozity ¢i trombotickych
komplikacii. U druhého muza (vek 59 rokov v dobe dg) bola absolutna erytrocytéza [Hb 198g/L; Ery
8,23 x1012/L, Hkt 0.67] inicialne zachytena ako polyglobdulia nejasného pévodu. Predchadzajuci po-
byt v horskom prostredi, nepritomnost JAK2(V617F), trepanobiopsia bez znamok myeloproliferacie
spochybnili diagnézu PV,kym hypersenzitivita kolonii erytrocytov k erytropoetinu a pretrvavajuca ab-
solutna erytrocyt6za naopak upozornovali na pravdepodobnu primarnu polycytémiu. Nasledna sek-
vencéna analyza periférnej krvi potvrdila mutaciu JAK2(N542-E543del). Toho ¢asu ma pacient stabil-
né hodnoty krvného obrazu, nevyzaduje venepunkcie. Okrem uvedenych 2 pripadov bola sekvenéna
analyza 12. exénu JAK2 doplnena v dal$ich 19 pripadoch Ph- MPN alebo Cistej erytrocytézy NS
JAK2(V617F) negativnej. Dalsie mutacie JAK2 identifikované neboli. Pritomnost mutécii v 12. exéne
JAK2 sme potvrdili v 2 pripadoch absolutnej izolovanej erytrocytozy nejasnej etioldgie. Nalez mutacii
génu JAK2 prispel u tychto pacientov k potvrdeniu diagnézy PV. NaSe kazuistiky poukazuju na to, ze
vySetrenie mutaéného profilu 12. exénu JAK2 méze v klinickej praxi vyrazne prispiet k diagnostike
Ph- MPN i v zriedkavych (<5%) pripadoch JAK2(V617F) negativnych PV charakterizovanych abso-
lutnou ¢Eistou erytrocytézou, u ktorych je nutné diagnézu pravej polycytémie potvrdit na zaklade d6-
kladného zhodnotenia dalSich klinickych a laboratérnych nalezov.Grantova podpora: LF-2012-007

P15/ 2177.

Detekce mutaci v MPL genu u JAK2 negativnich pacientt s MPN

Kubové Barbora, Zmolikova Jana, Markové Daniela, Simovéa Jarmila, Jaltivkova Michaela, Urbanov-
sk Irena, Konvalinka David, Zebrakova Iveta, Uvirova Magdalena, Dvotackova Jana (CGB labora-
tor a.s.; LF, Ostravska Univerzita, Ostrava)

Uvod: Myeloproliferativni neoplazie (MPN) tvo¥i skupinu klonalnich onemocnéni hematopoetické
kmenové bunky charakterizované proliferaci jedné nebo vice fad hematopoezy. Nej¢astéji se vysky-
tujici somatickou mutaci u MPN je mutace V617F v JAK2 genu. Priblizné 50% pacientl s diagnézou
esencialni trombocytémie (ET) a primarni myelofibrézy (PMF) vSak nenese vySe uvedenou mutaci
a dle diagnostickych kritérich WHO je doporu¢eno vysetfeni dalSich genetickych zmén — prede-
vS§im mutace v MPL genu. MPL gen (myeloproliferative leukemia virus oncogene, OMIM*159530)
se nachazi na chromosomu 1, v lokusu p34 a kdéduje trombopoetinovy receptor. Gen se sklada
z 12 exonu a nejCastéji se vyskytujici mutace v exonu 10 MPL genu (W515L a W515K) maji za na-
sledek konstitutivni aktivaci JAK2/STAT signalni drahy. Ziskané mutace v MPL genu se vyskytuji
u tzv. BCR-ABL/Ph 1 negativnich MPN, zejména u pacientd s diagnézou ET (1-5%) a PMF (5-
10%). Material a metody: Na naSem pracovisti provadime detekci mutaci v exonu 10 a 11 MPL
genu u JAK2 negativnich pacientll s diagnézou MPN. Na genetickou analyzu jsou pouzity vzorky



DNA izolované z kostni dfené a granulocytll periferni krve. Analyza je provadéna pomoci real-time
PCR (MPL W515L/K MutaScreenTM kit, Ipsogen) a sekvenovanim exonu 10 a 11 MPL genu (Big-
Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit, Applied Biosystems). Metoda real-time PCR umoznuje
rychlou detekci mutaci s vysokou citlivosti (detekéni limit 1,5%), detekce je vS§ak omezena pouze
na mutace W515L a W515K, pfipadné dal$i mutace nejsou detekovany. Naopak metoda sekvenace
je schopna detekovat vSechny mutace v sekvenované oblasti MPL genu (méné casté substituce
— napf. W515R, W515A, S505N, delece/inzerce), avdak ma mnohem niz$i citlivost (uvadény de-
tekéni limit 15-20%). Vysledky: V obdobi 2011-3/2012 bylo vySetfeno 37 pacientli na pfitomnost
mutaci v exonech 10 a 11 MPL genu u JAK2 (V617F) negativnich vzorkl. Mutace v exonu 10 MPL
genu (W515L) byla nalezena ve tfech pfipadech (8,1%), mutace v exonu 11 MPL genu nebyla
nami dosud zachycena. Zavér: V diagnostickych kritériich WHO je pro diagnostiku MPN zahrnuta
jak detekce mutaci v JAK2, tak i v MPL genu. Detekce mutaci v MPL genu je tedy pomocnym
diagnostickym markerem v diferencialni diagnostice reaktivnich, sekundarnich trombocytémii a ji-
nych forem MPN a vySetfeni také pfispiva k diagnostice familiarnich trombocyt6z (mutace S505N).

P16/ 2217.

Analyza mutaci Bcr-Abl tyrozinkinazové domény u pacientti s CML z pohledu laboratofe mo-
lekularni biologie HOK, FN Olomouc

Gazdovéa Jana, Rozmanovéa Sarka, Faber Edgar, Rohori Peter, Skoumalova Ivana, Mare$ova Ivana,
Divoka Martina, Indrak Karel (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Optimalizace 1é¢by chronické myeloidni leukemie (CML) je kontinualni proces. V 1. linii Ié¢by je stan-
dardné podavan imatinib (IM), v disledku rezistence nebo intolerance k tomuto inhibitoru tyrozinové
kindzy (TKI) vSak odpovi na lécbu suboptimalné asi 15 % pacientt, u ¢asti pacientd navic dochazi
po primarné optimalni Ié¢ebné odpovédi k progresi onemocnéni. Jednim z Bcr-Abl zavislych me-
chanizm( rezistence jsou bodové mutace Ber-Abl tyrozikinazové domény (BCR-ABL-TKD). Rada
mutaci snizuje do rdizné miry senzitivitu k IM. Vedle dobfe prostudovnych mutaci s prokazatelnym
vlivem na vznik rezistence k IM existuje mnoho bodovych substituci, jejichz vliv je vzhledem k malé
incidenci sporny. V oblasti TKD bylo dosud nalezeno pfes sto bodovych substituci z nichz asi 50
vede ke zméné aminokyseliny. Vice nez 35 z nich bylo popsano u CML pacientt rezistentnich k IM.
Na nasem pracovisti vySetfujme mutace z RNA izolované z leukocytll periferni krve metodou pfi-
mé sekvenace 863 bp dlouhého produktu dvoukolové RT-PCR. V letech 2008 — 2012 byly mutace
TKD vySetfeny u 59 pacientl (46 muz(, 13 Zen). Median véku v dobé vySetfeni byl 56 let (30 — 80).
Terapie v dobé vySetreni byla nasledujici: imatinib 76 %; dasatinib 17 %; nilotinib 5% a hydroxyurea
2%. Mutace TKD byly detekovany u 11 (19%) z vySetfenych pacientd, pfi¢emz u 4 pacientl jsme
potvrdili vice nez jednu bodovou substituci. Celkem bylo v nasem souboru pacientt zachyceno 17
mutaci postihujicich 10 rGznych aminokyselin. Jejich zastoupeni bylo nasledujici: T315I (3) pacienti,
F317L (3), F359V (2), M244V (2), L248V (1), Y253H (1), K271R (1), V299L (1), F311L (1), M351T
(1), F359C (1).V dobé detekce mutace 82 % pacientl progredovalo. Z jedenacti pacientl s mutaci
v TKD jiz 5 zemfelo, 4 z nich v souvislosti s progresi onemocnéni. Jeden pacient podstoupil alogenni
transplantaci krvetvornych bunék v disledku rozvoje MDS typu refrakterni cytopenie s multilinearni
dysplazii a je nyni v remisi onemocnéni. U tfi pacientl bylo pfechodem Ié¢by na TKI 2. generace
docileno velké molekularni odpovédi nebo kompletni molekularni odpovédi. Dvéma pacientiim byl
indikovan TKI 2. generace a lé¢ebna odpovéd neni zatim zhodnocena. Zavér: Prestoze je vybér
terapeutického postupu ve 2. linii Ié¢by vysledkem mnoha faktord, detekce nékterych specifickych
mutaci by méla byt jeho soucasti.

Podporeno projekty IGA UP LF-2012-007 a NT 12218-4/2011.

P17/ 2218.

Targeted metabolomic analysis of leukocytes from patients with chronic myeloid leukemia
Zupkova Marcela, Mi¢ova Katefina, Fikarova Iveta, Galoczova Michaela, Janeckova Hana, Friedec-
ky David, Adam Tomas (Laboratof dédiénych metabolickych poruch; Ustav molekulérni a translaéni
mediciny, UP a FN, Olomouc)

Backround: Metabolite profiling refers to the interpretation of information-rich data with the aim to
understand metabolic processes. The goal of this work was to examine the influence of tyrosine
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kinase inhibitor on the leukocytes from chronic myeloid leukemia (CML) patients. Material and me-
thod: Leukocytes were isolated from whole blood and incubated with imatinib for 10 hours. Leukocy-
tes were collected at different time of cultivation and after centrifugation extracted by the chloroform/
methanol/water mixture. Analysis of 398 metabolites was performed using high performance liquid
chromatography (Ultimate 3000, Dionex) coupled with tandem mass spectrometry (QTRAP 5500,
AB Sciex). Metabolites were detected using multiple reaction monitoring in positive and negative
mode and evaluated using MultiQuant 2.0.2 software. Results and discussion: The method detects
various metabolites - aminoacids, organic acids, bases, ribosides, nucleotides, sugars, and alco-
hols. Total 191 metabolites were identified on the basis of its transition and retention time in leukocy-
tes. In dependence on incubation time and compared to control group we found significant changes
of specific aminoacids, acylcarnitines and organic acids. Conclusion: In this study metabolome of
human leukocytes was defined and changes of compounds levels were observed during incubation.
This work was supported by grants IGA MZCR NT12218 and LF UP 2012-016. The infrastructural
part of this project (Institute of Molecular and Translational Medicine) was supported from the Ope-
rational programme Research and Development for Innovations (project CZ.1.05/2.1.00/01.0030).

P18/ 2130.

RozliSeni mezi raritnimi prestavbami e6a2 a e19a2 v diagnostice fuzniho genu BCR-ABL
Souckova Martina, Richterova Rradmila, Roszkova Barbora, Zemanova Karla, Brouckova Adéla,
Polak Jaroslav, Machova Polakova Katefina (UHKT, Praha; P& R LAB a.s., Laboratof molekularni
biologie, Novy Ji¢in)

Uvod: Molekularni potvrzeni diagnézy chronické myeloidni leukémie (CML) a Ph+ akutnich leukémii
je zaloZzeno na detekci transkriptu fuzniho genu BCR-ABL a urceni typu prestavby. Pfestoze toto
vySetfeni je v laboratofich velice rozsifené, existuji ojedinélé pripady pacientl nesoucich raritni
pfestavby a jejich spravné uréeni mize byt problematické. Proto je nutné pfistoupit k alternativnim
postuplm umoznujicim jasné ovéfit typ pfestavby. Znalost typu prestavby je dulezita pro nasledu-
jici kvantifikaci hladiny transkriptu BCR-ABL a zamezeni faleSné negativnim vysledkim. Pfipad:
muz, 35. roénik, suspektni CML, podezfeni na pfestavbu micro BCR-ABL Metodika: Multiplex RT
PCR (dle Cross et al., 1994) je vhodna k prikazu exprese fuzniho genu BCR-ABL a k urceni typu
jeho prestavby (major, minor a mikro). V jednom kroku je sou¢asné amplifikovana oblast cDNA
specifickd pro jednotlivé pfestavby fuzniho genu BCR-ABL a netranslokovana oblast kontrolniho
genu BCR, jejiz pozitivni amplifikace slouzi ke kontrole kvality templatu. Postup prace a vysledky:
Pfi diagnostickém vySetfeni fuzniho genu BCR-ABL jsme potvrdili v cDNA vzorku periferni krve
prouzek o délce ~ 1000 bp. Bylo nutné rozlisit, zda se jedna o prestavbu e6a2 (926 bp) ¢i e19a2
(1123 bp). Pfitomna sada primer(i v multiplex PCR, ktera umozriuje amplifikovat Useky cDNA obou
prestaveb, hybridizuje k usekim ohrani¢ujicim exony 1 (e1, primer BCR-C) a 13 (e13, primer B2B)
genu BCR ve sméru sense, exon 21 (e21, primer C5e-) genu BCR a exon 3 (a3, primer CA3) genu
ABL ve sméru antisense. Po elektroforetické separaci PCR produktu je uréeni délky malo presné
a nedostacuje k jasnému uréeni typu prestavby. Pro potvrzeni/vyvraceni pfitomnosti e6a2 jsme
proto v dal§im kroku provedli singleplex PCR za pouziti primer(i BCR-C a CAS3-. Do této reakce bylo
nutné zaradit také pozitivni kontrolu s pfestavbou b3a2 (1922 bp) ¢i b2a2 (1847 bp), ktera slouzi
pro kontrolu amplifikace dlouhych usekl. Pro potvrzeni/vyvraceni prestavby e19a2 jsme provedli
PCR reakci s pouzitim specifickych primert e19a2-F a e19a2-R pro amplifikaci pfestavby micro
(135 bp). Pri této PCR je znemoznéna amplifikace Useku e6a2. U tohoto CML pfipadu jsme potvrdili
prestavbu e19a2. Zavér: Bez nutnosti ¢asové narocného sekvenovani pro potvrzeni raritnich pre-
staveb BCR-ABL jsme pomoci tohoto alternativniho rychlého postupu jasné urgili pfestavbu micro
transkriptu fuzniho genu BCR-ABL.

Podpofeno: MZCR IGANT11555
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P19/ 2134.

Cirkulujici endotelialni progenitorové buriky po hemorheoferéze u vékem podminéné maku-
larni degenerace

Blaha Milan, Vokurkova Doris, Rencova Eva, Langrova Hana, Lanska Miriam, Rozsival Pavel, Maly
Jaroslav (Il interni klinika, OKH; Ustav klinické imunologie a alergologie; Oéni klinika, LF a FN,
Hradec Kralové)

Uvod: Rheohemaferéza (RHF) je dosud jedinou moznosti Ié8by suché formy vékem podminéné
makularni degenerace (AMD), hlavni pficiny praktické slepoty starSich obyvatel rozvinutych zemi.
Je tfeba mit k disposici spolehlivé a dosazitelné ukazatele okamzité aktivity choroby. Jednim z uka-
zatel( aktivity endotelu by mohl byt pocet cirkulujicich endotelidlnich progenitorovych bunék (EPC).
Soubor nemocnych a metodika: a) Nase metoda RHF: Plazma ziskana separatorem Cobe-Spectra
je promyvana sekundarnim pfistrojem Adasorb s filtrem Evaflux 4A (Kuraray, Osaka, Japonsko),
ktery odstrani pfesné definované spektrum vysokomolekularnich latek. U nemocnych bylo prove-
deno 8 procedur béhem 10 tydnd. b) Soubor nemocnych: Dosud bylo l1é¢eno 40 pacientl a u po-
slednich 18 (7 muzud, 11 Zen ve véku 67.4 + 6.6 let) bylo vySetfeno mnozstvi EPC. Analyzovali
jsme parové vzorky vzdy pfed a po RHF na za¢atku, uprostfed a na konci |éEebné serie 8 proce-
dur. c) Metodika: Citratova krev byla inkubovana s koktejlem protilatek proti povrchovym bunéénym
receptordm - anti-CD34/FITC, anti-CD133/APC, anti-VEGF/PE a anti-CD45/PC7. Pfed méfenim
byla do kazdého vzorku pfidana suspense FlowCount Beads (BeckmanCoulter) pro uréeni abso-
lutnich hodnot méfenych bunék. Ctyfbarevna analyza byla provedena na pritokovém cytometru
FC-500 pomoci software Kaluza, version 1.1 (BeckmanCoulter). EPCs byly charakterizovany jako
CD45lowVEGF+CD34+CD133+ buriky. Rozdily pfed a po RHF byly hodnoceny parovym Wilcoxo-
novym testem (MedCalc software) po uréeni normality dat. Signifikantni smérodatna odchylka: p <
0,05. Vysledky: Provedeno 108 méreni (54 parovych vzorkd) u 18 pacientl. Hladina EPC pfed RHF
byla 295+345 bunék/ml a vyznamné klesla po vykonech (229+231), p = 0,0073. Hodnota po vyko-
nech opét stoupa a za 4 tydny je na vychozi hodnoté. Diskuse a zavér: Pfi chorobéach, kde hraje
duleZitou roli neovaskularizace (jako je AMD), je zvy$en pocet EPC (literatura neni zcela jednotnd).
V poctech EPC byl pomérné velky rozdil, a to i u stejnych pacient(i. Jde o pomeérné citlivou metodu,
ovlivhiovanou i dalSimi faktory (nékteré léky, vék, obesita, kardiovaskularni choroby aj.). RHF vede
k poklesu mnozstvi EPC, coz mize pfispivat k dalSimu utlumeni procesu neovaskularizace a za-
stavé progrese suché formy do vlhké formy AMD. Méreni poctu EPC se jevi jako citlivy a relativné
dostupny parametr, ktery je vyuzitelny pfi sledovani uc¢innosti [é¢by RHF.

Podékovéani: Prace byla podporovéana grantem IGA MZ CR NST/12287-5

P20/ 2163.

Kvalita transfiizneho lieku s obsahom erytrocytov pripraveného kryokonzervaciou

Tupy Jaromir, Mitura Juraj, Husar¢ikova Olga, Chrenkova Olga, Tupa Miriam, Lacko Anton (Fakulta
zdravotnictva KU; UHaT UVN RuzZomberok — FN, RuZomberok - SVK)

UVOD: Nahrada a zasobovanie pripravkami je stalym strategickym problémom transfiznych
sluzieb celého sveta, ktory vyplyva z podstaty krvi ako lie€iva s obmedzenou dobou pouzitelnosti,
Specifickych podmienok prepravy, skladovania a aplikacie pacientom. Tieto skuto¢nosti predstavuju
hlavné limity transfuznych sluzieb vojenského zdravotnictva, hromadnych nestasti a mediciny ka-
tastrof. Vychodiskom je nutnost mat k dispozicii kedykolvek mobilizovatelni zasobu erytrocytov,
ktorych expiracia nie je ¢asovo limitovana. Tejto poziadavke najlepSie zodpoveda strategicky sklad
kryokonzervovanych erytrocytov. CIEL: Cielom prace bolo overit pozadovanu kvalitu transfuzneho
lieku s obsahom erytrocytov pripraveného kryokonzervaciou a analyzovat ju v zavislosti od ¢asu
skladovania, moznosti dosiahnutia deleukotizovaného produktu a ucinku leukodeplécie. METODI-
KA: Subor sa celkovo skladal z 45 transfuznych jednotiek, rozdelenych podla spdsobu pripravy - de-
leukotizacie - na dve podskupiny (ESI - bez vstupnej deleukotizacie, ESII - deleukotizovany produkt).
Statisticky sa vyhodnotili a porovnali hematologické a biochemické parametre kvality, metabolizmu
a apoptdzy, merané po deglycerolizacii a resuspenzacii v SAG-M v drioch 0, 4, 7 a 10. VYSLEDKY:
Prezentované su kvalitativne vysledky parametrov (hemoglobin/TU, % hemolyzy, hemoglobin v su-
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pernatante, osmolalita), ktoré dokladuju moznost pouzitia transfuzneho lieku hned po deglyceroli-
Zzacii, premyti a revitalizacii bez ohladu na vstupnu leukodepléciu. Casovéa analyza charakterizovala
zmeny suvisiace predovsetkym s rozpadom nevitalnych erytrocytov podkodenych v priebehu proce-
su zmrazenia a rozmrazenia. Takmer v8etky dosiahnuté hodnoty zna¢ne favorizovali podskupinu pri-
pravenu vstupnou leukoredukciou k moznosti predizenej expiracie (ESI - 4 dni; ESII - 7 dni). Vstupny
pocet leukocytov/TU v ESII podskupine (x = 0,225, max - 0,263, p < 0,001), ako aj hodnoty merané
v jednotlivych dioch skladovania, boli vyznamne nizsie ako pozadovana maximalna hodnota kvality,
¢o podporilo moznost dosiahnutia deleukotizovaného produktu. V dosiahnutych vysledkoch preva-
zuje vySSia porekonétituéna stabilita erytrocytov pripravenych vstupnou leukodepléciou, ktora pred-
uréuje metédu za $tandard vstupného odberu. ZAVER: Praca obohati transfuziolégiu o moznost
pripravy transfuzneho lieku o metédu, ktora ma uplatnenie hlavne v krizovych situaciach. Vysledky
umoznia akceptovat produkt, ¢o je predpokladom i dalSieho civilného pouzitia.



ANEMIE

P21/ 2236.

Alfa-talasemie diagnostikované v CR na molekularni urovni: nové diagnostické pfistupy
Divoka Martina, Kolackova Monika, Lapéikova Anna, Divoky Vladimir, Indrak Karel (Hemato-onkolo-
gicka klinika, FN a LF UP; Ustav biologie, LF UP Olomouc)

Talasemie jsou nejcastéjsi priinou vrozenych anémii spojenych s poruchami globinové syntézy. V mi-
nulém roce jsme na OHD prezentovali molekularni charakterizaci p-talasemii a hemoglobinovych vari-
ant v Geské a slovenské populaci. Screeningové testy 63 nemocnych s talasemickym syndromem, ale
s normalni hladinou HbA2 a HbF naznacdily, Ze se v CR vyskytuji i a-talasemie, ale molekularni podstata
Vvétsiny z nich zUstala neodhalena. Alfa-talasemie jsou nejCastéji zplisobeny delecemi tsek(l DNA HBA
lokusu na 16. chromozomu. Tradi¢né jsme pro analyzu HBA lokusu vyuzivali technologie Southern blo-
tu. Nové jsme zavedli alelové-specifickou PCR (ASO-PCR), ktera umozni identifikaci nejbéznéjSich 6ti
a-talasemickych mutaci. Novou technologii molekularni diagnostiky je MLPA (Multiplex Ligation-depen-
dent Probe Ampilification), ktera je zaloZzena na ligaci dvou sond a nasledujici amplifikaci. MLPA slouzi
k detekci zmén poctu kopii genovych sekvenci — od malych (nukleotidovych) deleci az po rozsahlé de-
lece celého lokusu, ale i duplikaci a amplifikaci. Systém MLPA KIT P140_HBA (MRC-Holland) detekuje
zmény v poctu kopii u 24 rdznych sekvenci v ramci HBA lokusu. Diky nové zavedenym metodam jsme
zahdjili molekularni vySetfeni celé sestavy 63 nemocnych s podezfenim na o-talasemii. Kromé jiz dfive
diagnostikované delece -63.7, resp. triplikace aca anti3.7, jsme poprvé v CR potvrdili pfitomnost dal$ich
a-globinovych deleci. VySetfenim sestavy 63 pacientll (z nékolika hematologickych center v CR a SR)
jsme pomoci ASO-PCR u 15ti z nich detekovali pfitomnost genetické zmény v ramci a-globinového klas-
teru. U 6ti pacient( pfevazné vietnamského pivodu jsme detekovali tzv. --SEA deleci, ktera je bézna v ob-
lasti jihovychodni Asie. Osm pacienttl bylo pozitivnich na pfitomnost delece -0:3.7, ktera byla u 1 pacienta
detekovana v homozygotni formé. U jedné pacientky s fenotypovymi projevy HbH (priikaz erytrocytarnich
H-télisek) byla detekovana delece --MED bézné se vyskytujici u jedinctl ve Stfedomofi. VSechny pozitivni
vysledky byly potvrzeny sekvenacni analyzou ziskaného PCR produktu a nové i technologii MLPA. Po-
moci MLPA jsme navic v souboru 63 pacienttl detekovali fadu dalSich genetickych zmén HBA, v¢. poprvé
v Ceské populaci zjisténé rozsahlé delece HBA klasteru, zahrnujici regulaéni oblast lokusu HS-40. Alfa-
-talasemické alely budou se stupriujici se migraci postupné pribyvat i v CR a s tim bude stoupat i nutnost
jejich presné diagnostiky.

Podpora: IGA NT11208 a LF_2012_007.

P22/ 2226.
Vzacna pri¢ina anémie - kazuistiky
Lavickova Alena, Hajmanova Zderika, Ferdova Eva, Slechtova Jitka (UKBH; KZM, FN, Pizeri)

Uvod: V obdobi 1/2009-3/2012 jsme na naSem pracovisti zaznamenali &tyfi pipady vzacného autoimu-
nitniho onemocnéni. Uvadime pfipady 2 Zen a 2 muz( ve véku 52 az 66 let, ktefi byli k hematologickému
vySetfeni doporuceni pro anemii a klinické pfiznaky pfipominajici B- symptomy. 3 ze 4 pacient( byli jiz po-
drobné vySetfeni za hospitalizace na internim oddéleni. Pficina jejich potizi a laboratorniho nalezu nebyla
prokazana. Popisy pfipadu: V popredi klinickych potizi byly u vSech pacient(i protrahované subfebrilie az
febrilie bez priikazu zanétlivého fokusu, Unava, vahovy Ubytek a ve 2 pfipadech i noéni poceni. Laborator-
né dominovala vysoka sedimentace (82-120/ hod) a vysoké CRP (106-120). V krevnim obraze leukocyty
v normé, normocytarni nebo lehce mikrocytarni anemie (hemoglobin 84-120 g/l), u 2 pacientd mirna
trombocytéza (trombocyty 403-538 x 10 9/1). V séru nizka hladina Zeleza a vysoky ferritin. Zadny z paci-
entll nemél periferni adenomegalii ani splenomegalii. U 3 ze 4 nemocnych jsme provedli vySetfeni kostni
drené. Maligni infiltrace nebyla prokazana, cytologicky i histologicky obraz odpovidal anemii chronickych
onemocnéni. U véech pacientt bylo indikovano PET CT, které prokazalo vaskulitidu aorty a velkych tepen.
Od vzniku klinickych pfiznakt do spravné diagnézy a zahajeni 1éby uplynulo u jednotlivych pfipadd 5
tydn( az 5 mésicll. Zavér: Diagnostika vaskulitid je vzhledem k nespecifi¢nosti klinickych projevt obtiz-
nd. Pokud jsou pfitomny specifické kozni nebo organové projevy (napf. nefritida), Ize diagnézu potvrdit
histologickym vy3etienim biopsie postizené tkang. Casto véak Ize k diagndze dospét az po vylouéeni
jinych onemocnéni, kterd mohou mit podobny klinicky obraz (zanéty, malignity...). PET CT je vyznamnym
pfinosem v diagnostice, zejména pokud jde o postizeni aorty a velkych tepen.
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P23/ 2213.

Myelodysplasticky syndrom v podminkach nefakultniho pracovisté - prehled vybranych ka-
zuistik

Kadl¢kova Eva, Rohon Peter (Hematologicko-transfuzni oddéleni, Krajska nemocnice Tomase Bati,
Zlin; Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) zahrnuje heterogenni skupinu malignich klonalnich onemoc-
néni krvetvorby charakterizovanych inefektivni hemopoezou, periferni cytopenii a rizikem rozvoje
akutni leukemie. Pro volbu terapeutické modality u konkrétniho pacienta je dllezité nejen presné
uréeni subtypu MDS, ale zejména stanoveni rizika progrese do akutni leukemie dle mezinarodniho
prognostického skérovaciho systému (IPSS). Autofi uvadéji soubor vybranych pacientt s MDS dia-
gnostikovanych a Iééenych v hematologické ambulanci KNTB ve Zliné v letech 2009 -2012, ¢asto
ve spolupraci s vy§Simi pracovisti fakultniho typu. Z 11 hodnocenych osob maji 2 pacienti 5g- syn-
drom, 3 pacienti refrakterni anemii s multilinearni dysplazii, 1 pacient refrakterni anemii s prsten-
Citymi sideroblasty, 4 pacienti refrakterni anemii s excesem blastil (RAEB I-ll)a jedna pacientka
trpi chronickou myelomonocytarni leukemii (CMML podtyp | nebo Il). IPSS se pohybuje od (0-2,5
skorovacich bod(l). 7 pacientd vykazuje transfuzni zavislost, 1 pacient je lé€en rekombinantnim
erytropoetinem alfa, 1 pacient dostava epigenetickou terapii 5-azacytidinem. U 2 pacientl je zvolena
observace, resp. uzivaji pouze pyridoxin nebo acidum folicum. Cilem prace je poukazat na moznosti
diagnostiky a Iééby MDS v podminkach pracovisté nefakultniho typu s ddrazem na morfologickou
diagnostiku a spolupraci s cytogenetickou laboratofi. Jednotlivé nalezy budou demonstrovany spolu
s morfologickou dokumentaci a se zamefenim na klinickou aplikaci ziskanych laboratornich nalezu.
Prace byla podpofena studentskym grantem LF-2012-007.

P24/ 2124.

Zmény proteomu plazmy u pacientti s RAEB-1

Majek Pavel, Reicheltova Zuzana, Peéankova Klara, Suttnar Jifi, Cermak Jaroslav, Dyr Jan Evan-
gelista (UHKT, Praha)

Refrakterni anemie s nadbytkem blast(, typ 1, (RAEB-1) je jednou z podskupin myelodysplastického
syndromu (MDS). Jedna se o onkohematologické onemocnéni postihujici pfedevsim starsi pacienty.
Cilem této proteomickeé studie bylo hledat zmény proteomu plazmy pacientd s RAEB-1.Vzorky plazmy
pacientd (n=7) a kontrolni skupiny zdravych darc (n=17) byly depletovany, analyzovany pomoci 2D
SDS-PAGE (pl 4-7) a statisticky vyhodnoceny programem Progenesis SameSpots. Proteiny byly iden-
tifikovany pomoci nanoLC-MS/MS a dva vybrané proteiny byly podrobeny relativni kvantifikaci pomoci
hmotnostni spektrometrie. Detekovano bylo 56 signifikantné se liSicich spotl (pfi porovnani skupiny
pacientd s RAEB-1 a kontrolni skupiny), proteiny v 52 spotech se podafrilo identifikovat a odpovida-
ly celkem 50 rdznym proteindm. Plazmaticka hladina proteinu retinol-binding protein 4 byla snizena
oproti kontrolni skupiné, u proteinu leucine-rich alpha-2-glycoprotein byl prokazan vliv posttranslaéni
modifikace na zmény pozorované u pacientll s RAEB-1. U dal$iho proteinu, inter-alpha-trypsin inhi-
bitor heavy chain H4, byla pozorovana fragmentace a zmény v jeho nalezenych fragmentech. V této
studii byly nalezeny zmény plazmatického proteomu pacientd s RAEB-1, identifikovano 50 riiznych
protein(, a u proteinu leucine-rich alpha-2-glycoprotein byl prokazan vliv posttranslacni modifikace
na zmény pozorované u skupiny pacient(.

Prace byla podporena grantem P205/12/G118.



AKUTNI LEUKEMIE

P25/ 2144.

Charakteristika ALL pacientov s translokaciou t(1;19)(q23;p13)

Ruzbacky Rastislav, Svoreri Zdenko, Kutkova Martina, Cerméak Martin, Zakovi¢ova Alena, Leitnero-
va Michaela, Mikula$ova Zuzana, Janikova Petra, Szabéova Zofia, Copakovéa Lucia (Ndrodny onko-
logicky ustav, Bratislava — SVK)

Translokacia t(1;19)(q23;p13) je pozorovana v 2-5% pripadoch deti s pre B bunkovou akutnou
lymfoblastovou leukémiou (ALL). Translokacia zahffia gén E2A na chromozéme 19 a gén PBX1
na chromozéme 1, a vedie k vzniku fuzneho génu E2A/PBX a nasledne k produkcii fuzneho tran-
skriptu. Cytogeneticky boli identifikované dve formy, jedna vyvazena t(1;19)(g23;p13) a druha ne-
vyvazena der(19)t(1;19)(q23;p13). Pri liecbe pacientov podla starSieho protokolu, mala t(1;19) vo
vSeobecnosti horSiu progndzu, avSak neskér zavedena intenzivnejSia chemoterapia zlepSila pro-
gndzu a prezivanie pacientov. Na naSom pracovisku bolo v rokoch 2008 az 2011 vySetrenych 134
pacientov s diagnézou ALL, kde sme u Styroch z nich identifikovali translokaciu t(1;19)(g23;p13).
VySetrenie bolo realizované klasickou cytogenetikou, metédou fluorescencnej in situ hybridizacie
a molekulovym vySetrenim pomocou RT PCR.V naSej praci prezentujeme kazuistiky vybranych pa-
cientov, ktoré zahfnaju klinické a hematologické udaje a tiez udaje o dosiahnuti kompletnej remisie
alebo relapsu na cytogenetickej a molekularnej trovni.

P26/ 2143.

Prehlad genetickych aberacii u pacientov s ALL vySetrenych na OLG NOU

Rotikova Livia, Zakovitova Alena, Ruzbacky Rastislav, Leitnerova Michaela, Janikova Perta, Karol&i-
kové Daga, Szabdovéa Zofia, Copakova Lucia (Oddelenie lekarskej genetiky, NOU, Bratislava - SVK)

V skupine akutnej lymfoblastovej leukémie je pritomnost genetickych aberacii asto krat kli¢ovym bo-
dom rozhodujucim o dalSej stratifikacii ALL pacientov do jednotlivych rizikovych skupin. Vyskyt chromo-
zoémovych aberacii variruje v zavislosti od typu ALL (B-ALL/T-ALL) ako aj od samotného veku pacientov
(dospeli/detski pacienti). Az v 80% pripadov s dg. ALL je pritomna numericka alebo Strukturalna abera-
cia. Od roku 2008 sme metddou klasickej cytogenetiky, molekularnej cytogenetiky (FISH) a metédami
molekulovo—genetickej analyzy vysetrili 153 pacientov s dg. ALL. Nezrela B-ALL:V naSom subore ALL
pacientov (28 dospelych, 125 detskych) sme metédou molekularnej cytogenetiky FISH detekovali translo-
kaciu 1(9;22) u 25% (5/20) dospelych pacientov a u 3% (3/107) detskych pacientov. Translokaciu t(12;21)
-TEL/AML1 sme detekovali pomocou FISH alebo RQ PCR v 31% (32/107) pripadov deti s nezrelou B-
-ALL. Hyperdiploidny klonovy vyvin bol zaznamenany v 15% (3/20) dospelych a v 25% (27/107) detskych
pacientov s nezrelou B-ALL. Z menej ¢astych prognosticky nepriaznivych aberacii sme v podskupine
nezrelej B-ALL zaznamenali u detskych pacientov v 7% (8/107) prestavbu génu MLL, to vratane mimori-
adne nepriaznivej translokacie t(4;11). Priblizne v 4% (4/107) pripadov detskych B-ALL sme identifikovali
nevyvazenu translokaciu t(1;19) —E20/PBX . Zreld B-ALL (Burkittov lymfém): Zrela B-ALL ma v porovnani
s nezrelou B-ALL horsiu prognézu. Prave geneticka analyza umozruje potvrdenie dg. B-ALL pomocou
detekcie prestavby génu MYC, ktora je popisovana v cca 90% pripadov. V naSom subore pacientov sme
zaznamenali nalez translokacie t(8;14) u 80% (4/5) deti. U 1 dietata sme potvrdili pritomnost menej Castej
translokacie 1(2;8). V skupine dospelych pacientov sme detekovali translokéciu t(8;14) v 2 pripadoch. T-
-ALL: Pre T-ALL su charakteristické kryptické delécie génu CDKN2A (INK4A) (9p21) a génu TAL1 (1p32).
Delécia génu CDKN2A (9p21) bola zaznamenana v naSom subore u 33% (2/6) dospelych pacientov
a u 58% (7/12) detskych pacientov. Fuzny transkript SIL/TAL1 bol detekovany v 50% (6/12) pripadov
avsak len v podskupine detskych T-ALL.

P27/ 2235.

Stanoveni exprese vybranych leukemiemi asociovanych antigent u pacientti s AML pfi dia-
gnéze a v priibéhu onemocnéni 3 )

Petrbokova Radka, Polak Jaroslav, Hajkova Hana, Salek Cyril, HaSkovec Cedrik (UHKT, Praha)

U pacientl s akutni myeloidni leukémii (AML) je stéle potfeba vyhledavat vhodné molekularni mar-
kery pro sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN) Geny MSLN, ST18, CSPG4,XAGE1 a CA9,
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které patfi do skupiny leukémiemi asociovanych gent (LAA) se nam zdali jako nadéjni kandidati
pro sledovani MRN u pacienti s AML. Tyto geny geny byly vybrany proto, Ze maji vysokou expresi
v bunkach leukemickych pacientd a u zdravych jedincli nejsou exprimovani viibec, nebo jen zcela
minimalné. Hladinu MRN jsme ur€ovali pomoci kvantitativni RT-PCR zaloZzené na mRNA. U 154
pacientd jsme monitorovali hladinu exprese genu MSLN pfi diagndze, z toho byla overexprimovana
u 39 (25%) pacient(l. U 153 pacientl jsme monitorovali hladinu exprese genu XAGE1 a CSPG4 pfi
diagnéze, z toho XAGE1 byla overexprimovana u 29 (19%) pacientd a CSPG4 u 69 (45%) pacient(.
ST18 jsme sledovali u 152 pacientd AML pfi diagnéze a tento gen byl overexprimovan u 78 (51%)
pacientd. Jako posledni jsme sledovali gen CA9 u 149 pacienttl AML pfi diagnéze a vySSi expresi
jsme nasli u 58 (39%) pacientl. U 8 pacient(, ktefi méli nizkou expresi genu WT1 pfi diagndze
a neméli mutovany gen NPM1, byla sledovana MRN pomoci LAA v pribéhu nemoci. Vysledky od-
povidaji klinickému stavu pacienta. Monitorovani MBRN pomoci LAA je vyhodné u téch pacientd, ktefi
maji nizkou expresi genu WT1 a nebyla u nich nalezena mutace genu NPM1.

P28/ 2161.

Analyza souc¢asného vyskytu mutaci a zvysené exprese nékterych gent (prognostickych fak-
toril) u pacientd s akutni myeloidni leukémii s normalni cytogenetikou a mutaci genu CEBPA
Fuchs Ota, Koste¢ka Arnost, Vostry Martin, Holicka Monika, Polak Jaroslav, Markova Jana, Schwarz
Jifi, Soukup Petr, Cetkovsky Petr (UHKT, Praha)

Uvod: Mutace genu CEBPA pro transkripéni faktor C/EBPalfa («CCAAT/enhancer-binding protein
alpha»)jsou pfiznivym prognostickym faktorem pro klinicky vysledek u pacient s AML s normalnim
karyotypem. Analyzovali jsme asociaci mutaci genu CEBPA s mutacemi a expresi dalSich genud
(prognostické faktory). Tato asociace by mohla mit vyznam nejen pro prognézu, ale i pro terapii téch-
to pacientdl AML s normalnim karyotypem. Metodika: Genomova DNA a celkova RNA byla izolovana
z mononuklearnich bunék ziskanych z kostni dfené nebo periferni krve. CEBPA je genem bez int-
rond a Ize sekvenovat z DNA i cDNA po namnozZeni prekryvajicich se fragmentt pomoci PCR nebo
RT-PCR. Exprese vybranych gent byla méfena kvantitativni PCR v realném &ase. Vysledky: Analy-
zovali jsme soubor 82 pacientd AML s normalnim karyotypem. Nalezli jsme mutace v genu CEBPA
u 23% téchto pacientl. 21,7% z nalezenych FLT3-ITD mutaci je asociovano s mutacemi CEBPA,
tedy zna¢né méné nez u mutaci NPM1 (nukleofosmin), se kterymi je asociovano 45,2% z naleze-
nych FLT3-ITD mutaci. 50% z nalezenych pfipadli zvySené exprese genu MN1 («meningioma 1»),
30,4% z nalezenych pfipadl zvySené exprese genu ERG («ets related gene»), 39% z nalezenych
pfipadl zvySené exprese genu BAALC («brain and acute leukemia, cytoplastic») a 4,35% z nale-
zenych pfipadll zvySené exprese genu EVI1 je asociovano s mutacemi genu CEBPA. U pacientl
s mutovanym genem CEBPA bylo v 87% dosazeno remise a jen v 18.2% nasledoval relaps (zde byli
vypusténi transplantovani pacienti). U zbytku pacientd s nemutovanym genem CEBPA bylo dosaze-
no remise v 61,4% a nasledoval relaps u 47,4% téchto pacientl (zde byli vypusténi transplantovani
pacienti). Zavér: Potvrdili jsme, ze mutace v genu CEBPA jsou pfiznivym prognostickym faktorem
u pacientll s AML s normalnim karyotypem. ZvySena exprese genu MN1 je dal§im prognostickym
faktorem, ktery je z nami analyzovanych faktort nejvice asociovan s mutacemi genu CEBPA.

P29/ 2157.

Detekcia molekulovych prognostickych markerov u pacientov s akttnou myeloblastovou
leukémiou

MikulaSova Zuzana, Leitnerova Michaela, Cermak Martin, Svorefi Zdenko, Skultétiova Katarina,
Copakova Lucia (Oddelenie lekarskej genetiky, NOU, Bratislava - SVK)

Uvod: Akutna myeloblastova leukémia (AML) je zhubné nadorové ochorenie krvotvorby
charakterizované malignou transformaciou hemopoetickych progenitorovych buniek. Priblizne u 55-
60% pripadov je mozné pomocou metdd klasickej cytogenetiky, FISH a molekulovo-genetickych
metdd identifikovat chromozomalne aberacie. Zmeny karyotypu v ase diagndzy su velmi délezitym
znakom pre stratifikaciu AML pacientov do jednotlivych prognostickych skupin. Zvy$nych 40-45%
pacientov ma normalny karyotyp a kedysi sa zaradovali do skupiny so strednym rizikom. V po-
slednych rokoch sa v$ak identifikovali nové somatické mutacie v génoch NPM1, FLT3, CEBPA,
MLL, NRAS a zmeny v expresii réznych génov, ktoré napomahaju pri roztriedeni tejto heterogénnej



skupiny pacientov. Cielom na$ej prace bola identifikacia prognosticky vyznamnych molekulovych
markerov, ktoré umoznuju stratifikdciu a monitorovanie priebehu ochorenia u pacientov s AML.
Subor pacientov: V priebehu rokov 2010-3/2012 sme na OLG NOU vysetrili vzorky kostnej dre-
ne 59 pacientov s potvrdenou diagnézou AML: 40 dospelych pacientov- 20 muzov a 20 zZien vo
veku 18-82 rokov (median: 50 rokov) a 19 detskych pacientov- 8 dievéat a 11 chlapcov vo veku
< 1-17 rokov (median: 10 rokov). Material a metddy: Vzorky kostnej drene sme vysetrili pomocou
metdd klasickej cytogenetiky, FISH a molekulovo-genetickych metdd: Real-Time RT-PCR- AML pa-
nel: BCR-ABL, AML1-ETO, PML-RARA, CBFB-MYH11; restrikénej analyzy- FLT3-TKD a RT-PCR-
MLL-TD, FLT3-ITD, NPM1. Vysledky: Zo suboru 59 pacientov sa nam u 14/59 (23,72%) pacien-
tov nepodarilo stanovit karyotyp, avSak u 10 pacientov sme pomocou FISH a Real-Time RT-PCR
identifikovali chromozomalne aberacie a fuzne transkripty a u 3 pacientov sme detegovali mutacie
v génoch FLT3 a NPM1. 32/45 (71,11%) pacientov malo cytogeneticky nalez. Zmeny karyotypu
sme overili pomocou FISH a molekulovo-genetickych metdd. NajcastejSou aberaciou identifikova-
nou u 10/59 (16,95%) pacientov bola t(15;17)(q22;921), pri ktorej dochadza k vzniku PML-RARA
fuzneho transkriptu a je zaroven priaznivym prognostickym faktorom. ZvySnych 13/45 (28,88%)
pacientov malo normalny karyotyp. Z tejto skupiny pacientov sme u 12 identifikovali somatické mu-
tacie, a to u 1/12 MLL-TD, 2/12 FLT3-TKD, 2/12 FLT3-ITD, 2/12 NPM1, 2/12 FLT3-TKD a NPM1,
3/12 FLT3-ITD a NPM1. Zaver: U vacsiny AML pacientov sa nam podarilo identifikovat genetické
markery, ktoré umoznuji zaradenie pacienta do rizikovej skupiny a sledovanie priebehu ochorenie.

P30/ 2216.
Pozdni komplikace uspésné Iécby akutni myeloidni leukémie
Sustkova Zuzana, Szotkowski Toméas (Hemato-onkologické klinika LF UR, Olomouc)

Uvod: Soucasna kurativni 1é¢ba akutni myeloidni leukemie (AML) je zaloZena na podavani in-
tenzivni chemoterapie s rizikem vaznych nezadoucich G¢inkd, véetné Uginkd potenciadlné kance-
rogennich a leukemogennich. S narlstajici U€innosti protinadorové lécby a prodlouzenim Zivota
nemocnych vzrista i riziko pozdnich komplikaci této Ié¢by. Jedna se pfedevsim o sekundarni ma-
lignity véetné myelodysplastického syndromu (MDS), chronickou extenzivni reakci $tépu proti hos-
titeli (GvHD - graft versus host disease) a poruchy organovych funkci. Cil: Cilem nasi prace bylo
zhodnotit typ a frekvenci pozdnich komplikaci uspésné lécby AML, zhodnotit prognostické fakto-
ry u téchto nemocnych a navrhnout moznosti prevence a feSeni uvedenych komplikaci. Metodika
prace: Od ledna 1996 do prosince 2008 byla na Hemato-onkologické klinice FNOL diagnostiko-
vana AML u 573 pacient(i, ve véku 18-89 let (median 60). 376 z nich (65,6%; median véku 54
let) bylo l1é¢eno kurativné, 256 (68% kurativné léenych) dosahlo kompletni remise. V této skupiné
nemocnych byl analyzovan vyskyt Umrti z jinych pfi¢in nez relaps a progrese AML nebo akutni
toxicita terapie a také vyskyt zavaznych zdravotnich komplikaci (sekundarni malignity, chronicka
extenzivni GvHD, zavazné infekce, hormonalni poruchy, postizeni organovych funkci) v remisi za-
kladniho onemocnéni. Data byla analyzovana k 1.3.2012. Vysledek: Pozdni komplikace uspésné
|éCby se vyskytly u 24 nemocnych, tj. 9,4% vSech nemocnych, ktefi dosahli kompletni remise. Me-
dian véku pfi stanoveni diagnézy téchto pacientl byl 43 let, pfi diagnéze pozdni komplikace 47
let. Nejc¢astéjSim typem byla sekundarni malignita — 10 pfipad( (véetné 3 nemocnych se sekun-
darnim MDS). U 7 alogenné transplantovanych nemocnych doslo k rozvoji chronické extenzivni
GvHD. Dalsich 9 nemocnych mélo ¢i ma rlizné projevy pozdni organové toxicity. U 1 nemocného
byl zaznamenan vyskyt vSech 3 uvedenych druhd komplikaci. Pfic¢inou smrti se néktera z vyse
uvedenych komplikaci stala u 9 nemocnych (5x sekundarni malignita, 3x GvHD, 1x infekce). K datu
analyzy zilo celkem 92 nemocnych (tj. 35,9% z nemocnych, ktefi dosahli KR a 24,4% z celkového
poctu kurativné l1é¢enych nemocnych) v trvajici kompletni remisi AML, u 15 z nich (16,3%) byla
zjiSténa néktera z pozdnich komplikaci [é€by. Vypracovano s podporou grantu IGA UP LF-2012-007
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P31/2123.

Simplified platelet sample preparation for proteomic studies

Reicheltova Zuzana, Majek Pavel, Pe¢ankova Klara, Riedel Tomas, Suttnar Jifi, Dyr Jan Evangelista
(Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague)

The analysis of platelet proteomes holds great promise in identifying novel cardio-markers for the
screening, diagnosis, etc. Since platelets are easily activated by various agonists, also due to the
conditions during platelet isolation and storage, then platelet proteome changes can occur. The-
refore, the appropriate retrieval and storage conditions of platelet samples are inevitable pre-re-
quisites for proper proteomics workflow, especially following blood collection during (emergency)
management of a patient with an acute coronary syndrome. We have proposed a protocol suitable
for platelet collection and handling for a large case-control proteomic study, which would be feasi-
ble for both clinical collection and protein profiling. Blood was collected by venipuncture into tubes
coated with EDTA; and platelet rich plasma (PRP) was obtained by centrifugation. PRP was then
stored refrigerated in closed Falcone tubes. Platelets were isolated from the PRP by centrifugation,
the platelet pellet was resuspended in a PBS/EDTA (4 mM) isolation buffer; and the centrifugation-
-resuspension step was repeated once again. Finally, the pellet of washed platelets was immediately
frozen and stored at -70°C until its use for 2D SDS-PAGE. All samples were obtained with informed
consent from ten healthy volunteers who had not been on medication for the previous 14 days. PRP
was prepared and stored in Falcon tubes for 0, 1, 2, 3, 5, and 7 days under refrigeration. Proteome
changes were examined using 2D SDS-PAGE (10% polyacrylamide gel, IEF pl 3-10). The gels were
stained with colloidal Coomassie blue stain and evaluated using Progenesis SameSpots software.
Spots that differed significantly in the gels of fresh and stored platelet samples were excised, diges-
ted by trypsin, and further analyzed using nanoLC-MS/MS. Individual proteins were identified using
MASCOT and the SWISS-PROT. During the 7-day follow-up period, we found 20 spots that differed
significantly. During the first two days of PRP storage in test tubes; however, only 9 spots significant-
ly differed in all samples. In these spots we identified 14 different proteins. Therefore, we present
a protocol for two days platelet rich plasma storage which is suitable for platelet proteomic studies.
This study was supported by the Czech Science foundation P205/12/G118.

P32/ 2147.

Fibrin networks containing extracellular matrix proteins for blood vessel engineering

Riedel Tomas, Brynda Eduard, Chlupa¢ Jaroslav, Filova Elena, Ba¢akova Lucie, Dyr Jan Evangeli-
sta (Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague; Institute of Macromolecular Chemistry,
AS CR, v.v.i., Prague; Institute of Physiology, AS CR, v.v.i., Prague)

Synthetic vascular prostheses, mostly made of polytetrafluoroethylene or polyethyleneterephtalate,
do not support adhesion and growth of endothelial cells and formation of the endothelium. When
exposed to blood, any surface other than that of undamaged vascular wall endothelium induces
blood coagulation. Fibrin network formed after injury to stop bleeding, later, serves as a temporary
scaffold for cells repairing the damaged vessel. These processes help organism to maintain haemo-
stasis after vessel injury, however, they are a source of troubles when synthetic materials are used
in cardio-vascular surgery. Particularly, small diameter vessel grafts displayed high failure ratios
due to thrombus formation and perianastomotic hyperplasia. A confluent, semipermeable layer of
endothelial cells (EC) grown in vitro on the inner side of grafts can solve the problems. The aim of the
study was to prepare fibrin-based two- and three-dimensional assemblies coated with extracellular
matrix proteins (collagen, laminin, fibronectin) and to evaluate endothelial cell adhesion, proliferati-
on and differentiation on these assemblies in vitro. Modification of fibrin with collagen, laminin and
fibronectin was followed by the surface plasmon resonance technique and the morphology of the
layers was observed using atomic force microscopy. On all fibrin assemblies, endothelial cells rea-
ched higher cell densities compared to polystyrene after 3 and 7 days of culture. Immunoflurescence
staining showed better assembly of talin and vinculin into focal adhesion plaques as well as more
apparent staining of VE-cadherin on surface-attached three-dimensional fibrin and protein-coated
fibrin assemblies. In addition, on these samples, endothelial cells contained a lower concentration



of ICAM-1, measured by ELISA. Higher concentrations of CD31 and von Willebrand factor were
found on 3D fibrin coated with laminin and on 3D fibrin coated with type | collagen, respectively. The
results indicate that extracellular matrix protein-coated 2D and 3D fibrin assemblies could be used
for applications where endothelialisation of various prostheses is desirable.

P33/ 2149.
Modifikace fibrinogenu latkami simulujici oxidacni stress
Stikarova Jana, Suttnar Jifi, Dyr Jan Evangelista (UHKT, Praha)

Fibrinogen, plasmaticky glykoprotein o molekulové hmotnosti 340 kDa, patfi mezi proteiny nachylné
k plisobeni oxida¢niho stresu. Fibrinogen hraje zasadni roli v sekundarni hemostase, kdy po odsté-
peni fibrinopeptidl z jeho molekuly aktivovanym trombinem vznika fibrin, ktery polymeruje a vytvari
fibrinovou sit. Je velmi dulezity také v primarni hemostaze, kde se aktivované krevni desti¢ky vazi
pfes povrchovy receptor GPIIb-llla na fibrinogen. Oxidaéni stres je chapan jako stav organismu,
pfi kterém dochazi k nekontrolovatelné tvorbé volnych radikal(. Ty mohou reagovat s biomoleku-
lami a tim pozménit jejich chemické a fyzikalni vlastnosti. Beéhem jejich plsobeni na biomolekuly
muze dochéazet k modifikaci postranniho fetézce aminokyselin, prokfizeni nebo k neenzymatickému
Stépeni. Dusledkem muze byt naruseni biologické funkce. V této praci byly studovany funkéni i struk-
turni zmény fibrinogenu vystaveného podminkam oxidaéniho stresu. Oxidaéni modifikace byly vyvo-
lany souc¢asnym pusobenim dvou riiznych ¢inidel — malondialdehydu (MDA) a chlornanu sodného
(NaOCl). Tato modifika¢ni ¢inidla byla vybrana tak, aby simulovala mozné reakce probihajici v orga-
nismu (MDA je jednim z produktt lipoperoxidace; NaOCI simuluje plsobeni chlornanovych aniontd
uvolfiovanych napfiklad pfi aktivaci bunék imunitniho systému). K popsani rozsahu modifikace byla
pouzita metoda stanoveni karbonylovych skupin. U modifikovaného i kontrolniho fibrinogenu byla
stanovena OFR (oxidized fibrinogen reactivity). PFi statické adhezi byl sledovan poc¢et adherovanych
krevnich desti¢ek na sorbovany fibrinogen. K dynamické adhezi byl pouzit pfistroj ,Cone and Plate®,
ktery dokéze simulovat fysiologické podminky pritoku krve. Dynamicka adheze probihala v pfitom-
nosti modifikovaného, kontrolniho nebo nativniho fibrinogenu. Tvorba fibrinové sité byla sledovana
pomoci zékalovych krivek. Plisobenim modifikacnich latek vznikly nové karbonylové skupiny. Bylo
zjisténo, ze modifikovany fibrinogen vykazoval vy$si OFR nez kontrolni. Staticka i dynamicka adhe-
ze modifikovaného fibrinogenu se odliSuje od kontrolniho. Odli§na byla i tvorba fibrinové sité. Zjisté-
na data ukazuji na moznost ovliviiovani fibrinové sité a adheze desti¢ek v misté tvorby reaktivnich
kyslikovych a dusikatych latek pfi patologickych déjich v organismu.

Tato préace vznikla za podpory grantu GA CR P205/12/G118.

P34/ 2156.

Ma syndrém lepivych dosticiek (SPS) u darcu vplyv na rozvoj venéznej trombozy u prijemcu
aferetického trombocytarneho koncentratu?

Pizurova Renata, Pietrzykova Maria, KotuliCova Daniela (Klinika hematoldgie a transfuzioldgie, Uni-
verzitna nemocnica, Martin — SVK)

Uvod: Syndrém lepivych dostigiek (SPS) predstavuje vrodeny, autozémovo dominantne dediény trom-
bofilny stav, ktory vedie k abnormalnej agregabilite krvnych dosticiek. Tato porucha méze ostat klinicky
nema alebo sa manifestuje rozvojom tromboembolickej prihody. SPS spdsobuije priblizne 13,2- 14,1% zo
vSetkych inak nevysvetlitelnych Zilovych trombdéz. U asymptomatickych darcov krvi s nahodne zistenym
SPS bolo pri aferetickych odberoch trombocytov ¢astejSie zaznamenané zvySené zhlukovanie trombocy-
tov v odberovom vaku. Preto bola vyslovena hypotéza o vplyve hyperagregability darcovskych trombocy-
tov na rozvoj tromboembolickych komplikacii u prijemcu aferetického trombocytarneho koncentratu. Ciel:
Retrospektivne odsledovat vyskyt tromboembolickych prihod u pacientov, ktorym boli podané aferetické
trombocytarne koncentraty od darcov, u ktorych bol nahodne dokazany SPS a zhodnotit mozny vplyv
SPS u darcu na rozvoj venéznej trombdzy u prijemcu trombocytarneho aferetického koncentratu. Pacienti
a metddy: Sledovana skupina pozostavala z 12 darcov, u ktorych bolo zaznamenané zvySené zhlukova-
nie trombocytov v odberovom vaku pri aferetickom odbere trombocytov. Podla pritomnosti SPS boli roz-
deleni na 2 skupiny: s dokazanym SPS (n=5), a bez SPS (n=7). Kontrolna skupina bola tvorena darcami
bez SPS (n=7), u ktorych nebolo pozorované zhlukovanie trombocytov vo vaku po odbere. Diagnéza SPS
bola zalozena na dokaze hyperagregability trombocytov pri vySetreni plazmy bohatej na dosticky svetel-
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nou agregometriou (PACKS-4) metédou podia Mammena. Retrospektivne bolo vyhodnotenych spolu
72 podanych aferetickych trombocytarnych koncentratov (24 koncentratov v kazdej hodnotenej skupine)
jednotlivym pacientom so zameranim na vyskyt tromboembolickych komplikacii po podani a pritomnost
inych rizikovych faktorov. Vysledky: Z celkovo 30 pacientov u 4 pacientov (t.j.13,3 %), ktorym boli poda-
né aferetické trombocytarne koncentraty od darcov s dokazanym SPS, bola zaznamenana novozistena
akutna vendzna trombdza, v dalSich 2 skupinach nebola u pacientov zaznamenana nasledne Ziadna
tromboembolickd komplikacia. Zaver: Pozorované pripady venéznej trombdzy u prijemcov aferetického
trombocytarneho koncentratu od darcu s SPS by mohli poukazovat na mozny vplyv hyperagregability
darcovskych trombocytov. Vysledky pilotnej Studie by bolo vhodné overit na vaéSom subore.

P35/ 2200.

RozliSeni endogennich a exogennich prfi¢in ASA rezistence in vitro

Ulehlova Jana, Slavik Ludék, Kréova Véra, Hlusi Antonin, Prochazkova Jana, Palova Miroslava
(HOK, FN, Olomouc)

Souhrn: Akutni infarkt myokardu patfi podle nové klasifikace pod pojem akutni koronarni syndrom, ktery
neni chapan jako jednorazova ukonéena pfihoda, ale jako epizoda v prabéhu ischemické srde¢ni choroby
(ICHS), ktera vyzaduje dal$i charakteristiky k posouzeni svého vyznamu. S rizikem aterotrombogeneze,
ktera se podili na vzniku ICHS jsou dnes spojovany i mutace genu receptor( desti¢ek jako je polymor-
fismus enzymu cyklooxygenazy 1 (COX-1). Bé&znou soucasti druhotné profylaxe akutniho koronarniho
syndromu je dudlni antiagregacni lécba. Jelikoz geneticka predispozice v polymorfismu desti¢kového re-
ceptoru COX—1 neni jedinou pri¢inou rezistence, pokusili jsme se vyuzitimpedanéni agregometrie po po-
dani ASA mérena po stimulaci arachidonovou kyselinou k rozliSeni exogennich od endogennich pricin
selhani protidestickové 1é€by. Material a metody: Vysetfili jsme skupinu 90 pacient(i s akutni koronarnim
syndromem, ktefi uzivali jako antiagregacni terapii ASA. Pomoci impedanéni agregometrie na analyza-
toru Multiplate, po podani ASA, byla méfena agregace trombocytd po stimulaci arachidonovou kyselinou
(1 pmol/l). Zaklad tvorily pilotni poznatky ziskané z méfeni vlivu ASA in vitro. Pro méfeni byli dale vybrani
pacienti, ktefi neodpovidali na protidestickovou Ié€bu. Vzorky jejich krve byly inkubovany s pfislusSnym
mnozstvim ASA (18,2 mg/ml fedéné 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16 roztokem NaCl) po dobu 5 minut. Nasledné byla
detekovana zména agregacni schopnosti po pfidani kyseliny arachidonové na pfistroji Multiplate. Vysled-
ky: Pacienti na ucinné lécbé ASA maiji inhibici agregace pod 220 AUC/min. Vysledna data prokazuiji, ze
fada pacientu pfi testech in vitro odpovida na Ié¢bu. Absolutni data budou prezentovana v tomto sdéleni.
Zavér: Prostrednictvim této metody Ize vylouéit poruchu destickového receptoru, a tim odhalit endogenni
priciny rezistence (nepravidelny pfijem Ié¢iva ¢i poruchu vstfebavani). U vétsiny pacientd byla detekovana
dostate¢na odpoved' na pfitomnost ASA. V jednom pfipadeé je vSak patrna zména aktivace desticky az
pfi vysoké davce ASA. Zde Ize usuzovat na jiz zminéné pficiny selhani protidestickové terapie a je nutné
zménit 1éEbu. Nelcinnost preventivniho podavani ASA mize byt zplsobena ASA rezistenci. PFicinou
ASA rezistence mize byt fada faktord jako je nizka absorpce, neadekvatni davkovani ASA, genetické
faktory ¢i interakce s ostatnimi medikamenty pacienta.

Podporeno grantovym projektem LF-2012-007.

P36/ 2227.
Smésné testy — jednoduchy princip, obtizna interpretace
Janek Daniel, Amborska Petra (Hematologicko-transfuzni oddéleni, NsP, Karvina)

ProdlouZeni screeningovych koagulaénich ¢asu (PT, aPTT a/nebo trombinovy ¢as) je zplisobeno pfi-
tomnosti inhibitoru koagulace nebo deficitem koagulaéniho faktoru. Kli¢ovym testem pfi vySetfovani
prodlouzenych koagulaénich ¢ast je smésny test, jehoz cilem je zjiténi, zda inicialné prodlouzeny
Cas koagulace je v testu zkracen ¢i korigovan pfidanim ekvivalentniho mnozstvi normalini poolované
plazmy (NPP) do reakce. V pfipadé deficitu koagulaénich faktor(i dochazi zpravidla k tplné normaliza-
ci prodlouzenych koagulacnich ¢asu, nebot jiz 50% aktivita kteréhokoli z faktort koagulacni kaskady
je schopna zajistit normalni ¢as srazeni v pfislusnych testech. V pfitomnosti inhibitoru koagulace na-
opak ke korekci koagulaénich ¢asti nedochazi. Kazda laborator si stanovi sva vlastni kriteria ke zhod-
noceni, zda prodlouzeny ¢as je ve smésném testu ,dostate¢né korigovan. Autofi ve svém kratkém
sdéleni retrospektivné vyhodnotili provedené smésné testy a porovnali jejich zavéry pfi pouziti riz-
nych interpretacnich kritérii.
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P37/ 2206.

Methemoglobinémie zplisobena snizenou aktivitou cytochrom-b5-reduktazy: jedna nova mu-
tace CYB5R3 genu

Partschova Martina, Mojzikova Renata, PospiSilova Pavla, PospiSilova Dagmar, Masarova Katarina,
Divoky Vladimir (Ustav biologie, LF UP; Détské klinika, FN a LF UP, Olomouc — CZE, Kilinika hema-
toldgie a transfuziolégie FNsP, Bratislava — SVK)

Uvod. Methemoglobin (MetHb) je za normélnich podminek v organismu odbouravan cytochrom-
b5-reduktdzou (Cb5R, NADH-methemoglobinreduktaza). Nedostatek Cb5R vede k vrozené
autozomalné recesivni methemoglobinémii (RCM) projevujici se zvySenou hodnotou MetHb (> 1
%). Jsou znamy 2 typy RCM: a) deficit Cb5R postihuje jen erytrocyty (Typ 1); b) deficit postihuje
vSechny buriky (Typ I1). Hlavnim projevem RCM typu | je cyan6za (MetHb 25 — 40 %), ktera je u RCM
typu Il doprovazena mentalni retardaci a neurologickymi symptomy. Existuje jesté methemoglobiné-
mie typu lll, ktera je spojena s vyskytem hemoglobinu (Hb) M a je autozomalné dominantni. Vrozené
methemoglobinémie je nutné odliSit od téch ziskanych nebo asociovanych s pfitomnosti nesta-
bilniho Hb. Pacienti a metody. 1. pacient: 15-lety chlapec s MetHb 7 - 11 %. Viditelnym projevem
bylo namodralé zbarveni kdze; u¢inky MetHb jsou redukovany kys. askorbovou. 2. pacient: nahodny
zachyt 75-leté Zzeny s MetHb 11 % bez klinickych projev(. V obou pfipadech byla vylou¢ena hemo-
globinopatie. Aktivita erytrocytarni Cb5R byla stanovena spektrofotometricky pomoci artificialniho
substratu ferrikyanidu. Genomicka DNA byla pouzita pro sekvenacni analyzu. Vysledky. U prvniho
pacienta byla stanovena snizena aktivita Cb5R (3 1U/g Hb; kontrolni rozmezi 8,26 — 12,39 IU/g Hb).
Molekularné-geneticka analyza potvrdila, ze je heterozygotem pro znamy polymorfizmus (c. G132A
resp. p. P44P) a novou mutaci (A400G resp. p. M134V) v CYB5R3 genu. Asymptomaticka matka
ma normalni aktivitu Cb5R a neni nositelkou ani jedné ze substituci (otec neni k dispozici). U druhé
pacientky bylo prokazano, ze je heterozygotem pro substituci c. G890A tj. p. R297H. Stanoveni
aktivity Cb5R nebylo mozné zajistit. Zavér. Mutace M134V se nachazi na C-konci beta-fetézce FAD-
-vazebné domény, ktery je spojen kratkou smyékou s NADH-vazebnou doménou. Zaména by mohla
vést k oslabeni kontaktu mezi obéma doménami a ovlivnit tak stabilitu enzymu. Zaména R297H je
situovana ve FAD-vazebné doméné v blizkosti vazebného mista pro NADH a mohla by nepfimo
ovliviiovat interakci mezi obéma kofaktory. Mutace M134V nebyla dosud popsana. Substituce c.
G890A pro zaménu R297H je uvadéna v databazi (www.ensembl.org) jako vzacny SNIP. Oba paci-
enti vykazuji mirnou resp. asymptomatickou methemoglobinémii; v recesivni konfiguraci bez dalSich
funkénich studii nelze kauzalitu mutaci CYB5R3 genu jednoznaéné hodnotit. Podpofeno MZ CR
NT11208 a IGA UP LF_2012_016.

P38/ 2228.

Izolacia DNA zo slin na HLA typizaciu u leukopenickych a transfuzne zavislych pacientov
Farkasova Denisa, KuSikova Maria, Stemnicka Denisa, Al Sabty Firas, Skrakova Marcela, Mistrik
Martin (Klinika hematoldgie a transfuzioldgie, LFUK, SZU a UNB, Narodny register darcov kostnej
drene, Nemocnica sv. Cyrila a Metoda, Bratislava — SVK)

Uvod: u leukopenickych a transflzne zavislych pacientov, ktori su indikovani na alogénnu transplan-
taciu krvotvornych buniek (TKB) nie je vzdy mozné vyizolovat dostato¢ne koncentrovanu a Eistu
DNA zo vzorky krvi z dévodu leukopénie a alokontaminacie leukocytmi darcov. HLA typizacia paci-
entov molekulovo — biologickymi metédami si vyzaduje dostatocné mnozstvo a koncentraciu DNA.
Ciel: zhodnotenie izolacie DNA zo slin u leukopenickych a transfuzne zavislych pacientov. Metédy:
subor nasich pacientov tvori 5 pacientov s hematoonkologickymi ochoreniami, ktori boli indikovani
na alogénnu TKB. Pre tazku leukopéniu nebolo mozné vyizolovat DNA z periférnej krvi a preto sme
zvolili alternativnu metédu izolacie DNA zo slin pouzitim odberového kitu OG-510 od firmy DNA
genotek. DNA sme izolovali podla protokolu k danému kitu. Efektivita izolacie DNA bola hodnotena
spektrofotometrickou analyzou a nésledne sa HLA typizacia vykonavala PCR-SSP metdédou. Vy-
sledky: pouzitim kitu OG-510 na izolaciu DNA z 2ml slin sme u vSetkych pacientov vyizolovali 200pl
DNA. Spektrofotometricka analyza ukazala, Ze koncentracia DNA je od 122 ng/pl — 214 ng/pl a in-
dex Cistoty je od 1,56- do 1,7. Vyizolovana DNA bola nasledne nariedena na koncentraciu 15 ng/pl
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a pouzita na HLA typizaciu metédou PCR-SSP. Uspesnost PCR reakcii bola 100%. Pre porovnanie:
pri izolovani DNA cez koldénky z periférnej krvi u zdravych darcov s normalnym pocétom leukocytov
vyizolujeme 200pl DNA s koncentraciou 25-30 ng/ul a indexom Ccistoty 1,7. Zaver: metdda izolacie
DNA zo slin pre potreby transplantaéného programu u leukopenickych a transflizne zavislych pa-
cientov sa na naSom pracovisku osvedcila. I1zolacia DNA zo slin vedie k ziskaniu vysokého mnoz-
stva koncentrovanej a ¢istej DNA, ktora sa pouziva v molekularno — biologickych metédach HLA
typizacie. HLA typizacia pacientov nie je obmedzena pri leukopénii a po podani transfuznych liekov.
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N 2150.

Kongenitalni dyserytropoeticka anémie IV. typu (CDA-IV) se zavaZnou perinatalni prezentaci
Lejhancova Katefina, Maly Jan, Spacek Josef, Fatorova llona, Honzik Tomas, Simakova Eva (Dét-
ska klinika, FUF, OKH, FN, Hradec Kralové; KDDL, VFN, Praha)

Uvod: Kongenitalni dyserytropoetické anémie (CDA) jsou &lenény do zakladnich 3 katego-
rii, CDA | — Ill. Je popsano nékolik dalSich vzacnych variant, které maji specifickou klinickou
a morfologickou prezentaci. Demonstrujeme pfipad novorozence s CDA IV. typu. Kasuistika:
V rodiné probanda bylo umrti novorozené sestry pod obrazem kongenitalniho hydropsu, kar-
diomyopatie a extramedularni hematopoesy(EMH)v roce 2006. NaSe pacientka se rodi v roce
2011 s identickycm klinickym obrazem a bicytopenii.Pfi podpdrné 1é¢bé dochazi postupné
ke spontanni Upravé stavu, regresi organomegalie a koznich lozisek EMH,stabilizaci kardi-
alnich funkci a upravé trombocytopenie. U ditéte pfetrvava normocytarni anemie se zavis-
losti na transfuzi erytrocytarni masy (EM). Aspirat kostni dfené v 3. mésici véku prokazuje
pfitomnost 25% doujadernych normoblast(. Modifikovany Hamuv test byl negativni, nebyly
laboratorni znamky hemolyzy. Od 6. mésice Zivota se v krevnim obraze (KO) objevila elevace
retikulocytd, nekonstantné normoblasty. Laboratorné jiz pozitivni znamky hemolyzy. V kostni
dfeni v 7. mésici zivota tvofila erytroidni fada 80% s 20% dvoujadernych normoblastl. PFi-
tomny i normoblasty tfijaderné a normobalsty s hvezdi¢kovitymi jadry. Elektronovy mikroskop
prokazuje v erytroblastech efekt tzv. ,double membrane®, povrchové deformity a cytolysosomy.
Ve véku 7 mésicu je pacientka trvale zavisla na pfevodech EM, s narustajici splenomegalii.
Fetalni hemoglobin je ve vékové normé, exprese CD 44 na erytrocytech fyziologicka. Psy-
chomotoricky vyvoj je velmi pfiznivy. Diagnosu pacientky uzavirame jako CDA IV. typu. Probi-
ha testovani genu SEC23B. Zpétnym vySetfeni byl zjistén histologicky obraz dyserytropoesy
i v post mortem odebranych vzorcich kostni dfené zemfelé sestry. Zavér: Rodinny vyskyt CDA
IV. typu s kongenitalnim hydropsem, masivni EMH a kardiomopatii. Kardiomyopatie nebyla
dosud u CDA IV.typu explicitné popséana.

N 2190.

Fulminantne prebiehajuca autoimunitna hemolyticka anémia s multiorganovym zlyhanim
(kazuistika)

Lukas Jozef, Rimajova Veronika, Zwiewka Michal (KHaT, UNB sv. CaM, Antolska, Bratislava — SVK)

44 ro¢ny pacient bez vaznejSieho predchorobia bol hospitalizovany pre 2 dni trvajicu slabost,
nechutenstvo, subfebrilie a vyrazne iktericku farbu koze. Pri prijme v hemograme pritomna
leukocytéza, makrocytova anémia tazkého st. (Hb: 45 g/l), absolutne retikulocyty a trombo-
cyty v norme. V biochemickych parametroch dominovali extrémne zvysené hladiny bilirubinu
(1023 umol/l) s prevahou nekonjugovanej formy (556 umol/l) a ostatné znamky intravaskularne;j
hemolyzy - vysoka laktat dehydrogenaza (35 ukat/l), spotrebovany haptoglobin a hemoglobin-
uria. Nater periférnej krvi bol bez schistocytov. Imunohematologickym vySetrenim sme potvrdili
pozitivitu PAT a NAT s nalezom poly$pecifickych tepelnych autoprotilatok (IgG, C3d) a stano-
vili dg. AIHA. V ramci patrania po vyvolavajucej pric¢ine realizované celotelové CT vySetrenie,
ktoré bolo okrem splenomegalie v norme. Liekova anamnéza bez pozoruhodnosti - dlhodobo
v lieCbe beta blokator pre vyssie hodnoty krvného tlaku. Pacient bol refrakterny na inicialnu
3.dnovu pulznu kortikoterapiu metylprednisolonom (1g/d) a v ramci druholiniovej lie¢by poda-
na monoklonalna antiCD20 protilatka — rituximab, intravenézny imunoglobulin, cyklofosfamid
a realizované vymenné plazmaferézy. Napriek komplexnej farmakologickej liecbe sa hemolyza
zhorSovala, hodnoty hemoglobinu aj pri intenzivnej hemosubstittcii klesali. Na 7.den hospitali-
z&cie sa u pacienta rozvinula oliguria na podklade akutnej tubularnej nekrézy a porucha vedo-
mia pri metabolickom rozvrate vnutorného prostredia. Pacient exitoval tesne pred prelozenim
na chirurgicky sal, kde sa mala z vitalnej indikacie realizovat splenektémia. Zaver: Pripad je
okrem fulminantného a refraktérneho priebehu zaujimavy extrémne vysokou hyperbilirubiné-
miou, ktora sa v literature popisuje pri hemolytickych anémiach prebiehajucich v koincidencii
s poruchou metabolizmu bilirubinu - napr. Gilbertov syndrém.



N 2153.

CML s dominujici trombocytézou, abnormalnim cytogenetickym nalezem a micro-BCR pre-
stavbou

Strnkova Aneta, Roszkova Barbora, Béday Arpad, Mackova Jitka, Cibulkova Petra, Richterova Rad-
mila, Plonkova Hana, Banik Martin, Stoklasova Martina, Ggmulec Jaromir (P&R LAB a.s., Laborator
cytogenetiky, Laborator molekularni biologie, Novy Ji¢in; Ustav klinické hematologie, FN, Ostrava)

Uvod: Diagnéza chronické myeloidni leukémie je asociovana s nalezem Filadelfského (Ph)
chromosomu, ktery vznika reciprokou translokaci mezi chromosomy 9 a 22 a vytvafi fuzni gen BCR/
ABL. Velikost sledovaného transkriptu se maze liSit podle oblasti zliom(, ke kterym dochazi v genech
BCR a ABL. Podle zlomovych mist v BCR genu rozliSujeme oblasti nazyvané M-BCR, m-BCR a p-
-BCR. Vznikajici proteiny se pak lisi velikosti a transformacénim potencialem. M-BCR vede ke vzniku
transkriptd e13a2 nebo e14a2 a proteinu p210,typické pro CML. Pfi m-BCR prestavbé se tvofi tran-
skript e1a2 a protein p190,typicky pro akutni lymfoblastickou leukemii. Tfeti vzacnou je p-BCR, ktera
dava vznik transkriptu e19a2 a proteinu p230, vzacné se objevujici u pacientll s CML s vyznamnou
neutrofilni maturaci a/nebo trombocytézou. METODY: Karyotyp pacienta byl stanoven z kultivova-
né kostni dfené klasickou cytogenetickou analyzou a pomoci M-FISH (multicolour fluorescence
in situ hybridization). K detekci pfestavby BCR/ABL na interfaznich jadrech (I-FISH) i metafazich
byla pouzita dual fusion sonda (Metasystems XL BCR/ABL Plus). Pfitomnost specifické mRNA byla
v burikach periferni krve detekovana za pouziti metody multiplex reverzné transkripéni PCR se spe-
cifickou sadou primer(. Pfesna lokalizace zlom( v genech BCR a ABL byla identifikovana pfimym
sekvenovanim. VYSLEDKY: Vysettenim karyotypu a M-FISH byl u pacienta identifikovan komplexni
karyotyp. FISH analyza odhalila BCR/ABL fuzni signaly na dvou dicentrickych chromosomech tvo-
fenych Ph chromosomy a chromosomy 19 a pouze zeleny signal na dlouhém raménku chromosomu
9 ukazujici na deleci sekvenci proximalné od zlomu. Paralelni molekularni analyzou byl detekovan
transkript velikostné odpovidajici prfestavbé p-BCR (e19a2), ktera byla potvrzena pfimou sekvenaci
pfislusného produktu. ZAVER: V této préci pfedkladame vysledky vy$etfeni abnormalniho genetic-
kého nalezu u pacienta s CML manifestovanou vyznamnou izolovanou trombocyt6zou a negativitou
JAK2 V617F resp. JAK2 v exonu 12. Zmény v karyotypu jako jsou zisk Ph chromosomu a delece
na dlouhém raménku chromosomu 9 mohou zpUsobit atypicky obraz pfi I-FISH analyze, coz mize
vést k chybné interpretaci vysledk(. V takovém pfipadé by mély byt vysledky hodnoceny nejen
ve spojeni s analyzou metafazi, ale rovnéz v kontextu s molekularné biologickymi vysledky, které
odhali prfesnou lokalizaci zlomG v genech BCR a ABL, coz ma pro pacienta konkrétni prognosticky,
diagnosticky a lé¢ebny vyznam.

N 2205.

Metachronni vyskyt CLL u nemocné s nelééenou hairy cell leukémii

Novak Martin, Prochazka Vit, Urbanova Renata, Pikalova Zuzana, Holzerova Milena, Humplikova
Lenka, Prouzova Zuzana, Lapéikova Anna, Indrak Karel (Hematoonkologicka klinika, FN a LF UR,
Olomouc; Ustav klinické a molekularni patologie, LF UP. Olomouc)

Duplicity hematologickych malignit jsou relativné ¢asto popisovanym fenoménem. V tomto pfipa-
dé prezentujeme raritni metachronni vyskyt dvou klonalné nepfibuznych B-lymfoproliferaci. 58-leta
Zena byla referovana na nasi ambulanci v zafi 2004 pro nalez asymptomatické splenomegalie. Krev-
ni obraz (KO) byl az na lehkou trombocytopenii (119*10%1), zcela v normé, v natéru periferni krve
(PK) byly patrné atypickeé vilézni lymfocyty (10 %). Adenomegalie nebyla pfitomna a slezina dle UZ
dosahovala 16cm. Pratokova cytometrie (FC) odhalila 14 % lymfocytll s imunofenotypem CD19+/
CD20+/CD22+/FMC7+/ CD11c+/CD25+/CD103+/DBA-44+. Nalez byl uzavren jako typicka hairy
cell leukémie (HCL). Kritéria pro zahajeni I1é¢by nebyla spinéna, nemocna byla sledovana. Pro pro-
stupnou progresi lymfocytézy (az 12,2*10%1) a zachyt atypickych lymfocytl s Uzkym lemem plasmy
a Gumprechtovych stinG v natérech PK byla v 6/2011 opakovana FC s prikazem druhého klonu
bunék s fenotypem CD19+/CD20+/CD23+/CD5+. Stav byl uzavren jako duplicitni chronicka lymfocy-
tarni leukémie (CLL). Z celkového poctu lymfocytd v PK tvofila populace CLL 67 % a populace HCL
9% bunék. Dle FISH detekovan maly klon bunék s deleci 13qg. Stanoveni mutacniho stavu IgVH
bylo provedeno metodou multiplexni PCR s naslednym sekvenovanim a porovnanim s databazi
IMGT. Byly detekovany dva klony s nemutovanym stavem IgVH: VH3-11 UM-IgVH (99,3 %) a VH1-
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24 UM-IgVH (98,3 %). V ramci diferencialni diagnostiky lymfocytézy byl u pacientky s typickou HCL
odhalen duplicitni vyskyt CLL. Synchronni vyskyt HCL a CLL je raritni, metachronni vyskyt chro-
nické lymfatické leukémie v terénu nelécené hairy cell leukémie dosud nebyl ve svétové literature
publikovan. Vyzkum byl podporovan grantem LF-2012-007

N 2121.
Dermatotoxicita pfi liecbe bendamustinom
Vecefova Daniela, Chudej Juraj, (FN, Trencin — SVK; KHaT, UN, Martin — SVK)

Bendamustin (Levact) je efektivne cytostatikum zo skupiny alkylaénych latok s dobrou uéinnostou a s pri-
jatelnym rizikom toxicity, vhodny aj u starSich a polymorbidnych pacientov. Indikacie liecby B: ® 1. linia lie¢-
by pacientov s CLL, u ktorych nie je vhodna lie¢ba s fludarabinom ¢ monoterapia u pacientov s indolent-
nym NHL s progresiou pocas lie¢by alebo recidivou ochorenia do 6 mesiacov po lie¢be rituximabom(R)
alebo rezime zahfnajucom R ¢ liecba . linie u pacientov s mnohopocetnym myeldmom u pacientov do 65
r., ktori nie st vhodni na TKB a maju polyneuropatiu, ktora kontraindikuje podanie talidomidu a bortezo-
mibu. V kazuistike popisujeme pripad 71 r. polymorbidnej pacientky s CLL Rai lll lieGenej kombinaciou
rituximab(R)+bendamustin(B), ktora bola sprevadzana koznou reakciou. Z obavy pred kombinaciou tumor
lysis syndromu a neziaducich Ucinkov R sme najskor podali samotny B. Aby sme predisli koznym reak-
ciam nepodavali sme alopurinol. Prvy aj 2. cyklus CHT bol dobre tolerovany, dyspepsia a nauzea bola
zvladnuta podanim granisetronu p.o. UZ tyzder po podani B- vyznamny pokles poctu lymfocytov. Nebola
pozorovana hematologicka toxicita. Vyskytla sa kozna reakcia (grade3) po 3., resp. 4. cykle CHT, ktora
bola dévodom na ukonéenie liecby B. V klinickych Sttdiach aj v postmarketingovom sledovani st zname
vedlajSie reakcie po podani B spolu s inymi liekmi. Vyskyt dermatotoxicity u pacientov s CLL lie¢enych B
asi 8%, tazké kozné reakcie u 3% pacientov. Liecba musela byt ukoncena u 3,9% pacientov pre alergické
reakcie. Odporucania pri podavani CHT s benadmustinom v prevencii koznych reakcii: 1. nepodavat alo-
purinol 2. ATB len nevyhnutne (ak je mozné vyhnut sa cotrimoxazolu, chinolénom) 3. v pripade koznych
reakcii nepodavat v jeden deri stcasne rituximab a bendamustin -modifikovat R-den 1. + B derit., 2. R-
-den 1., B-den 2.a 3. 4. v pripade koznych prejavov v prevencii podat prednison 60 mg/m2p.o. vecer pred
podanim B, rano 30 min pred podanim B prednison, prednisolon v davke 60mg i.v./m2 5. na zvladnutie
pripadnej rozsiahlejSej koZnej lézie podavat kortikoidy i.v., p.o + lokalna lie¢ba 6. v pripade dermatotoxicity
aj po priprave- lie¢bu B ukoncit Zaver: Benadmaustin je uc¢inné ,staronové“cytostatikum s prijatelnym
rizikom toxicity.

N 2189.

Z darce kostni difené pacientem transplantacni jednotky

Hrabétova Marcela, Vokurka Samuel, Koza Vladimir, Svoboda Tomas, Jindra Pavel, Karas Michal,
Navratilova Jana, Schitzova Miroslava, Lysak Daniel, Steinerova Katefina (Hematologicko-onkolo-
gické odd., FN, Plzeri)

Uvod: Nedilnou souéasti transplantaéniho programu jsou darcovstvi a odbéry krvetvornych
bunék. Darce pfibuzensky i nepfibuzensky musi byt pfed vlastnim odbérem fadné vysetien
k minimalizaci rizik souvisejicich s odbérem. Ani provedena predodbérova vySetfeni vsak
nemohou zcela zarugit, Zze darce je opravdu zdrav a neonemocni v nasledujicich letech ne-
moci, kterd nebyla v dobé odbéru diagnostikovatelnd bézné provadénymi testy, ¢i jesté byla
pod hranici mozné detekce. Tuto situaci popisuje nase kazuistika. Pfipad: muz nar. 1960, dar-
ce krve a darce kostni dfené Ceského narodniho registru darcti dfené (CNRDD) podstou-
pil v 9/2000 odbér pro nepfibuzného pacienta. VSechna provedena predodbérova vysetfeni
byla bez patologického nalezu, vlastni odbér kostni dfené v celkové anestezii probéhl bez
komplikaci. V 9/2006 byla pfi vySetfeni krevniho obrazu pfed darovanim krve zachycena leu-
kocytdza s lymfocytézou (leu 11,9x10%I, z toho lymfo76%) a nasledné potvrzena CLL klin.
st. | dle Raie, bez celkovych pfiznakd, s vysokou expresi CD38, bez exprese ZAP 70, s ne-
mutovanym stavem IgVH genu, delATM(11922), delp16,p15, s bulky uzlinovym postizenim
retroperitonea. V 10/2010 1.relaps nemoci s transformaci CLL do paraimunoblastické formy,
po 2. linii chemoimunoterapie (5 cykld R-CHOP) bylo dosazeno parcialni remise. Byla indi-
kovana a v 11/2011 také realizovana nepfibuzenska alogenni transplantace krvetvornych
bunék (HLA identicky bratr nezplsobily k darcovstvi pro hepatitis B) s dosazenim pfihoje-



ni $tépu a kompletni cytologickou a cytogenetickou remisi CLL. U tohoto darce-pacienta byl
retrospektivni analyzou DNA prokazan klon CLL ve vzorku jeho krve z obdobi darcovstvi
dfené v r. 2000. Pfijemkyné jeho kostni dfené (transplantace pro B-ALL, Ph pozitivni) ze-
mrela v r. 2003 v souvislosti s komplikovanym pribéhem plicni formy GvHD a nebylo moz-
né zhodnotit pfipadny pfenos klonu CLL Stépem. Zavér: tato kazuistika doklada vyznam,
ale i limity pfedobérovych vysSetfeni darcu krvetvornych bunék a zaroven doklada dlouho-
doby vyvoj CLL z molekularné detekovatelného klonu do klinicky manifestniho onemocnéni.

N 2243.

LGL leukemia (Large granular lymphocyte leukemia, Lymfocytova leukemia s velkymi gra-
nulami)

Nosal Milo$, Mistrik Martin (KHaT LFUK, UNB, SZU, Nem. sv. Cyrila a Metoda, Bratislava - SVK)

Uvod: Lymfocytovéa leukemia s velkymi granulami (LGL leukémia) je charakterizovana klonalnou ex-
panziou bud CD3+ cytotoxickymi alebo CD3- NK bunkami. Hlavné klinické znaky T-LGL leukemie
zahrnuju neutropeniu, anemiu a reumatoidnu atritidu (RA). Konecny efektorovy pamaéatovy fenotyp
(CD3+/CD45RA+/CD62L-CD57+) T-LGL naznacuje klucovu chronicki antigénovu odpoved. LGL
prezitie potom postipené PDGF a IL-15, vyplyva do celkovej dysregulacie apoptdzy a rezistencie
na normalne cesty aktivaciou-navodenej bunkovej smrti. Tieto patogenetické Erty vysvetluji, preco
lieCba T-LGL leukemie je zaloZzena na imunosupresivnej liecbe. Va&sina pacientov napokon potrebuje
liecbu pre tazku alebo symptomaticku neutropeniu, anemiu alebo RA. Nie je stanovena Standard-
na liecba, pre nedostatok velkych prospektivnych Studii. Spociatku sa pouzivaju malé davka metho-
trexatu u pacientov s LGL leukemiou s neutropeniou a/alebo RA alebo peroralne cyklofosfamid ako
pociatoéna liecba pri anemii. Ak lie¢ba nie je Uspe$nd, pacienti prejdu na iny pripravok alebo cyklo-
sporin. U vaésiny pacientov ma ochorenie klinicky indolentny priebeh. Pacienti zomieraju zriedkavo,
na infekcie spojené s tazkou neutropeniou. Ak nie su tieto liecebné terapeutické postupy pre T-LGL
leukemiu Uspesné, pouziju sa nové postupy. Metdéda: popis 57 roénej pacientky, ktora sa lie¢ila na RA
10 rokov, reumatoldg ordinoval MTX 10 mg/m2/tyzden, ktory pac. uzivala tri tyzdne. Objavila sa mierna
splenomegalia 180 x 85mm, v krvnom obraze sa objavila leukopénia a anémia. Pacientka odoslana
na hematologické vySetrenie, v krvnom natere sa objavili LGL bunky 1.5 G/l, anémia Hgb 105 g/dl.
LGL bunky sa potvrdili FCM vySetrenim CD3 a CD8. Odporucili sme pokracovat v MTX, pridali sme
ESA. O tri mesiace nastal pokles LGL na hodnoty 0.4 G/l, zlepSila sa anemia Hgb stupol na 118 g/dl.
Po pol roku mé pacientka v KO Lkc: 4.0 G/I, Hgb: 125.0 G/I, Plt: 145.0 G/I, zmenSila sa slezina 165 x
65mm. Zaver: LGL leukémia nie je Casta, treba na nu mysliet pri autoimimmom ochoreni, ak je pri-
tomna pancytopénia. Naj¢astejSie sa vyskytuje pri RA. Pri lie¢be je prognéza priazniva.

N 2244.

Laboratérne odliSenie sideropenickej anémie z nedostatku Zeleza od sideropenickej anémie
pri zapale

Nosal Milo$, Stecova A., Waczulikova |., Galisova R., Fischerova S. (Hematologické oddelenie, Uni-
verzitna nemocnica, Nemocnica Staré Mesto; Medirex s.r.o, Bratislava - SVK)

Uvod: pri beznom laboratérnom vySetreni metabolizmu Zeleza nemozno odlisit sideropéniu pri anémii
z nedostatku Zeleza od sideropenicekej anémie pri zapalovom procese. Preto sme hladali moznost ako
uvedenu situaciu riesit a dat klinickym pracovnikom odpoved' na tuto otazku. Zaviedli sme vypocet indexu
solubilny Trf.receptor/log.feritinu, hodnoty < 0.8 poukazuju na zapalovy proces, hodnoty > 1.5 na sidero-
penicku anémiu z nedostatku Zedleza. Metodika: Vysetrili sme 19 pacientov, 9 Zien, 10 muzZov so sidero-
penickou anémiou. Zien je menej, pretoZe v nagej nemocnici nie je gynekologické oddelenie. Traja pacienti
pri zapalovom procese a skupinu 8 kontrol dve zeny a Sest muzov. U vSetkych pacientov sme vysetrili hla-
dinu sérového Zeleza (FeS umol/l), transferin (Tif.g/l), saturaciu trasnferinu v% (sat.Trf.%), feritin (Fer.,ug/l),
solubilny transferinovy receptor (sTrfR,mg/l ), index solub.TrfR/log.feritin, hemoglobin (Hgb., g/l ), stredny
objem erytrocytu (MCV, fl.), CRP (mg/l) Vysledky: zaznamenali sme viaceré Statisticky vyznamné hodnoty
jednotlivych vySetrenych parametrov a vysoko vyznamny rozdiel medzi skupinami pre index solub.TrfR/
log.feritin p< 0.0001 Zaver: Z nasich vysledkov vyplyva ze index solubilny Trf.receptor/log.feritinu < 0.8
poukazuje na zapalovy proces, a hodnota indexu > 1.5 na sideropenickd anémiu z nedostatku Zeleza.
Odporucame vypocet tohto indexu pre klinickd prax.
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