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SYMPOSIUM ON ADVANCES IN MOLECULAR HEMATOLOGY
- PATHOLOGY OF LYMPHOID TISSUE

2484.

Physiology and Immunopathology of Human IgA System

Mestecky J., Raska M., Moldoveanu Z., Novak J. (Department of Microbiology, University of Ala-
bama at Birmingham — USA; Department of Immunology, Palacky University, Olomouc — CZ)

In phylogenetic diversification of immunoglobulin (Ig) isotypes, IgA represents a relatively new addi-
tion to the Ig family. The quantitative biosynthetic data clearly indicate that in humans the daily pro-
duction of IgA by far exceeds the combined production of Igs of all isotypes, multiplied by a factor of
1,5. Approximately two thirds of IgA is produced in the intestinal tract and is selectively transported
by a receptor-mediated mechanism into the gut secretions. IgA of a systemic and mucosal origin
displays structural and physiological differences, including the dominance of the monomeric form
of IgA1 subclass and of polymeric forms of IgA2 subclass in the intestine. Furthermore, systemic
and mucosal IgA compartments display vastly different maturation patterns and spectra of specific
antibody activities which indicate the independence of these two compartments. The primary func-
tion of IgA in the mucosal compartment is the containment of mucosal microbiota in the form of
biofilms in its physiologic mucosal environment. In the systemic compartments IgA displays strong
anti-inflammatory activity as an effective inhibitor of complement activation. Although the deficiency
of IgA is the most common immunodeficiency disease in humans, only a minority of such patients
have a higher incidence of recurrent infections, particularly of the upper respiratory tract, and of
allergic and autoimmune diseases. In most IgA-deficient patients, external secretions contain the
secretory form of IgM as the dominant Ig isotype. Increased production of IgA1 in its polymeric
form and with altered glycan moiety occurs in patients with the most common glomerulonephritis
of the autoimmune character, IgA nephropathy. In this disease molecules of IgA1 that are deficient
in galactose residues on glycans linked to the hinge region are recognized by ubiquitous, naturally
occurring anti-glycan antibodies resulting in the formation of nephritogenic immune complexes de-
posited in the glomerular mesangium. Marked structural and metabolic alterations and changes in
the level of total as well as antigen-specific antibodies have been reported as a consequence of
several mucosally acquired infectious diseases including HIV-1-infections. In summary, antibodies
of the IgA isotype contribute significantly to the maintenance of mucosal and systemic homeostasis
without inflammatory consequences.

2482.

New Genetic Prognostic Factors in Chronic Lymphocytic Leukemia

Rossi D. (Division of Hematology, Department of Translational Medicine, Amedeo Avogadro Univer-
sity of Eastern Piedmont, Via Solaroli 17, 28100 Novara, Italy)

2272.

Germinal centre disruption by the EBV oncogene LMP1 is mediated by loss of the lipid recep-
tor S1PR2

Murray P. G., Nagy E., Vockerodt M., Liebelt D., Reynolds G., Simmonds W., Abdullah M. (University
of Birmingham — USA)

The majority of B cell lymphomas, including Hodgkin’s lymphoma, arise from germinal centre B
cells. In around one half of cases the malignant Hodgkin/Reed-Sternberg cells of Hodgkin’s lym-
phoma carry the Epstein-Barr virus, an oncogenic herpesvirus. To investigate the early events in
the germinal centre which potentially lead to EBV-induced lymphomagenesis, we have developed
a method for the separation and transfection of primary human germinal centre (GC) B cells. This
model was used to examine the transcriptional consequences that follow the expression of the
Epstein Barr virus oncogene, latent membrane protein 1 (LMP1) in germinal centre B cells. We
compared the transcriptional targets induced by LMP1 with those induced by its cellular homologue
CD40 in germinal centre B cells. In keeping with their ability to activate shared signalling pathways,
we found a striking overlap between the transcriptional targets of LMP1 and CDA40 in this cell back-
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ground. However, we also identified a subset of genes that were regulated by LMP1, but not by
CD40, and which were also concordantly expressed in primary HRS cells. These genes included
the sphingosine-1-phosphate receptor-2 (S1PR2), which has recently been shown to be required
for the maintenance of germinal centre integrity. Our data provide a model for EBV-driven lympho-
magenesis based on the early disruption of normal germinal centre architecture induced by LMP1.

2403.

BMI1, The Polycomb-group Gene, is Recurrently Rearranged in Progressive/Transformed
CLL and MCL

Wilodarska I., Rouhi L., Ferreiro J.F., Put N., Tousseyn T., Lefebvre C., Gardiner A., De Kelver W., De-
muynck H., Verschuere J., Théate I., Vicente C., Michaux L. (Center for Human Genetics, KU Leuven
—Belgium; Dtp of Oncogenetics, CHU Albert Michallon Grenoble — France; Dpt of Hematology, Royal
Bournemouth Hospital Bournemouth — UK; Dpt. of Hematology, Hospital of Roeselare — Belgium;
Dpt of Hematology, Hospital of Ronse — Belgium; Dpt of Pathology, Cliniques Universitaires Saint.
Luc, Brussels — Belgium)

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) has a variable clinical course, ranging from a very indolent to
a rapidly progressing disease. In up to 10% of CLL patients, transformation to highly aggressive
and usually fatal lymphoma (Richter syndrome) has been reported. Accumulating evidence indicate
that, Richter transformation may be triggered by an aberrant activation of various oncogenes by
iG-related chromosomal translocation, like t(8;14)/IGH-CMYC, t(14;19)/IGH-BCL3 and dic(9;14)/
IGH-NOTCHT1, acquired during evolution of disease. These observations are supported by our re-
cent finding of the novel IGH/IGL-mediated t(10;14)(p12;q32) and t(10;22)(p12;q11) identified in six
cases of progressive/ transformed CLL. The BAC-walking FISH analysis mapped the 10p12 break-
point in the region harbouring BMI1, a Polycomb group gene. Upregulation of BMI1 mRNA was dem-
onstrated by QRT-PCR analysis in one case documented by paired diagnostic/follow-up samples.
Of note, the IGH/BMI1 rearrangement was not associated with a particular molecular subtype of
CLL and the patients were negative for common mutations of NOTCH1 and TP53. As amplification
of BMI1 occurs in MCL, we additionally studied 16 MCL cases with various 10p11-13 aberrations.
Using FISH and aCGH, we identified a spectrum of BMI1 rearrangements including duplications/
amplifications, translocations and insertions, which led to an aberrant expression of BMI1T mRNA.
Collectively, our work identified BMI1, the Polycomb group gene and postulated lymphoma-related
oncogene, as a new player implicated in progression and high grade transformation of CLL and
confirmed its involvement in the pathogenesis of MCL. Although BMI1 is implicated in pathogenesis
of many types of solid tumors and haematological malignancies, the underlying 10p12 chromosomal
rearrangements (except of gain/amplification) have never been reported in human cancers.

SYMPOSIUM ON ADVANCES IN MOLECULAR HEMATOLOGY
- NOVEL MARKERS IN LEUKEMIA AND LYMPHOMA

2457.

Profiling of childhood acute leukaemia cells using a novel method of affinity proteomics
Cerna D., Kanderova V., Stuchly J., Figer K., WeiWei Wu, Holm A., Hrusak O., Lund-Johansen F.,
Kalina T. (CLIP-cytometrie, KHDO 2.LF UK a FNM, Praha — CZ; Dpt. of Haematology, Rikshospitalet,
Oslo — Norway)

Acute leukaemia (AL) is the most common childhood malignancy characterized by a number of ab-
errations at the DNA, mRNA and protein level. Current research is mainly focused on the detection
of mutations at the DNA level and functional consequences of these alterations on cellular level are
not fully understood. Proteins are the entities that form connection between gene expression and
cell physiology, therefore more effective and sensitive approaches that could search for new prog-
nostic markers on protein level are in development. Using SEC-MAP technology (Size-exclusion
Chromatography - Microsphere-based Affinity Proteomics), we are searching for the expression and
activation (e.g. phosphorylation) of differentially expressed proteins in AL cells regarding to cell type
(B-cell, T-cell, myeloid), genotype (fusion genes, aneuploidy) and early response to treatment de-
tected as minimal residual disease. SEC-MAP is a set of 1728 populations of fluorescently-labeled
latex microbeads, each carrying an antibody against a human protein. We isolate the cellular pro-
teins from membranes, cytoplasm and nucleus using detergents, label them with biotin and separate
them using gel chromatography into 24 fractions. These fractions are incubated with SEC-MAP
microbeads and the antibody-protein binding is detected using fluorescently-labeled streptavidin by
flow cytometry. We have examined the expression of cytoplasmic (n=980) and membrane combined
with DNA-binding (n=769) proteins in 69 diagnostic samples of AL. Due to ability of SEC-MAP to
separate proteins according their size we have identified proteolysis in 12 samples, which have
been therefore excluded from the analysis. The analysis was performed using an automatic software
created in R-project. For the normalization of protein expression we have used Loess normaliza-
tion commonly used in mRNA profiling studies. So far we have identified 77 proteins (e.g. SH2D1A,
FAS, LAT, KIT, CD72) differentially expressed in different subtypes of AL. We have discovered e.g.
higher expression of cAMP-dependent protein kinase PRKACA in TEL-AML1+ AL. Recently we are
verifying SEC-MAP data using other proteomic approach. Since we detect not only protein expres-
sion, but also its size, presence in complex and cellular localization, SEC-MAP is a novel method of
functional proteomics combining the capacity of DNA microarrays and high-throughput evaluation by
flow cytometry.. GAUK 596912, IGA NT/13462, P302/12/G101, UNCE 204012

2467.

Oncogenic MICRORNAs in Cerberospinal Fluid and Serum: Sensitive Tool for Detection of
CNS Lymphoma in Response to Therapy

Pospisil V., Mocikova H., Palickova M., Kozak T., Trnény M., Klener P., Stopka T. (Pathophysiology,
First Faculty of Medicine, Charles University, Praha - CZ ; Department of Clinical Hematology, Third
Faculty of Medicine, Charles University Hospital Kralovske Vinohrady, Praha — CZ; First Dept. of
Medicine, First Faculty of Medicine and General Faculty Hospital, Charles University and Institute of
Hematology and Blood Transfusion, Praha - CZ)

MicroRNAs (miRs) are non-coding RNAs (19-23nt) that negatively regulate expression by interfer-
ence with RNA stability or translation. Leukemias and lymphomas overexpress oncogenic miRs (such
as miR-17-92 and miR-155) that influence tumor growth and spreading. Unlike longer species of
RNA, miRs are preserved and detectable in body fluids including serum/plasma and cerebrospinal
fluid(CSF), however their kinetics in body fluids upon course of therapy or possible trafficking of tumor
derived miRs to liquids and tissues has not been explored. We investigated and compared abundance
of miRs in the CSF and sera of lymphoma patients with (N=22) or without (N=21) CNS involvement
and tested whether their levels are elevated at diagnosis or changed upon the treatment. CSF and
sera were collected at multiple (5-20) time-points before, during and after therapy (DLBCL 29, MCL 12,
Burkitt 2). 20 candidate miRs were quantitated. Our data demonstrate that miRs are detectable in both
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CSF and sera. Prominently changed miRs (members of miR-17-92 cluster and miR-21) were elevated
to similar extent in CSF in PCNSL (N=11) and systemic lymphomas with CNS involvement (SCNSL,
N=11). In turn, all SCNSL patients and ~60% of systemic lymphomas without CNS involvement ex-
pressed high levels of these oncomiRs in the sera. Surprisingly, also a subset of PCNSL patients has
elevated these miRs in the sera and in turn, subset of systemic lymphomas without CNS involvement
showed partially elevated oncomiRs in the CSF. These data indicate that 1) lymphoma patients with
CNS involvement are characterized by presence of oncogenic miRs in CSF, 2) blood brain barrier is
permissive for miRs in both directions. Next we investigated the dynamics of these miRs during treat-
ment in ten patients with PCNSL or SCNSL. In therapy-responders (N=4) the oncomiRs gradually
decreased in CSF. However, their levels were not completely normalized. In contrast, refractory lym-
phoma (N=3) displayed gradual increase of these miRs in CSF upon treatment. Interestingly, clinical
CNS relapse of two lymphoma patients was preceded by gradually elevated miRs in CSF by three
months. The measurement of oncomiRs in CSF and sera represents sensitive tool for CNS lymphoma
detection, estimation of therapy efficacy and prediction of the relapse. Role of oncomiRs in promoting
tumorogenesis in distant tissues is being further studied in newly established mouse model that allows
tracking of tumor derived miRs in recipient tissues.

2470.

Whole Genome and Targeted Bisulfite Sequencing Reveals 3 DNA Methylation Clusters and
New Biologically Relevant Hypermethylated Genes in AML Patients

Hajkova H., H.-Y. Fritz M., Krejéik Z., Belitkova M., Merkerova M. D., Sélek C., Petrbokova R.,
Markova J., Schwarz J., Fuchs O., Cetkovsky P., Bene$ V., Haskovec C. (Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha — CZ; European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg - Germany)

In acute myeloid leukemia (AML), aberrant DNA methylation has been linked to the pathogenesis
and progression of the disease. Changes in DNA methylation of promoters, or other regions, are
studied primarily with respect to which pathways are involved in tumor transformation and their impact
on prognosis. Whole genome (3 AML, 2 controls) and targeted (14 AML, 1 control) bisulfite librar-
ies were run on a HiSeqTM2000 sequencer (lllumina) using 105 bp paired-end sequencing reads.
HumanHT-12 v4 Expression BeadChip (lllumina) was utilized for whole genome expression profiling.
Unsupervised hierarchical clustering of CpG methylation outside and/or inside CpG islands revealed
three DNA methylation clusters. From the clinical and molecular characteristics, only CBF/MYH11+
patients clustered together. A correlation between methylation and expression data enabled us to dis-
tinguish between aberrant DNA methylation with no effect on expression of downstream located genes
(probably tissue-specific methylation) and biologically relevant DNA methylation (accompanied with
changes of gene expression). ELAVL2 and CACNA1E had enormous differences in DNA methylation
between AML samples and controls; however they are very probably genes displaying tissue-specific
methylation changes, because we did not detect their expression even in healthy precursor cells. On
the other hand, there were genes - most notably CHFR and PBX3, where DNA methylation changes
were accompanied with a change in their expression. We measured expression of CHRF and PBX3
genes in 123 AML samples at diagnosis. 454 pyrosequencing confirmed the role of DNA methylation
in down- and up-regulation of PBX3 gene, hypomethylation (median methylation level 0.25, range 0.15
— 0.36) of a regulatory region was connected with elevated levels of PBX3, whereas hypermethyla-
tion (median methylation level 0.51, range 0.31 — 0.98) with decreased levels of expression. Control
samples displayed intermediate levels of methylation (median 0.35, range 0.19 — 0.51). Furthermore
we observed correlation between PBX3 and HOXA9 expression, which is consistent with recently pub-
lished data that PBX3 is an important cofactor of HOXA9 in leukemogenesis. In summary, we found
new and biologically important genes that are influenced by differential DNA methylation and were
able to distinguish 3 major DNA methylation clusters in AML patients. This study was supported by the
MSMT OC10042 grant and institutional funding grant IHBT00023736.

2471.

L-asparaginase strongly affects bioenergetics in leukemic cells

Hefmanova I., Vali§ K., Nuskova H., Fiser K., Trka J., Starkova J. (Childhood Leukaemia Investigation
Prague, Department of Pediatric Hematology/Oncology, 2nd Faculty of Medicine, Charles University
Prague - Czech Republic; Laboratory of Molecular Structure Characterization Institute of Microbiology,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague - Czech Republic; Department of Bioenergetics,
Institute of Physiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague - Czech Republic)

L-asparaginase (L-asp) is an important component of childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL)
therapy. Its cytotoxic effect is based on the depletion of extracellular asparagine and glutamine. Leu-
kemic cells are sensitive to this depletion due to the lower ability to synthesize asparagine compared
to healthy cells. However, the mechanism of resistance development remains unclear. The aim of
this study was to obtain further insights into the mechanisms underlying the cytotoxic effect of L-
asp. We used preB ALL leukemic cells REH, NALM6 and cells resistant to L-asp derived from REH,
NALMB® by long-term incubation with L-asp. GEP revealed that two pathways, one regulating protein
translation, the other metabolism, are strongly involved in the effect of L-asp. Glutamine is an impor-
tant cellular energy source, it is also important for the activation of PISBK/Akt/mTOR pathway - the key
regulator of translation. We focused on the effect of L-asp treatment on translation and bioenerget-
ics in leukemic cells. The amount of p-P70S6K expression fell in REH and NALM®6 after treatment
with L-asp. The MTS assay proved that the L-asp and rapamycin co-treatment strongly diminished
viability of all cell lines, even those resistant to L-asp. c-Myc as an activator of glutamine catabolism
showed a significant decrease in REH and NALM6 after incubation with L-asp. Importantly, c-Myc
activates glycolysis which is a main energy generator in cancer cells rather than oxidative phospho-
rylation (OXPHOS). We showed diminishement of Glucose transporter type 1 protein expression
and reduced level of lactate, the product of cancer cell glycolysis, in media after L-asp exposure. Cell
respiration, that mirrors OXPHOS, was increased in REH and NALM®6 after L-asp exposure. Respi-
ration of healthy lymphocytes was not changed after incubation with L-asp. Our results indicate that
leukemic cells, which normally depend on glycolysis for energy generation rather than OXPHOS, are
able to swap these two mechanisms of energy generation under amino acid deprivation stress. L-
asp inhibits mTORC1, glycolysis and activates OXPHOS. We believe that these metabolic changes
are mainly caused by the effort of the cells to mobilize another mitochondrial pathway with the aim
to supply depleted amino acids. We conclude from these data that resistance of the cells is caused
by better biochemical adaptability to the nutrient deprived environment. NT/12429-5, UNCE204012

2397.

NK cells in dasatinib-treated chronic myeloid leukemia patients are terminally differentiated
effector cells lacking homing and KIR receptors

Colom-Fernandez B., Kreutzman A., Maestro Gutiérrez B., Lopez Huete V., Garcia-Gutiérrez V.,
Steegmann J. L., Munoz Calleja C. (Instituto de Investigacion Sanitaria Princesa, Servicio de In-
munologia, Hospital Universitario de La Princesa, Madrid — Spain; Hospital Universitario Ramon y
Cajal, Madrid, Spain)

BCR-ABL1 inhibitors have dramatically improved the prognosis of chronic myeloid leukemia (CML)
patients. One of them is dasatinib, which is known to have immunomodulatory effects in vivo. Previ-
ous studies have suggested that NK cells might improve therapy responses in dasatinib-treated
patients. Our aim was to perform a complete NK cell phenotyping in these patients to study the sug-
gested role of NK cells in the enhanced therapy responses. Peripheral blood samples were obtained
from 14 dasatinib-treated patients (13 CML and 1 Ph+ ALL), both first-line (n=5) and second-line
(n=9), before the intake of their daily drug dose. As controls, samples from 11 healthy donors were
analyzed. The samples were phenotyped with a comprehensive 8-color flow cytometry panel (total
32 antibodies). The patients had been using dasatinib for 1-60 months (mean 17). The age of the
patients ranged between 26-76 (mean 49 years) and of the healthy between 25-57 years (mean
42 years). Dasatinib-treated patients have equal proportions of NK cells (CD3negCD56+) of total
lymphocytes as healthy (mean 17.9 vs. 11.8%; p=0.64). NK cells from patients expressed lower
proportions of the trafficking receptors CCR7 (6.8 vs. 25.8%; p=0.019), CD62L (24.9 vs. 45.7%;
p=0.038), and CD11b (29.6 vs. 70.4%; p=0.003). Further, a lower frequency of the activation and
proliferation markers CD25 (2.4 vs. 5.7%; p=0.035), CD27 (5.3 vs. 16.6%; p=0.031), CD28 (0.5 vs.
2.9%; p=0.002), and CD45RO (1.5 vs. 5.4%; p=0.023) were observed in the patients. Also, the pa-
tients had a lower frequency of NK receptors; NKG2D (69.1 vs. 85.8%; p=0.040), NKp30 (36.7 vs.
74.3%; p=0.004), CD158d (1.2 vs. 2.8%; p=0.065), NKG2A (22.6 vs. 39.8%; p=0.063), NKB1 (6.3
vs. 16.4%; p=0.005) and CD161 (31.2 vs. 68.6%; p=0.003). In contrast, the frequency of CD57+
(61.3 vs. 36.0%; p=0.013) NK cells was higher in the patients than in the healthy donors. In sum-
mary, NK cells in dasatinib-treated patients has similar phenotype to chronically activated NK cells,
characterized by terminally differentiated effector cells lacking homing receptors and KIR receptors.
Functional studies are ongoing to determine the cytotoxicity of these specific NK cell subtypes.
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SYMPOSIUM ON ADVANCES IN MOLECULAR
HEMATOLOGY - ERYTHROPOIESIS,

2503.

Molecular Heterogeneity and Diagnostic Challenges of Haemoglobinopathies in Dubai
Baysal E. (Genetics Center, Al-Wasl Hospital, Dubai - SAE; cestovné hrazeno z OPVK projektu UP:
reg. ¢. CZ.1.07/2.3.00/20.0164 a CZ.1.07/2.2.00/28.0088)

2415.

VHL mutations associated with congenital polycythemia

Lanikova L., Prchal T. J. (Department of Biology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky Uni-
versity, Olomouc — CZ; Division of Hematology, University of Utah and VA Health Care, Salt Lake
City - USA)

Von Hippel-Lindau (VHL) is a tumor-suppressor gene, mutations of which have been long recog-
nized to predispose to renal cancer, pheochromocytoma and other cancers. Notably, mutations
clustering at different position appear to favor certain tumor types. VHL is a negative regulator of hy-
poxia inducible transcription factors (HIFs). While HIF-1 plays a central role in cancerogenesis more
remains to be learned of the genesis of cancer and associated augmented hypoxic signaling. The
detailed study of pre-cancerous mutations and their progression, or lack-of-progression, to a cancer
phenotype provides such an opportunity. Two homozygous mutations located at the 3‘ portion of
the VHL coding region cause polycythemia but not VHL syndrome cancers: Chuvash VHL R200W
and Croatian VHL H191D. We recently found a second polycythemic Croatian VHL H191D homozy-
gote distantly related to the first propositus. Three generations of both families were genotyped for
analysis of shared ancestry. Biochemical and molecular tests were performed to better define their
phenotypes, with an emphasis on comparison with Chuvash polycythemia. The VHL H191D muta-
tion did not segregate in the family defined by the known common ancestor ~6 generations ago, as
the founder of this mutation. We show that EPO levels in homozygous VHL H191D individuals are
higher than in VHL R200W patients of similar ages, and their native erythroid progenitors, unlike
Chuvash VHL R200W, are not hypersensitive to EPO. We also described a new homozygous VHL
exon 2 mutation (VHL P138L) associated in the affected homozygote with congenital polycythemia
but neither she nor her heterozygous relatives have cancer. This contrasts with reports of other
heterozygous VHL mutations replacing the same amino acid residue VHL P138R, VHL P138T that
have been reported in tumors of VHL syndrome; i.e. renal cancer. We show that VHL P138L has a
perturbed interaction with HIF1a. Further, VHL P138L protein has decreased stability in vitro and
reduced affinity for HIF1a, resulting in a reduced rate of ubiquitination under non-hypoxic conditions.
Similarly to what was reported in Chuvash polycythemia, and some other instances of HIFs up-
regulation, VHL P138L erythroid progenitors are hypersensitive to EPO. These studies further define
the hematologic phenotype of VHL mutations associated with polycythemia and provide additional
evidence for phenotypic heterogeneity associated with the positional effects of VHL mutations.

2416.
The germline E846D JAK2 mutation from a patient with congenital polycythemia causes inc-
reased and prolonged activation of STAT5

Kapralova K., Horvathovéa M., Kuéerova J., Pospisilova D., Divoky V. (Ustav biologie LF UP, Olomouc;

Détska klinika, FN, Olomouc)

We have analyzed the erythropoietin receptor and hypoxia-sensing pathways in a young Czech pa-
tient with congenital erythrocytosis. Two heterozygous mutations, an E846D in JAK2 and a Q157H
in PHD2, were detected in the propositus; each being inherited from one parent. Both parents had
normal red blood cell parameters. The propositus exhibited an increase in hemoglobin level (172 + 5
g/l), with 5.6 + 0.2 x 10~ 2/I RBC count, plethora and splenomegaly. The test of the in vitro sensitivity
of erythroid progenitors to erythropoietin showed hypersensitivity for the patient’s erythroid progeni-
tors and slightly increased sensitivity of both parents’ samples when compared to normal controls.
Functional analyses of the E846D JAK2 mutation revealed no survival advantage but increased

and prolonged activation of STAT5 and prolonged activation of ERK1/2 when compared to wild-type
JAK2. The second Q157H PHD2 substitution was recently classified as a rare SNP. Our data sug-
gest that the mild functional impact of E846D JAK2 mutation may predispose to polycythemia and
in combination with other lesion(s) results in the full manifestation of the disease phenotype. Grant
support: GACR P301/12/1503, IGA MZCR NT/11208-4, LF UP grant LF_2013_010.

2421.

Repressive chromatin modifications of a key hematopoietic transcription factor PU.1 in MDS
indicate complex disruption of PU.1 transcription regulation.

Burda P, Vargova K., Dusilkova N., Jonasova A., Stopka T. (Ustav patologické fyziologie 1.1ékafské
fakulty UK, Praha; 1. interni klinika - klinika hematologie, 1. lékarska fakulta, UK v Praze a VFN,
Praha)

Introduction: Erythroid differentiation, process perturbed in Myelodysplastic syndromes (MDS), is
regulated by interplay between transcription factor GATA-1 (erythroid-megakaryocytic program) and
PU.1 (myeloid-lymphoid). PU.1 is down-regulated during erythroid maturation and its deregulation
blocks erythroleukemia differentiation. PU.1 gene transcription is regulated by coordination of distal
enhancers (including the upstream regulatory element, URE) with the proximal promoter. Deletion
of URE in mouse decreases PU.1 expression and causes AML. Chromatin modifications and DNA
methylation play central role in regulation of PU.1 expression. We have reported that 5-azacitidine
(AZA) demethylates PU.1 URE DNA accompanied by increased histone H3K9 acetylation and de-
creased H3K9 trimethylation all associated with increased mRNA and protein of PU.1 and sign
of cell differentiation. We herein provide chromatin immunoprecipitation (ChIP) data to document
histone modification of PU.1 gene locus in four AML/MDS derived cell lines and five high risk MDS
patients. We also provide new aspects of PU.1 gene regulation via GATA-1 binding to PU.1 enhanc-
ing regions in MDS, process preceded chromatin remodelation. Methods: Five patients (classified
according to WHO) represented rather advanced disease, three with AML transformation and two
RAEB |. Following AZA two patients achieved partial remission and three stable disease with hae-
matology improvement. All are long survivors with median OS more than 24 months. ChIP was
done on bone marrow cells depleted of B and T cells and on AML/MDS derived cell lines exhibiting
defect in myelopoiesis (OCI-M2, HEL, K562, SKM1). Results: We provide data that in MDS patients
the URE, enhancer (-12.5kb) and the PU.1 promoter are ~ 10 fold enriched with H3K9Me3 modi-
fication correspondingly to apparent DNA methylation status at URE. We found that these regions
are enriched by H3K27Me3 indicating involvement of additional repressive mechanisms. The same
regions were also characterized by inverted pattern of H3K9 acetylation. We also used AML/MDS-
derived cell lines and observed prominent overlap of the ChIP data. Furthermore, our experiments
using manipulation with GATA-1 levels in nucleus prove that GATA-1 repress PU.1 gene expression
in AML/MDS. GATA-1 binding to PU.1 is suspected mechanism preceding pathological repressive
chromatin and DNA methylation changes. Grants: GACR P-301/12/P380, UNCE 204021, PRVOUK-
P24/LF1/3, SVV-2012-264507.

2428.

GATA-1-mediated transcriptional regulation of Erythropoietin receptor (EpoR) gene is im-
paired by downregulation of Divalent metal transporter (Dmt1)

Cufik N., Burda P, Zikmund T., Savvulidi F., Horvathova M., Divoky V., Stopka T. (Institute of Patholo-
gical physiology, First Faculty of Medicine, Charles University, Praha; Department of Biology, Faculty
of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc)

Dmt1 is responsible for transfer of iron internalized by transferrin receptor across the membrane of
acidified endosome into the cytoplasm of erythrocytes. Patients carrying mutations affecting DMT1
expression suffer from severe microcytic anemia. Their erythroid progenitors are small, slowly grow-
ing and morphologically abnormal compared to progenitors derived from healthy controls. In vivo,
this defect can be rescued by stimulation of erythropoiesis by EPO. In vitro, addition of high doses
of EPO together with iron-saturated salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (a non-transferrin iron
donor) to the cultures significantly improved the growth of patient's DMT1-defficient erythroid pro-
genitors. That supposes that low expression of functional DMT1 in erythroid progenitors may in-
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terfere with some parts of EPO/ EpoR signaling. Process of growth, survival, differentiation and
maturation of erythroid progenitors is directed by transcription factor GATA-1. This process involves
active transcription of EpoR gene during erythroid commitment. Process of erythroid differentia-
tion is antagonized by pro-monocyte/granulocyte transcription factors PU.1 and CEBP/a. We used
mouse erythroleukemia (MEL) pro-erythroblast cells expressing inducible transgenes of GATA-1
(GER) or PU.1 (PUER) to elucidate mechanisms of EpoR regulation. We established that GATA-1
and PU.1/ CEBP/u regulate EpoR gene expression directly by recruitment on DNA. Expression is
regulated by GATA-1 and PU.1 in opposite manner and is accompanied by either enrichment or
depletion of active chromatin mark H3K9Ac at novel putative regulatory region of EpoR. We found
that Dmt1 downregulation by siRNA prevents activation of EpoR expression during GATA-1-induced
erythroid differentiation of MEL cells. Downregulation of Dmt1 diminishes GATA-1 expression and
consequently GATA-1-dependent activation of EpoR gene. To establish impact of Dmt1 deficiency
on EpoR expression in vivo we are currently using model of mk/mk mice with natural mutation of
Dmt1 affecting expression of properly maturated protein resulting in microcytic anemia. Our aim is
to isolate hematopoietic progenitors and cell populations in several stages of erythroid commitment
from bone marrows of mk/mk and wt mice via FACS sorter and determine expression of EpoR,
GATA-1 and PU.1 in cell populations of mk/mk and wt mice. Grants: P305/11/1745, P301/12/P380,
P305/12/1033, PRVOUK-P24/LF1/3, UNCE 204021, SVV-2012-264507, GAUK 251135 82210

2488.

MDS 5qg- and Diamond-Blackfan anemia - two different hematological diseases with the same
etiology of severe macrocytic anemia?

Pospisilova D. (Détska klinika FN, Olomouc)
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2477.
Sestra a jeji sou€asné postaveni, role, vize
Juraskova D. (VFN a 1. LF UK, Praha)

2325.
Supervizni program pro NLZP v adaptac¢nim procesu
Zitkova M., Spackova J. (Interni hematologické a onkologicka klinika, FN Brno a LF MU, Brno)

Uvod Pravidelna reflexe vlastni oSetfovatelské préce, ktera se bé&hem supervizniho procesu ode-
hréva v bezpecném, podpurném a pratelském prostredi, je nejlepsi zpusob, jak zvySovat kvalitu
poskytované péce a profesni dovednosti a také jak se naucit konstruktivné fesit problémy v kolektivu
pracovnik(l. Z téchto diivodd by se méla supervize stat soucasti adaptaéniho procesu pro nové
nastupujici pracovniky a také pro pracovniky v pracovnim procesu jiz zafazené. V ¢eském oSetro-
vatelském prostfedi neni dosud pojem supervize plné zazit. Metoda Na zakladé grantového ukolu
IGF 5/11 byl v roce 2012 realizovan supervizni program pro NLZP, ktefi prochazeli adaptacnim
procesem. V prvnim roce realizace jsme se soustfedili pfedevSim na stanoveni zékladniho ramce
realizace supervizniho programu, vytvoreni edukaéniho materidlu pro NLZP, realizaci superviznich
setkani a v neposledni fadé jsme se vénovali dal$imu prohlubovani vzdélani supervizort. Vysled-
ky V pribéhu roku 2012 bylo na konkrétnim pracovisti zrealizovano 25 superviznich skupinovych
setkani v celkovém rozsahu 34 hodin supervizni prace se 4 superviznimi skupinami. Supervizni
setkani trvalo v priméru 80 minut, primérny poéet zigastnénych NLZP byl 5. Ugast pracovniki
na superviznich setkanich byla 92%. Divody absence na setkanich byly také analyzovany. Super-
vizni skupiny byly vytvofeny z nové nastupujicich NLZP na dané pracovisté. Vzhledem k poctu nové
nastoupivsich pracovnikd byly postupné vytvoreny 4 supervizni skupiny. Zakladnim kritériem zara-
zeni do urcité skupiny byl podobny termin nastupu na pracovisté. Na zafazeni na konkrétni oddéleni
kliniky nebyl zamérné bran zfetel. K datu 31. 12. 2012 je v aktivnim superviznim programu zafazeno
27 NLZP. Zavér Zavedeni pravidelného rezimu supervizi pro NLZP v adaptacnim procesu si klade
za cil udrzeni patfi¢né urovné motivace pracovnikt, podporu osobnostniho riistu, upevnéni profesni
sebejistoty a také pfispéni k naplnéni jejich potfeb ve vztahu k praci.

2380.

Vyskyt plicnich a bronchialnich infekci u pacienttli po transplantaci krvetvornych bunék pro-
vedenych v pokojich s nebo bez HEPA filtrace vzduchu — kone¢né vysledky studie

Bystficka E., Vokurka S., Brandejsovéa R., Skardovéa J., Labudikova M., Pavlicova V., Zitkova M.,
Hrabankova-Navratilova D., Jindra P, Koza V., Indrak K., Maly J., Mayer J., Trnény M.
(Hematologicko-onkologické oddéleni FN, Plzeri; FN, Olomouc; FN, Hradec Kralové; FN, Brno;
VFN, Praha)

Uvod: HEPA filtrace vzduchu je doporugovana v pokojich pacientti bé&hem transplantaci krvetvornych
bunék, obzvlasté alogennich. V nékterych centrech vSak neni HEPA filtrace dostupna a transplantace
mohou byt bezpe¢né provadény nejspise i v pokojich bez HEPA filtrace vzduchu. Sesterska skupina
East Forum EBMT spolupracuje od 1/2010 na observaéni studii, ktera si klade za cil ovéfit vyskyt
plicnich a bronchialnich infekci u pacientt s ohledem na dostupnost HEPA filtrace v transplantacnich
pokojich. Metodika a pacienti: Sledovaci, prospektivni, multicentricka studie. Kazdy transplantovany
pacient spolupracujiciho centra je chronologicky zafazen do sledovani. K zaznamim dat jsou pfi-
praveny monitorovaci karty. Sledovani probiha od dne pfijeti pacienta k transplantaci do dne +100
po transplantaci. Definice: Plicni nebo bronchialni infekce = klinicka (napf. kasel, dusnost) nebo radio-
logicka (RTG, CT) znamka plicni nebo bronchialni infekce spole¢né se zvySenou télesnou teplotou
a/nebo zvySenym CRP. Vysledky: Od 1.2010 do 6.2012 bylo do sledovani zafazeno 689 pacient(.
Jediny dllezity a témér statisticky vyznamny rizikovy faktor pro rozvoj pneumonie (p = 0,05) byla 1é¢-
ba GVHD kortikosteroidy. Nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil v celkové mortalité do dne
+100: 14% na pokojich s HEPA filtraci vzduchu a 17% bez HEPA filtrace (p = 0,6) z celkového podtu
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rozvinutych pneumonii. Zavér: Incidence pneumonie do dne +100 u autolognich HSCT je obecné
velmi nizka a autologni HSCT mohou byt bezpeéné provadény na dvoullzkovych pokojich bez filtrace
vzduchu. Dvakrat vice pneumonii bylo pozorovano u alogenni HSCT, zejména u pacientl lé¢enych
kortikosteroidy, s vysokou mirou umrtnosti a pfevladajici mykotické etiologie. Nebyl prokazan rozdil
mezi pacienty lé¢enymi na pokojich s HEPA, nebo bez HEPA filtrace vzduchu.

2355.

Retrospektivni, monocentricka analyza vyskytu nezadoucich G¢inkl v souvislosti s celotélo-
vym ozafenim u dospélych

Spackova J., Zitkova M., Muzik J., Maligkova D. (Interni hematologické a onkologicka klinika LF MU
a FN, Brno; Institut biostatistiky a analyz MU, Brno)

Uvod: Celotélové ozateni (TBI) je standardni lé&ebnou metodou v ramci multidisciplinarniho pfi-
stupu pfi allogenni transplantaci krvetvornych bunék. Pacienti, ktefi celotélové ozafeni podstoupi,
maiji zvy$ené riziko vzniku akutnich nezadoucich aginkd (NU). Metody: Do této studie byli zahrnuti
pacienti Ié¢eni TBI v rezimu jednorazového ozareni v davce 4 Gy v letech 2008 az 2012. Veskeré
Udaje o lé¢bé byly shromazdény retrospektivné ze zdravotnické dokumentace pacientt jednoho pra-
covisté. Data byla zpracovana frekvenéni analyzou v pfipadé kategorialnich parametrii a odhadem
priméru, medianu a rozsahu hodnot u spojitych parametrd. Asociace kategorialnich parametrd byla
testovana pomoci Fisherova exaktniho testu, Ke statistickému zpracovani dat byl zvolen Fishe-
riv exaktni test, (hladina vyznamnosti p < 0,05. a=0.05). Vysledky: Analyza akutnich nezadoucich
ucinkud byla provedena celkem u 100 pacientt > 20 let, u kterych bylo v rdmci pfipravného rezimu
provedeno TBI.V souboru bylo 54 muz( a 46 Zen ve véku 20 - 63 let. Ve vétsiné pripadl se jednalo
o nemocné s diagnézou leukemie (AML 51 %, CLL 13 %, CML 3 % a ALL 2 %). Akutni NU byly zji$-
tény u 85 pacientl, primérny vék 47 (20; 63) let. Kumulativni incidence (Cl) do dne 30 po TBI byla
zjiSténa v 62 % prljem, 39 % kozni toxicita, 29 % nechutenstvi, 18 % zvraceni, 13 % oropharyn-
gealni mukozitida, 12 % nevolnost, 12 % Unava, 12 % venookluzivni choroba jater, 8 % bolest, 2 %
psychické zmény. Pii podrobnéjsi analyze koznich NU bylo zji§téno jejich trvani v primérné délce
5,3 (1; 18) dni s nastupem v praméru 2,9 (0; 11) dny od TBI (TBI = den 0). Kozni zmény byly zazna-
menany u 39 % nemocnych, nejéastéjSim kombinovanym postizenim byly oblasti dlané, plosky a ge-
nitalu (9 % v8ech pacient(, 23,1 % pacientd s koznimi zménami). Prijem se nejcastéji vyskytl 1 den
po TBI, s medidnem trvani 4 (1; 18) dny. Pfi statistickém zpracovani byl zjistén statisticky vyznamny
rozdil (p = 0,002) v Cl prtjm0 u Zen (78,3 %) a u muzu (48,1 %). Rovnéz nechutenstvi u nemocnych
ve véku 50 a vice let se vyskytlo statisticky vyznamné ¢astéji nez u nemocnych ve vékové kategorii
mlads$ich 50 let (p mensi 0,001). Zavér: V rdmci nadeho retrospektivniho sledovani jsme zazname-
nali vyznamny vyskyt nezadoucich G¢inkd. Zjisténé nezadouci ucinky mohou byt zplsobeny nejen
vlastnim TBI, ale kombinaci mnoha faktor(, ke kterym Ize zafadit pfipravny rezim, pfevod krvetvor-
nych bunék, komorbidity a dal$i, kterym se v budoucnu chceme podrobnéji vénovat.

2353.

Ovlivnéni nevolnosti a zvraceni pomoci antiemetika palonosetron (Aloxi) pfi autologni
transplantaci krvetvornych bunék po pripravé s Alkeranem

Hartl P, Brandejsova R., Kolerusova P., Bystficka E., Vokurka S. (Hematologicko-onkologické odd.-
-AUTO JIR, FN, Plzeri)

Uvod: Davkovana chemoterapie s Alkeranem a naslednou autologni transplantaci krvetvornych bu-
nék je doprovazena nevolnosti a zvracenim. Palonosetron (Aloxi) je moderni antiemetikum s protra-
hovanym efektem ucinku. Cil: Ovéfit efekt palonosetronu (Aloxi) v pfipadé aplikace v den infuze
vysokodavkovaného Alkeranu. Metodika: Prospektivni sledovani, monitorovaci karta, sledovani vy-
skytu nevolnosti a/nebo zvraceni v intervalu do 24,48,72,96 a 120 hodin, nutnost dopInéni jiného
antiemetika, nezadouci ucinky, spokojenost pacienta a zdravotniku. Palonosetron (Aloxi) 1 amp. i.v.
aplikovana v den -1 (rano) pred aplikaci Alkeranu. Vysledky: Pocet pacientt 9 (muzi 6, Zzeny 3), dg.
mnohocéetny myelom, autologni transplantace v 1-2/2013. Nevolnost pfi chemoterapii v minulosti
7/9 (77%), obava z rozvoje nevolnosti 3/9 (33%), rozvoj nevolnosti do 120h (do dne +3)u 6/9 (66%)
pacientt,zvraceni do 120h u 4/9(44%), potfeba doplnéni antiemetik u 5/9 (55%), pozorované neza-
douci ucinky zadné, spokojenost pacienty: velmi spokojen 56%, spokojen 22%, nespokojen 22%,

spokojenost o$etfujicich: velmi 44%,spokojen 33%, nespokojen 22%. Zavéry: U prvnich 9 pacientd
jsme ovéfili efekt palonosetronu na ovlivnéni nevolnosti a zvraceni po emetogennim vysokodavko-
vaném Alkeranu. Po dobu 5 dni sledovani nedoslo k rozvoji zvraceni u poloviny pacient(i. Nevolnost
pocitily dvé tretiny pacientl. Pfi selhani Ié¢by bylo doplnéno dal$i antiemetikum (vétSinou Degan
i.v.). Celkové spokojenost s kontrolou nevolnosti/zvraceni vyjadrilo 78% pacientd. Palonosetron pro-
kazal efekt bez vedlejsich ucinku.

2332.
Faktory ovliviiujici pouzivani perifernich zZilnich katetrt
Koufilova P., Zitkova M. (Interni hematologicka a onkologicka klinika FN, Brno)

Uvod: Ptedpokladem Usp&sné onkologické lééby je mimo jiné zajisténi kvalitniho Zilniho ptistupu.
V nasich podminkach predstavuje periferni Zilni katetrizace (dale PZK) jednu z nejéastgji vyuziva-
nych moznosti pro nitrozilni aplikaci l1é€iv. Vykon katetrizace v¢etné délky bezpeéného zavedeni je
metodicky upraven standardnim o$etfovatelskym postupem, vychazejicim z doporué¢eni CDC, dale
se Fidi pokyny vyrobce a klinickymi projevy. Metoda: V obdobi 4-5/2012 byla na naSem pracovisti re-
alizovana prospektivni monitorovaci studie 500 pfipad(i zavedenych PZK. Cilem vyzkumu bylo zma-
povat aspekty uplatfujici se v souvislosti s pouzivanim téchto katetr(l. Ziskana data byla zpracovana
frekvencni analyzou v pripadé kategorialnich parametrl a odhadem priméru, medianu a rozsahu
hodnot u spojitych parametr(i. Asociace kategoridlnich parametrd byla testovana pomoci Fischerova
exaktniho testu. Vysledky: Soubor tvofilo 64,2 % pfipadil zavedenych PZK u nemocnych s hema-
toonkologickou diagnézou, 20,4 % s onkologickou dg. a v 15,4 % pfipadd nemocnych s ostatnimi
diagn6zami. Primérna délka pouziti katétru byla 4,2 dny (median 4 dny). Ddvodem ukonéeni katet-
rizace byla v 56,6 % nepotfebnost, 27,4 % nefunkénost systému, v 7 % byla realizovana pravidelna
vyména PZK, v 5,6 % ptipad( byla paravenézni aplikace 1é8iv a v 3,4 % byla infekce. Pii hodnoceni
tize flebitis dle Maddonovy $kaly byl v 83,4 % zjistén stupefi 0, st. 1 v 8 %, st. 2 u 5 % PZK a st.
3 u 3,6 %. Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v délce trvani katetrizace a tim se stal realnym
vysSi (p < 0,001), nez u nemocnych, ktefi protizanétlivé Iéky nedostavali. Pfi hodnoceni Maddonovy
Skaly tize flebitis pfi ukonéeni byl vyskyt stupné 0 statisticky vyznamné vy$si (p < 0,001) u pacientd,
kterym byla aplikovana chemoterapie, nez u nemocnych, ktefi chemoterapii neméli. Pfi srovnani
vyskytu raznych stupritt Maddonovy $kaly tize flebitis se ukazalo, ze na vzniku stupné 2 a 3 maji
vyznamny podil pfipravky s niz§im pH nez 5 a s vy$8im nez 9. Zavér: V ramci naseho vyzkumu byly
zjiStény zajimavé a pfinosné informace, se kterymi je tfeba dale pracovat, napf. rozpracovat vliv
samotného pacienta na délku trvani katetrizace a mozné komplikace s ni spojené. V praxi je nutné
vnimat rizika i omezeni, kterymi je PZK doprovazena, véetné snizeni kvality Zivota pacient( a vlivu
na periferni zilni fond nemocného.
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2301.

Myty a realita pracovnich hodnot vSeobecnych sester

Ivanova K., Vévoda J., Juri¢kova L., Tuckova D. (Ustav socialniho Iékarstvi a zdravotni politiky, Lékar-
ska fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc)

Zameéstnavatelé ve zdravotnictvi jsou nuceni hledat nové nemonetarni cesty k pracovni motivaci
zdravotnich sester. K tomu je nezbytné znat nejen soucasné pracovni hodnoty zdravotnich sester,
ale zejména ty pracovni hodnoty, které maiji stabilitu v ase, byly pro sestry dllezité v minulosti, jsou
pro né dulezité v soucasnosti a umozriuji predikovat zplisob motivace i do budoucnosti. Jak ukazuji
vyzkumy v zahrani¢i (Adams, 2000, Sveinsdottir et. al., 2006, De Cooman et. al., 2008) a opakované
vyzkumy v CR (Juriékova 1999 a 2004, Vévoda, Ivanova 2004, 2006, 2011) pracovni spokojenost
sester je zaloZena zejména na jejich schopnosti dostat poZzadavkidm své profese. Nejvy$si pracovni
prioritou je pro né profesionalni role zdravotni sestry. K tomu, aby mohly dobre délat svoji praci, po-
tfebuji mit podporu zaméstnavatele se zajmem o zvySovani kvality oSetfovatelské péce. Je mozno
tedy konstatovat, Ze tradi¢ni podstata a obsah prace sester (tj. prace samotna) byla a je pro né stale
motivacni i v sou€asnosti. Jednani ve prospéch druhych lidi a péce o pacienty jsou stale nejvyssi-
mi motivatory pro profesionaly v o$etfovatelstvi, a Ize pfedpokladat jejich vyznam i v budoucnosti.
Zdravotni sestry jsou specifickou socialni skupinou, stejné jako Iékafi, ktera je ovlivnéna poslanim
zdravotnictvi, pe€ujicim povolanim, které prekracuje bariéru lidského soukromi i lidského téla, statu-
sem a roli zdravotnickych pracovnikd, ktera je véetné celozivotniho vzdélavani dana zakonem. Kon-
tinualni vzdélavani sester je nejen pozadavkem ale i povinnosti zalozenou na kreditnim systému,
jenz je kontrolovan v ramci vydavani osvédceni k vykonu povolani bez odborného dohledu. Cilem
pfispévku je dolozZit, Ze prace samotné je pro zdravotni sestry motivujici bez ohledu na aktudlni
socioekonomické poméry. Tyto pracovni hodnoty vychazeji z evropské kultury, zalozené na huma-
nismu a kfestanském milosrdenstvi. Projekt Podpora lidskych zdroju ve VaV nelékarskych zdravot-
nickych oborl Fakulty zdravotnickych véd UP Olomouc. Registra¢ni ¢islo: CZ.1.07/2.3.00/20.0163.

2294.
Vyuziti radiofrekvencni identifikace ( RFID) pfi pfipravé a aplikaci chemoterapie
Vykoukalova E., Kocourkova J., Ciprova T. (Masaryktv onkologicky ustav, Brno)

V roce 2011 byla v Masarykové onkologickém Ustavu Brno ( MOU) ukonéena realizace unikatni-
ho projektu - zavedeni technologii RFID do procesu pfipravy a podavani chemoterapie za podpo-
ry Ministerstva mléddeze, Skolstvi a télovychovy v ramci Narodniho programu vyzkumu II. NPVII
€.2C06024. Doslo tak k zautomatizovani a zpfesnéni diléich operaci pfi pfipravé chemoterapie a pfi
jeji aplikaci pacientovi. V kterykoliv ¢as je mozné zjistit, kdo, kdy a jak s l1éCivem nakladal. Podafilo
se zefektivnit monitorovani pohybu osob v kontrolovaném pasmu a ziskat podklady k vyhodnoceni
profesni zatéze zaméstnancl v kontrolovaném pasmu. Diky realizaci projektu se odstranila kriticka
mista v celém procesu pfipravy a podavani chemoterapie. NemUze dojit ke zdvojeni davky opakova-
nym pfidanim léciva do infuzniho vaku nebo k zaméné léciv v ramci pfipravy pro jednoho pacienta
ani k aplikaci pfipraveného lé¢iva nespravnému pacientovi. Pfi pfipravé a aplikaci chemoterapie
se v MOU pracuje se tfemi informaénimi systémy. Nemocniéni informaéni systém (NIS) eviduje
informace o pacientech a probiha v ném sprava chemoterapeutickych rezimd a predepisovani tera-
pie. Lékarensky informaéni systém (LIS) je standardnim informacnim systémem bézné pouzivanym
v lékarnach, jen je v tomto pfipadé vybaven dal$imi funkcionalitami umoznujicimi aktivni podporu
pfipravy, evidenci osob, apod. Informaéni systém pro aplikaci terapie (AIS) slouzi sestram na staci-
onéafi pfi aplikaci chemoterapie a byl vyvinut specialné pro projekt. VSechny tfi informaéni systémy
jsou navzajem propojeny, navzajem si pfedavaji informace, ukladaji je a umoznu;ji jejich prohlizeni.
Po vytisténi protokolu Ize pfesné zjistit, kterd osoba v jaky ¢as s Ié€ivem u konkrétniho pacienta pra-
covala. Dale jaky zdravotnicky pFistroj byl pouzit, jaky zilnim vstupem byla chemoterapie aplikovana,
zda pred, pfi a po aplikaci byly detekovany a feSeny subjektivnimi nebo objektivni potizemi pacienta.
RFID technologie se v MOU po ukon&eni projektu jiz b&Zné pouziva pfi aplikaci chemoterapie v am-

bulantni ¢asti a byla rozsitfena i pro aplikaci ostatnich podplrnych Iégiv. V tomto roce se planuje po-
stupné zavadéni a vyuziti RFID technologie pfi aplikaci chemoterapie u hospitalizovanych pacientu.

2278.
Edukacni staz v Maastrichtu
Krpatova J. (Klinika nemoci koZnich a pohlavnich, FN, Hradec Kralové)

Nadace prof. Zdefika Zadaka mi umoznila absolvovat edukacni staz v AZM Maastricht,byla jsem
vybrana spolu s dal$imi 6-ti kolegynémi z CR. Staz se uskute¢nila v terminu 28.10. - 2.11.2012. Po
celou dobu staze v AZM se nam vénoval manzer pro systém vzdélavani pan Dewalqg. Nejprve nas
seznamil s historii nemocnice, s cili nemocnice, se systémem vzdélavani a po té nas proved! celou
nemocnici. Navétivili jsme také nové dokonéenou budovu O¢éni kliniky, ktera byla velice vkusné ba-
revné feSena. Tym jednotlivych klinik a oddéleni ma moznost ovlivnit barevnost prostredi ve kterém
pracuji. Vedeni nemocnice ma kladny vztah k umeéni a cela nemocnice je velice vkusné zafizena
a nechybi zde nadherné obrazy, plastiky a fotografie. Cela nase skupina byla nadSend z pojizdnych
vozik( pro pacienty, které byly k dispozici u vchodu do nemocnice, na parkovisti pfed nemocnici
tak, jako u nas , kosiky , v supermarketu. Béhem dalSich dnl jsme postupné navstivili oddéleni
kardiologie, pohotovost, dialyzu, dostatek ¢asu byl vénovan onkologickému stacionafi, jednodenni
chirurgii a méli jsme moznost shlédnout i Iizkové oddéleni pro dospélé pacienty. Na oddélenich je
vesSkera medikace chysténa centralné, na daného pacienta s vlastnim ¢arovym kédem totoznym
na identifikaénim naramku pacienta a sestra do pocitace scanuje kéd, je tedy jasné dano kdo Iék
podal a v kolik hodin, nedochdzi tedy ke ztratdm a zaméné 1ékd.Veskeré zadznami se provadéji
pfimo do pojizdného pocitace. V sou¢asné dobé vedeni nemocnice uvazuje o zakoupeni iPadl pro
personal k zaznamenavani do dokumentace pacientd. Co mne velice zaujalo byla kompletni Cisticka
a susicka na lGzka a no¢ni stolky, dokonce na pohotovosti méli viastni myc¢ku a susi¢ku na dlouhé
voziky. LlZka a stolky se tak na oddéleni dostavala ¢ista a povlec¢ena. Dale mne zaujal systém vy-
deje personalniho pradla pomoci ¢ipové karty. Kazdy zaméstnanec ma narok na dvé ¢isté uniformy
denné, pradlo je ¢ipované a zaméstnanec si uniformu vyzvedava centralné v automatu na €ipo-
vou kartu, dle své profese i velikosti dostane tu spravnou uniformu. Také je sledovano jak ¢asto si
zaméstnanec uniformu méni a z jakého pracovisté ji posila. Nedochazi tak ke ztratdam a zaméné
personalniho pradla.Cela staz byla velice zajimava a pouc¢na.

2362.
Primarni systémova AL-amyloid6za
Gregorova M. (lll. interni klinika FN, Olomouc)

Primérni systémova AL-amyloid6za — popis pfipadu Napini prace je kasuistické sdéleni popisujici
prabéh onemocnéni u pacienta s AL amyloidézou. Primarni AL- amyloid6za je vzacné systémové
onemocnéni charakterizované nadmérnou tvorbou nerozpustnych fibrilarnich bilkovin. Tyto bilko-
viny jsou tvofeny monoklonalnimi lehkymi fetézci imunoglobulinu ve formé AL-amyloidu, ktery se
nasledné uklada v radé organli a tkani a miZze zpusobit jejich poruchy nebo az selhani. U ne-
mocnych se obvykle AL amyloidéza manifestuje nespecifickymi pfiznaky spojenymi s poklesem
krevniho tlaku (synkopalni stavy, slabost) v ramci projev( postiZzeni srdce, paresteziemi koncetin pfi
postizeni perifernich nervd, nefrotickym syndromem az ledvinnym selhanim pfi ukladani amyloidu
v ledvinach, pfipadné zazivacimi potizemi (prdjem, zacpa, malabsorpce, makroglosie) pfi postizeni
zazivaciho traktu. Diagnéza se opira o stanoveni hladiny volnych lehkych fetézct imunoglobulinu
v séru, nezbytnou soucasti je ale histologické ovéfeni pfitomnosti amyloidu ve vzorku postizené
tkané (jazyk, podkozni tuk, kostni dfefi, myokard) pomoci specialniho barveni konzskou Eerveni.
Lécba onemocnéni byva je slozita a vyzaduje mnohamésiéni podavani chemoterapie,v sou¢asnosti
i chemo-imunoterapii. Progn6za onemocnéni zavisi na rozsahu postizeni, nej¢astéjsi limitaci byva
postizeni myokardu.

2315.
Plazmaferéza- rozSireni variability separatoru Trima Accel
Hlavkova E., Chmelova S., Entrova A., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc)
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Uvod: V lofiském roce byla ¢innost TO FN Olomouc rozsifena o afereticky odbé&r plazmy na pfistroji
Trima Accel. Novy Plasma - Only Collection (Multiplasma) set umoznuje samostatny odbér 1-4
jednotek plazmy. Vyhodou je uzavieny systém setu. Plazma je odebirana do 4 sbérnych vaku, které
jsou plnény rovnomérné po celou dobu procedury. Po ukonéeni separace neni nutna dal$i manipu-
lace s vaky. Metodika: V bfeznu 2012 byl na naSem pracovisti zahajen zkuSebni provoz nového setu.
Odbéry jsme provedli na tfech pfistrojich Trima Accel V 6.0.V ramci zkuSebniho provozu byla hod-
nocena vlastni procedura, kvalita produktu a moznost za¢lenéni nové procedury do provozu naseho
pracovisté. Vysledky: Po nastaveni konfigurace nové procedury a parametrl pro separaci plazmy
nasledovalo zaskoleni personalu. Zkusebni provoz probéhl na tfech separatorech Trima Accel V
6,0. V ramci zkuSebniho provozu bylo provedeno 36 separaci (3x12 odbért), odebirany 4 jednotky
plazmy, darci muzi s primérnou hmotnosti 90kg (70 - 105kg) a hematokritem 0,44 (0,40-0,49).
Prdmérna doba odbéru byla 45 minut (38 - 68 minut), primérny objem jedné jednotky plazmy cinil
210 ml. VSechny produkty splfovaly jakostni poZzadavky na karanténni plazmu. Zavér: Novy Plasma
Only Collection (Multiplasma) set zvySuje moznosti vyuziti separatoru Trima Accel. Separatory Trima
Accel jsou na naSem pracovisti pfednostné vyuzivany pro multikomponentni odbéry trombocytu.
Novy set vhodné doplriiuje nabidku procedur, maximalizuje vyuziti pfistroji béhem celé pracov-
ni doby a optimalizuje chod aferetického pracovité. Stejna zakladni konfigurace odbérového setu
neklade zvySené naroky na zaskoleni personalu. Nabizi moznost navySeni produkce karanténni
plazmy z aferézy a efektivnéjsi uvolfiovani této plazmy z karantény. Odbér 4 jednotek plazmy bez
nutnosti dal$ich naklad(i a nasledné manipulace s vaky, sniZuje riziko kontaminace produktu a kom-
penzuje vy$si ekonomickou naroénost setu.

2361.
Edukacni program na HOK
Hrabgéikova Z., Vitkova J., Labudikova M., Fisarova S. (HOK FN, Olomouc; ONP FN, Olomouc)

V roce 2010 byl ve FN Olomouc zahajen edukaéni program, ktery vede ke sjednoceni a posileni
iniciativ vedoucich k informovani pacientt, pfibuznych i vefejnosti v oblasti edukace a prevence proti
nemocem. Hematoonkologickd onemocnéni a Iééba chemoterapii event. transplantaci perifernich
kmenovych bunék vyvolavaji nejistotu, strach a obavy z budoucnosti. Proto je dilezité, aby pacienti
meéli dostatek adekvatnich informaci, které jim pomohou Iépe zvladnout problémy souvisejici s je-
jich onemocnénim a naro¢nou lé¢bou. Z tohoto dilvodu se edukace pacienta stava neoddélitelnou
soucasti 1é¢ebného procesu a je zaméfena na rozsifeni védomosti v souvislosti s onemocnénim
a jeho lécbou. Do edukacniho programu HOK Olomouc byla zafazena tato témata: chemoterapie,
invazivni vstupy, vyziva pfi chemoterapii, transplantace perifernich kmenovych bunék, psychosocial-
ni a spiritualni péce, internet pro pacienty. V roce 2012 bylo celkem edukovano 221 pacientl v 356-ti
tématech. Z toho bylo o chemoterapii v tomto roce edukovano 81 pacientd, o invazivnich vstupech
35 pacientu, o vyzivé pfi chemoterapii 104 pacientt, o transplantaci perifernich kmenovych bunék
105 pacientll a o psychosocialnich a spiritudlnich moznostech a internetu pro pacienty bylo eduko-
vano 31 pacient(. V roce 2011 bylo celkem edukovano 38 pacientl v 87-ti tématech. V roce 2011
se edukacéni program teprve rozjizdél, vypracovavali jsme edukaéni materialy-brozury k jednotlivym
tématim, které jsou soucasti vlastnich edukaci, proto je pocet provedenych edukaci v tomto roce
tak nizky. Na nasi klinice zajiStuji edukace 2 edukaéni sestry. Jedna je uréena pro transplantaéni
jednotku a jedna pro JIP a standardni oddéleni, na kterém neni objem edukaci tak velky vzhledem
ke spektru diagnéz hospitalizovanych pacientll. Edukaéni sestra na transplantaéni jednotce pro-
vadi edukace pred planovanym pfijetim a opakované prvni den hospitalizace. Edukace o vyZivé u
transplantovanych pacientd nasleduje po pfipravném rezimu chemoterapii. Vyznam edukace paci-
entl neni zanedbatelny. Dostate¢né a spravné informovany pacient mize predejit moznym kompli-
kacim v pribéhu Ié¢by a zkratit si tak pobyt v nemocnici na dobu nezbytné nutnou.

KONFERENCE OSETROVATELSTVI A ZDRAVOTNICH
LABORANTU - ZDRAVOTNI LABORANTI 1,

2366.

Diferencialni diagnostika lymfocyt6z na morfologické laboratofri

Mikulenkova D., Simeckovéa R., Campr V. (UHKT, Praha; Ustav patologie a molekulédrni mediciny pfi
2. LF, Praha)

Lymfocytéza je pfitomnost zvy$eného mnozstvi lymfocytll v hodnotach krevniho obrazu (KO), a/
nebo v natéru periferni krve (PK), které je nad normu danou vékem a event. i pohlavim. P¥icin je
mnoho (virovd onemocnéni, nékteré bakterialni infekce, nékteré pfechodné reaktivni stavy, auto-
imunitni stavy), se zmnozenim lymfocytl ¢i prfesnéji lymfoidnich bunék se setkavame i u hematoon-
kologickych onemocnéni, které mohou mit akutni &i chronicky charakter. Morfologie patologickych
lymfocytd je pro nékteré nozologické jednotky typicka (napf. pro vlasatobunécnou &i chronickou
lymfocytarni leukemii), avSak u vétSiny onemocnéni je diagnosticka vaha polozena na klonalni pato-
logicky imunofenotyp a suspekci na diagnézu potvrdi laboratof priitokové cytometrie (FCM). Vstupni
vySetfeni natéru PK ¢i aspiratu kostni dfené (KD) ale mize vyznamné napomoci v rozhodnuti, jaké
markery na laboratofi FCM vySetfit, ¢i mize upozornit na pfitomnost lymfoproliferativniho onemoc-
néni. Morfologické hodnoceni natéru PK a KD tedy stale zlistdva zakladni vySetfovaci metodou
i v dobé rozmachu subcelularnich vySetfovacich metod.

2290.
Myelodysplasticky syndrom — diagnosticky atlas
Plicka L., Vodi¢kova E., Hochova |. (Oddéleni Klinické Hematologie, FN Motol, Praha)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je zavazné onemocnéni, které pfedstavuje vyznamnou kapitolu
onkohematologie. Onemocnéni je zavazné nejen prognézou ale ¢asto i diagnostickymi rozpaky.
PFitom rychlé a spravné uréeni diagndzy a stanoveni prognézy je zakladem volby optimalni |é¢ebné
strategie. Morfologie zlstava v popfedi diagnostickych vySetfovacich metod. Spravné zhodnoceni
dferiového nalezu a rozpoznani typickych morfologickych abnormalit jsou pro uréeni diagnézy MDS
nezastupitelné. Autofi se rozhodli znovu, tentokrat v internetové podobé, vydat morfologicky atlas
MDS. Vyuzili véech vyhod, které internetové aplikace poskytuiji.

2345.
Morfologie megakaryopoezy a jeji typické rysy u nékterych hematologickych onmeocnéni
Simeckova R., Mikulenkovéa D., Campr V. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Morfologie megakaryopoezy a jeji typické rysy u nékterych hematologickych onemocnéni. R. Si-
meckova, D. Mikulenkova, V. Campr Morfologicko — cytochemické laboratof, UHKT, Praha Megaka-
ryocyty jsou nejvétsi bunky kostni dfené. Zakladnim vyvojovym elementem megakaryopoezy je plu-
ripotentni kmenova burika, kiera se prfes myeloidni unipotentni kmenovou burku, megakaryoblast
a promegakaryocyt diferencuje ve zraly megakaryocyt, z jehoz granularni cytoplazmy se odstépuji
desticky. Pro néktera hematologickd onemocnéni je morfologie megakaryocytl typicka a jeji sprav-
né zhodnoceni v kontextu s nalezem v krevnim obraze (KO) mGze pfispét ke spravnému stanoveni
diagnézy. Patologickd morfologie megakaryocytl je typicka pro néktera myeloproliferativni onemoc-
néni. , Typicky“ atypické mensi hypolobul izované formy v bohaté zastoupené celé fadé nachazime
u chronické myeloidni leukémie (CML) v chronické fazi. Pro polycytemické stadium polycytemia
vera (PV) je typicka bohaté zastoupena megakaryocytarni fada s pfitomnosti malych hypolobu-
lizovanych forem az po elementy obrovské s hyperlobulizovanymi jadry. U priméarni myelofibrézy
(PM) v prefibrotickém stadiu jsou megakaryocyty velké az gigantické s vice lobulizovanym jadrem,
Casto jsou pfitomna i hold jadra a mlize byt patrny i vyraznéj$i clumping chromatinu. V pokrocilém
fibrotickém stadiu PM mlzeme v hypocelularnim aspiratu kostni diené (KD) i v natéru periferni
krve (PK) nachazet hola jadra megakaryocytd, jejich mikrofomy i mladsi vyvojové elementy. Bohaté
zastoupena fada se shluky desti¢ek a s velkymi hyperlobulizovanymi megakaryocyty s prostor-
nou cytoplazmou je typicka pro diagnézu esencialni trombocytémie (ET), €asto mlze byt pfitomna
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i emperipoléza. Dysplastické rysy jader megakaryocytd (hypolobulizace, monolobularni formy, po-
Cetnéjsi separovana jadra, mikroformy) nachazime u myelodysplastického syndromu (MDS), my-
elodysplasticko/myeloproliferativnich onemocnéni (MDS/MPS), ojedinéle i u akutnich myeloidnich
leukemii (AML). U imunitné podminénych trombocytopenii je v megakaryopoeze patrna porucha
odstépovani desti¢ek z cytoplazmy pfi bohaté zastoupené celé fadé. Zhodnoceni megakaryopoezy
je soucasti cytologického vySetieni aspiratu kostni dfené a orientaéné mize pfispét v diagnostické
rozvaze, k definitivnimu stanoveni diagnézy je nutné histologické a téz subcelularni vySetfeni (cyto-
genetika, molekularné genetika).

2326.
Moznosti monitorovani protidestickové terapie
Dytrychova V., Fatorova |., Smolej L. (IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové)

Antiagregacni l1écba je zamérena na omezeni shlukovaci schopnosti krevnich desti¢ek. V soucas-
nosti dostupné protidesti¢kové Iéky interferuji s riiznymi kroky aktivacnich procest, véetné adheze,
uvolfiovaci reakce nebo agregace a snizuji riziko arterialni trombdzy, ale mohou zvysit riziko krvace-
ni pfi jejich pfedavkovani. Nedostate¢na laboratorni odpovéd na protidesti¢kovou Ié¢bu je prikazem
neschopnosti protidesti¢kového léku inhibovat cil svého plsobeni. Jde tedy o neschopnost léku
zablokovat receptor, na ktery je tento Iék specificky cilen. Mechanismy antiagregacni 1é¢by zahr-
nuji: a) blokaci cyklooxygenazy-1 (COX — 1, ucinek kyseliny acetylsalicylové), b) blokaci destiko-
vého receptoru P2Y12 (Ucinek klopidogrelu, prasugrelu), c) blokaci receptoru glykoproteinu llb/llla
(monoklonalni protilatka abciximab). Pro sledovani antiagregaéni 1é€by, Ize vyuzivat rizné principy
méfeni:, jako je opticka agregometrie (APACT 4004), impedanéni agregometrie (Multiplate), systém
PFA — 100 ¢i méfeni adheze krevnich desti¢ek (Impact — R). Cilem této prezentace je poskytnout
informace o moznostech monitorovani protidestickové terapie. Prace byla podpofena vyzkumnym
zamérem MZO 00179906 MZ CR.

2327.
Laboratorni diagnostika protilatek typu lupus antikoagulans
Tuckova G., Sadilek P, Smolej L. (IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové)

Antifosfolipidovy syndrom je autoimunitni onemocnéni zplisobené tzv. antifosfolipidovymi protilatka-
mi (nazyvanymi také lupus antikoagulans), namifenymi proti negativné nabitym fosfolipidovym povr-
chdm ¢&i proteindm vazajicim fosfolipidy. Pfitomnost téchto protilatek je spojena s tendenci k zilnim
a tepennym tromb6zam, ¢asto v neobvyklych lokalizacich, u Zzen dochazi ke spontannim potratdim,
vzacné ke krvaceni. RGznorodost klinickych pfiznakd prameni z obrovské heterogenity antifosfoli-
pidovych protilatek, které plisobi na hemostazu v rliznych mistech, zejména na urovni endotelu,
systému proteinu C ¢€i v rdmci primarni hemostazy. Pro diagnézu antifosfolipidového syndromu je
nutny souéasny vyskyt alespor jednoho klinického a jednoho laboratorniho kritéria (Myiakis et al.,
J Thromb Haemost 2006). V laboratorni diagnostice lupus antikoagulans se vyuziva schopnosti
antifosfolipidovych protilatek in vitro prodluzovat testy zavislé na fosfolipidech. Laboratorni diagnos-
tika je problematicka, pfedevsim z divodu, Ze neexistuje 100 % citlivy screeningovy test, v pfipadé
krokem laboratorni diagnostiky lupus antikoagulans je spravné zpracovani vySetfované plazmy.
K vySetfeni je potfeba pouzit prakticky bezdesti¢kovou plazmu, na jejiz kvalité zavisi vysledek celé
diagnostiky. Pfi Spatném zpracovani vzorkd ¢asto vznika riziko fale$né negativnich vysledkd. Cilem
tohoto sdéleni je seznamit posluchace s postupy a principy laboratorni diagnostiky lupus antikoa-
gulans provadénymi v hematologické laboratofi Il. interni kliniky, oddéleni klinické hematologie FN
a LF UK Hradec Kralové.
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Sledovani bunééného chimerismu po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych
bunék

Lipert J., Navratilova J., Katrincsakova B., Orviska M., Divoka M., Kola¢kova M., Novosadova A.,
Raida L., Indrak K. (Hemato-onkologicka klinika FN a LF UR, Olomouc)

Sledovani bunééného chimerismu po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
Lipert Jifi, Navratilova Jana, Katrincsakova Beata, Orviska Monika, Divoka Martina, Kolackova Mo-
nika, Novosadova Alena, Raida Ludék, Indrak Karel Hemato-onkologicka klinika FN a LF UP Olo-
mouc Uvod: Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék (alloHSCT) je Iéebny pfi-
stup, ktery ma pevné misto v IéEbé malignich i nemalignich hematologickych onemocnéni. Pacienti
se po alloHSCT stavaji hematopoetickymi chimérami nesoucimi darcovskou DNA. Cilem molekular-
nich metod je odhaleni podilu darcovské (zdravé) a vlastni (vesmés nadorové) krvetvorby u pfijem-
ce. Podle tohoto poméru i s ohledem na ¢as od transplantace je hodnocena Uspésnost transplan-
tace a je rozhodovano o dalSich lé¢ebnych postupech, které maji za cil zvysit podil darcovského
chimérismu v pfipadé, Zze u nemocného stéle pretrvava nadorova krvetvorba. Cile: NaSe sdéleni si
klade za cil informovat o molekularné genetickém pfistupu, ktery na Hemato-onkologické klinice
FN a LF UP v Olomouci vyuzivame pro detekci bunééného chimerismu u nemocnych po alloHSCT.
Metodika: V molekularné genetické laboratofi sledujeme bunéény chimerismus pomoci jednokolo-
vé PCR s naslednou detekci fluorescenéné znacenych PCR produktt na kapilarni elektroforéze.
Cely pfistup zagina pred transplantaci vySetfenim, jehoz hlavnim cilem je uréit informativni STR
lokusy nemocného i darce. STR neboli mikrosatelity jsou kratké repetitivni Useky s délkou repetice
2-6 nukleotidl, které se v daném lokusu mnohonasobné opakuiji. Velkou vyhodou mikrosatelitd je
vysoka variabilita v ramci populace. V nasi laboratofi vyuzivame panel 16 specifickych STR lokus(,
na zékladeé jejichz polymorfismu jsme schopni rozliSit DNA pacienta a darce. Pravidelné monitoro-
vani umozfiuje sledovat stav Stépu u pacienta, dovoluje zachytit nartst i pokles darcovské populace
bunék a tim sledovat komplikace spojenych s odmitnutim Stépu, relapsem nemoci &i reakci $tépu
proti hostiteli (graft versus host disease). Na typickych pfikladech analyz nemocnych s hematolo-
gickymi malignitami ukdzeme konkrétni vysledky tohoto dllezitého vy$etfeni. Prace je podporovana
studentskym grantem LF_UP_2013_004.

2291.

Porovnani dvou komercénich kit na imunomagnetickou izolaci lymfocytarnich subpopulaci
pro vysetfovani bunééného chimérismu

Cihlafova M., Holubova M., Lysak D., Jindra P. (Hematologicko-onkologické oddéleni FN, Plzeri)

Alogenni transplantace hematopoetickych bunék je efektivni Ié¢ebnou modalitou u hemato-onkolo-
gickeyh pacientt. Jednou z dulezitych laboratornich metod vyuzivanych v potransplantaéni moni-
toraci je sledovani bunééného chimérismu, ktery slouzi ke stanoveni pomérnych zastoupeni bunék
darce a pfijemce. Metoda umozriuje odlisit kompletni chimérismus (pfitomna jen krvetvorba darce)
a smiseny chimérismus (pfitomna darcova ale i pavodni recipientni krvetvorba). Pro sledovani chi-
mérismu se vyuzivaji rizné molekularné genetické metody, jako napf. polymorfismus typu VNTR
(variable number tandem repeats). VySetfovani VNTR se provadi jak z plné kostni dfené (KD) &i
periferni krve (PK), tak z jednotlivych leukocytarnich subpopulaci (CD3+ a CD19+ lymfocyty, CD15+
granulocyty). Subpopulace se pfipravuji metodou imunomagnetické separace. Zadouci buriky jsou
oznaceny protilatkou konjugovanou s magnetickou nanocastici a pomoci magnetu jsou oddéleny
ze vzorku KD ¢&i PK. Cilem této prace bylo porovnat dvé techniky izolace subpopulaci pro ucely
vySetfeni VNTR. Byly pouzity dva komeréni kity — MACS® firmy Miltenyi a Dynabeads® firmy Life
Technologies. Postupy imunomagnetické separace byly provadény dle pokynu vyrobcd. V rdmci po-
rovnani metod byla pomoci hematologického analyzatoru a pritokové cytometrie sledovana Cistota
selekce (zastoupeni izolovanych bunék) a vytéznost selekce (koncentrace lymfocytt). Déle byla ze
v8ech vzorkll izolovana DNA a na pfistroji NanoDrop zméfena jeji koncentrace. Primérna koncent-
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race lymfocytd ziskana z 1 ml vstupniho materialu dosahovala u kitu Dynabeads 0,09 x10e3/yl, coz
byla hodnota radové nizsi oproti kitu MACS (primérné 1,3 x10e3/pl). Izolované burky vykazovaly
také vyrazné nizsi Cistotu. Zastoupeni cilové populace se u kitu Dynabeads pohybovalo okolo 50%,
zatimco u postupu firmy Miltenyi okolo 90%. Namérené koncentrace DNA se mezi obémi metodami
nelisily. Lze v8ak predpokladat, Zze DNA izolovana z populaci vzniklych po separaci metodou Dyna-
beads byla pravdépodobné znecisténa DNA z ostatnich bunék. Provedené porovnani dvou uvede-
nych postupli imunomagnetickych separaci lymfocytarnich subpopulaci prokazalo vyrazné rozdily

pulaci a tudiz je i kvalitnéj$im vychozim materidlem pro sledovani potransplanta¢nich chimérismu.

2304.
Mindray BC6800 pohledem zdravotni laborantky
Rolencova E., Lidmilova H., Tenorova D. (HTO Svitavska nemocnice a.s., Svitavy)

Vysetfeni krevniho obrazu je jednim ze zéakladnich pilifd prace hematologické laboratore. Ve své
prezentaci vam pfiblizim praci Useku zpracovani krevnich obraz(i a morfologie v nasi nemocnici.
PFed vice nez rokem jsme byly postaveny pred Ukol zavést do provozu prototyp nového analyzatoru
krevich obraz(i. Chtéla bych se s vami podélit o nékteré momenty, které nas pfi plnéni tohoto nestan-
dartniho ukolu potkaly, a o vysledek nasi prace.

2319.

Andryskova A., Hautlerova T., Holuskova ., Trhlikova P. (Transfuzni oddéleni FN, Olomouc)

Hemoterapie pfedstavuje Ié¢bu transfuznimi pfipravky. | pfes maximalni snahu o bezpecénost he-
moterapie pfinasi aplikace transfuznich pfipravkl uréita rizika. Mezi nej¢astéjsi rizika fadime imu-
nologické a infekéni riziko a také pfipadnou bakteridlni kontaminaci pfipravk(. Mezi potransfuzni
reakce (PR) fadime vSechny nezadouci Uc€inky souvisejici s aplikaci transfuzniho pfipravku. Aby
byla hemoterapie co nejbezpecnéjsi je zaveden systém hemovigilance, coZ je soubor systematic-
kych postupl pro dohled nad transfuznimi pfipravky a surovinami z krve a jejich slozek pro dalsi
vyrobu. Nasim cilem je tyto komplikace sledovat a vyhodnocovat. Pfedkladame analyzu PR ve Fa-
kultni nemocnici Olomouc za obdobi 2010-2012. V roce 2010 bylo pfeSetfeno 27 PR z celkového
poctu 21 776 vydanych T.U. Ve 4 pfipadech se o PR nejednalo. V tomto roce jsme 1x uzavieli PR
na erytrocytarni transfuzni pfipravek (TP) jako hemolytickou. Nejcastéjsi byla alergicka PR a to
ve 12 pfipadech (8x na plazmu, 4x na erytrocytarni TP). Druhou nejCastéjsi byla v tomto roce febrilni
nehemolyticka potransfuzni reakce (FNHTR) a to v 10 pfipadech (1x na plazmu, 8x na erytrocytarni
TP, 1x na trombocytarni TP).V roce 2011 bylo pfesetfeno 25 PR z celkového poctu 21 378 vydanych
T.U. Nejcasté&jSi byla lehka alergicka a to v 18 pfipadech (11x na plazmu, 4x na erytrocytarni TP, 3x
na trombocytarni TP). FNHTR byla 6x na erytrocytarni TP. V jednom pfipadé byla PR na trombo-
cytarni TP uzavfena jako neuréena (zimnice,tfesavka).V roce 2012 bylo preSetfeno 20 PR z celko-
vého poctu 21 572 vydanych T.U. Nej¢astéjSi byla FNHTR a to v 9 pfipadech (8x na erytrocytarni
TP a 1x na plazmu), déle to byla alergicka PR v 8 pfipadech (3x na erytrocytarni TP, 3x na plazmu
a 2x na trombocytarni TP). Ve 3 pfipadech (na erytrocytarni TP) se o PR nejednalo. | kdyz pocty
potransfuznich reakci vzhledem k mnoZstvi vydanych TP nejsou vysoké, je nutné se potransfuznimi
reakcemi stale zabyvat. V CR chybi jednotny postup v pfipadé vyskytu nezadouci reakce.Mélo by
byt vypracovano celostatni doporuceni v postupu hlaseni a preSetfovani nezadoucich reakci. Bylo
by vhodné hlasit nejen zadvazné nezadouci reakce, ale i reakce stfedné tézké a také pozdni reakce
po transfuzi, na které se ¢asto zapomina. Ziskané udaje a vystupy by mohly byt podkladem k bez-

2343.

Verifikace laboratornich metod jako souéast pfipravy laboratofi na akreditaci dle normy CSN
EN ISO 15189:2007

Sramkova B., Zavodna Z., Slavikova M., Vodigkova M., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni FN,
Olomouc)

Uvod: Verifikaci se ovéfuji zakladni funkéni charakteristiky laboratorni metody realizované v kon-
krétnich podminkach laboratofe na konkrétnim analytickém méficim systému. Pfi ovéfovani je po-
suzovana shoda zjisténych vysledku. Verifikace laboratornich metod byla na Transfuznim oddélent
FNOL provedena poprvé v roce 2011 v souvislosti s pfipravou na akreditaci imunohematologickych
laboratofi dle normy CSN EN ISO 15189:2007. Ovéfeny byly automatizované metody na analy-
zatoru TECHNO TwinStation: krevni skupina, screening nepravidelnych antierytrocytarnich proti-
latek a test slucitelnosti. Metoda: Ovéreni ABO systému a RhD antigenu pfi aglutinaéni metodé
na mikrotitracnich plotnach: potvrzeni spravnosti bylo provedeno ze 33 vzorkd se zndmou krevni
skupinou v ABO systému a RhD antigen byl verifikovan ze 20 vzork se zndmym RhD antigenem.
Pro potvrzeni reprodukovatelnosti v ABO RhD bylo pouzito 6 vzork(l (3x RhD pozitivni a 3x RhD
negativni) opakovanych ve 2 rlznych dnech. Pro potvrzeni v ndvaznosti (referenc¢ni vzorky) byly
pouzity 3 vzorky v ABO systému, a 4 vzorky pro RhD antigen. Ovéfeni screeningu nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek metodou sloupcové aglutinace na kartach ID-Neutral/LISS bylo prove-
deno z 10 vzork(l se znamym vysledkem. Ve dvou rliznych dnech jsme v 6 vzorcich ovéfili reprodu-
kovatelnost, pro navaznost byly pouzity 3 referenéni vzorky pozitivni a 3 negativni. Test slucitelnosti
metodou sloupcové aglutinace na kartach ID-LISS byl ovéfen u 15 sad (erytrocyty + plasma). Pro
potvrzeni reprodukovatelnosti byly pouzity 2 vzorky pozitivni a 1 negativni, opakované ve 2 rliznych
dnech. Navaznost se neovéfuje. Vysledky: U verifikovanych metod byla dosazena po vyhodnoce-
ni 100 % uspésnost, taktéz v externi kontrole kvality. Zavér: Proces verifikace metod predstavuje
ve spojeni s akreditaci dle normy CSN EN I1SO 15189 zkvalitnéni Girovné poskytovanych sluzeb pro
zadatele laboratornich vysetreni. Z ekonomického hlediska verifikace metod vede k nardstu nakladl
laboratofe a klade vétsi naroky na personal z hlediska edukace a pfipravy. Problémem miize byt
i zajisténi potfebnych vzorkd k samotné verifikaci - dle mnozstvi a zastoupeni, zejména u vzacné se
vyskytujicich variant krevnich skupin v populaci (RhD weak Il a RhD varianta VII).
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2293.

Trendy v transplantacii krvotvornych buniek v SR

Mistrik M., Horakova J., Hudeéek J., Lakota J., Markuljak I., Palasthy S., Stecova N.

(Klinika hematol. a transf. LF UK a UN, Bratislava — SK; TC DFNsP, Bratislava — SK; KHaT MUN
a JLF UK, Martin — SK; NOU, Bratislava - SK; HO FNsP F.D.R., Banska Bystrica — SK; HO FNsP
J.A.Reimana, Presov — SK; KH a OH UN, Kosice — SK)

Uvod: Transplantacia krvotvornych kmeriovych buniek sa na Slovensku zaéala robit od roku 1989
v obdobi uz dobre etablovanej a medzinarodne $tandardizovanej terapeutickej metody. Postupne
pribudali jednotlivé transplantacné pracoviskd, ktorych zastupcovia v roku 1994 dospeli k rozhod-
nutiu spolo¢ne evidovat roéné pocty transplantovanych chorych na Slovensku podla typu transplan-
tacie krvotvornych buniek. Od roku 1998 sa mapovanie transplantacnej aktivity rozSirilo o dalSie
udaje s cielom ziskat validne informacie o vyvoji a trendoch v oblasti klinickej transplantacie krvo-
tvornych buniek (TKB). Metddy: V rokoch 1994 - 1997 sa evidoval roény pocet transplantovanych
pacientov podla typu transplantacie. Od roku 1998 sa pouzivaju na zbieranie zakladnych informacii
o transplantacnej aktivite na jednotlivych pracoviskach v SR Udaje z aktualnej verzie Standardné-
ho formuléaru Eurdpskej skupiny pre transplantaciu krvotvornych buniek (EBMT). Vysledky: Doteraz
(1989 — 2013) bolo v SR transplantovanych spolu 2654 pacientov, z toho v rokoch 1998 az 2012
sa uskutocnilo 2342 TKB (561 alogénnych a 1781 autolégnych TKB). Zdrojom Stepov pre alogénne
TKB bola prevazne periférna krv (438 x), 118 x kostna dreri a 5 x pupo&nikova krv. Pri autoTKB sa
dominantne pouzili krvotvorné bunky z periférnej krvi (1759x) a zriedkavo z kostnej drene (17x), 5x
spolu z oboch zdrojov. Neuskuto¢nila sa Ziadna transplantacia autolégnej pupoénikovej krvi. Spo-
medzi 2342 chorych lymfém malo 806 (autoTKB 752; aloTKB 54), mnohopocetny myelém 644 (639;
5), akutnu leukémiu 507 (171; 336), solidny nador 207 (191; 16), chronicki myelocytovu leukémiu
93 (23; 70), aplasticki anémiu 50 (0; 50) a vzacne indikacie pre TKB 35 pacientov (5; 30). V roku
2012 ro¢ny pocet alogénnych TKB od nepribuzného darcu (36) prekroCil pocet TKB od strodenca
(31), a urobilo sa viac autotransplantacii pre mnohopocetny myelém (71) ako pre lymfoprolifera-
tivne choroby (64). Zaver: 15 ro€né podrobnejSie sledovanie poskytuje informacie o vyvoji a stave
transplantaéného programu krvotvornych buniek v SR. Odraza rozhodovanie lekarov, transplan-
taénych timov a pristup riadiacich pracovnikov zdravotnickych zariadeni a zdravotnych poistovni.
Hlavné zmeny su v type darcov a indikaciach TKB, ¢o koreluje s trendom v zahraniéi.

2303.

Alogenni transplantace krvetvornych bunék po redukované pripravé fludarabinem a melfala-
nem u AML mimo kompletni remisi - 10 leté zkuSenosti jednoho centra

Karas M., Steinerova K., Svoboda T., Lysak D., Vokurka S., Vozobulova V., Schitzova M., Jindra
P. (Hematologicko-onkologické ddéleni FN, Plzeri)

Background:according to published data reduced-intensity transplantation (RIT) in patients (pts)
with AML beyond complete remission (CR) is associated with lower progression-free survival (PFS)
and overall survival (OS) due to high risk of relapse. But elderly pts or pts with comorbidities can
rarely benefit from myeloablative conditioning due to high risk of transplant-related mortality (TRM).
To evaluate the potential role of RIT for pts with AML beyond CR we retrospectively analysed the
outcome of such pts undergoing RIT in our centre in last 10 years.Patients and methods: since
2002 39 pts with median of age 58 years (range, 22-66 years) with AML beyond CR underwent RIT
(19 pts were in the 1st or 2nd untreated relaps, 9 pts had chemotherapy-resistant disease, 11 pts
had untreated secondary AML following an antecendent hematologic disorder). All pts had more
than 5% blasts in the bone marrow (BM) with the median of BM blast 20%(range, 6-75%),28% of pts
had blasts in peripheral blood and 5% of pts had extramedullary manifestation of AML. Donors were
in 33% HLA identical related, 58% HLA matched unrelated and 9% HLA mismatched unrelated.
The source of stem cells was peripheral blood with the median of infused CD 34+cells 6,3x10/6/
kg(range,1,8-13,8x1076/kg). The conditioning regimen consisted of fludarabine (30 mg/m2 for 4
days) and melphalan (140mg/m2 for 1 day). CsA and methotrexate (10mg/m2 at day +1, +3, +6)
were used as GVHD prophylaxis. After day +30 in pts without GVHD, CsA was tapered over a pe-

riod of 4 weeks. Results: all pts except one patient engrafted and achieved CR at day +30. Among
38 evaluable pts 19 (50%) of them developed acute GVHD (18%grade llI-IV). Among 34 evaluable
pts 19 (56%) of them developed chronic GVHD (26%extensive). With median follow-up 52 months
(range,12-126 months) 15 pts (38%) are alive (13 pts in continuing CR), 12 pts (31%) relapsed and
10 of them died. 2 relapsed pts achieved subsequent CR lasting 28 and 68 months. 14 pts (36%)
died due to TRM, 5 (13%) of them till day +100. The probabilities of 5-years PFS and OS are 35%
and 40%. Conclusion: despite smaller number of evaluated pts and retrospective type of analysis
our data suggest that fludarabine and melphalan conditioning shows excellent early disease control
and in association with early withdrawal of immunosuppresion can achieved continuing long-term
CR with acceptable TRM and GVHD incidence in pts with AML beyond CR not eligible for myeloa-
blative conditioning.

2383.

Alogenni transplantace krvetvornych bunék po pfipravném rezimu Flu+Mel (+/-TG) u nemoc-
nych s AML a MDS.

Raida L., Rusinakova Z., Faber E., Indrak K. (Hemato-onkologicka klinika FN, Olomouc)

Uvod: Kombinace fludarabinu (Flu - 150 mg/m2), melfalanu (Mel - 140 mg/m2) a event. thymoglo-
bulinu (TG - 6 mg/m2) pfedstavuje jednu z alternativ pfipravnych rezim( s redukovanou intenzitou
(RIC) aplikovanych u nemocnych podstupujicich alogenni transplantaci krvetvornych bunék (SCT).
Nezodpovézenou otazkou zlstava, zda mize byt tento pFistup dostate¢né efektivni u myelopro-
liferativnich onemocnéni. Soubor nemocnych a metody: 18 nemocnych s vékovym medianem 53
(24-61) let transplantovano po pfipravném rezimu Flu+Mel, u 12 (67%) doplnéném o TG. 13 (72%)
pacientd podstoupilo SCT pro AML, 5 (28%) pro MDS. Bezprostfedné pfed SCT bylo pouze 8 ne-
mocnych (44%) v kompletni remisi (CR) choroby. V 9 pfipadech (50%) byl darcem krvetvornych
bunék HLA-identicky sourozenec, 6 nemocnych (33%) bylo transplantovano od HLA-identického a 3
(17%) od HLA-inkompatibilniho (1 neshoda) nepfibuzného darce. Zdrojem krvetvornych bunék byla
17x (94%) periferni krev a 1x (6%) kostni dfen. Jako profylaxe GvHD byl u 15 nemocnych (83%)
aplikovan pouze cyklosporin (CSP) a u 3 pacientl (17%) transplantovanych od HLA-inkompatibil-
niho darce jeho kombinace mykofenolat mofetilem (MMF). Median potransplantaéniho sledovani
souboru byl 14 (2 - 49) mésicl. Vysledky: Pihojeni $tépu dosahlo vSech 18 nemocnych, s media-
nem vzestupu neutrofilnich granulocyt(i > 0.5x109/1 14 (9 - 24) a trombocytt > 20x109/I 12 (10-48)
dni. V den +30 po SCT byl 100% darcovsky chimérizmus potvrzen u 17 pacientl (94%). K rozvoji
akutni GvHD stupné II-1V doSlo v 8 pfipadech (44%). Chronickd GvHD byla zaznamenana u 6 z 15
(40%) hodnotitelnych pacientd. U 17 nemocnych (94%) byla po transplantaci potvrzena CR choroby,
v jednom pfipadé (6%) doslo k jeji progresi. Relaps onemocnéni byl diagnostikovan u 4 nemocnych
(24%). Umrti v remisi onemocnéni (NRM) bylo zaznamenano v jediném ptipadé (6%). Relaps a pro-
grese zéakladniho onemocnéni byly pfic¢inou imrti u 4 pacienti (22%). Pravdépodobnost tfiletého
preziti nemocnych je pfi uvedené délice sledovani 70%. Zavér: Rezim Flu+Mel+/-TG mUze byt al-
ternativou pro nemocné s rizikovymi malignimi myeloproliferacemi, u nichz pro vy$si vék nebo ko-
morbiditu nelze pouzit standardni transplantaéni pfistupy. Podpofeno grantem IGA UP LF-2013-004

2492.

Retrospektivni analyza nékterych prognostickych faktorti u 1518 AML diagnostikovanych
a lééenych v poslednich 17 letech ve 3 centrech intenzivni hemato-onkologické péce v CR.
Indrak K., Voglova J., Jindra P, Muzik J., Szotkowski T., Z&k P., Karas M., Jaro$ova M., Katrincsako-
va B., Si¢ova K., Dusek V. (HOK FN, Olomouc; IV. Interni klinika hematologicka FN a LF UK, Hradec
Kralové; Oddéleni Hemato-onkologie FN, Plzeri; Institut biostatistiky a analyz MU, Brno)

Akutni myeloidni leukemie (AML) stale patfi k prognosticky nepfiznivym formam leukemie. Na roz-
dil od chronickych leukemii a détskych akutnich leukemii (AL) jsme pro nemocné s AL dospélého
véku, s vyjimkou promyelocytarni leukemie (PML), dosud nenasli Ié€bu, ktera by byla obecné G¢inna
a efektivni, pfedevsim ve vy$$im véku, kde je v8ak incidence tohoto onemocnéni nejvyssi. Proto
se snazime identifikovat vyznamné prognostické faktory a pomoci nich rozhodovat o l1é¢ebnych
pfistupech ,Sitych na miru“ nemocného. K objektivhimu posouzeni prognézy je nezbytna analyza
dostate¢né robustniho souboru prognostickych dat, opirajici se o retrospektivni data z registru ne-
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mocnych. Zde pfedkladame analyzu vysledkd nékterych prognostickych faktortl u 1518 nemocnych
s AML diagnostikovanych a lé¢enych ve 3 centrech intenzivni hematologické pége v CR v letech
1996-2011. Primérna doba sledovani celého souboru byla 67 mésicli s medianem 58 mésicu.
Pomér muzd a Zen byl vyrovnany. Primérny vék nemocnych pfi diagnéze byl 58 roku, median 61
let (hranice 18—89 roku). 543 (35,8 %) nemocnych bylo mlads$ich 55 let a 975 nemocnych (64,2 %)
mélo 55 a vice rokd. 978 nemocnych (64,4 %) mélo de-novo AML, 268 (17,7 %) sekundarni AML
a u 272 nemocnych (17,9 %) nebylo plvod leukemie udan. S kurativnim zamérem bylo lé€eno 1092
nemocnych (71,9 %), z nich 304 (27,8 %) podstoupilo i alogenni transplantaci krvetvornych bunék.
Cytoredukéni ¢i podplrnou péci bylo Ié¢eno 426 nemocnych (28,1%). Po indukéni 1é¢bé doséhlo
kompletni hematologickou remisi (KR) 747 (68,4 %) nemocnych lé¢enych s kurativnim zamérem
a procento dosazenych KR bylo signifikantné vy$si u nemocnych s de-novo AML (73,5 % vs. 40,2 %
u sekundarni AML) a u nemocnych mladSich 55 let (82,0 % vs. 56,5 % u starSich nez 55 let). Kura-
tivné Iééeni nemocni méli median prezivani 14,6 mésicl (< 55 let 29,5 mésicl a >55 let 9,2 mésicl).
Nemocni, ktefi byli kvili véku ¢&i vysoké komorbidité l1éCeni jen cytoredukéni a podpurnou Ié¢bou
méli median preziti jen 1,4 mésice. V dobé analyzy (31. 12. 2012) Zilo 440 nemocnych (29 %).
Podrobnéjsi hodnoceni prognostickych dat véetné cytogenetiky a molekularné genetickych nalezl
bude soucasti sdéleni. Podporeno grantem IGA UP LF-2013-004

2379.

Lécéba dospélych pacientli s akutni lymfoblastickou leukemii protokolem GMALL 07/2003 —
zkuSenosti jednoho pracovisté

Horadek J. M., Cermanova M., Zavfelova A., Lanska M., Jebavy L., Zék P. (Katedra vdleéného
vnitfniho Iékarstvi, Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany, Hradec Kréalové; 4. interni
hematologicka klinika, Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralové)

Cil: Prezentace zku$enosti s Ié¢bou akutni lymfoblastické leukemie (ALL) dospeélych protokolem
GMALL 07/2003 ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. Soubor a metodika: Od roku 2006 do unora
2013 jsme na naSem pracovisti IéCili timto protokolem celkem 28 pacientt s ALL, median véku 42
let (18 — 63 let), 19 muzd a 9 Zen. Dle imunofenotypu bylo 18 (64 %) B-ALL a 10 (36 %) T-ALL. Dle
rizika GMALL bylo 5 (18 %) pacientt standardniho rizika (SR), 13 (46 %) pacientl vysokého rizika
(HR) a 10 (36 %) pacientl velmi vysokého rizika (VHR), tj. BCR/ABL+. Hodnotili jsme dosazeni
kompletni remise (CR), vyskyt relapsu a stav pacientll na konci sledovaného obdobi. Byl sledovan
vyskyt nezadoucich ucink( terapie a ptic¢iny umrti. Vysledky: Indukéni 1é¢bou dle protokolu GMALL
bylo dosazeno CR u 23 (82 %) pacientli (do 26. dne indukce u 21 pacient(). U 4 (14 %) pacientd
byla pro nedostate¢ny efekt jiz v pribéhu 1. faze indukce GMALL intenzifikovana Ié¢ba (chemote-
rapie FIAG-lda nebo HD-MTX/Ara-C) s naslednym dosazenim CR. 20 (71 %) pacientl (HR a VHR)
podstoupilo alogenni transplantaci krvetvornych bunék (nepfibuzny darce u 80 %, ablativni pfiprav-
ny rezim u 75 %), u 1 VHR pacienta bez vhodného darce byla provedena autologni transplantace
krvetvornych bunék. K relapsu onemocnéni doslo celkem u 9 (32 %) pacientd, z toho u 5 pacientt
po alogenni transplantaci. Na konci obdobi sledovani s medianem 21 mésicl (rozmezi 0,6 — 78 mé-
sicl) Zije 19 (68 %) pacientll v CR (14 v CR1, 3 v CR2, 2 v CR3). K umrti do$lo u 9 (32 %) pacientl
(6 VHR, 3 HR). Pric¢inou umrti byla v 6 pfipadech toxicita Ié¢by a u 3 pacientt relaps ¢i progrese one-
mocnéni. Mortalita v souvislosti s alogenni transplantaci (TRM) byla 25 %. Nej¢astéjSimi nezadouci-
mi ucinky Ié¢by byly infekéni komplikace, mukositida a koagulopatie po asparaginaze. Zavér: Nase
zkusenosti s protokolem GMALL 07/2003 jsou pozitivni, zejména u pacientl standardniho rizika.
Lécba je proveditelnd, dosavadni vysledky jsou dobré a toxicita pfijatelna. Podle nasich zku$enosti
je u pacientl s nedostate¢nym efektem 1. faze indukce GMALL indikovana ¢asna intenzifikace lé¢by.

2314.

Vysledky alogénnych transplantacii krvotvornych buniek pacientov s ALL na HOK FN Olo-
mouc

Rusinakova Z., Raida L., Faber E., Indrak K. (Hemato-onkologicka klinika FN, Olomouc)

Uvod: Vzhladom k neuspokojivym vysledkom konvenénej lieéby ALL predstavuje alogénna transplan-
tacia krvotvornych buniek (aloTKB) pre velku skupinu pacientov jediny potencialne kurabilny postup.
NasSim cielom je retrospektivne zhodnotenie vysledkov aloTKB u pacientov s ALL lie¢enych v na-

Som centre. Metdda: V rokoch 2000-2012 29 pacientov (18 muzov a 11 Zien) s medianom veku 32
(19-60) rokov podstupilo aloTKB. Pred transplantaciou bolo 24 pacientov (83%) v kompletnej remisii
(CR). 18 pacientov (62%) podstupilo transplantaciu po Standardnej myeloablativnej priprave, 11 pa-
cientov (38%) po rezimoch s redukovanou toxicitou. Ako zdroj krvotvornych buniek bola 2x pouzita
kostna dren a 27x periférne kmerové bunky, v 18 pripadoch (62%) od nepribuzenského darcu (3x s
jednou HLA nezhodnou a 3x s dvoma nezhodami) a v 11 pripadoch (38%) od zhodného pribuzného
darcu. Vysledky: U vSetkych hodnotenych pacientov do$lo k prihojeniu $tepu. Vzostup neutrofilov
nad 0,5x109/I bol dosiahnuty v mediane 14 dni (11-22 dni), vzostup trombocytov nad 20x109/I v me-
diane 11 (8-21) dni. Akutna GvHD II-1Vst. bola diagnostikovana u 9 (33%) pacientov. TRM do dna
+100 bola 14%. Extenzivna chronicka GvHD sa vyskytla u 7 z 24 hodnotenych pacientov (29%).
Celkova TRM bola 38%. 26 pacientov (96%) dosiahlo CR po TKB, u 1 pacienta choroba progredova-
la a u 2 pacientov nebola liecbna odpoved pre skoré imrtie hodnotena. U 6 pacientov (23%) doslo k
relapsu choroby, z nich 2 podstupili 2. TKB. S medianom sledovania 15 mesiacov Zzije 15 pacientov
(52%), vSetci v remisii choroby. Pravdepodobnost 3-ro¢ného prezitia (OS) je 55%. Pravdepodobno-
st 3-ro€ného prezitia bez znamok choroby (DFS) je 53%. Zaver: Alogénna TKB u pacientov s ALL
je spojena s dobrou efektivitou liecby. Pri relativne nizkom zastipeni relapsov/progresii choroby
(26%), naviac u vacsiny pripadov priaznivo ovplyvnenych dalSou imunomodulaénou lie€bou, zosta-
vaju hlavnym negativnym faktorom zhorsujucim prezitie chorych potransplanta¢né komplikacie.
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2420.
Role transplantace v Ié¢bé CLL
Karas M., Jindra P. (Hematologicko-onkologické oddéleni FN, Plzeri)

2466.
Sekundarni nadory u nemocnych s CLL
Obrtlikova P. (1. interni klinika VFN a 1. LFUK, Praha)

2375.

Imunocytologicky profil souboru 217 pfipadt B-CLL

Starostka D., Mikula P., Adamova D., Janek D., Vaculova J., Farbiakova V., Rytikova N., Novosadova
L. (Oddeleni klinické hematologie, Nemocnice s poliklinikou, Havifov;, Hematologicko-transfuzni od-
déleni, Slezska nemocnice, Opava; Hematologicko-transfuzni oddéleni, Nemocnice s poliklinikou,
Karvina; Hematologicko-transfuzni oddéleni, Nemocnice, Frydek-Mistek; Hematologicko-transfuzni
oddeleni, Nemocnice, Trinec; Centrdlni laboratof, Hematologickd ambulance, SdruZené zdravotnic-
ké zarizeni, Krnov)

Charakteristika souboru: 217 pripadu nové diagnostikovanych nebo dispenzarizovanych B-CLL
(muzi 130, zeny 87), vzorky periferni krve (187), kostni dfené (27), lymfatické uzliny (1), pleuralniho
punktatu (1) a podkozni excize (1). Metodika vySetfeni: Cytologické hodnoceni v natérech periferni
krve, kostni dfené, imprintu lymfatické uzliny a podkozni excize a v cytospinu pleuralniho punktatu
po klasickém panoptickém barveni se stanovenim prolymfocytové komponenty a pomérného za-
stoupeni atypickych lymfocytl. Flowcytometricka imunofenotypizace (pfistroj FACS Canto Il vyrobce
Becton-Dickinson ) po pfipravnych procedurach (event. mechanicka dezintegrace, filtrace, korekce
celularity) a automatické lyze, promyti a fixaci (zafizeni LyseWash Assistant vyrobce Becton-Dic-
kinson ). Multiparametrova analyza povrchové exprese diagnostickych marker( (klinicky software
FACS Diva, pozitivita a intenzita exprese) na B-lymfocytech ve zkumavkach: CD19-PerCP-Cy5.5+-
kappa-FITC+lambda-PE, CD19-PerCP-Cy5.5+CD23-PE+FMC7-FITC/CD79b-APC/CD5-PE-Cy7,
CD20-PerCP-Cy5.5+CD22-PE+CD103-FITC/CD25-PE-Cy7/CD10-APC (protilatky vyrobce Becton-
-Dickinson). Vysledky (vyskyt v %): Klasickd B-CLL 75%, B-CLL/PL 10%, pleomorfni B-CLL 15%.
CD5+ 99%, CD19+ 100% (slaba exprese 100%), CD20+ 100% (silna exprese 10%), CD22+ 84%
(silna exprese 7%), CD23+ 84%, CD25+ 59%, CD79b+ 34% (silna exprese 2%), FMC7+ 3% (slaba
exprese 3%), CD10+ 0%, CD103+ 0.5%, kappa+ 50% (slaba exprese 90%), lambda+ 44% (slaba
exprese 63%), kappa-lambda- 6%. CLL skére dle Matutes: skére 5 — 78%, skére 4 — 19%, skore
3-2%, skdre 2—1%. Exprese uvedenych marker( byla porovnana se soubory 20 jinych CD5+ B-
-lymfoproliferaci a 83 jinych CD5- B-lymfoproliferaci. Zavér: Stanoveni imunocytologického profilu
je zakladem diagnostiky B-CLL. Pouzity imunofenotypizacni panel je vhodny pro diagnostiku drtivé
vétSiny pfipadd B-CLL. Kli¢ovymi diferencialné diagnostickymi prvky pfi odliSeni B-CLL od jinych B-
-lymfoproliferaci jsou: cytomorfologie, povrchova exprese (pozitivita/negativita) CD5, CD23, CD79b,
FMC7; intenzita povrchové exprese CD19, CD20, CD22, CD79b, FMC7 a lehkych fetézcd Ig. Grant
IGA UP LF-2013-004

2364.

T-lymfocyty nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii vykazuji vys$si expresi znakl
funkéni inaktivity ve srovnani se zdravymi probandy

Novak M., Prochézka V., Pikalova Z., Papajik T. (HOK FN/LF, Olomouc)

Uvod: Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je asociovana s defektem T-lymfocytarnich funkci,
které souviseji se selhanim protinadorové imunity pacienta a ke zvy$ené vnimavosti viéi infek-
cim. Dlouhodoba stimulace ligandy nadorovych bunék, v tomto pfipadé interakce receptoru PD-1
(Programmed Death-1) s ligandem PD-L, zpUsobuje chronickou aktivaci signalni drahy PD-1L/2L,
coz inhibuje fyziologickou aktivitu CD8+ (snizeni cytotoxicity) i CD4+ (snizeni produkce cytokind).
Vysledkem je stav oznagovany jako ,vyCerpani“ efektorovych T-lymfocytl. Cil: Pilotni stanoveni ex-
prese markeru ,funkéni inaktivity“ (PD-1) na subpopulacich T-lymfocytd nemocnych s CLL a po-

rovnani se zdravymi probandy. Metoda: Analyza imunokompetentnich subpopulaci z periferni krve
byla provedena metodou multiparametrické pritokové cytometrie na pfistroji FACS Calibur (BD)
za vyuziti analytického software Cell Quest Pro (BD), pomoci protilatek: anti CD3 FITC, anti PD-1
PE (CD279), anti CD4 APC, anti CD8 Per CP. Populace PD-1 (CD279) byly gatovany z CD3+ /
CD4+ a CD3+/CD8+ T-lymfocytl s akvizici minimalné 10 000 cilovych bunék v gatu.. Vysledky: Bylo
vySetfeno 12 zdravych probandl (darcd krve) — 6 muzl a 6 Zen, a 14 pacientt s CLL (3 Zeny, 11
muzl, median véku pfi vySetieni 66 let, 9 vySetfeno pred zahajenim terapie, 4 v relapsu, 1 v CR).
Absolutni po¢et CD4+/PD-1+ bunék z gatu CD3+/CD4+ lymfocytd byl dvojnasobné vyssi u CLL
(0,63) nez u darcu (0,35), p=0,026, stejné tak bylo vyssi i procentudini zastoupeni: CLL 17,90 %,
darci 12,93 % (p=0,050). Absolutni pocet CD8+/PD-1+ bunék z gatu CD3+/CD8+ lymfocytd byl
dvojnasobny u CLL (0,453) nez u darcl (0,227), p=0,064, procentudini zastoupeni CD8+/PD-1+
bunék bylo rovnéz vyssi u CLL (11,79 % versus 8,83 %), ale rozdil nedosahl statistické vyznam-
nosti (p=0,28). Zavér: Analyza pilotnich dat prokazala vyznamné vySSi expresi receptoru PD-1 jak
na CD3+/CD4+ tak na CD3+/CD8+ T-lymfocytech pacientli s CLL, coz je v souladu s hypotézou
inhibice efektorovych T-lymfocytl cestou drahy PD-1.V dalsi fazi vyzkumu hodlame rozsifit kohortu
probandl a podrobné ji rozdélit dle fA&ze onemocnéni, prognostickych faktort a podobné. Podporeno
grantem LF-2013-004.

2356.

Exprese mRNA pro angiopoetin-2, endoglin a fibroblastovy riistovy faktor-2 u pacientt
s chronickou lymfocytarni leukémii

Vrbacky F., Nekvindova J., Jiruchova Z., Simkovié M., Rezagova V., Mala M., Sarounova K., Zak
P., Smolej L. (IV. interni hematologicka klinika, FN a UK v Praze, LF, Hradec Krélové; Ustav klinické
biochemie a diagnostiky, FN, Hradec Kréalové; Ustav klinické imunologie a alergologie, FN, Hradec
Kraloveé)

Angiogeneze hraje vyznamnou roli v rozvoji chronické lymfocytarni leukémie (CLL). Pfestoze byla
u pacientll s touto chorobou prokazana zvy$end koncentrace cirkulujicich angiogennich cytokin(,
jsou informace ohledné jejich exprese malignimi lymfocyty stadle omezené. V nasi studii jsme proto
zméfili expresi mRNA genll pro angiopoetin-2 (Ang-2), endoglin (CD105) a fibroblastovy rustovy
faktor-2 (FGF-2) v separovanych CD19+ burikach 70 nelé¢enych pacientt s CLL (45 muzl a 25 Zen,
median véku 63 let, nizké/stfedni/vysoke riziko dle Raie ve 24/47/29 procentech) a porovnali ji s pro-
gnostickymi faktory a klinickym prib&hem onemocnéni. Exprese Ang-2 byla statisticky vyznamné
vy$§i u pacient s nemutovanym tézkym fetézcem imunoglobulinu (IgVH) (n = 55, p = 0,003). mRNA
pro endoglin byl vyznamné vice exprimovéana u pacientd s nemutovanym IgVH (n = 55, p < 0,001),
vysokou expresi CD38 (n = 66, p = 0,022) a ZAP-70 (n = 66, p = 0,010), stadiem dle Raie I-IV (n =
70, p < 0,001), progresi onemocnéni (n = 70, p = 0,001) a kratSi dobou do zahajeni Ié€by (n = 70;
p < 0,001). Zavislost mezi expresi FGF-2 a sledovanymi znaky nebyla prokdzéana. Nase vysledky
ukazuji, Ze exprese mMRNA pro CD105 a Ang-2 je zvy$end u pacientl s nepfiznivou prognézou
CLL a mlze tedy hrat roli v biologii a progresi tohoto onemocnéni. Exprese mRNA pro FGF-2 se
u pacientl s rliznou prognézou ¢i pribéhem CLL vyznamné neliSila. Tato prace byla podpofena
grantem IGA NT/13412 Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky, projektem koncepéniho rozvoje
vyzkumné organizace 00179906 Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky a programem PRVOUK
P37/01 Lékarskeé fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze.
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2486.
Imunitni komplikace u nemocnych s CLL
Kozak T. (FNKV, Praha)

2418.

Aktualizovana doporuéeni pro diagnostiku a lIéébu chronické lymfocytarni leukémie Ceské
CLL skupiny

Smolej L., Doubek M., Spadek M., Obrtlikova P., Lysak D., Urbanova R., Pospisilova S., JaroSova
M., Schwarz J., Pekova S., Kozak T. (IV. interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice a Lékar-
ska fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralové; Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultni
nemocnice, Brno; I. interni klinika, Vseobecna fakultni nemocnice, Praha; Hematologicko-onkologic-
ké oddéleni, Fakultni nemocnice, Plzen; Hemato-onkologicka klinika, Fakultni nemocnice, Olomouc;
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Laboratofre CHAMBON, a.s., Praha; Interni hematolo-
gicka klinika, Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, Praha)

2348.

Uginnost a bezpeénost rituximabu v kombinaci s vysokodavkovanym dexametazonem (R-
-dex) u pacientl s relabujici/refrakterni chronickou lymfocytarni leukémii

Simkovié M., Belada D., Moty&kova M., Zak P., Smolej L. (IV. interni hematologicka klinika, Fakultni
nemocnice a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralové)

Uvod: Pacienti s refrakterni chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) maji velmi nepfiznivou progné-
zu, kdy celkové preziti Casto nedosahuje ani 12 mésicl. Kombinace monoklonalni anti-CD20 pro-
tilatky rituximabu s vysokodavkovanym metylprednisolonem je u¢inna v Iécbé relabujici/refrakterni
CLL, avSak limitujicim faktorem je vysoky vyskyt zavazné infekéni toxicity. Nedavno publikovana
pilotni data naznacuji, Ze vysokodavkovany dexametazon by mohl mit srovnatelnou G¢éinnost a vyssi
bezpecnost. Cile projektu: Posouzeni U¢innosti a bezpecénosti rituximabu v kombinaci s vysoko-
davkovanym dexametazonem (R-dex) u nemocnych s relabujici/refrakterni chronickou lymfocytarni
leukémii. Nemocni a metody: Retrospektivni analyza byla provedena u 52 pacient( Ié¢enych na IV.
interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice a Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové od zafi 2008 do fijna 2012 (38 muzu [73 %], vékovy median 66 let [rozmezi 37-86], stadium
dle Raie lll/IV 61 %). Median poctu pfedchozich I1é¢ebnych linii byl 2 (rozmezi 1-6). Rezim R-dex byl
podavan ve slozeni: rituximab, 500 mg/m2 i.v. den 1 (375 mg/m2 v 1. cyklu), dexametazon 40 mg
p.o. ve dnech 1-4 a 10-13, cykly byly opakovany kazdé 3 tydny do maximalniho poctu 8 cykld. Vsem
nemocnym byla podavana protiinfekéni profylaxe ve slozeni sulfametoxazol/trimethoprim a aciclovir.
Median poétu cyklt R-dex byl 5 (rozmezi 1-8). Rezim R-dex byl pouzit k debulkingu pfed alogenni
transplantaci krvetvornych bunék u 7 (13 %) pacient(. Vysledky: Celkova lé¢ebna odpoveéd (ORR)/
kompletni remise (CR) byla dosazena u 70/4 % nemocnych. Zavazné infekéni komplikace (stupen
II/IV dle CTCAE) se vyskytly u 29 % pacient(. U 19 % nemocnych doslo k rozvoji steroidniho dia-
betu, ktery si vyzadal pfechodnou lé€bu inzulinem. Pfi medianu sledovani 12,1 mésicl byl median
obdobi do progrese 6,7 mésicl a celkové preziti 19 mésicl. Median obdobi do dalsi I1é¢by byl 20,3
mésich. Zavéry: Nase data ukazuji, ze R-Dex je efektivni Ié€ba pro nemocné s relabujici/refrakterni
CLL. Limitujicim faktorem je relativné ¢asty vyskyt zavazné infekéni toxicity pfes kombinované pro-
tiinfekeni zajisténi. Dlouhodoba kontrola CLL je dosaZena pouze u malé ¢asti pacientd. U mladSich
nemocnych Ize rezim R-dex vyuzit jako soucast pfipravy pfed alogenni transplantaci krvetvornych
bunék. Budou prezentovana aktualizovana data.

2318.

Nizkodavkovany FCR v Iécbé nemocnych starSich ¢i komorbidnich nemocnych s chronickou
lymfocytarni leukémii/lymfomem z malych lymfocyt (CLL/SLL): Aktualizované vysledky pro-
jektu Q-lite Ceské CLL skupiny.

Smolej L., Brychtova Y., Cmunt E, Doubek M., Spagek M., Belada D., Moty¢kova M., Zygulova |.,
Adamova D., Prochazka V., Klaskova K., Kozak T. (IV. interni hematologicka klinika, FN a LF UK,

Hradec Kralové; Interni hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno; I. interni klinika, VSeobecna
fakultni nemocnice, Praha; Hematologicko-transfuzni oddéleni, Slezska nemocnice, Opava; Hema-
to-onkologicka klinika, FN, Olomouc; Interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice Kralovské
Vinohrady, Praha)

Uvod: Kombinace fludarabinu, cyklofosfamidu a rituximabu (FCR) je nyni povaZovana za lé&bu vol-
by v 1.linii i relapsu chronické lymfocytarni leukémie (CLL), avSak pouze u nemocnych v dobrém
celkovém stavu bez zavaznych pfidruzenych onemocnéni. Cilem projektu Q-lite Ceské CLL skupiny
(CSCLL) bylo hodnoceni uginnosti a bezpeénosti nizkodavkovaného rezimu FCR u nemocnych
s CLL/SLL ve vy$sim véku a/nebo se zavaznymi pfidruzenymi onemocnénimi. Nemocni a metodiky:
Od biezna 2009 do &ervence 2012 bylo na 17 pracovistich spolupracujicich v ramci CSCLL do pro-
jektu Q-lite zafazeno celkem 207 nemocnych s aktivni chorobou vyZaduijici Ié¢bu dle NCI-WG kritérii
(CLL, n=196, SLL, n=11); data tykajici se u¢innosti a bezpecnosti jsou aktualné dostupna u 199
nemocnych, zakladni charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 1.V porovnani se standardnim rezi-
mem FCR byly snizeny davky fludarabinu na 50 % a cyklofosfamidu na 60 % (fludarabin 12 mg/m2
i.v. nebo 20 mg/m2 p.o. D1-3, cyklofosfamid 150 mg/m2 i.v. nebo p.o. D1-3); davka rituximabu byla
obvykla pro CLL (375 mg/m2 D1, v 1. cyklu, 500 mg/m2 od 2. cyklu). Lé¢ba byla opakovana po 4
tydnech; byla doporu¢ena protiinfekéni profylaxe (sulfametoxazol/trimetoprim a aciklovir). Vysledky:
Na zéakladé intention-to-treat principu byla celkova lé¢ebna odpovéd/kompletni remise (ORR/CR,
véetné klinické CR [bez vySetfeni kostni dfené] a CR s nekompletni obnovou krevniho obrazu)
79/37 % v 1. linii a 64/29 % u relapsu/refrakterni CLL. Tézka (CTCAE stupeni IlI/IV) neutropenie se
vyskytla u 57 a 49 % nemocnych, trombocytopenie a anémie byly méné Casté. Zavazné infekce
se rozvinuly u 14 a 18 % nemocnych. Nej¢astéjSimi pFi¢inami umrti byly progrese CLL a infekce.
Pfi kratkém medianu sledovani (19 mésicud) je median o¢ekavaného obdobi bez progrese (PFS)
v 1. linii a relapsu/refrakterni choroby 20 a 15 mésicl. O&ekavany median celkového preziti (OS)
pro 1. linii nebyl dosazen (80 % ve 2 letech) a u relapsu/refrakterni CLL ¢ini 31 mésicl. Zavér: Aktu-
alizované vysledky projektu Q-lite ukazuji, Ze l1é¢ba starSich &i komorbidnich nemocnych s CLL/SLL
nizkodavkovanym protokolem FCR je U¢innd; hematologicka i infekéni toxicita jsou pfijatelné a data
tykajici PFS i OS slibna, vyzadujici vSak delSi sledovani.

2469.

Mutace genu ATM narusSuji aktivaci p53 drahy po poskozeni DNA doxorubicinem u pacient
s chronickou lymfocytarni leukémii: vyuziti pro funkéni test

Navrkalova V., Zemanova J., Sebejova L., Kminkova J., Kube$ova B., Doubek M., Brychtova Y.,
Mayer J., Pospisilova S., Trousek M. (Stfedoevropsky technologicky institut (CEITEC) Brno; Fakultni
nemocnice, Brno)

Defekty genu ATM predstavuji vyznamny prognosticky faktor u pacientd s chronickou lymfocytarni
leukémii (CLL). Vzhledem ke kli¢ové roli proteinu ATM v odpovédi na poSkozeni DNA mohou mit
i potencialné znac¢ny prediktivni vyznam. Vyélenéni pacientl s inaktivni ATM je vSak komplikované:
(a) samotna heterozygotni delece 11q (11g-) nenarusuje funkci tohoto proteinu (b) inaktivace je
zprostfedkovana bialelickym defektem, tj. 11g-/mutace nebo mutace obou alel (c) mutaéni analyza
je slozita kvdli extrémni velikosti genu a nejasnému dopadu vétsiny mutaci. Cilem prace bylo za-
vést efektivni detekci ATM mutaci véetné uréeni jejich funkéniho dopadu. Byly pouzity nasledujici
metody: (a) funkéné neutralni resekvenacni Cip detekujici 1-nt substituce (b) western blot (WB) pro
stanoveni hladiny proteinu ATM (c) funkéni test pro predikci ATM mutaci zalozeny na sledovani
indukce genu p21 (Q-RT-PCR) po paralelnim oSetfeni CLL bunék fludarabinem a doxorubicinem;
v pfipadé inaktivace ATM jsme pfedpokladali narusenou indukci po doxorubicinu, zatimco u TP53
defektl jsme o€ekavali naruSeni odpovédi na oba léky. Pomoci resekvenaéniho ipu (n=107 paci-
entll) bylo identifikovano a pfimym sekvenovanim potvrzeno 16 mutaci u 13 pacient(l, nicméné ¢ip
vykazuje 30% faleSnou pozitivitu a 11% faleSnou negativitu. VSichni pacienti s mutaci méli jasné
inaktivni protein ATM — dle funkéniho testu a/nebo WB. Funkéni testovani u vzorkd bez mutace pak
indikovalo ATM dysfunkci u dal$ich 7 pacientl a v péti pfipadech byla mutace (nezachycena ¢ipem)
skute¢né nalezena. Finalni verifikace funkéniho testu na nezavislé kohorté 33 pacientl odhalila
dalSi 4 pacienty s mutaci a potvrdila jeho celkové vysokou senzitivitu (80%) i specificitu (97%).
Celkové jsme identifikovali ATM mutaci u 16% (22/140) pacientll, vzdy s jasnym funkénim dopa-
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dem na protein. Ztrata funkce ATM byla prokazana také skrze defektni odpovéd pfislusnych vzorkd
na ionizujici zafeni — byla jasné naru$ena indukce gend p21, PUMA a GADD45 a ATM protein vy-
kazoval neschopnost autofosforylace (Ser1981) i fosforylace p53 (Ser15) vedouci k jeho stabilizaci.
Diskriminace mezi ATM a TP53 defekty se dle oéekavani v naSem testu rovnéz prokazala. Navrzeny
funkéni test pro predikci ATM mutaci vykazuje velmi dobrou efektivitu a je technicky pfijatelny pro
vétsinu laboratofi. Pacienti s mutovanym proteinem ATM by mohli mit zadsadni problém pfi odpové-
di na lécbu poskozujici DNA. Prace byla podpofena granty SuPReMMe (CZ.1.07/2.3.00/20.0045)
a MUNI/A/0723/2012.

PODPURNA PECE A AITP

2481.
Indikace antimykotik - teorie a praxe.
Haber J., Forsterova K., Cemusova B. (1. Interni klinika- klinika hematologie, VFN a 1. LF UK, Praha)

Podle sou¢asnych doporucenych postupll je empiricka antimykoticka terapie suspektniho (mozné-
ho) invazivniho mykotického onemocnéni (IFD) standardnim IéEebnym postupem u neutropenickych
nemocnych s hematologickou malignitou, u nichz pretrvava horecka i pfes adekvatni I1é¢bu Siroko-
spektrymi antibiotiky. Empiricky zahajujeme lé¢bu u rizikového pacienta, u néhoz nedochazi k ustupu
projevu infekce (horecka, klinicky stav..) i pfes kvalitni 1é¢bu antibiotiky, a proto u ného mykotickou
infekci (jen) prfedpokladame. Empiricky postup se tak fidi klinickym stavem pacienta (clinically driven)
a v soucasné dobé je IéEeno 50-70 % nemocnych s horeckou, z nichz pouze 5-15 % ma pravdépo-
dobné invazivni mykdzu, a tak je znaéné procento Ié¢eno zbyteéné (,overtreated”). Jednim z moznych
zpusobl jak zabranit ,zbytecné 16¢bé” je nahradit empiricky pFistup preemptivnim. Preemptivné an-
timykotickou 1é¢bu zahajujeme u predisponovanych nemocnych, u nichz nejen klinické projevy, ale
zejména nalezy laboratornich a zobrazovacich vySetfeni vzbuzuji naléhavé podezfeni na IFD. Jde
o lé¢bu zalozenou na diagnostice (diagnostic driven), ktera vyuziva zejména CT, vySetfeni komponent
bunééné stény hub (aspergilovy antigen — galaktomannan, GM) ve vzorcich séra, z BAL, ev. likvo-
ru a metody molekularni biologie Lécbu v tomto pfipadé zahajujeme pfi nepfimych (laboratornich)
znamkach ,pravdépodobné” mykotické infekce. Literarni i naSe zkuSenosti ukazuji, ze preemptivni
pfistup neni mozny bez kvalitniho a rychle dostupného diagnostického zazemi. Pokud pracovisté tyto
podminky nema, pak je nutné zahajit Ié¢bu suspektniho mykotického onemocnéni empiricky. Na na-
Sem pracovisti jsme zhodnotili indikaéni kritéria nasazeni antimykotické terapie za obdobi 2010-2012
a v souladu s literarnimi udaji byly empirické indikace v naprosté vétsiné pfipadu.

2443.

Monitorovani hladin azoli u déti v priibéhu profylaxe invazivnich mykéz

Krél L., Chrenkova V., Klapkova E., Sedlagek P., Stary J., Sramkova L. (Klinika détské hematologie
a onkologie UK 2.LF a FN Motol, Praha; Ustav lékafské mikrobiologie, UK 2.LF a FN Motol, Praha;
Ustav klinické biochemie a patobiochemie, UK 2.LF a FN Motol, Praha)

Invazivni mykézy (IF1) jsou Zivot ohrozujici komplikaci u hematologickych pacientd. Azoly jsou an-
timykotika dostupna v peroralni formé a proto vhodna pro dlouhodobou profylaxi pacientt v riziku
IFI. Pomoci chromatografie (HPLC) Ize stanovit koncentraci azold v plazmé pacientul. Terapeutické
hladiny jsou znamé z farmakokinetickych studii provedenych na dospélych pacientech — 1-4 ug/ml
pro vorikonazol a 1,25-2,5 ug/ml pro posakonazol. V obdobi 06/2010-08/2011 jsme v nasem centru
vySetfili hladiny azol(l u 91 pacientl (542 vzorku). U 41 pacientll byla vySetfena hladina vorikonazolu
(225 vzorkll) a u 63 posakonazolu (317 vzork(). Terapeutické hladiny vorikonazolu byly detekova-
ny u 67%, suboptimalni u 24% a toxické u 9% vzork(. Terapeutické hladiny vorikonazolu nebylo
dosazeno u 8/41 pacientl (17,4%). Terapeutické hladiny posakonazolu byly detekovany u 55%,
suboptimalni u 28% a toxické u 17% vzork(. Terapeutické hladiny posakonazolu nebylo dosazeno
u 17/63 pacientd (26,98%). Ve sledovaném obdobi bylo v naSem centru diagnostikovano 5 IFI — 1
aspergiléza, 3 mukormykdzy a 1 kombinovana IFI (Aspergilus+Rhizopus). V§echny mukormykdzy
a kombinovana IF| byly prok&zany, aspergil6za byla pravdépodobné dle CT nalezu na plicich. Pouze
1 pacient byl pfed diagnézou IFI profylakticky zajistén azoly, ostatni pacienti nebyli k profylaktické-
mu podavani indikovani. Terapeutickych hladin azol( se nepodafilo dosdhnout u podstatné ¢asti
pacientd, a to i pfes opakovanou Upravu davek. Vyskyt IFI a preziti pacientl s IFl, na naSem malém
souboru pacientd, nekoreluje s hladinami azolG v plazmé. Podporeno projektem (Ministerstva zdra-
votnictvi) koncepéniho rozvoje vyzkumné organizace 00064203 (FN MOTOL).

2502.

Vyskyt enterobakterii s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz v GIT pacientd s hemato-
-onkologickym onemocnénim

Kolaf M., Htoutou Sedlakova M., Novosad J., Szotkowska R., Szotkowski T., Raida L., Indrak K.
(Ustav mikrobiologie LF UP a FN, Olomouc; Hemato-onkologicka klinika LF UP a FN, Olomouc)
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Uvod: K vyznamnym tématim soudasné mediciny patfi bakterialni infekce, jejichz frekvence i za-
vaznost, vzhledem ke stoupajicimu poctu rezistentnich bakterii, neustale narista. Mezi nejdllezi-
téj8i mechanismy rezistence patfi produkce Sirokospektrych beta-laktamaz, které jsou stale ¢astéji
dokumentovany nejen u bakteridlnich patogend, ale i u bakterii tvoficich normalni mikrofléru lid-
ského téla. Cilem predlozené studie bylo stanoveni prevalence multirezistentnich ESBL- a AmpC-
-pozitivnich enterobakterii v gastrointestinalnim traktu (GIT) pacientl s hemato-onkologickym one-
mocnénim a jejich analyza. Materidl a metodika: V obdobi 3 mésict (1.11.2012-31.1.2013) byly
z rektalnich vytérl pacientl, hospitalizovanych na Hemato-onkologické klinice Fakultni nemocnice
Olomouc, izolovany pomoci vyhledavacich chromogennich plid enterobakterie s produkci Siroko-
spektrych beta-laktamaz. Kazdy izolat byl identifikovan standardnimi biochemickymi testy a sys-
témem MALDI-TOF. Produkce Sirokospektrych beta-laktamaz byla stanovena fenotypovymi testy
mDDST a mAmpC. Vysledky byly konfirmovany detekci genli kédujicich beta-laktamazy typu ESBL
a AmpC. Od kazdého pacienta byl do souboru kmend zafazen vzdy jen jeden izolat. Vysledky:
Ve sledovaném obdobi bylo izolovano 18 enterobakterii od 71 pacientd. Nej¢astéji se jednalo o kme-
ny Klebsiella pneumoniae (50%), Citrobacter freundii (22%) a Escherichia coli (17%). Prevalence
nosi¢stvi ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii v GIT pacientt s hemato-onkologickym onemoc-
nénim byla stanovena na 25%, pfi¢emz v 72% se jednalo o ESBL a 28% enzym bylo identifikova-
no jako AmpC typy. Zavér: Aktivni surveillance bakterialni rezistence je zakladnim predpokladem
racionalni a adekvatni antibiotické terapie. U hemato-onkologicky nemocnych je velmi vhodné nejen
pravidelné sledovani prevalence patogennich multirezistentnich bakterii, ale i potencionalné-pato-
gennich kmen( patficich do normalni mikrofléry. Na zakladé vysledku studie bylo prokdzano nosic-
stvi uvedenych kmen0 v GIT traktu vy$etfovanych pacientt a tuto skutecnost je nutné vzit v Gvahu
v pfipadné antibiotické Ié¢bé. Podporfeno grantem UP ¢&. LF_2013_012.

2398.

Autoimunitna trombocytopénia (AITP) a splenektémia — imunologické aspekty

Lipsic T., Zeleznikova T. (Hematologické a transfuziologické oddelenie ULVM, OUSA a SZU, Brati-
slava - SK)

Patofyziologické sekvencie pri AITP si kombinaciou pésobenia B a T-lymfocytov na celu vyvojovu
liniu Tr s vyslednym zvySenim destrukcie a znizenim produkcie s naslednou trombocytopéniou (TP).
Destrukcia Tr prebieha po linii humoralnej a celularnej ktorych kombinacia, miesto pésobenia a in-
tenzita su rézne medzi jedincami aj v ¢ase. Slezina je organom a miestom “koncentracie” zloziek
imunitného systému — T a B lymfocytov a makrofagov - miestom ich produkcie ale pravdepodobne
aj riadi/reguluje ich distribdciu. Splenektdmia (SE) znamena odstranenie 1/3 imunitného systému —
jeho troch na TP sa podielajucich zlozZiek (B-Ly, T-Ly, makrofagov) a tieZ najvhodnejSieho prostredia
pre deStrukciu Tr. Za u€elom zistenia zmien v spekire lymfocytov pri AITP po SE a ich moznych
korelacii s jej efektom a dal§im priebehom ochorenia sme monitorovali subpopulacie lymfocytov. De-
tegovali sme aj na hodnoty T-regulaénych lymfocytov (TREG). TREG su kritické pre udrzanie imu-
notolerancie, preto pri autoimunitnych ochoreniach je vhodné poznanie ich funkcie a stavu. VySetrili
sme skupinu 27 pacientov s AITP po SE v ramci ich dlhodobého klinického sledovania. Ani jeden
z pacientov nemal vSetky hodnoty subpopulécii lymfocytov v limite referenénych hodnét: zvySené
hodnoty T-Ly (Th) malo 7/27, znizené 11/27p; zvySené hodnoty B-lymfocytov boli u 12/27, znizené
10/27p; zvySené hodnoty NK-Ly malo 10/27p a znizené 8/27.p. Hodnotenie zastipenia TREG je
problematické pre nedostatok udajov o ich referenénych hodnotach (RH) - v stbore st hodnoty zni-
zené aj zvySené. Kompletnu dhodobu kompletnu remisiu malo 20/28p, parcialnu 5/27p, bez remisie
boli 2/27p. Korelacie kvantitativnych zmien subpopulacii a efektu splenektémie - vo zmysle kvality
remisie neboli jednoznaéné, ale vysSie hodnoty T-Ly (Th) resp. znizené TREG boli ¢astejSie u pa-
cientov bez remisie, alebo len z parcialnou remisiou (zvySené T-Ly a parcialna resp. ziadna remisia
5p resp. 2p. NizSie hodnoty T-Ly (Th) a vySie B-Ly a TREG boli u 12/20 pacientov s kompletnou
remisiou. Pri hodnoteni vyznamu zastupenia subpopulécii Ly je potrebné zvazovat nasledujuce po-
tencialne modifikujuce faktory: subopopulaéné spektrum pred splenektémiou, individualne imunitné
spektrum a dynamiku ochorenia, nedostato¢nu Specificitu hodnotenia anti-Tr protilatok, chybanie
relevantnych referenénych hodnét pre TREG a v neposlednom rade aj chybanie RH pre pacientov
s AITP bez SE a kontrolnej skupiny SE u pacientov bez autoimunitného ochorenia.

2324.

Efektivita podani romiplostimu u primarni imuntini trombocytopenie analyza dospélych paci-
enttll z realné hematologické praxe

Cervinek L., Cermék J., Caniga M., Cerna O., Konifova E., Gumulec J., Schutzova M., Hlusi A.,
Hochova |., Obernauerova J., Brejcha M., Vonke |., Walterova L., DuSek L., Muzik J., Burger M.,
Kozak T. (IHOK FN, Brno; Praha, Ostrava, Plzeri, Olomouc, Mlada Boleslav, Novy Jiéin, Ceské
Budéjovice, Liberec)

Uvod: Pfinasime data z realné klinické praxe tykajici se Ié8by pacientd s chronickou imunitni trom-
bocytopenii agonistou TPO receptoru- Nplate® (romiplostim). Do analyzy bylo k lednu 2013 za-
hrnuto celkem 69 pacientli z 12 specializovanych hematologickych center v Ceské republice. Ze
souboru 69 pacientll je 23 pacientl po splenektomii, 46 pacienti splenektomii dosud nepodstou-
pilo, 28 pacientll jsou muzi, 41 pacientl tvofi Zeny. Nplate (romiplostim) byl v primeéru indikovan
ve 4. linii 1é¢by ITP u pacientd po splenektomii a ve 3. linii IéCby u pacientl bez splenektomie. Doba
od stanoveni diagndzy ITP k zahdjeni IéEby romiplostimem byla v prdméru 20 let u splenektomo-
vanych a 7 let u nesplenektomovanych pacientd. Median hladiny trombocytt pred zahajenim Iécby
romiplostimem byl 12 x 10 9/ u splenektomovanych a 15 x10 9/| u nesplenektomovanych pacient.
Pred zahajenim 1é¢by romiplostimem mélo krvacivé projevy 41% pacientl, pficemz 8,6 % pacientu
mélo zavazné krvaceni Grade 3-4. Primérna davka romiplostimu byla v registru 3,6 pg/kg/tyden
u splenektomovanych a 3,0 pg/kg/tyden u nesplenektomovanych pacientd. Primérna tydenni davka
zlistala po dobu sledovani relativné stabilni. Celkové 38% pacientd uzilo za dobu sledovani konko-
mitantni terapii. Median délky Ié¢by pacientll sledovanych v registru byl 11.2 mésice. Primér hladiny
trombocytll u pacientd na 1é¢bé byl 53x10 9/ u pacientll po splenektomii a 92x10 9/I u pacientt bez
splenektomie. Co se tyka nezadoucich ucinkl tyto byly v ITP registru zaznamenany u 26.1% paci-
entd. Ponékud vyssi byla frekvence reportovanych nezadoucich Ucink( v oblasti pohybového Ustroji.
Pokud budeme hodnotit dosazenou lé¢ebnou odpovéd* u pacientd s ITP na terapii romiplostimem
v registru pacientd u 52 % bylo dosazeno kompletni remise ITP, u 15,8 % pacientd parciélni remise
ITP a u 8.7% nebyla zaznamenana lé¢ebna odpovéd'

HID



CML A PH- MPN, SAL MADRID

2298.

Nové lieky v lie€be CML po zlyhani tyrozinkinaza inhibitorov

Téthova E., Kafkova A. (Ustav lekérskej a klinickej biofyziky LF UPJS, Kosice — SK: Klinika hemato-
I6gie a onkohematoldgie UN L.Pasteura, Kosice — SK)

Uvod: Chronicka myelocytova leukémia (CML) s dékazom cytogenetickej abnormality -Philadelphia
chromozému je modelovym prikladom toho, ako vyznamne zasiahli objavy v nadorovej genetike
do dalSieho osudu pacientov. Boli to prave pokroky v molekulovej bioldgii, ktoré umoznili identifi-
kovat fuzny gén (BCR-ABL), chimericky protein a napokon vytvorit malu molekulu, ktora dokaze
zmeneny gén inhibovat. Tak ako sa menili nazory na pri€inu a biologicku podstatu CML, dochadzalo
aj k zmenam v pohlade na lie€bu. Hlavnu skupinu liekov, ktorymi sa lie¢ia chori s CML v su€asnosti
predstavuju inhibitory tyrozinovej kinazy (TKI) a je predpoklad, ze tato skupina liekov bude mat
vyznamné postavenie v primoterapii CML aj nadalej. Aj napriek excelentnym vysledkom dosiahnu-
tym Standardnymi davkami TKI 1. a 2. generacie, priblizne u jednej tretiny pacientov nedosiahneme
ziaducu odpoved. NajéastejSou pri¢inou zlyhania lieCby je ziskana rezistencia, a preto v snahe jej
predchadzat sa sustreduje pozornost aj na dalSie nové lieky a molekuly ev. ich kombinacie. Ciele:
Praca je prehladom novych liekov, predovSetkym aktivnych TKI 3.generécie, inhibitorov farnesyl-
-transferazy a aurora kinaz, non- ATP kompetetivnych inhibitorov, v¢itane Heat Shock protein 90
inhibitorov, histone- deacetylaza inhibitorov, latok blokujucich DNA-methyltransferazu ako aj dalSich
perspektivnych molekul, z ktorych mnohé samotné, alebo v kombinaciach sa budd méct v blizkej
buducnosti uplatnit ako sucast Standardnej liecby CML. Zavery: Aj ked doposial bolo cielom liecby
tzv.“operational cure”, t.j dosiahnutie vymiznutia vSetkych znamok ochorenia a zabranenia moznosti
transforméacie do blastovej transformacie, v budicnosti sa lieéba CML zamera na tzv.“ absolute
cure, t.j. eradikaciu alebo vy&erpanie aj poslednej leukemickej bunky z tela pacienta - lieCbu zaci-
elenu na odstranenie patologickej kmenovej bunky.

2385.

Uspésna lééba CML v dobé téhotenstvi a po porodu. .
Klamova H., Srbova D., Siskova M., Bfezinova J., Machova Polakova K., Cetkovsky P, Stastna
Markova M. (Ustav hematologie a krevni transftize, Praha; 1.interni klinika VFN a LF UK, Praha)

Uvod: Incidence chronické myeloidni leukémie (CML) a téhotenstvi je odhadovana na 1:75000. Moz-
nosti 1é¢by CML u téhotnych zen jsou vSak limitované rizikem poskozeni plodu, nelé€end nemoc
znamena ohrozeni nemocné z progrese choroby. Lécba téhotné Zeny s leukemii proto pfedstavuje
nelehkou vyzvu jak pro pacientku, tak také pro Iékare. Referujeme vlastni zkuSenosti s |éEbou CML
pfi sou€asné probihajicim téhotenstvi. Cil: Zhodnotit moznost u¢inné 1é¢by CML po dobu probihaji-
ciho téhotenstvi bez ohrozeni zdarného vyvoje plodu a nasledné dosazeni kvalitni Ié¢ebné odpoveé-
di v obdobi po porodu. Metodika: Celkem 12 t&hotenstvi potvrzeno u 11 nemocnych Zen a 9 téhoten-
stvi probéhlo u 8 partnerek muz(i s CML v letech 2001-2012. Ctyfi pacientky pozadaly o preruseni
téhotenstvi, 8 t€hotenstvi u 7 Zen probéhlo do planovaného terminu porodu. Kromé jedné pacientky,
u které téhotenstvi zjiSténo ve 20.tydnu ostatni zjiSténa v obdobi 1.trimestru. 5 téhotenstvi potvrzeno
soucasné s diagnostikovanou dosud neléenou CML, jedno pfi IéEbé imatinibem (IM) a 1krat na te-
rapii interferonem (INF). V poradi druhé, planované téhotenstvi u 1 pacientky probéhlo po preruseni
|é¢by dasatinibem (DA) v dosazené velké molekularni remisi (MMoR). Po dobu 1.trimestru Ié¢ba
pokud indikovana leukodeplecemi, ve 2. a 3.trimestru leukodeplece a/nebo INF. Sedm muzi Ié¢eno
v dobé fertilizace 8-101 mésicl imatinibem, | pacient dasatinibem. Vysledky: VSech 8 téhotenstvi
(u 7 Zen) ukongeno porodem zdravych déti, které nyni ve véku 1 mésic az 12 let. Po porodu u 5
pacientek zahajena Ié¢ba IM, u 4 z nich nasledné DA, jedna pokracovala v INF, v trvajici molekularni
odpovédi (MR). 6 nemocnych (85%) docililo v medianu 18 mésic kompletni cytogenetické remise
(CCyR), 5 z nich také MMoR. Odpovéd 1 pacientky nehodnocena, dosud kratce po porodu. Paci-
entka s planovanym preru$enim Ié¢by DA po celou dobu téhotenstvi bez 1é¢by, kdy sice ztratila MR,
po jeho opétném nasazeni vSak do 3 mésicd MMoR opét dosahla. Téhotenstvi partnerek muzud s
CML probéhla bez komplikaci, ukonéena porody zdravych déti. Zavér: Realizovany |éCebny postup
u Zzen s CML, které se rozhodly v téhotenstvi pokracovat vyvoj plodu negativné neovlivnil a ¢asné

po porodu zahdjena Iécba inhibitory tyrozinovych kindz umoznila dosazeni kvalitni cytogenetické
a molekularni odpovédi. Lécba CML pfi sou€asné probihajicim téhotenstvi je tedy mozna, vyzaduje
vSak peclivé monitorovani zeny a plodu a také zodpovédny pfistup pacientky. Podpofeno CELL.

2489.
K heterogenité heterochromatinu v centralni oblasti bunécéného jadra v granulocytech CML
Smetana K., Mikulenkova D., Klamova H. (UHKT, Praha)

Jak je obecné znamo, v centralni ,na geny bohaté“ (gene rich) oblasti buné¢ného jadra hete-
rochromatin je sidlem spicich gent diky kondenzaci DNA. Z hlediska diagnostické cytologie pak
heterochromatin je dalezitym markrem pro posuzovani diferenciace a maturace bunék. Na druhé
strané stav kondenzace DNA a heterochromatinu unikal pozornosti i kdyz bylo pfedpokladano, ze
ma vztah ke inaktivaci - ,mi€eni ,, genové exprese. Obrazova optickd denzitometrie (OOD) je pak
vhodna kvantitativni metoda pro hodnoceni stavu kondenzace DNA a chromatinu in situ v jednotli-
vych bunkach po vizualizaci cytochemickymi metodami. Zde je nezbytna zminka, ze i v hematologii
panoptické barveni je mozno pokladat za cytochemickou metodu vhodnou pro vizualizaci chroma-
tinu. Z vysledku vyplyva, Ze u pacientll s CML nelécenych cytostatiky v dobé odbéru kostni dfené
je kondenzace heterochromatinu v centralni oblast jadra heterogenni a to jak v myeloblastech, tak
ve zralych segmentovanych granulocytech. Maximalni kondenzace heterochromatinu by tedy mohla
odpovidat ,genovému miéeni*, zatim co minimalni kondenzace by mohla ozna¢ovat mista s poten-
cialni moznosti genové aktivace v granulocytovych progenitorech i zralych granulocytech. Exprese
genové aktivity se totiz odehravaji na okraji takovych mist a odpovidaji euchromatinovym zénam. Pri
této prilezitosti je vSak nezbytna zminka o zvy$enych hodnotach stavu kondenzace heterochroma-
tinu centralni oblasti bunééného jadra ve zralych bunkach. Vysledky také otevrely otdzku genovych
inaktivaci ve vztahu ke zvySovani kondenzace heterochromatinu a snizovani velikosti jadra béhem
diferenciace a maturace krevnich bunék Studie byla provedena ¢asteéné s podporou Min.zdrav. CR.

2440.

Specifika diagnostiky a lieéby mladych pacientov (< 40 rokov) s Ph negativnou myeloproli-
ferativnou neoplaziou

Hatalova A., Jankovi¢ova D., Mistrik M. (Klinika hematoldgie a transfuzioldgie, LF U K, SZU, UN,
Bratislava — SK)

Uvod: Ph negativne myeloproliferativne neoplazie (MPN), klasické podtypy esencialna trombocy-
témia (ET), polycytémia vera (PV) a primarna myelofibréza (PMF) su v poslednom desatroéi in-
tenzivne rozoberané. Diagnostické algoritmy, lieGebné odporuéania v duchu mediciny zaloZene;j
na dékazoch (angl. Evidence-based Medicine — EBM) maju aj napriek vysokému stupfiu prepraco-
vanosti sporné body, napr. leukemogenicita hydroxyurey (HU) a jej pouzitie. Vyber lie€ebnej modality
je ¢asto problémom najvypuklejSim prave v skupine mladych pacientov. Metody: Cielom prace je
posudenie priebehu a lie€by MPN v subore mladych pacientov (n=23) s vekom od 19 do 40 rokov
(median 29,5), diagnostikovanych a lie¢enych od roku 2006. Subor pozostaval zo 17 Zien a 6 muzov.
Zastupenie jednotlivych podtypov MPN: PV (9/23), ET (4/23), PMF (10/23). Somaticka mutacia JAK
2, potvrdena u 16/23 (69%) pacientov. Vaskularne komplikacie popisujeme u 7/23 (30%) pacientov
(4 PMF, 3 PV).V jednom pripade (PV) sme zaznamenali arterialnu trombézu. V 4/23 ven6zna trom-
bdza postihovala splanchnicku oblast. V subore naSich pacientov sa nevyskytli ziadne hemoragické
komplikacie. Pouzita lie€ba: traja pacienti s dg ET a jeden pacient s dg PV (prepolycytemicka faza
PV) su na liecbe anagrelidom, 10/23 pacientov na liecbe interferénom.(IFN). 1/23 pacientka s dg PV
vo veku 19 rokov je na antiagregacnej lieCbe a venepunkciach. Osobitne posudzujeme liecbu s IFN
a obhajujeme tzv. véasné nasadenie IFN v manazmente PMF, ako prevencie progresie ochorenia.
V lie¢be nasich pacientov absentuje pouzitie HU. Je pouzita iba v jednom pripade ako tzv. premo-
stujuca lie€ba v priprave pred chirurgickym vykonom. PodrobnejSie analyzujeme uz spominané
vaskularne komplikacie v splanchnickej oblasti u 3 zien (2 PMF, 1 PV) s pozitivnou somatickou
mutéciou JAK 2.V dvoch pripadoch atypickej MPN zavazné vaskularna komplikacia predchadzala
diagnostike MPN. Zaver: Mlady pacient (vek pod 40 rokov) s diagnézu MPN predstavuje v hemato-
logickej praxi medicinsky, psychologicky a socialny problém. Tato skupina pacientov sa €asto lieci
na zaklade skusenosti jednotlivych pracovisk a lie€ebnych protokolov bez prihliadnutia na Specifika
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pacientovho veku. V lie€be mladych pacientov jednoznaéne preferujeme IFN a jeho véasné nasa-
denie. V pouzivani HU sme v naSom manazmente v rozpore s medzinarodnymi odporu¢aniami. Pre
potencialnu leukemogenicitu jej pouzitie rezervujeme pre limitované situacie.

2349.
Zkus$enosti s IéEbou Eculizumabem u nemocnych s Paroxysmalini noéni hemoglobinurii
Cermak J., Sponerova D. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Chybéni inhibitord aktivované C5 a C8 slozky komplementu je zékladnim patogenetickym mecha-
nismem uplatiiujicim se v rozvoji hemolyzy u paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH). Eculizu-
mab je humanizovana mysi monoklonalni protilatka proti C5 slozce komplementu. Podavani eculi-
zumabu (Soliris®,Alexion,USA) nemocnym s PNH vede k vymizeni hemolyzy, vyraznému snizeni
zavislosti na transfuzich a incidence trombotickych komplikaci a k vyznamnému zlep$eni funkce
ledvin poSkozenych opakovanymi hemolytickymi epizodami. Eculizumab je podavan 5 nasim ne-
mocnym s tézkou formou PNH s opakovanymi epizodami tézké hemolyzy, s nutnosti opakovaného
podavani transfuzi erytrocytll, u 2 nemocnych byly pfed IéEbou pfitomny trombotické komplikace a 2
nemocni meéli znamky chronické renalni insuficience. Davkovani pfipravku se Fidi obvyklym sché-
matem (600mg i.v. 1x tydné 5 tydn( a poté 900mg i.v. 1 x za 2 tydny trvale jako udrzovaci léc¢ba).
U v8ech nemocnych do$lo jiz béhem indukéni IéEby k Ustupu hemolyzy dokumentované vyraznym
snizenim hodnoty LD (z 39 pkat/l na 8,5 pkat/l), k normalizaci koagulaéniho nélezu a snizeni poctu
podanych transfuzi. Primérny pocet transfuzi pred zahajenim Ié¢by ¢inil 3.6 TU/mésic, po skonceni
indukéni 1é¢by pak 0.4 TU/mésic. Nebyly pozorovany zadné vedlejSi ucinky 1éby ani nové trom-
botické komplikace, k reparaci poSkozeni funkce ledvin v8ak dochéazi velmi pomalu. Eculizumab
predstavuje efektivni IéEbu zejména pro nemocné s PNH s opakovanymi epizodami tézké hemolyzy
a s pfitomnosti komplikaci (trombozy,poskozeni ledvin). Nevyhodou jeho podavani je krom vysoké
ceny zejména nutnost trvalého podavani udrzovaci 1é¢by, coz mize mit uréity vliv na kvalitu zivota
nemocnych.

2352,

Vypocet prahovych hladin pro vysoce citlivou detekci mutaci v kinazové doméné BCR-ABL
pomoci sekvenovani nové generace: zaméreno na hlubokou detekci mutaci u CML v chro-
nické fazi

Brouckova A., Kulvait V., Soverini S., Kohimann A., Jaruskova M., Linhartova J., Klamové H., Trnény
M., Haferlach T., Baccarani M., Martinelli G., Machova Polakova K. (Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha — CZ; 1. Iékarska fakulta a Centrum experimentalni hematologie, UK, Praha — CZ;
Department of Experimental, Diagnostic and Specialty Medicine, University of Bologna, Bologna —
Italy; MLL Munich Leukemia Laboratory, Mnichov — Germany)

Sangerovo sekvenovani (SS) je nejrozsSifenéjsi metodou pro detekci mutaci v kindzové doméné
(KD) BCR-ABL s citlivosti 15-20%. Sekvenovani nové generace (NGS) technologie 454 (Roche
Applied Science) ma diky své klonalni povaze vyrazné vysSi rozliSovaci schopnost a umozriuje hlu-
bokou sekvenaci (DS) cilovych gen(. Je v8ak zapotiebi mit k dispozici nastroje umoznujici odliSovat
chyby vznikajici v prabéhu pfipravy vzork( od signifikantnich mutaci. 1) Vyvinuli jsme model pro
korigovani chyb a pro odhad prahovych hladin pro detekci mutaci v KD BCR-ABL s pouzitim DS. 2)
Vypocitané prahové hladiny jsme aplikovali pro retrospektivni DS analyzu BCR-ABL mutaci asocio-
vanych s rezistenci na Ié¢bu TKI u CML pacientl v chronické fazi. BCR-ABL mutace byly pomoci DS
vySetfeny ve 129 vzorcich 15-ti pacientd, ktefi byli Ié¢eni TKI ve 2-3 liniich. Pouzita BCR-ABL plata
vyvinuta v ramci studie IRON-II (ELN) obsahuji fuzni primery generujici 4 ¢aste¢né se prekryvajici
amplikony, jenz pokryvaji celou kédujici oblast KD. Pro odhad frekvence chyb jednobodovych nuk-
leotidovych zamén (SNS) jsme pouzili 8 vzorkd zdravych jedinct. Frekvence chyb byla odhadovéana
pomoci Lea Coulson distribuce. Distribuéni parametr byl odhadovan pomoci metody maximalni vé-
rohodnosti dle Foster (2006, DNA Repair). Je-li pravdépodobnost, ze stejny nebo vyssi pocet SNS
¢teni kazdé baze se vyskytuje v chybové distribuci, mensi nez 1%, pak takovou SNS povazujeme
za vyznamnou mutaci. Na hladiné 1% byly stanoveny prahové hladiny pro kazdou SNS. 1) Odha-
dované frekvence SNS chyb byly vyrazné vyssi pro nukleotidové tranzice vs. transverze (pf. prdmér
2,2 T/C zamén vs. 0,1 T/A na 3000 ¢&teni). Obdobné prahové hladiny byly vySsi pro tranzice (pf.

2,6% pro detekci SNS zpUsobujici mutaci T3151) nez pro transverze (pf. 0,3% V299L). 2) S vyuzitim
prahovych hladin jsme se zaméfili na to, zda DS pfekonava SS v ¢asnéjsi detekci BCR-ABL mutaci.
DS detekovalo 5 mutaci o 3 mésice dfive, 4 0 4 mésice a 2 o 17 mésicl dfive nez SS béhem lécby
imatinibem. Navic byly DS odhaleny minoritni mutované populace (G250R, L387F, L364l, Y253H)
u 4 pacientd. U 3 pacientd DS detekovalo minoritni populace s F317L, Y253H a T315I pfed zménou
1é¢by, které expandovaly v prdbéhu zvoleného druholiniového TKI. Porovnavali jsme hladinu vstup-
nich mutaci detekovanou DS a SS po zméné TKI. Vstupni mutace byly stale detekovatelné DS u 2
pacientu, pfestoze v dobé analyzy dosahli MMR. Podpofeno IGA NT11555 a NT13899
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2483.

Folikularni lymfom — priibéh relapst v zavislosti na tvodni Ié¢bé.

Trnény M., Janikova A., Belada D., Prochazka V., Mocikova H., Pirnos J., Kubac¢kova K., Matuska M.,
Lysy M., Barsova L., BeneSova K., Campr V. (1.LF UK a VFN, Praha; FN, Brno,; FN, Hradec Kralové;
HOK FN, Olomouc; Nemocnice, Ceské Budéjovice; FNKV, Praha; FN Motol, Praha; FN, Ostrava;
Masarykova nemocnice, Usti n. Labem; Nemocnice, Liberec)

Zavedeni rituximabu do 1é¢by nemocnych s folikularnim lymfomem signifikantné zlepSilo jak dobu
do progrese (PFS) tak celkové preziti (OS). Z historickych dat vyplyva, ze kazdy nasledujici relaps,
resp odpovéd je spojena s krat§im PFS resp. trvanim odpovédi. Existuje jen velmi malo dat, ktera by
vychazela z obdobi imunochemoterapie. Metodika: Nase analyza byla provedena na neselektované
skupiné 1314 nemocnych s diagnézou FL od 1999 do 2010. PFS byl kalkulovan od doby diagnézy
do doby progrese/relapsu nebo umrti, nasledny PFS byl kalkulovan od doby progrese do doby dals$i
progrese/relapsu nebo umrti. Vysledky: Soubor 1314 nem. tvofilo 59% Zen, median véku pfi dg 57
let (18-93), FLIPI riziko pfi dg dobré u 34%, stfedni 28% and vysoké u 35% nemocnych (2% nezna-
mo). Vétsina pacientl byla Ié¢ena chemoterapii (87%), nejcastéjsi rezim byl CHOP (65%), rituximab
(R) in v 1.linii byl pouzit u 63% lé€enych nemocnych a R maintenance byla pouzita u 23% nem.
Celkova odpovéd byla 93% s 73% CR(u). S medianem sledovani 3,9 roku bylo zaznamenano 478
progresi a 232 umrti. Median PFS byl 5,6 r.a OS v 5 letech byl 82,9%. Ze 478 nemocnych s 1. pro-
gresi u dalSich 137 nem byla zaznamenana 2. progrese, u 43 nem. 3. progrese a u 13 nem. 4.pro-
grese. Median 2.PFS byl 3,0 roky., 3. PFS 2,3 roku a 4. PFS 2,0 roky (p<0.001). Median naslednych
PFS u nemocnych Ié¢enych jen chemoterapii byl 3,3 roku pro 1. PFS, 3,3 roku pro 2. PFS, 2,6 roku
pro 3. PFS a 2,1 roku pro 4.PFS (p ns). U nemocnych Ié¢enych v indukci rituximabem byly vysledky
odlidné: 1.PFS 7,9 roku, 2. PFS 2,4 roku, 3. PFS 1,4 roku. Souhrn: U nemocnych Iééenych samotnou
chemoterapii v indukci neni trvani naslednych PFS odlisné od prvé, je to dano pouzitim rituximabu
v dalSich liniich. Rozdil je u nemocnych |é€enych rituximabem v 1. linii, tito maji signifikantné delsi
1.PFS proti naslednym. Nésledné PFS se signifikantné neliSi mezi nemocnymi Ié€enymi v indukci
jen chemoterapii ¢i rituximabem. Dedikace: IGA NT12193-5/2011.

2478.

Intenzivni tvodni terapie u rizikovych nemocnych s folikularnim lymfomem: ma smysl v ére
R-CHOP?

Prochazka V., Papajik T., Trnény M., Belada D., Janikova A. (Hemato-onkologicka klinika FN, Olo-
mouc; I. interni klinika, VFN, Praha; Oddéleni klinické hematologie, FN, Hradec Kralové; Interni
hematologicka a onkologicka klinika, Brno)

Uvod: Folikularni lymfom (FL) pfedstavuje onemocnéni s heterogennim klinickym priibb&hem. V ée
imunoterapie se povazuje za optimalni rezim tGvodni |é€by rituximab-cyklofosfamid- doxorubicin-
-vinkristin- prednison s naslednou udrzovaci terapii rituximabem (R-CHOP-MR). Pacienti s vysokym
rizikem dle indexu FLIPI dosahuji medianu doby do progrese pod 5 let. Pfinos intenzivni terapie
u rizikovych mladSich nemocnych s FL je nejasny. Cil: Zhodnotit Ié¢ebné vysledky rizikovych paci-
entl s FL IéGenych intenzivni Gvodni terapii s nebo bez autologni transplantace (ASCT) a srovnat
je s nemocnymi identického rizika l1é¢enych rezimem R-CHOP-MR. Metoda: Na naSem pracovisti
jsme identifikovali 48 nemocnych stfedniho a vysokého rizika dle FLIPI, ktefi byli na zakladé rizi-
ku uzplsobené strategie lé¢eni dle sekvencniho protokolu s rituximabem (SQ), bez (46 %) nebo
s (54 %) konsolidaci pomoci ASCT. 24 nemocnych (50 %) bylo nasledné lIé€eno imunoterapii inter-
feronem (n=2) nebo rituximabem (n=22). Kontrolni kohortu tvofil soubor 110 nemocnych z registru
Kooperativni lymfomové skupiny s FL grade I-llla, stfedniho-vysokého rizika dle FLIPI, ktefi byli pfi
dg. mladsi 65 let a byli Ié¢eni R-CHOP-MR. Median véku dosahl ve skupiné SQ 48,5 let, ve skupiné
R-CHOP 55 let (p<0,01), nemocni se naopak nelisili co do zastoupeni pokrocilého stadia Ill/IV dle
Ann Arbor (98 % vs 98 %, p=0,32) a vysokého rizika dle FLIPI 47,7 % (R-CHOP) vs 56,3 % (SQ),
p=0,32. Vysledky: Procento kompletnich remisi bylo vyznamné vyssi ve skupiné SQ (93,8 %) nez
R-CHOP-MR (67,6 %), p<0,01. Pfi medianu sledovani 6,1 roku (SQ), respektive 4,5 roku (R-CHOP-
-MR, p<0,01) doSlo k progresi/relapsu u 10 (21 %) nemocnych v rameni SQ a 44 (40,0 %) v rameni

R-CHOP-MR. Interval do progrese v 5-letech (PFS) u R-CHOP-MR 53,8 % (95% CI 0,42-0,65) u SQ
78,5 % (95% CI 0,66-0,91), p<0,01. Celkové preziti (OS) v 5-letech u R-CHOP-MR 92,6 % (95%
Cl 0,86-0,99) u SQ 100 % (95% CI 0,85-1.00), p=0,23. Subanalyza skupiny SQ s udrzovaci terapii
(n=24) prokazala vyssi 5-leté PFS (88,4 %) oproti skupiné SQ bez udrzovaci terapie (69,1 %),
p=0,22. Byl naznacen trend delSiho OS ve skupiné SQ s udrzovaci terapii oproti kohorté R-CHO-
P+MR (0 vs 7 udalosti, p=0,16). Zaveér: Intenzivni tvodni terapie navozuje v éfe imunochemoterapie
vys8i procento kompletnich remisi a del§i PFS oproti standardni terapii R-CHOP-MR. V pfipadé
nemocnych skupiny SQ s udrzovaci terapii by pozorovan i trend pro del$i OS. Dedikace: LF-2013-
004, IGA NT12193-5/2011.

2299.

Pridani rituximabu nezlepsuje prognézu u pacientd s primarnim CNS lymfomem

Mocikova H., Pytlik R., Sykorova A., Janikova A., Prochazka V., Vokurka S., Berkova A., Trnény
M. (Interni hematologicka klinika, FNKV, 3. LF UK, Praha; . interni klinika — klinika hematologie,
VFN a 1. LF UK, Praha; 4. Interni klinika hematologie, Fakultni nemocnice, Hradec Kralové; Interni
hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno; Lékarska fakulta Masarykovy Univerzity, Brno; He-
mato-onkologicka klinika, FN, LF UP, Olomouc; Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzeri)

Uvod. Rituximab se Usp&sné pouziva v 1é¢bé B nehodgkinskych lymfom, ale jeho vyznam u primar-
nich CNS lymfom0 (PCNSL) je nejasny vzhledem k jeho obtiZzné prostupnosti pfes hematoencefa-
lickou bariéru. V této retrospektivni studii jsme hodnotili, zda pfidani rituximbu ke standardni |é¢bé
zlepSuje prognézu u pacienttl s PCNSL. Pacienti a Metody. Analyzovali jsme 164 pacientd s PCNSL,
ktefi byli 1é€eni sekvenéni Ié¢bou: metotrexat, radioterapie a cytarabin (DeAngelis et al., 2002). U 49
ze 164 (29.9%) pacientu byl pridan k této l1é¢bé i Rituximab (Shah et al., 2007). Preziti pacientl bylo
vyhodnoceno pomoci Kaplan-Meierovy metody a rozdily v pfeziti mezi podskupinami pomoci log-
-rank testu. Vysledky. Median véku pacientt byl 63 let (rozsah 31-79). Median IELSG skoére byl 2,5
a median Karnofského skére 60%. Exprese BCL-6 byla vySetiena u 74 pacientl (45%), z nich bylo
51 pozitivnich. Pouze 51 pacient( (20 s rituximabem) dokongilo planovanou Iéébu a 113 pacientl
predéasné ukoncilo 1éEbu pro progresi, toxicitu nebo v disledku vynechani radioterapie v ramci pre-
vence neurotoxicity. Median sledovani celého souboru byl 13,8 mésicl. Celkova dosazena odpovéd
(ORR) u vSech pacienttl byla 64,6% (51,8% kompletnich remisi a 12,8% parcialnich remisi), 12,9%
pacientll nebylo z hlediska odpovédi na Ié¢bu hodnotitelnych. Ve srovnani skupin s rituximabem
a bez rituximabu nebyl zjistén statisticky rozdil v ORR (p=0,772). 2-leté pfeziti bez progrese (PFS)
a celkové preziti (OS) celého souboru pacientl bylo 36%, respektive 42,8%. Rituximab ve srovnani
s podskupinou bez rituximabu nezlepsil signifikantné ani PFS ani OS (p=0,455 respektive p=0,726).
Vék >60 let byl identifikovan jako nezavisly nepfiznivy prognosticky faktor pro PFS i OS (p=0,025 re-
spektive p=0,001). BCL-6 pozitivita vykazovala trend nepfiznivého prognostického faktoru pro PFS
a OS (oba p=0,052). IELSG skore 4 a 5 nedosahlo statistické vyznamnosti pro PFS a OS (p=0,06
respektive p=0,079). Zavéry. Na zakladé nasich vysledkl pfidani rituximabu nezlepsilo prognézu
pacientd s PCNSL. Jejich prognéza je zejména u starSich pacienti a pacientll s pozitivni expresi
BCL-6 nadale nepfiznivéa i navzdory Usili o zlepSeni 1é€by. Podporeno granty IGA MZ CR NT 13072-
4 and MSMT PRVOUK P 27/2012 LF3 a P27/LF1/1.

2305.

Vyznam ¢asného 18F-FDG PET/CT u pacientli s malignimi lymfomy Iééenych imunochemo-
terapii — zkuSenosti jednoho centra.

Kapitanova Z., Papajik T., Henzlova L., Prochazka V., Buriankova E., Indrak K., Myslive¢ek M. (He-
mato-onkologicka klinika, FN, Olomouc; Klinika nuklearni mediciny, FN a LF UF, Olomouc)

18F-FDG PET/CT umozniuje vysoce presné zhodnoceni Ié€ebného vysledku po ukonceni terapie
vétsiny typu non-hodgkinskych lymfomG (NHL). Indikace vysetieni ¢asné v priibéhu terapie, mlze
byt cennym ukazatelem citlivosti nadoru na podavanou lé¢bu a vyznamnym prognostickym fakto-
rem. Prediktivni sila ¢asného PET/CT (ePET) vysSetfeni u pacientd s B-bunéénymi CD20+ NHL
|Ié¢enymi imunochemoterapii (ICHT) neni jesté zcela pfesné ovéfena a nazory na jeho vyznam
se rtzni. Cilem nasi prace bylo zhodnoceni vysledku ePET u rizikovych nemocnych s pokrocilym
CD20+ NHL Ié¢enymi pomoci rituximabu a intenzivni ICHT (CHOEP-like rezim, doplnén o intenzivni
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chemoterapii s podanim vysSich davek metotrexatu a cytosin-arabinosidu). Do naSeho souboru bylo
zafazeno 77 pacientd s vékovym medianem 49 let, ktefi byli pomoci PET/CT vySetfeni pfed zaha-
jenim terapie a nasledné po 2 nebo 3 cyklech chemoterapie (ePET). PET/CT bylo hodnoceno a po-
moci ASUVmax. 37 pacientll (48%) bylo ePET negativni, pfi¢emz vSichni po ukonéeni Ié¢by dosahli
CR. 40 pacientt (52%) bylo ePET pozitivni, z nich 26 pacient( (65%) po ukonceni terapie doséhlo
CR. 28 ePET pozitivnich pacientl podstoupilo v ramci |é€by autologni transplantaci perifernich kme-
novych bunék. 3 leté PFS bylo 84% u ePET negativnich versus 69% u ePET pozitivnich pacientl
(p=0,062). 3 leté OS bylo pfi vizualnim hodnoceni 91% u ePET negativnich versus 77% u ePET
pozitivnich pacientl (p=0,213). V pfipadé hodnoceni odpovédi pomoci ASUVmax bylo 3 leté PFS
83% u pacientli s ASUVmax>66% vs 47% u pacientll s ASUVmax<66% (p=0,0063). 3 leté OS bylo
92% u pacientl s ASUVmax>66% vs 59% u pacientd ASUVmax<66% (p=0,0063). Pacienti, ktefi
dosahli redukci SUVmax mezi vstupnim a ¢asnym PET <66% jsou vysoce rizikovi z nedosazeni CR,
progrese ¢i nasledného relapsu onemocnéni. ePET hodnocené pomoci ASUVmax se zda byt silnym
prognostickym ukazatelem pro PFS i OS. Prace podpofena grantem LF-2013-004

2306.

Castlemanova choroba: zkusenosti jednoho centra s diagnostikou a Iéébou 10 pacientt
Szturz P, Adam Z., Michalka J., Smardova L., Janikova A., Salek D., Rehék Z., Koukalova R., Mayer
J. (Interni hematologicka a onkologicka klinika LF MU a FN, Brno; Oddéleni nuklearni mediciny, PET
Centrum Masarykova onkologického ustavu, Brno)

Uvod: Castlemanova choroba (CD) je charakterizovana 2 klinickymi (unicentrickd, multicentricka)
a 4 histomorfologickymi (hyalinné-vaskularni, plazmocelularni, smisend, plazmablasticka) formami,
které se mohou navzajem rlizné kombinovat. Ackoliv toto vzacné lymfoproliferativni onemocnéni
nema klonalni charakter, byva se zvySenou ¢etnosti doprovazeno neoplastickymi projevy (Kaposiho
sarkom, non-hodgkinské lymfomy) anebo se pfimo muze maligné transformovat. V nasi praci ana-
lyzujeme dosud nejvétsi popsany soubor pacientl v Ceské republice se zaméfenim na diagnostiku
a léébu. Pacienti a metody: Do retrospektivni studie (1998-2013) bylo zafazeno 10 pacient(, 6 muzd
a 4 zeny, s vékem v dobé diagnézy 27-66 let [52,4+13,5 (n=10)]. Vstupni rozmér nejvétsiho loZiska
byl 30-95 mm [55,7+22,0 (n=10)] s metabolickou aktivitou vyjadfenou semikvantitativné jako SUV-
max (Maximum Standardized Uptake Value) 2,20-8,98 [4,98+1,80 (n=9)] dle PET/CT vysetfeni (po-
zitronova emisni tomografie/vypocetni tomografie). Pacienti s unicentrickou formou (3) podstoupili
chirurgickou sanaci. Pacienti s multicentrickou formou (7) byli jen sledovani (2) nebo byla provedena
exstirpace nejvétSi masy (1) nebo podana systémova lécba (4), kterd sestavala z kombinacnich
rezimud (cytostatika, rituximab, glukokortikoidy), dale zahrnovala monoterapie tocilizumabem, tha-
lidomidem a lenalidomidem. V jednom pfipadé (asociovany POEMS syndrom = polyneuropatie,
organomegalie, endokrinopatie, monoklonalni gamapatie, kozni zmény) byla provedena autologni
transplantace perifernich kmenovych bunék. Vysledky: Bylo dosazeno 50% remisi (3 pacienti s uni-
centrickou formou s remisi 51, 8 a 9 mésic(; 2 s multicentrickou formou s remisi 3 mésice pfi Ié¢bé
s thalidomidem a 12 mésicl po lécbé lenalidomidem). Ve 40% pfipad(l bylo onemocnéni stabilni
(multicentrické formy; 2 zcela bez Ié¢by, sledovani 171 a 24 mésicC; 1 po systémové 1é¢bé, sledova-
ni 23 mésicd; 1 po dvou exstirpacich se stabilnim rozsahem lymfadenopatie 15 let, pficemz od prvni
operace uplynulo 27 let). U jedné pacientky (10%) doslo k rychlé progresi POEMS syndromu s imr-
tim (sledovana 4 mésice). Zavér: CD je soucasti diferencialni diagnostiky lymfadenopatie, anémie
a B-symptom0 (horecky, hubnuti, noéni poty). Na rozdil od unicentrické formy vylégitelné excizi
byva multicentricky typ refrakterni k Ié¢bé. S ohledem na vysokou nakladovou efektivitu a dobrou
snasenlivost upfednostriujeme na nadem pracovisti v téchto pfipadech thalidomid ze skupiny imu-
nomodulancii.
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2504.

Novinky v Iécbé Hodgkinova lymfomu a systémového anaplastického velkobunééného T lym-
fomu

Mocikova H. (Interni hematologicka klinika, FNKV, 3. LF UK, Praha)

U pacientd s relapsem Hodgkinova lymfomu (HL) podani polychemoterapie s autologni transplan-
taci kmenovych bunék zlepSuje celkové preziti, ale pokud pacienti relabuji i po transplantaci nebo
jsou refraktérni na chemoterapii, je jejich dalSi Ié€ba obtizna. U systémového anaplastického vel-
kobunééného T lymfomu (ALCL) dosavadni neuspokojiva Ié¢ba relapsu predstavuje velkou vyzvu
a anaplastického velkobunééného T lymfomu (ALCL) exprimuji antigen CD30, ktery je vhodnym
cilem pro Ié¢bu téchto onemocnéni. Brentuximab vedotin (SGN-35) je konjugat protilatky anti CD30
s kovalentné navdzanym monometyl auristatinem. Protilatka anti CD30 umozni navazani na antigen
CD30 na nadorovych burikach a monometyl auristatin zplsobi naruseni mikrotubull v nadorovych
burikéch a nasledné zastaveni bunééného cyklu. Cilena l1é€ba s brentuximab vedotinem ve studiich
faze 1 a 2 vedla k vysokému poctu celkovych odpovédi na lécbu (75% u HL a 86% u ALCL) a k pro-
dlouzeni preziti bez progrese u relabovanych nebo refraktérnich HL a systémovych ALCL. Toxicita
|é¢by byla pfijatelna. Z novych 1€kl inhibitor mMTOR (mammalian target of rapamicin) everolimus do-
sahl celkovou odpovéd pouze 38-47% u relabovanych nebo refraktérnich HL po transplantaci nebo
u pacientll nevhodnych k transplantaci. Inhibitory histondeacetylazy (panobinostat a mocetinostat)
nedosahuji vyznamnou celkovou odpovéd (27%) ve stejné indikaci jako everolimus a zpusobuji
navic vyraznou hematologickou toxicitu. Vyznam antifolatu pralatrexatu a inhibitoru histondeace-
tylazy romidepsinu je u relabovanych ALCL nejasny vzhledem k nizkému poctu pacientd, kterym
byl ve studiich aplikovan. Aktualné probihaji studie s brentuximab vedotinem a ostatnimi novymi
léky samostatné nebo v kombinaci s chemoterapii, které umozni urcit optimalni strategii v 1é¢bé HL
a systémového ALCL.

2455.

Opodstatnenost stagingovej biopsie kostnej drene pri klasickych Hodgkinovych lymfémoch
Balharek T., Marcinek J., Szépe P., Kapitanova K., Kapustova L., Plank L. (Ustav patologickej ana-
témie JLF UK a UNM, Martin - SK)

Stagingova biopsia kostnej drene (KD) je Standardnou suéastou klinického manazmentu pacientov
pri vacsine malignych lymfémov. Sluzi na posudenie pritomnosti zakladného ochorenia a zhodno-
tenie stavu rezervnej krvotvorby. Je zname, ze klasické Hodgkinove lymfémy (CHL) infiltruji KD
velmi zriedkavo, ¢o pochopitelne otvara diskusiu o opodstatnenosti stagingovej biopsie KD, navySe
ak je dostupné PET-CT. Ak je KD pri CHL infiltrovand, ide o nepriaznivy faktor veduci k zvy$eniu
klinického Stadia na IV. Pri retrospektivnej analyze nalezov v naSom registri z rokov 2004-2013 sme
z celkového poctu 704 CHL identifikovali nadorové postihnutie KD len v 37 pripadoch (5,3%). V 31
pripadoch (4,4%) bola pritomna lymfohistiocytova proliferacia s disperznymi CD30+, zriedkavejSie aj
CD15+ bunkami, o zodpovedalo alebo bolo sugestivne z infiltracie zakladnym ochorenim typu CHL.
Rozsah infiltracie sa v tychto pripadoch pohyboval od 5% do 100%. V zostavajucich 6 pripadoch
(0,9%) bola KD infiltrovana bunkami chronickej lymfocytovej leukémie (CLL) bez pritomnosti CHL,
nakolko tu iSlo o pripady CLL kolidujucej alebo transformovanej do sekundarneho CHL potvrdeného
v biopsii lymfatickych uzlin (LU). Z uvedenych 31 pripadov bolo 5 CHL infiltrujucich KD exkluziv-
ne diagnostikovanych primarne v KD, €o je povazované za raritny nalez. Vac¢sina (71%) pacientov
s CHL infiltrujucimi KD bola starsia ako 50 rokov, pomer muzov a zZien bol 3:2. Prekvapujuco, az 14
pripadov (45%) CHL infiltrujucich KD vykazovalo v primarnej biopsii LU vyraznu aktivaciu epiteloid-
nych buniek. 14 pripadov (45%) CHL infiltrujucich KD bolo v primarnej biopsii LU klasifikovanych
ako nodularna skleréza (NS), 9 pripadov (29%) ako zmie$ana bunkovost (MC) a 8 pripadov (26%)
nebolo mozné jednoznacne typizovat alebo ich diagnostika bola problematickd, niektoré boli CD15
negativne. Z hladiska primarneho miesta vzniku nevykazovali CHL infiltrujuce KD Ziadne rozdiely
oproti ostatnym CHL. NajcastejSie ilo o postihnutie cervikalnych (12), axilarnych (6) a inguinalnych
(5) LU, len v 2 pripadoch iSlo o tumor mediastina. Na zaklade uvedeného mozno konstatovat, ze
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vzhladom k velmi nizkemu podielu CHL infiltrujucich KD sa pau$alne vykonavanie trepanobiopsie
javi ako neopodstatnené. Indikované by malo byt asi len pri cytopéniach alebo inych komplikaciach.
Na druhej strane sa zda, ze CHL infiltrujice KD m6zu vykazovat urcité unikatne ¢rty a ich diagnosti-
ka byva ¢astokrat problematicka. Podporené Grantami VEGA 1/0378/12 a VEGA 1/0209/13.

2300.

Vyznam rituximabu v prvni a druhé linii Iécby u Hodgkinova lymfomu s lymfocytarni predo-
minanci

Mocikovéa H., Pytlik R., Stépankova P., Michalka J., Raida L., Markova J., Kofen J., Kral Z., Kozak T.
(Interni hematologicka klinika, FNKV, 3. LF UK, Praha; I. interni klinika — klinika hematologie, VFN
a 1. LF UK, Praha; 4. Interni klinika hematologie, FN, Hradec Krélové; Interni hematologicka a onko-
logicka klinika, FN a LF MU, Brno; Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UP, Olomouc)

Uvod. Silna exprese CD20 u Hodgkinova lymfomu s lymfocytarni predominanci (LPHL) umoziuje
pouziti rituximabu v l1é€bé této nemoci. Rituximab je v této indikaci vysoce U€inny a malo toxicky,
ale neni zfejmé, zda ¢asné pouziti rituximabu u téchto pacient( zlepSuje prognézu. Cilem této stu-
die bylo porovnat dobu od diagndézy do druhého relapsu u pacientd lIé¢enych rituximabem v prvni
a druhé linii 1é¢by. Pacienti a metody. Celkem bylo hodnoceno 23 pacientd s LPHL (13 Ié¢enych
rituximabem v 1. linii a 10 Ié€enych rituximabem ve 2. linii 1é¢by). Median véku pacientl byl 33,2 let.
Charakteristka pacientt (pohlavi, klinické stadium, B symptomy, rizikové faktory a podil pacientl
|é¢enych kombinaci rituximabu s chemoterapii a/ nebo radioterapii) se signifikantné neliSila mezi
obéma podskupinami. Preziti bylo hodnoceno pomoci Kaplan-Meierovy metody a rozdily v preziti
mezi podskupinami pomoci log-rank testu. Vysledky. Median sledovani celé skupiny byl 51,3 mé-
sicl (u rituximabu v 1. linii 32,1 mésicl a u rituximabu ve 2. linii 86,9 mésicu, rozdil byl statisticky
signifikantni, p=0,004). Median sledovani od doby prvniho relapsu u pacientd lé€enych rituximabem
ve 2. linii byl 19,8 mésicu. 5Sleté celkové preziti celé skupiny bylo 100%. Nikdo z pacient(i [é¢enych
rituximabem v 1. linii nezrelaboval a pouze 1 pacient zrelaboval po Ié¢bé s rituximabem ve 2. linii.
Nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v dobé od diagnézy do 2. relapsu mezi obéma skupi-
nami (p=1,0). U zadného pacienta nedoSlo k histologické transformaci do difuzniho velkobunééného
B lymfomu. Zavéry. Doba od diagnézy do 2. relapsu se neliSila u pacientl lé¢enych rituximabem
v prvni nebo druhé linii lé¢by. Prognéza pacient s LPHL je vyborna a je mozné vyckat s nasazenim
rituximabu do druhé &i dalsi linie 1é€by. Podpofeno z vyzkumného projektu P 27/2012 Univerzity
Karlovy, 3. Lékarské fakulty v Praze.

2359.

Diferencialne diagnostické spektrum blastickych CD20+/CD5+ B-NHL s koexpresiou cyklinu
D1 : komplexny algoritmicky pristup s pouzitim morfologickej, imunohistochemickej a FISH
analyzy

Farkasova A., Balharek T., Kviatkovska Z., Plank L. (Ustav patologickej anatémie, Jesseniova LF
Univerzity Komenského a Univerzitna nemocnica, Martin — SK; Martinské bioptické centrum, s. r. 0.,
Martin - SK)

Uvod: Blastoidny variant lymfému z plastovych buniek (oMCL), diftzny velkobunkovy B-lymfém
(DLBCL), aj tzv. atypicky Burkittov lymfém (aBL), m6zu zdielat spolo¢né morfologické a aj niektoré
fenotypové znaky vratane imunohistochemickej expresie (IHC) CD5 a cyklinu D1. Preto je ich di-
ferencialna diagnostika v bioptickej praxi vyzvou, ktord vyZzaduje kooperaciu medzi histologickou,
IHC a fluorescenénou in situ hybridizaénou (FISH) analyzou a ktora je nevyhnutna z prognostic-
kého a terapeutického hladiska. Metody: Parafinové rezy z 21 pripadov CD20+/CD5+ blastického
B-NHL sa o. i. Standardne vysSetrovali na dékaz expresie cyklinu D1, CD10, bcl2, bcl 6 a MUMT.
Zaroven boli analyzované metédou FISH s cielom detekcie pritomnosti prestavby génu CCND1 a/
alebo translokacie IGH/CCND1. V pripade ich absencie boli pripady analyzované aj na dékaz pre-
stavby génov MYC, BCL2 a BCL6. Kone¢na diagnéza bola stanovena podla kritérii WHO klasifikacie
(2008). Vysledky: a) 15/21 pripadov, v ktorych sa dokazala pozitivita cyklinu D1 a prestavba génu
CCND1, bolo diagnostikovanych ako bMCL. Ostatné analyzované IHC markery boli okrem expresie
bcl2 a MUM1 negativne. 10/15 pripadov bolo tri- alebo tetraploidnych. b) V 5/21 pripadov nebola
prestavba génu CCND1 pritomna. Tieto pripady, vratane jedného s expresiou cyklinu D1 v asti

nadorovych buniek, boli diagnostikované ako CD5+ DLBCL. Vykazovali réznu expresiu CD10, bcl 6,
resp. MUM1, €o umoznilo identifikaciu GCB, resp. non-GCB fenotypu. V 1 z nich bola identifikovana
prestavba BCL2 a v dalSom prestavba BCL6 génu. c) V poslednom pripade s morfolégiou na rozhra-
ni DLBCL a aBL a s fenotypom CD5+/cyklinD1+ v ¢asti buniek bol dékaz prestavby génov CCND1
a BCL2 negativny. Pripad bol po dokaze prestavby MYC génu v zmysle identifikacie molekulovej
signatury BL klasifikovany ako tzv. aBL. Zaver: Koexpresia CD5 antigénu nie je vyluénym nale-
zom pre MCL (prip. CLL). Podobne, zrejme v désledku zmien na transkripénej a posttranskripénej
urovni, sa IHC pozitivita cyklinu D1 mbze objavit aj pri inych lymfémoch, nez len pri nadoroch s
prestavbou génu CCND1 z kategdrie MCL. Pri prekryvajucich sa parametroch morfoldgie a fenotypu
predstavuje FISH analyza tu uvedenych génov G¢inny a nevyhnutny nastroj na zvysenie diagnos-
tickej presnosti a prognostickej vypovede pre blastické ML s fenotypom CD20+/CD5+, prip. cyklin
D1+. 1Podporené grantom VEGA €. 1/0378/12 a projektmi CEPVII (ITMS: 26220120036) a MBRKM
(ITMS: 26220220113) spolufinancovanymi zo zdrojov EU.

2479.

Mysi modely lidského lymfomu z plastovych bunék (MCL) za pouziti primarnich MCL bunék
a ustalenych MCL linii

Klanova M., Soukup T., Jak3a R., Molinsky J., Late¢kové L., Maswabi B., Bfezinova J., Michalova
K., Kulvait V., Zivny J., Trnény M., Hernandez-llizaliturri F., Vokurka M., Klener P. (Ustav patologické
fyziologie 1. LF UK, Praha; Ustav histologie a embryologie, LF UK, Hradec Kralové; Ustav patologie
1. LF UK, Praha; Ustav patologické fyziologie 1. LF UK, Praha; Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha; |. Interni klinika - klinika hematologie VFN a 1. LF UK, Praha; Roswell Park Cancer Institute
Buffalo — USA)

Uvod:Lymfom z plastovych bunék (MCL) je agresivni typ B-nonhodgkinského lymfomu s neptizni-
vou prognozou. Zavedli a charakterizovali jsme mySi modely MCL pomoci systémové (i.v.) xeno-
transplantace (xt) primarnich MCL bunék a MCL bunéénych linii do imunodeficitnich mysi. Meto-
dy:Pro xt jsme pouzivali primarni MCL buriky ziskané od pacientd s MCL a ustalené MCL bunéc¢né
linie (Jeko1, HBL2, Mino, Rec1, Granta519). Imunodeficitnim my8im jsme do ocasni Zily aplikovali
5-50x106 primarnich MCL bunék nebo 1-10x106 bunék MCL linie. Pfed xt primarnich MCL bunék
byly mysi subletalné (2.5Gy) ozareny. Infiltrace mysSich tkani MCL burfikami byla analyzovana imu-
nohistochemicky pomoci protilatek proti lidskému cyklinu D1 a CD20 antigenu. Infiltrace periferni
krve MCL burikami byla stanovena prdtokovou cytometrii. Genova exprese byla analyzovana celo-
genomovymi expresnimi ¢ipy. Vysledky:Engraftment nadorovych bunék jsme pozorovaliu 7 z 13 pri-
marnich MCL vzork(. Mysi byly analyzovany v rozmezi 16-60 dnd po xt. Hlavni misto engraftmentu
primarnich MCL byla slezina. Ve vétsiné pfipadd jsme detekovali infiltraci MCL burikami také v kostni
dfeni, jatrech a periferni krvi. Engraftment s rozvojem diseminovaného onemocnéni jsme pozorovali
u v8ech péti MCL bunéénych linii. Primérné preziti xenotransplantovanych mysi se pohybovalo
v rozmezi od 22 do 55 dn( v zavislosti na MCL linii. Hlavni misto engraftmentu MCL linii byla kostni
dren. DalSim konstantnim znakem byla postupné narustajici infiltrace sleziny a jater. V zavislosti
na pouzité MCL linii jsme detekovali infiltraci ledvin, CNS, ovarii ¢i formovani podkozné rostoucich
tumord s nové tvofenou lymfatickou tkani. Zjistili jsme, ze MCL buriky izolované ex vivo z kostni
dfené ¢&i sleziny vykazuji odliSnou genovou expresi, imunofenotyp a citlivost k cytotoxickym latkam
ve srovnani s in vitro rostoucimi MCL liniemi. K nejvice deregulovanym skupindm gent (mezi ex vivo
a in vitro MCL burkami) patfily ,Oxidativni fosforylace“ a ,B-bunééna signalizace“. Monoterapie cy-
tostatiky (cyklofosfamid, gemcitabin, fludarabin), monoklonalnimi protilatkami (rituximab, bevacizu-
mab) ¢&i cilenymi Iéky (temsirolimus) signifikantné prodlouzila preziti mysi s xenotransplantovanymi
lymfomy ve srovnani se skupinou nelé¢enych mysi. Zavér: MySi modely lidského MCL predstavuji
vhodné nastroje pro studium biologie onemocnéni a pro preklinické testovani experimentalni tera-
pie. Finanéni podpora: IGA-MZ NT13201-4/2012, UNCE 204021, PRVOUK P24/LF1/3, PRVOUK
1-5101-280002 PVK
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2382.

Aktualni stav RMG a navazujicich projektti Ceské myelomové skupiny

Maisnar V., Klime$ D., Pelcova J., Jarkovsky J., Hajek R. (IV. interni hematologicka klinika, Hradec
Kralové; IBA MU, Brno; IHOK, FN, Brno; FN a LF, Ostrava)

Registr monoklonalnich gamapatii — RMG a projekt ¢asné diagnostiky mnoho¢etného myelomu —
CRAB predstavuji nadéle dva hlavni projekty Ceské myelomové skupiny. Divodem pro vytvofeni
RMG byla snaha o zahajeni prospektivniho sbéru dat nemocnych s monoklonalnimi gamapatiemi
z regionu stfedni a vychodni Evropy s cilem sledovani jejich incidence, vyuzivani a efektu jednotli-
vych [ééebnych modalit véetné vyskytu nezadoucich pfihod a toxicity. Sbér dat do registru byl zaha-
jen v roce 2007 a dnes mame k dispozici rozsahlou databazi, které snese srovnani i ve svétovém
méfitku (RMG patii v sou¢asnosti mezi 10 nejvétsich registrli svého druhu), a kterd nam zacina
pomahat plnit na$ hlavni cil a to dalsi zlepSovani péée o nemocné s monoklonalnimi gamapatiemi.
Od roku 2010 byl systém sbéru dat do RMG dale rozsifen o plvodni tzv. datové listy, které slouzi
ke sledovani ucinnosti ,novych 1ék(“ mnohocetného myelomu. Sdéleni podava informaci o aktu-
alnim stavu registru v roce 2013, tj. po 6 letech jeho existence. Aktualni stav databaze a pocty
nemocnych zadanych jednotlivymi spolupracujicimi centry jsou dostupné na webovych strankach
CMG - Ceské myelomové skupiny (www.myeloma.cz). Celkovy podet evidovanych nemocnych jiz
presahl 5000, z toho bylo k datu 15.3.2013 registrovano 1868 nemocnych s MGUS a 3077 nemoc-
nych s mnoho¢etnym myelomem.. Na zadavani dat do registru se dnes podili jiz 15 center v Ceské
republice a 2 centra ze Slovenské republiky. Nejdéle sledovanymi nemocnymi v zékladnich skupi-
nach je zena s MM sledovana jiz 32 let a muz sledovany pro MGUS dokonce jiz vice nez 35 let. RMG
je vybudovan na dvou zékladnich principech: (1) kazdé centrum ma trvale on-line k dispozici pouze
sva data a soucasné i zakladni automatické analyzy v€etné odpovidajicich grafickych zobrazeni
pravé pro svoje centrum; (2) pro spole¢né analyzy jsou slu¢ovana data pouze téch center, ktera
vyjadfila souhlas se sdilenim dat pro dany projekt. Pouze zastupci téchto center jsou nasledné spo-
luautory vystupu z provedené analyzy. Systém umoznuje kvalitni centralni management a spravu
dat jednotlivych center, pfi€emz jsou samoziejmé respektovana jejich prava jako vyhradnich vlast-
nikd klinickych dat. Sdéleni podava prehled dosavadnich a souc¢asnych spole¢nych projektd CMG
realizovanych s vyuzitim databaze RMG. Pravidelné analyzy databaze RMG jsou dnes vyuzivany
i v rdmci argumentace pfi jednani se zdravotnimi pojistovnami, farmaceutickymi firmami, SUKL
i Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky.

2308.

Dlouhodobé vysledky autolognich transplantaci u mnohoc¢etného myelomu a prognosticky
vyznam kompletni remise v souboru 232 pacientt

Krej¢i M., Adam Z., Pour L., Zahradova L., Sandecka V., Kral Z., Mayer J. (Interni hematologicka
a onkologicka klinika, FN, Brno)

Uvod: Autologni transplantace perifernich hematopoetickych bunék (ASCT) hraje dlezitou roli
v |é¢bé symptomatického mnohocetného myelomu (MM) a je indikovana u pacientd do 65 let. Ci-
lem sdéleni je zhodnotit dlouhodobé vysledky ASCT v souboru 232 pacientd a analyzovat faktory
vyznamné pro prodlouzeni doby do progrese (TTP) a celkového preziti (OS). Metody: Bylo vyhod-
noceno 232 pacientd se symptomatickym MM, ktefi byli Ié€eni ASCT v ramci terapie prvni linie v
letech 1995-2005, median sledovani od provedeni ASCT byl 10,9 let (rozpéti 5,0-16,2 roku). Klinicka
stadia dle Durie-Salmona pfi zahdjeni 1é¢by byla zastoupena takto: Il — 73%, Il — 17%, | — 10%,;
klinicka stadia dle I1SS: 1 - 45%, 2- 41 %, 3 -14%. Median véku byl 55 let. Jako pfipravny rezim byl
podan mefalan 200 mg/m2 u 204 pac. (88%) a mefalan 100-140 mg/m2 u 28 pac. (12%) s renalni
insuficienci. K hodnoceni [é€ebnych odpovédi (kompletni remise -CR, velmi dobra parciélni remise
-VGPR, parcialni remise -PR, miniméaini odpovéd -MR, stabilni onemocnéni -SD, progrese -PD) byla
pouzita standardni kritéria. Vysledky: Celkova Ié¢ebna odpovéd po ASCT byla 90% (202/232), 23%
pac. dosahlo CR, 45% VGPR, 22% PR, 10% MR nebo SD. Median TTP od ASCT byl 30,8 mésice,
median OS byl 71,9 mésice. Pfeziti bez progrese/relapsu MM v 12 letech od ASCT bylo v riznych
kategoriich Ié¢ebnych odpovédi nasledujici: CR 41%, VGPR 11%, PR 10%. Celkové preziti v 12

letech od ASCT bylo nasledujici: CR 51%, VGPR 28%, PR 17%. Dosazeni CR je nejvyznamnéjsi
prognosticky faktor pro TTP (p < 0.001) i OS (p < 0.001) po ASCT. Dle univaria¢ni analyzy jsou dalSi
faktory vyznamné pro delSi TTP tyto: jiny typ M-proteinu nez IgA, vék pfi ASCT pod 60 let. Faktory
vyznamné pro delSi OS jsou stadium ISS ¢i DS jiné nez lll, vék pfi ASCT pod 60 let, nepfitomnost
renalni insuficience, nepfitomnost ztraty 1921, terapie potransplantaéniho relapsu bortezomibem
a lenalidomidem. Podle vysledkl multivariacni analyzy, faktory vyznamné pro prodlouzeni celkové-
ho preziti jsou ISS stadium jiné nez Il (p < 0.001), vék pod 60 let v dobé ASCT (p = 0.001), Ié¢ba
lenalidomidem v ramci potransplantanéniho relapsu (p< 0.001), dosazeni CR po ASCT (p< 0.001).
Zavér: ASCT je i nadale efektivni 1é¢ebna strategie u vhodnych MM pacientd s vysokym poctem
|é&ebnych odpovédi (90%) a s mediany TTP a OS 31 mésicd a 72 mésicd. Dosazeni a pretrvavani
CR po ASCT je nejdulezitéjsi prognosticky faktor pro TTP i OS, pacienti v CR maji mediany TTP 61
mésict a OS 153 mésicd.

2378.

Efficacy and Safety of 3 Lenalidomide-based Combinations in Elderly Newly Diagnosed Mul-
tiple Myeloma Patients: Participation of CMG on the EMNO1 Trial (CMG 2010)

Hajek R., Pour L., Adamova D., Adam Z., Gregora E., Kessler P., Minafik J., Straub J., S&udla V.,
Walterova L., Wrébel M. Maisnar V. (Ceskda myelomové skupina — Ostrava, Brno, Opava, Praha,
Pelhfimov, Olomouc, Liberec, Novy Ji¢in, Hradec Kralové)

Cyclophosphamide represents a valid alkylant alternative in combination with steroids and novel
agents. No formal comparison between lenalidomide plus low-dose dexamethasone (Rd), melpha-
lan-prednisone-lenalidomide (MPR) cyclophosphamide-prednisone-lenalidomide (CPR) combina-
tions has been performed until now. Aims: To assess the efficacy and safety of the Rd vs MPR and
CPR in MM not eligible to autologous transplantation. Methods: Pts with symptomatic MM were
randomized (1:1:1) to Rd, MPR or CPR (Rd: lenalidomide 25 mg/day for 21 days; dexamethasone
40 mg on days 1, 8, 15 and 22 in pts 65-75 years old; MPR: lenalidomide 10 mg/day for 21 days;
melphalan orally 0.18 mg/Kg for 4 days in pts 65-75 years old; prednisone 1.5 mg/Kg for 4 days;
CPR: lenalidomide 25 mg/day for 21 days; cyclophosphamide orally 50 mg/day for 21 days in pts
65-75 years old; prednisone 25 mg eod). The primary endpoint was progression-free survival (PFS).
Results: Between 10/2009 and 10/2012, 663 pts in two countries (39 from Czech Republic) were
enrolled (Rd:222, MPR:218; CPR: 223). Pts. characteristics were well balanced; median age was
73 years in each arm; at data cut-off all pts had completed the 9 induction cycles. Median follow-up
was 19 months. Partial response (PR) rate was similar in the 3 arms: 74%, 74% and 75% respec-
tively in Rd, MPR and CPR group, including 35% very good partial response in Rd, 29% in MPR
and 26% in CPR. A trend towards a higher komplete response (CR) rate was noticed in the MPR
group (12%), similar CR rate was reported in Rd (5%) and CPR (7%). The main hematological AE
was neutropenia (Rd: 24%; MPR: 59%; CPR: 26%). At least 1 grade >3 non-hematological AE was
observed in 25% of Rd pts, 29% of MPR pts and 22% of CPR pts. The most common grade >3 non-
hematological AEs were infections (Rd: 6%, MPR: 9%, CPR:4%) and dermatological toxicities (Rd:
4%, MPR: 4%, CPR: 7%). Treatment discontinuations for toxicity were 7%, 12% and 12%. The main
reason for treatment discontinuation was non-hematological toxicity in Rd (6%) and CPR (11%).
Only 1% of pts stopped treatment for hematological AEs in Rd and CPR. In the MPR arm 7% of pts
stopped treatment for hematological AEs and 5% for nonhematological AEs. Rate of toxic deaths
was similar in the 3 arms (4% Rd, 4% MPR and 5% CPR). Conclusion: Rd, MPR and CPR produced
similar RR. The main AEs were hematological, Non-hematological AEs were similar in the 3 groups

2381.

Vyhody dlouhodobé lécby lenalidomidem u nemocnych s relabujicim/refrakternim mnoho-
¢etnym myelomem - vysledky analyzy dat z Registru monoklonalnich gamapatii

Maisnar V., Spicka I., Séudla V., Gregora E., Adam Z., Jarkovsky J., Hajek R. (IV. interni hematolo-
gicka klinika, FN, Hradec Kralové; VFN a 1. LF UK, Praha; FN a LF UR, Olomouc; FN KV a 3. LF UK,
Praha; FN a LF MU, Brno; IBA MU, Brno; FN a LF, Ostrava)

Uvod: Ve dvou randomizovanych studiich faze Il (MM-009 a MM-010) byla prokézana vyznamné
delSi doba do progrese a celkové preziti (OS) u pacientd s relabujicim/ refrakternim mnohocetnym
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u zdravych kontrol. Podobné vysledky byly ziskany u mononuklearnich bunék kostni dfené, mediany
mezi vSemi skupinami byly statisticky vyznamné (p<0,05; Mann-Whitney test). Analyzovali jsme hla-
diny CRBN mRNA pied a v pribéhu IéEby MDS pacientd s 5g- syndromem. Vysoké hladiny CRBN
mRNA pred podanim lenalidomidu a v prdbéhu IéEby odpovidaly vysoké Gcinnosti lenalidomidu
a odpoveédi na lé¢bu. U jedné MDS pacientky s 5g- syndromem, ktera se dostala do relapsu po pfe-
ruSeni Uspésné lécby, hladina CRBN mRNA prudce klesla. Tato pacientka neodpovidala na druhy
béh I1é¢by lenalidomidem a jeji onemocnéni progradovalo do RAEB Il. Zavérem Ize shrnout, ze
nizkorizikovi MDS pacienti s 5g- syndromem maji nejvyssi hladiny CRBN mRNA v porovnani s
nizkorizikovymi non5g- MDS a zdravymi kontrolami. Vysoké hladiny CRBN mRNA jsou vyznamnym
biomarkerem pro uc¢innost 1é¢by lenalidomidem. Prudké snizeni hladiny CRBN mRNA béhem [é¢by
5g- syndromu lenalidomidem je spojeno se ztratou odpovédi pacientl na Ié¢bu a s progresi nemoci.
Podpofeno grantem IGA MZ CR NT/13836-4/2012 a projektem MZ CR na koncepéni rozvoj védecké
organizace (UHKT Praha).

2350.

Efekt alogenni transplantace na dlouhodobé preziti u nemocnych s Myelodysplastickym syn-
dromem (MDS)

Cermak J., Vitek A., LukaSova M., Markova-Stastna M., Cetkovsky P. (Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha)

Analyza efektu alogenni transplantace (SCT) na dlouhodobé preziti byla provedena u 83 nemocnych
s MDS transplantovanych v letech 1987-2009. Vysledky byly porovnany s nalezy u 245 netransplan-
tovanych nemocnych. Analyza podskupiny nemocnych s < 5% blast(i ve dfeni neukazala vyznamny
rozdil v prdimérné délce preziti mezi skupinou 37 transplantovanych nemocnych a 128 nemocny-
mi l1éEenymi pouze podpurnou léébou (SC) (84,2 v.s. 88,5 mésice), nebyl pfitomen ani rozdil mezi
pravdépodobnosti preziti 1 a 3 roky, statisticky vyznamny rozdil byl nalezen az v 5 letém a 10 letém
preziti (51,4% pro SCT v.s. 25,8% pro SC). Pfi¢inou je béhem let stoupajici poCet netransplanto-
vanych nemocnych umirajicich na progresi choroby smérem k leukémii (28,9%) ¢i na komorbidity
(19,8%), u transplantovanych nemocnych nebyl pozorovan relaps choroby. U nemocnych s > 10%
blastli ve dfeni byla primérna doba preziti 27 transplantovanych nemocnych 71,4 mésice oproti 12,5
meésice u 79 netransplantovanych (p=0.002), pouze 1,5% netransplantovanych nemocnych prezivalo
10 let oproti 51,2% po SCT. Pravdépodobnost preziti 10 let byla u nemocnych predlécenych che-
moterapii a transplantovanych s < 10% blastl ve dfeni 66,7% a incidence relapsu byla 22.0% oproti
33,3% relapst u nemocnych transplantovanych s > 10% blast(i ve dfeni, kde 10 let pfezivalo jen
22,2% nemocnych. U nemocnych s 6-10% blastt ve dfeni byla primérna doba preziti po SCT jen
44,1 mésice zejména diky vysoké peritransplantaéni mortalité, nicméné SCT byla i u této skupiny
nemocnych jedinym kurativnim pfistupem (pravdépodobnost preziti 10 let 26,7% u SCT v.s. 0% pro
netransplantované). Dlouhodoba tézka komplexni porucha krvetvorby véetné alterace hemopoetické-
ho mikroprostfedi je zfejmé pficinou neuspokojivych vysledki IéEby u MDS s RAEB I. a je tfeba hledat
mozné terapeutické vyuziti novych Iéciv (napf. hypometylacnich latek) u téchto nemocnych.

2494,

Vyuzitie 5-azacytidinu pred alogénnou trasnplantaciou krvotvornych kmenovych buniek
u pacientov s MDS a CMML - prehlad.

Rohon P, Faber E., Raida L., JaroSova M., Indrak K. (HOK FN, Olomouc)

2384.

ZkuSenosti s terapii lenalidomidem u nemocnych s Myelodysplastickym Syndromem a 5g-
aberaci

Jonasova A., Cermak J., Bélohlavkova P., Cervinek L., Cerna O., Kaémaiova K., Muzik J. (I. interni
klinika VFN, Praha; UHKT, Praha; FN, Hradec Kralové; IHOK FN, Brno; FN Kralovské Vinohrady,
Praha; Czech MDS group; IBA, Brno)

Uvod. Prezentujeme nase prvni zkugenosti s lenalidomidem (Revlimid, Celgene) u nemocnych
s myelodysplastickym syndromem (MDS) s 5g- aberaci. Lenalidomid je imunomodula¢nim prepa-

ratem, ktery ma efekt antiangiogenni, antiapoptoticky, inhibuje TNF-alfa, stimuluje T a NK buriky,
produkci IL2, navic zvySuje senzitivitu erytroidnich progenitor(i k erytropoetinu a mozny je téz pfimy
cytotoxicky efekt na buriky 5g- klonu. Pouziti lenalidomidu v terapii anemickych nemocnych s 5g-
vede v cca 70% k erytrocytarni odpovédi a transfuzni nezavislosti, kolem 40% nemocnych dosahne
i cytogenetické kompletni remise. Pacienti a vysledky. V Ceské Republice bylo od 2008 lé¢eno 20
nemocnych s 5g-, 17 Zen, 3 muzi s medianem véku 72 (51-80). Patnact nemocnych mélo diagnosu
5g- syndrom, 4 RCMD a 1 nemocna RAEB I. Co se ty¢e cytogenetickych zmén, 19 nemocnych mélo
izolovanou 5g- aberaci, 1 5g-, t(2;11). Mutace P53 byla potvrzena u 5 z 10 testovanych. Median doby
od diagnosy k zahajeni 1é¢by byl 21 mésicu (3-180). 18 nemocnych bylo zavislych na transfuzich,
10 nemocnych bylo refrakternich na erytropoetiny. Median podanych cykl( byl 7 (1-36), median
sledovani byl 18 mésicu (1-48). VSichni nemocni zahajovali terapii davkou 10 mg 21 dni v 28 den-
nim cyklu, davky pak ale individualné byly ménény podle odpovédi a vyskytu vedlejSich ucinkl. 19
nemocnych bylo hodnoceno stran odpovédi (podle IWG kritérii 2006). Erytrocytarni odpovédi bylo
dosazeno u 18 pacientd (94%). Neodpovédél pouze nemocny s dalSi chromozomalni aberaci. Jed-
na nemocna odpovédéla az po pfidani erytropoetinu. Zaznamenali jsme 3 kompletni cytogenetické
remise (z 10 pacientd se znamym vysledkem kontrolni dfené). Median k dosazeni odpovédi byl
2 mésice (1-6). Tfi nemocni progredovali do MDS s vy$Sim rizikem/AML. Z nemocnych s mutaci
P53 progredovali 2 do RAEB Il (40%). Po 10 mésicich terapie progredovala do AML také nemocna
s RAEB 1. Nezadouci ucinky se vyskytly u 55,5% s pfevahou trombocytopenie, neutropenie, prijmu
a kopfivky. Nikdo neukongil 1é¢bu pro nezadouci u¢inky. U 1 nemocné, u niz byla terapie ukonéena
po 7 cyklech (divod byl pferuseni hrazeni Iéku VZP) trva kompletni i cytogeneticka odpovéd 14 mé-
sicll. Zavér. Lenalidomid je jisté velmi nadéjnym preparatem zvlasté pro nemocné s 5g- izolovanou
aberaci. Nase vysledky byt malého vzorku dobfe koreluji s vysledky jinych studii, jak v potvrzeni
jeho nejvétsiho efektu u 5g- syndromu, nutnosti opatrnosti u nemocnych s jinymi aberacemi, blasty
ve dfeni a mutaci P53.
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P6/2307.

Akutni pankreatitida jako primomanifestace duodenalniho MALT-lymfomu

Simkova |., Urbanek K., Prochazka V., Koneény M., Gregar J., Geierova M., Taborsky M. (Linterni klinika-
-kardiologickd, FN, Olomouc; Ustav farmakologie, FN a LF UP, Olomouc; ll.interni klinika gastro-ente-
rologické a hepatologickd, FN, Olomouc; Ustav klinické a molekuldrni patologie, FN a LF UP, Olomouc)

66-leta pacientka byla pfijata na jednotku intenzivni péce pro zndmky akutni pankreatitidy.Vzestup
jaternich testt s dominuijici anikterickou cholestazou vzbuzoval podezieni na obstrukci Zlu¢ovych
cest. Elevace hladiny sérové amylazy a lipazy svédgcila pro akutni afekci pankreatu. Abdominalni
ultrasonografii byla zobrazena dilatace intrahepatickych Zlu¢ovod(, dilatace ductus pancreaticus
na 4mm. Vzhledem k vy$e uvedenym nalez(im bylo indikovano ERCP, které odhalilo exulcerovany
exofyt v misté Vaterovy papily, z néhoz byla odebrana biopsie. Tumor infiltroval 2/3 obvodu duodena
v oblasti D2 a vytvarel neprostuonou stenézu. V dalSim diagnostickém algoritmu bylo dopIlnéno
CT bficha s kontrastem, potvrzujici akutni pankreatitidu Balthazar B, CTSI 1. Vizualizovany hlavni
pankreaticky vyvod vzbuzoval podezfeni na maligni proces vychazejici z hlavy pankreatu ¢i maligni
ampulom. K vylouceni obstrukce duodena pacientka podstoupila rentgenovou pasaz gastrointesti-
nalnim traktem. Malignita byla vysoce pravdépodobnd, prestoze ji vysledek histologického vySetreni
S o neprokazoval. Z tohoto diivodu byla indikovana gastroskopie s odbérem mnohocetnych bioptickych
PO STE ROV A C AST vzork(l z D2 duodena. Histologické a imunohistochemické vysetieni odhalilo B-lymfom marginalni
z6ény MALT-typu. V histologickém obraze byla evidentni infiltrace duodenalni mukézy malymi lym-
foidnimi bufikami s patrnymi lymfoepitelialnimi 1ézemi. Maligni buriky vykazovaly CD 20 pozitivitu,
zatimco CD3, CD5, CD 10, CD 23, CD 43 a cyklin D1 negativitu. Molekularné biologické metody
potvrdily klonalitu lymfomovych bunék. K dostazovani malignity bylo doplnéno PET/CT. Znacéena
glokéza byla pfi vySetfeni akumulovana nejen v zesilené sténé duodena, ale i ve zvétSené uzliné
v oblasti jaterniho hilu a jedné uzliné na mezenteriu. Byl stanoven mezinarodni prognosticky index
(IP1) 3. PFi zvyklé terapii akutni pankreatitidy doslo po jedenacti dnech k odeznéni klinické sympto-
matologie i Upravé laboratornich hodnot. Pacientka mohla byt pfedana do pé¢e hemato-onkologické
kliniky, kde bylo provedeno podrobnéjsi doSetfeni véetné imunofenotypizace perifernich a drefio-
vych lymfocyt(i a molekularné biologickych vySetfeni. VySetfeni kostni dfené vyluGovalo lymfomovou
infiltraci. Mikrobiologicky screening vyluéoval hepatitidu B, C, EBV, CMV. Antigen Helicobacter pylori
ve stolici byl negativni. Po osmi mésicich od stanoveni diagnézy a absolvovani kombinované imuno-
chemoterapie podle protokolu R-CHOP bylo u pacientky dosazeno kompletni remise.

P12/2316.

Komplexni diagnostika pacienti s anaplastickym velkobunéénym lymfomem ALK pozitivnim
a sledovani minimalni rezidualni nemoci

Kalinova M., Hilska 1., Fejfarkova J., Mrhalova M., Kodet R. (Ustav patologie a molekulérni mediciny,
2. LF UK a FN Motol; Praha)

Anaplasticky velkobunéény lymfom (ALCL) patfi do skupiny T lymfomu, kdy v pfipadé ALK protein
pozitivniho ALCL dochazi k patologické aktivaci onkogenu ALK, ktera je zplsobena chromozomalni
translokaci, pfi které vznikaji fuzni geny s rdznymi translokac¢nimi partnery. Nejcastéji nachazime
translokaci (2;5), kdy dochazi k fuzi s genem NPM. Cilem prace byla detekce nejcastéjSiho fuz-
niho genu NPM/ALK. U pacientd bez prokazané fuze NPM/ALK bylo provedeno nasledné hleda-
ni translokaéniho partnera genu ALK pomoci metody 5° RACE. Zavedli jsme kvantitativni detekci
exprese translokované ¢asti genu ALK, ktera slouzila nejen k diagnostice vS§ech ALK pozitivnich
ALCL, ale také ke sledovani minimalni rezidualni nemoci. Vysledky jsme porovnavali s vysledky
imunohistochemického prikazu (IHC) exprese proteinu ALK a jeho lokalizace v burice a déle s vy-
sledky fluorescenéni in situ hybridizace na interfazickych jadrech (I-FISH). Celkem jsme vysetfili 50
pacientl s ALCL (3-80 let; median 18 let) s IHC prokézanou expresi proteinu ALK. U 47 pacientl
bylo provedeno vysetfeni zlomu chromozomu 2, oblasti 2p23 a ve vSech pfipadech byl detekovan
zlom. Ve 35/50 pfipadech jsme detekovali fuzni gen NPM/ALK (70%), v 5 pfipadech ATIC/ALK,
ve dvou pfipadech CLTC/ALK, 1x jsme detekovali TPM4/ALK, resp. TPM3/ALK, resp. ALO17/ALK.
U 5 pacientll NPM/ALK negativnich, ALK protein pozitivnich jsme neméli dostatek materialu (RNA)
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pro nasledné vysetieni metodou 5° RACE. U v§ech vySetfenych pacientll (48) jsme detekovali vyso-
kou hladinu exprese translokované ¢asti genu ALK IHC s medianem 28326 kopii, kterou jsme u 21
pacientdl ALK pozitivniho ALCL vyuZili ke sledovani minimalni reziduaini nemoci (MRN) bez ohledu
na ptitomny fuzni gen v dobé diagnézy. Hladina MRN korelovala s klinickym pribéhem onemocnéni.
Molekularni diagnostika umoznuje detekovat translokaéni partnery genu ALK u ALK pozitivniho
ALCL. Zavedeni kvantitativni detekce exprese translokované ¢asti genu ALK slouzi jak k diagnosti-
ce ALK pozitivnich ALCL, tak pfevazné ke sledovani minimaini rezidualni nemoci. Posouzeni vlivu
jednotlivych translokaci na klinicky pribéh onemocnéni vyzaduje klinickou studii, ktera by v rdmci
mezinarodni spoluprace pfispéla k rozsifeni souboru pacientl s vzacnym onemocnénim ALK po-
zitivniho ALCL. Podpofeno projektem (Ministerstva zdravotnictvi) koncepéniho rozvoje vyzkumné
organizace 00064203 (FN MOTOL) a OPPK CZ.2.16/3.1.00/24022.

P16/2328.

Kombinacia bortezomibu s rituximabom v liecbe relabujiceho folikulového lymfému (skuse-
nosti jedného pracoviska v ramci klinickej Stadie LYM-3001)

Wild A., Kralikova E. (Hematologické odd., FNsP F.D.Roosevelta, Banskd Bystrica — SK)

UVOD A METODIKA. Randomizovana, multicentricka $tudia fazy 3 klinického skigania LYM-3001
porovnavala kombinaciu bortezomibu a rituximabu so sélo rituximabom v lie¢be 676 pacientov s re-
lapsom folikulového lymfomu. Lie€ba rituximab-bortezomib viedla k dih§iemu prezivaniu bez progre-
sie ako samotny rituximab. Schémia liecby: Rituximab-bortezomib: bortezomib 1,6 mg/m2 v drioch
1, 8, 15 a 22 kazdych 5 tyzdnov, 5 cyklov; rituximab 375 mg/m2 v drioch 1, 8, 15a22 vcykle 1, alen
v 1.den v cykloch 2-5. Rituximab solo: rituximab 375 mg/m2 v drioch 1, 8, 15 a 22 v cykle 1 a v def
1 v cykloch 2-5. VYSLEDKY: Na nasom pracovisku boli do klinickej $tudie LYM-3001 zaradeni 4
pacienti, 2 zeny a 2 muzi. 3 pacienti (2 zeny a 1 muz) vo veku 39 — 53 rokov boli randomizovani
do ramena rituximab-bortezomib. V tejto skupine pacientov bola len u 1 pacientky zaznamenana
toxicita v zmysle hnaciek, senzitivnej polyneuropatie (stupen 2) a neutropénie (stupern 4), u 1 paci-
enta herpes zoster. 1 pacientka stolerovala lie€bu bez komplikacii. U vSetkych troch bola dosiahnuta
parcialna remisia ochorenia. VSetci prezivaju 5-6 rokov po ukonéeni lie€by bez progresie, trvanie
remisie je dihSie ako po predchadzajucich liniach lie€by. Jeden 70-roény pacient bol randomizovany
do ramena so sdlo rituximabom, u tohto pacienta bola pomerne rychlo zaznamenané progresia
ochorenia s fatalnym priebehom. ZAVER: Dostupnost liedby rituximab - bortezomib mimo klinickej
Studie by zlepsila prezivanie minimalne ¢asti pacientov s relapsujucim folikulovym lymfémom.

P26/2357.

The Cell Cycle Deregulation and Mantle Cell Lymphoma

Flodr P., Latalova P, Tichy M., Jaro§ova M. (UKMP, LF UP a FN, Olomouc; HOK, FN a LF UR, Olo-
mouc)

Introduction: Mantle-cell lymphoma (MCL) is a subtype of clinical indolent or aggressive B-cell non-
Hodgkin‘s lymphoma (B-NHL) also with variable architectonic and cytological features. MCL ac-
counts for app. 6% of all lymphoid neoplasms with a median survival of 3 to 4 years. Characteristic
genetic hallmark of MCL is the chromosomal translocation t(11;14)(q13;932) with the dysregulation
of cyclin D1. Additional genetic alterations can occur in a subset of MCL - cyclin D1 upregula-
tion, genomic amplification of the cyclin-dependent kinase (CDK) -4, deletions of the CDK inhibi-
tor p16(INK4alfa) and overexpression of BMI-1 that are associated with dysregulation of the cell
cycle mechanism in MCL and reveal the biological heterogeneity of MCL. Material and Methods:
Formaline-fixed and paraffin-embedded tissues have been processed in routine tissue sections
(app. 5mikrom) and placed on plus-slides. After the antigen retrieval with the use of the enzymatic
process or microwave oven process, indirect immunohistochemistry with commercial available pri-
mary antibodies for particular detected protein in optimalised dilution has been processed — cyclin
D1, D2, D3 and SOX11. For the visualisation secondary antibody with standard avidin-biotin (ABC)
method has been applicated. Results: In the recent pilot MCL" s study (n=8) we evaluate the expres-
sion of cyclin D1, D2, D3 and SOX11 with nuclear positivity of cyclin D1 (n=3), D2 (n=7), D3 (n=0)
and SOX11 (n=0). Conclusions: Currently extended file (n=20) is being sorted according the same
design and we expect at least the analogous expression heterogeneity of cyclin D family in MCL"s

cases. SOX11 is considered to be highly sensitive marker for MCL (up to 93% cMCL, up to 100%
cyclin D1-neg. MCL) but at present we haven’t detected (n=8) any positivity even in cyclin D1 low
expressing MCL (n=5). To confirm the sensitivity of SOX11 expression in MCL we set an extension
of MCL’s file (n=20). Acknowledgements: MSM 6198959205, IGA NT11103 and Leukemia and
Lymphoma Research Fund.

P38/2374.

DA EPOCH R u pacient( s primarnim mediastinalnim velkobunéénym B lymfomem

Palickova M., Mocikova H., Gahérova L., Jankovska M., Kozak T. (Interni hematologicka klinika, FN
Kralovské Vinohrady a 3.LF UK, Praha)

Uvod: Primarni mediastinaini velkobunéény B-lymfom (PMBL) se odli$uje od difuzniho velkobunég-
ného B-lymfomu (DLBCL) klinicky, genotypem a imunofenotypem. Standardni Ié¢bou je R CHOP
s nebo bez radioterapie. Progndza pacientli s PMBL je obvykle lepSi nez u DLBCL, ale ¢ast paci-
entd s PMBL progreduije jiz v pribéhu prvoliniové 1ééby nebo ¢asné relabuje s naslednou rezisten-
ci na zachrannou léc¢bu. Pouziti agresivnéjSich 1é¢ebnych rezimli je nadéle nejasné a zvazuje se
jejich podani na zakladé prognostickych faktor(, ke kterym se fadi Sifeni na pfilehlé hrudni organy,
pleuralni a perikardialni vypotky, performance status (PS)>1, LDH>2 nasobek normy, vék > 40 let.
Ve sdéleni uvadime prvni zku$enosti s podanim rezimu DA EPOCH R (,dose-adjusted” etopo-
sid, prednison, vincristin, cyklofosfamid doxorubicin a rituximab). Pacienti a metody: U 3 pacient(
(1 Zena 66 let a 2 muzi oba 32 let) jsme nové diagnostikovali PMBL se syndromem horni duté Zily.
Z vys$e uvedenych rizikovych faktor( jsme zjistili u Zeny vy$si vék a PS 2, u muzu tyto faktory nebyly
pfitomny. Pacientim byl podan DA EPOCH R & 21 dni cestou centralniho Zilniho katétru (u paci-
entky byl vstupné podan 1 cyklus R CHOP). NavySovani davky DA EPOCH R ve 2. az 6. cyklu bylo
provedeno podle protokolu a s ohledem na toxicitu. Vysledky: Dva pacienti byli |éGeni péti a Sesti
cykly DA EPOCH R bez radioterapie s trvanim kompletni remise 15 a 6 mésicli po ukonéené 1écbé.
U tfetiho pacienta nebyla zatim odpovéd hodnocena z diivodu pokrac¢ovani v 1é¢bé. Z komplikaci
se vyskytl 1x pneumothorax pfi zavadéni centralniho zilniho katétru. Z hematologické toxicity se vy-
skytla neutropénie gr.4 u dvou pacientl bez infekéni komplikace a anémie gr.3 u jednoho pacienta.
Z nehematologické toxicity se vyskytla periferni senzitivni polyneuropatie gr.1. Zavér: DA EPOCH
R je G¢inna lé¢ba u PMBL s pfijatelnou toxicitou. Jeho vyhodou je moznost navySovani davek che-
moterapie podle toxicity, nevyhodou je nutnost podani cestou centralniho Zilniho katétru. Postaveni
DA EPOCH R u PMBL je nutné vyhodnotit v randomizovanych studiich ve srovnani se standardni
Ié¢bou R CHOP. Podpofeno z vyzkumného projektu P 27/2012 Univerzity Karlovy, 3. Lékarské fa-
kulty v Praze.

P50/2429.

Reaktivace vybranych p53 mutant u B-bunéénych nadorovych linii prostfednictvim malych
cilenych molekul

Jagkova Z., Sebejové L., Pospisilova S., Trousek M. (CEITEC, Brno; CMBGT, IHOK, FN, Brno)

Background: The transcription factor p53 has an essential role in guarding the cell from genotoxic
stress. Mutated p53 frequently accumulates in cancer cells and it has been shown that molecular
manipulation can lead in some cases to p53 reactivation to its wt conformation. The prognosis
of patients with p53 mutations is especially poor in hematological malignancies. Aims: To assess
a feasibility of mutated p53 reactivation in B-cell lines using comercially available small molecules.
Methods: The following cell lines expressing high level of mutated p53 protein were used: RAMOS
(BL; 1245D; 17p-); RAJI (BL; R213; ts Y234H); SU-DHL-4 (DLBCL; R273C; 17p-). PRIMA-1 and el-
lipticine were used as reactivation agents. The reactivation was tested at the p53 protein level by
western blot (WB) and at p53 downstream pathway by qRT-PCR. Results: In all three cell lines,
both PRIMA-1 and ellipticine affected cellular viability in a concentration-dependent manner. Time-
dependent effect was more apparent in the case of ellipticine. Using WB, PRIMA-1 reduced mutated
p53 protein level at two highest concentrations after 24 h in RAMOS cells. In RAJI cell line the reduc-
tion of mutated p53 protein level was obvious only at 30 °C; the two highest concentrations again
led to disappearance of mutated p53, prominently after 72 h as well as in the case of SU-DHL-4.
For ellipticine, WB was also performed and in RAMOS the most pronounced effect was observed at
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highest concentration after 6 and 12 h. In RAJI, the reduction of mutated p53 was subtle at both 37
°C and 30 °C. Using PRIMA-1, RAMOS cells was inert to any reactivation concerning the induction
of p53 downstream target genes. In RAJI, we observed a subtle induction (up to 350% compared to
untreated control set at 100%) of p21 and PUMA. In SU-DHL-4 there was a clear induction (620%)
of p21, but only at a single time interval. Regarding ellipticine, we observed subtle induction of BAX
in RAJI and no gene induction in RAMOS. Summary/Conclusions: We showed that the small tar-
geted molecules can manipulate with mutated p53 protein in cancer B-cells leading to mutated p53
reduction (clinically highly desirable due to predicted mutated p53 oncogenic gain of function) and
to induction of cell cycle regulatory and proapoptotic genes. Further experiments will be performed
to understand deeply exact mechanisms standing behind these effects. Supported by NT/13519-
4/2012; MUNI/A/0723/2012.

P54/2459.

Molekularni cytogenetika v detekci nové translokace t(2;14)(p14;932) u nemocné s CLL. Ka-
zuistika

Krazova L., Holzerova M., Mickova P., Reptova S., Kropackova J., Prekopova I., Hanzlikova J., Pikalova
Z., Urbanova R., Papajik T., Indrak K., JaroSova M. (Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UP, Olomouc)
Uvod: Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je nejéastéjsi leukemii dosp&lého véku na zapadni
polokouli a vyznacduje se heterogennim pribéhem s prezitim od nékolika let az po desitky let. Ur-
&eni progndzy nemocnych se opira o klinické stazovani rozsahu postizeni a laboratorni vysledky,
kde vyznamnou roli hraje cytogenetika. Kromé chromozomovych zmén se zndmym prognostickym
vyznamem, jako jsou delece 6q, 11q, 13qg a 17p ur€enych rutinnim molekularné cytogenetickym
vySetfenim, nalézame u nemocnych s CLL i dal§i méné ¢asté chromozomové aberace. K takovym
patfi chromozomové translokace zahrnujici gen pro tézky fetézec imunoglobulinu (IgH). Na zakla-
dé analyzy velkych souborli nemocnych bylo prokézano, Ze translokace zahrnujici IgH je spojena
s nepfiznivou prognézou a pokrocilym stadiem onemocnéni. Popis pfipadu: Pfedkladame kazu-
istiku 63ti leté pacientky s diagnézou CLL, Binet C. V dobé diagnézy bylo v periferni krvi celkem
50,70x109/I leukocytt, z toho 70 % patologickych B-lymfocytl, které byly CD19+, CD20+, CD23+,
CD38+ a CD5+. Cytogenetickym vySetfenim byl prokdzan normaini karyotyp a jedna metafaze
s neklonalni zménou: 46,XX,der(2p),add(14q)[1]. Metodou FISH se sondami Abbott Molecular (LSI
ATM/TP53, LSI 13q14/13q34/cep12) a Kreatech (ON IgH, ON 6921/MYC (8qg24) byla prokazana
delece 13q14 (66 %) ve dvou klonech, v jednom spole¢né s pfestavbou genu IgH (14%). Metodou
metafazni FISH byla prokazana dosud nepopsana translokace t(2;14)(p?14;932). Detailnim mapo-
vanim bylo vymezeno zlomové misto v oblasti o velikosti 500 kbp s kandidatnimi geny SERTAD2
(transkripéni regulator) a SLC1A4 (transport glutamatu/neutralnich AMK). Pacientka byla pro aktivni
chorobu a autoimunitni hemolyzu lé€ena 2 cykly chemoterapie R-CHOP, diky které bylo dosazeno
stabilizace onemocnéni a vymizeni znamek hemolyzy. Pacientka je aktualné 18 mésicl od stano-
veni diagno6zy. Recidivuji infekce s nutnosti substituce hypogamaglobulinémie. Zavér: U nemocné
s CLL jsme odhalili dosud nepopsanou translokaci t(2;14) a detailnim mapovanim jsme identifikovali
zlomové oblasti chromozomu 2 s kandidatnimi geny SERTAD2 a SLC1A4. Tento vysledek potvrzuje
vyznam zafazeni sondy pro uréeni prestavby genu IgH do rutinniho panelu sond pro vySetfovani
CLL. Prognosticky vyznam nelze, vzhledem ke kratké dobé sledovani nemocné, zatim hodnotit.
Prace je podporovana grantem IGA NT 13576 a grantem LF 2013-004.

P55/2460.

Draha Wnt/PCP ovliviiuje kromé patogeneze chronické lymfocytarni leukemie i vyvoj B-lymfocyti
Méadrova H., Poppova L., Plevova K., Janovska P., Kaucka M., Borsky M., Macha¢ J., Slapéak I.,
Bryja V., Pavlova S., Pospisilova S. (CMBGT, Interni hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno;
CEITEC, MU, Brno; Ustav experimentalini biologie, PFF MU, Brno; Oddéleni cytokinetiky, Biofyzikaini
ustav, AV CR, Brno; Oddéleni détské otorhinolaryngologie, FN a LF MU, Brno)

Draha PCP (planar cell polarity), nekanonicka Wnt draha, fidi bunéénou polarizaci, migraci a mor-
fogenezi béhem embryonalniho vyvoje. Jeji deregulace je spojena s vyvojovymi poruchami a me-
tastdzovanim nadorud. Nedavno jsme publikovali informaci, Ze exprese kli€ovych proteinG PCP drahy
je zvySena u chronické lymfocytarni leukémie (CLL), jejich hladina koreluje se stadiem onemocnéni
a prognozou pacienta (Kaucka M a kol. Cancer Res 2013). Funkénimi testy in vitro a in vivo jsme

prokazali, ze PCP draha je nezbytna pro migraci CLL lymfocytl v chemokinovém gradientu. Je
znamo, zZe buriky CLL vyuzivaji mechanismy fyziologického zrani B-lymfocytu a imunitni odpovédi,
vyznam PCP drahy ve vyvoji zdravych B-lymfocytli nebyl ale dosud popséan. Proto jsme v B-lym-
focytech, které jsme ziskali z tonsil odebranych béhem rutinnich zakrokd, analyzovali expresi PCP
gend metodou kvantitativni PCR v realném €ase. Ve srovnani s perifernimi B-lymfocyty jsme zjistili
zvy$enou expresi Wntba, Fzd7, Celsr1 a Vangl2. Abychom urcili, jak se méni exprese PCP drahy
béhem vyvoje lymfocytu v lymfoidnich organech, oddélili jsme sortovanim pomoci FACS (barveni
anti-lgD/CD38) jednotliva vyvojova stadia tonsilarnich B-lymfocytd a srovnali expresi PCP genl
v jednotlivych frakcich. Vysledky méreni kvantitativni PCR v redlném ¢ase ukazuiji, Ze proteiny PCP
drahy jsou regulovany béhem vyvoje B-lymfocytd v germinalnim centru. Projekt je podporovan gran-
ty: IGAMZCRNT11217-5, GACR301/11/0747, MSM0021622430, ERDF CZ.1.05/1.1.00/02.0068,
CZ.1.07/2.3.00/20.0045, MUNI/A/0723/2012, MPOFRTI2254.

P56/2461.

Metodou RT-qPCR k predikci vyvoje chronické lymfocytarni leukémie (CLL)

Juréickova Z., Madrova H., Libra A., Plevova K., Tichy B., Bryja V., Pospisilova S. (GENERI BIO-
TECH s.r.o., Hradec Krélové; CEITEC, Masarykova Univerzita, Brno; LF MU, Brno; Ustav experi-
mentalni biologie, Prirodovédecka fakulta, Masarykova Univerzita, Brno)

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je onemocnénim B-lymfocytd a jeji prabéh je velmi hetero-
genni. Prognézu onemocnéni Ize stanovit na zakladé analyzy mutaéni varianty genu pro variabilni
oblast tézkého fetézce imunoglobulinu (IGHV), coz je metoda pomérné ¢asové narocna. Prognéza
mocneéni. S vysledkem mutaéni analyzy IGHV (predikce prognézy onemocnéni) vyznamné koreluje
exprese vybranych molekularnich biomarkert v B-lymfocytech. Ve spolupraci GENERI BIOTECH
a Masarykovy Univerzity v Brné byl vyvinut diagnosticky kit, ktery slouzi k predikci vyvoje CLL a je
zaloZen na metodé real-time PCR v kombinaci s reverzni transkripci. Byla vyvinuta metoda stano-
veni kombinovaného parametru sloZzeného z udajli o expresi jednotlivych molekularnich biomarkerd
a referencnich genl. Experimentalné byla ovéfena jeho prognosticka uéinnost. Analyza probihala
na souboru vzork(i 118 pacientl a vysledek byl korelovan s mutaénim statusem IGHV. Vysledky
byly statisticky vyhodnoceny pomoci ROC analyzy (popisuje vztah senzitivity a specifi¢nosti labora-
torniho testu pfi riznych hodnotéach cut-off), pfi¢emz vysledkem byla vysokd senzitivita i specifita.
S ohledem na rozdilné metody zpracovani vzork( periferni krve v diagnostickych laboratofich byl
hodnocen byl také vliv zpracovani vzorkd tfemi rdznymi metodami (osmolyza, gradientova centrifu-
gace a gradientova centrifugace s depleci T-lymfocytd) na vysledek zafazeni pacienta do prognos-
tické skupiny. Vyzkum byl finanéné podpofen granty MPO FR-TI2/254 a IGAMZCR NT/13493

P59/2464.

Vyznam imunoglobulinového receptoru u folikularniho lymfomu

Brazdilova K., Plevova K., Supikova J., Janikova A., Hanke |., Kien L., Tichy B. (CEITEC, Masaryko-
va Univerzita, Brno; CMBGT, Interni hematologicka a onkologicka klinika, FN a LF MU, Brno; Ustav
patologie, FN a LF MU, Brno; Chirurgicka klinika, FN a LF MU, Brno)

Rada lymfom0 a leukémii odvozenych od B-lymfocytll si zachovava schopnost exprese funkéni-
ho imunoglobulinového (IG) receptoru na povrchu nadorovych bunék, coz se jevi jako rozhodujici
vlastnost pro jejich rlst a prezivani. Pfesna uloha IG receptoru ale u vétsiny lymfom0 stéle nebyla
objasnéna. Exprimované IG geny lymfom{i germinalniho centra (jako je napf. folikularni lymfom)
ziskavaji prostfednictvim somatickych hypermutaci N-glykosylaéni motivy, které jsou pozitivné se-
lektovany. Jejich vyskyt je u téchto onemocnéni az desetkrat vy$§i nez u zdravych B-lymfocytd nebo
jinych typl lymfoproliferativnich onemocnéni. N-glykosylaéni mista a oligomandzy, které se do nich
vazou, by tak mohly pfedstavovat novy slibny terapeuticky cil a schiidnéjsi alternativu antiidiotypic-
kych protilatek. Cilem nasi prace bylo zjistit, zda jsou nékteré IG segmenty u folikularniho lymfomu
vyuzivany ¢astéji, nez je bézné u B-lymfocytd a dale identifikovat a charakterizovat N-glykosylaéni
motivy v sekvencich exprimovanych klondlnich IG gent folikularniho lymfomu. Tyto sekvence jsme
analyzovali v 68 lymfatickych uzlinach postizenych folikularnim lymfomem u 61 pacientl. U 6 paci-
entl jsme vySetieni provedli opakované. Zjistili jsme preferenéni vyuzivani uréitych variabilnich 1G
segmentl (IGHV3-48, IGHV3-73), které by mohlo byt spojeno s vyssi predispozici pro tvorbu N-
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-glykosylaénich motiv(i v téchto segmentech. 1 az 3 N-glykosyla¢ni motivy jsme detekovali u 30 z 38
(80 %) analyzovanych |G tézkych retézcl. V 63 % pripadl se nachazely v jedné ze tfi konkrétnich
preferovanych aminokyselinovych pozic. NaSe prace timto potvrzuje vyznam N-glykosylaénich mist
pro folikularni lymfom. Projekt je podporovan z grantd: MUNI/A/0723/2012, IGA MZCR NT13493-
4/2012, CZ.1.05/1.1.00/02.0068, CZ.1.07/2.3.00/20.0045.

P62/2473.

Uspésna terapie cladribinem pacientky se soubéhem HCL a CLL

Skoumalova I., Urbanova R., Prochazka V., Novak M., Pikalova Z., Papajik T., Indrék K. (HOK, FN,
Olomouc)

Referujeme raritni pfipad pacientky se soubéhem chronické lymfocytarni leukémie a vliasatobunéc-
né leukémie. 10/2004 byla u 58 leté pacientky diagnostikovana vlasatobunééna leukémie (HCL).
Vzhledem k uspokojivym parametrim krevniho obrazu a dobrému klinickému stavu byla pacientka
observovana. Postupné vyvoj lymfocytdézy a progrese neutropenie, proto 6/2011 byla provedena
kontrolni imunofenotypizace periferni krve a trepanobiopsie. Kromé HCL byla soubézné u nemocné
diagnostikovana B-chronicka lymfocytarni leukémie (CLL), prognostické faktory: normélini cytoge-
netika a nemutovany stav IgVH . Pro pozvolnou progresi neutropenie, vyvoj anémie a B symptomy
byla pacientka indikovana k zahajeni terapie. Od 5/2012 proto rozhodnuto o zahajeni terapie cladri-
binem, modifikovany protokol cladribinem pro CLL dle Robaka (cladribin 8 mg/D s.c. celkem 5 dnu).
Podano bylo celkem 6 cykll terapie &4 28 dnu. Terapie byla dobfe tolerovana, privodni cytopenie
kompletni remise CLL a HCL v kostni dfeni. Pacientka je aktualné v dobrém klinickém stavu v trvajici
remisi onemocnéni. Podrobna klinicka data budou pfedmétem prezentace. Podporeno grantem IGA
UP LF-2013-004.

P63/2474.

Cytogeneticka analyza u CLL: zachyt chromosomovych aberaci po stimulaci CLL bunék
s CpG oligonukleotidy a IL-2

Stoklasova M., Dostalova L., Sablaturova T., Strnkova A., Dievojankova B., Burdova A., Brychtova
Y., Brejcha M. (Laborator Iékarské genetiky, Laboratore Agel a.s., Novy Ji¢in; Interni hematoonkolo-
gicka klinika, LF MU a FN, Brno; Hematologické oddéleni, Nemocnice Novy Ji¢in a.s.)

Uvod: CLL bunky jsou vysoce zavislé na interakcich se svym mikroprostfedim a pokud nejsou kul-
tivovany in vitro s pfidavkem vhodnych cytokint a mitogen(, velmi rychle podléhaji apoptéze. Jako
nejefektivnéjsi metoda se osvédgilo pouziti specifického protokolu s CpG-oligonukleotidy (DSP30)
a IL-2 (Diecker et al, 2006, Mayr et al, 2006, Haferlach et al, 2007). Pacienti a metody: Klasicka
cytogeneticka analyza (CCA) a molekularné-cytogenetické metody zahrnovaly (FISH, M-FISH, M-
-BAND) soubor 552 pacientd (212 zen/340 muz() z let 2008-2012. Karyotyp byl stanoven ze vzorki
periferni krve nebo kostni dfené kultivované v pfitomnosti DSP30/IL-2. Na nestimulovanych kul-
turach byla provedena I-FISH za pouziti standardniho CLL panelu sond (ij. 13g-, 11g-, 17p-,+12).
Vysledky: Uspésné bylo kultivovano 93% (512/552) vzorki. CCA odhalila zmény v karyotypu u 51%
(262/512) a I-FISH u 73% (371/512) pfipadl. Kombinaci obou metod byly chromosomové aberace
zachyceny v 79% (405/512) pripadu. Frekvence vyskytu aberaci zachycenych pomoci CCA byly
nasledujici: normalni karyotyp (28%), 13q- (14%), 11g- (12%), +12 (11%) a 17p- (6%) a v 18%
pfipadd byly zaznamenany dalsi rekurentni aberace (napf. zisk 2p, 6g-,14q-, +21, pfestavby IGH@).
Komplexni zmény v karyotypu byly prokazany v 22% (111/512) pfipadi. CCA byly zjistény dalsi
chromosomoveé aberace v 7% (34/512) pfipadl s negativnim |-FISH nalezem, z toho 6 pfipadd mélo
komplexni karyotyp. U 14% (71/512) pfipad(, u nichz I-FISH identifikovala pouze 13q-, byly proka-
zany dal$i chromosomové zmény (v 31 pfipadé se jednalo o komplexni karyotyp). Zavér: Kultivace
CLL bunék v prostfedi DSP30 a IL-2 je efektivni metoda nejen k indukci metafazi, ale i k detekci
dalSich chromosomovych zmén u nemocnych s CLL v rutinni praxi. Ziskanim hodnotitelnych mitos
Ize objasnit mechanismus vzniku aberaci a potvrdit hraniéni nalezy z I-FISH vySetfeni. Kombinace
metod klasické cytogenetiky a FISH analyzy poskytuje komplexni informace o zménach v karyotypu
CLL bunék, coz muze v budoucnu poslouzit k detailnéjsi kategorizaci a definovani dal$ich nezavis-
lych prognostickych faktor(.

P66/2493.

Uspésna kombinace splenektomie s naslednou imunosupresivni terapii u refrakterni trom-
bocytopenie pacienta s chronickou lymfocytarni leukemii

Turcsanyi P, Urbanova R., HIusi A., Papajik T., Indrak K. (HOK, FN, Olomouc)

Uvod: Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je nej¢astéj$i hematologickou malignitou s hetero-
gennim klinickym pribéhem, doprovazenym variabilnimi autoimunitnimi komplikacemi. Referujeme
efektivni 1é¢bu autoimunitni trombocytopenie splenektomii a kombinovanou imunosupresi. PFi roz-
hodovani o postupu bylo vyuzito vysledku ,prezivani trombocytd“ znacenym radiofarmakem. Kazu-
istika: 3/2007 byla tehdy 59 letému muzi diagnostikovana chronicka lymfocytarni leukémie, stadium
Binet C, IgVH status nemutovany, normalni karyotyp, difuzni typ infiltrace kostni dfené. Krevni obraz:
leukocyty (leuko)226 x 10.9/I,hemoglobin (Hb) 128 g /I, trombocyty (Tr) 82 x 10. 9/I. Byla zahajena
terapie fludarabinem 40 mg/m2 p.o. 1-3 den, cyklofosfamidem 250 mg/m2 p.o. 1-3 den. Po prvnim
cyklu chemoterapie doslo k rozvoji autoimunitni hemolytické anémie (AIHA ) s tepelnymi protilatkami
(Hb 53g/l). Byla podana terapie vysocedavkovanymi (HD) kortikoidy bez efektu. Pokracovano pro-
to imunochemoterapii R-CHOP. Po 6 cyklech CHOP a terapii alemtuzumabem s celkovou davkou
273 mg bylo dosazeno kompletni klinické remise onemocnéni 9/2007. 03/2010 a 08/2010 recidivy
tézké trombocytopenie (Tr < 10x10. 9/1). Sonograficky velikost sleziny 17,5 cm, v kostni dfeni 50%
patologickych CLL, diagnostikovan relaps CLL. Terapie HD kortikoidy a HD imunoglobuliny s pfe-
chodnym efektem, udrzovaci terapie cyklosporinem A, kortikoidy a 4 cykly rituximabu (R). Pacient byl
prelécen pro reaktivaci borreliozy . 6/2011 dals$i recidiva trombocytopenie, 3 cykly R-COP a 5 cykld
rituximabu do 1/2012, udrzovaci terapie prednisonem a cyklosporinem A, 1é¢ba pouze s ¢astecnym
efektem, komplikovano dekompenzaci steroidniho diabetu, rendlni insuficienci a dekompenzaci hy-
pertenze. Bylo provedeno vySetfeni prezivani trombocytd, které zkraceno na 1,5 dne se zvySenou
sekvestraci ve sleziné. Pacient byl pro refrakteritu téZké trombocytopenie indikovan ke splenektomii,
ta provedena 9/2012, pro nedostatecny efekt dale nasazeny kortikoidy a azathioprim, bylo dosazeno
remise trombocytopenie. 1/2013 pfi posledni kontrole trvajici remise trombocytopenie, pacient bez
znamek aktivity CLL. Zavér: Referujeme pfipad Uspésné terapie refrakterni autoimunitni trombocy-
topenie u CLL kombinovanou lé¢bou splenektomie a naslednou imunosupresivni terapii. Podpofeno
Vyzkumnym zamérem MSMT MSM-6198959205, grantem LF-2013-004 UP v Olomouci.

P67/2495.

Véasna alogenni nepfibuzenska transplantace perifernich kmenovych bunék u fludarabin
refrakterni CLL s komplexnim karyotypem.

Obr A., Urbanova R., Faber E., Raida L. (HOK, FN, Olomouc)
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AKUTNI LEUKEMIE

P15/2322.

Zhodnoceni sérovych koncentraci vybranych cytokini a adheznich molekul u pacientt léce-
nych pro akutni myeloidni leukémii

Kupsa T., Horagek J. M., Vagatova M., Jebavy L., Zak P. (Katedra valeéného vnitiniho Iékarstvi,
Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany a IV. interni hematologicka klinika, FN a LF UK,
Hradec Krélové; Ustav klinické biochemie a diagnostiky, FN, Hradec Krélové)

Cil: Zhodnotit sérové koncentrace vybranych cytokind a adheznich molekul a posoudit zmény sou-
visejici s aktivitou onemocnéni u pacientli Ié¢enych pro AML. Metodika: Byl studovan soubor 20
pacientd, vék 53,5 + 11,8 let, median 55,4 let, 7 muz( a 13 Zen, 4 s nizkym, 7 se stfednim a 9 s vy-
sokym rizikem dle cytogenetického a molekularné-genetického vysetieni. Pacienti byli 1é¢eni che-
moterapii (3+7, 2+5, HIDAC), u 5 nemocnych v kombinaci s I1é¢bou FIAG-Ida, pfipravny rezim Bu/
FIu/ATG a provedenim alogenni transplantace krvetvornych bunék. Hodnotili jsme sérové hladiny
celkem 22 analytU: interleukiny (IL) 1a, 1B, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 12, 13, 23, vascular endothelial growth
factor (VEGF), tumor necrosis factor-alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y), epidermal growth factor
(EGF), monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), E-selektin, L-selektin, P-selektin, intercellular ad-
hesion molecule-1, vascular cell adhesion molecule-1 v dobé diagnézy AML a pfi trvajici kompletni
remisi (CR) cca 6 mésicli po ukonéeni chemoterapie. Biomarkery byly stanoveny s vyuZitim biochip
array technologie a analyzatoru Evidence Investigator (Randox). Pravdépodobnosti s (p) < 0,01 dle
parového t-testu byly povazovany za statisticky vyznamné. Vysledky: Porovnanim sérovych koncen-
traci analyt mezi obdobim s aktivni leukémii a trvajici CR jsme Zzjistili statisticky vyznamny vzestup
u IL-7 (6,43 + 4,91 ng/l vs. 21,36 + 7,72 ng/l; p < 0,00005), EGF (17,52 + 16,01 ng/l vs. 48,66 +
28,15 ng/l; p < 0,0001) a VEGF (65,48 + 41,33 ng/l vs. 158,92 + 60,75 ng/l; p < 0,0005). Koncentrace
L-selektinu (2430,93 + 1032,85 mcg/l vs. 1340,15 + 308,27 mcg/l; p < 0,0005) a IL-13 (6,97 + 3,41
ng/l vs. 4,02 + 4,02 ng/l ; p < 0,01) statisticky vyznamné poklesly. Zmény v sérovych koncentra-
cich ostatnich analytli nebyly statisticky vyznamné. Zavér: Sérové koncentrace nékterych cytokinl
a adheznich molekul (IL-7, EGF, VEGF, L-selektin, IL-13) jsou ovlivnény aktivitou onemocnéni. Zda
Ize tyto zmény povaZzovat za prognosticky marker u AML neni znamo, k hodnoceni prediktivniho
potencialu bude tfeba korelace se zavedenymi prognostickymi ukazateli (cytogenetika, molekular-
ni genetika) na vétS§im poctu pacient(. Prace byla podpofena prostfedky z Projektu specifického
vyzkumu ,Analyza vybranych prognostickych markerd u nemocnych s AML” (FVZ) a z projektu RO
1011 (FVZ). Kontakt: Tom.Kupsa@fnhk.cz

P21/2346.

Sérové koncentrace cytokini a adheznich molekul u pacientd s nové diagnostikovanou akut-
ni lymfoblastickou leukemii

Horagek J. M., Kupsa T., Vasatova M., Jebavy L., Zak P. (Katedra vélecného vnitiniho Iékarstvi,
Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany, Hradec Kralové; Ustav klinické biochemie a dia-
gnostiky, FN, Hradec Kralové; 4. interni hematologicka klinika, FN a LF UK, Hradec Kraloveé)

Uvod: Cytokiny a adhezni molekuly jsou studovany jako markery aktivace imunitniho systému u riz-
nych chorob véetné hematologickych malignit. Cilem nasi pilotni studie bylo porovnani sérovych
koncentraci vybranych cytokint a adheznich molekul u pacient s nové dg. akutni lymfoblastickou
leukemii (ALL) pfed zahajenim lé€by a u zdravych jedincl. Metodika: Do studie bylo zafazeno 15
pacientd s nové dg. ALL (median véku 46, rozptyl 24 — 63 let, 11 muzl) a 15 zdravych darcl krve
(median véku 41, rozptyl 25-58 let, 11 muzl). Hodnotili jsme sérové koncentrace 22 cytokinl a ad-
heznich molekul: interleukiny (IL-1 alpha, IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-13, IL-23), vascular endothelial growth factor (VEGF), tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha),
interferon-gamma (IFN-gamma), epidermal growth factor (EGF), monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1), E-selectin, L-selectin, P-selectin, intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1). VSechny biomarkery byly méfeny bio¢ipovou technologii na princi-
pu enzymoimunoanalyzy s chemiluminiscenéni detekci na analyzatoru Evidence Investigator (Ran-
dox). Hodnoty p < 0,01 byly povazovany za statisticky vyznamné. Vysledky: U pacient s nové dg.
ALL jsme zjistili vyznamné zvySeni sérové koncentrace VCAM-1 (1078,54 + 456,96 mcg/l vs. 328,31

+ 88,66 mcg/l; p < 0,000001), ICAM-1 (499,57 + 237,53 mcg/l vs. 196,69 + 36,06 mcg/l; p < 0,0001),
L-selectinu (2366,33 + 1035,37 mcg/l vs. 1104,54 + 243,45 mcg/l; p < 0,0001), MCP-1 (433,99 +
328,59 ng/l vs. 153,25 + 53,60 ng/l; p < 0,01) a IL-8 (34,07 + 28,52 ng/l vs. 4,87 + 3,09 ng/l; p <
0,001). Déle jsme zjistili vyznamné snizeni sérové koncentrace IL-3 (7,34 + 3,41 ng/l vs. 11,53 +
4,66 ng/l; p < 0,01) a IL-4 (1,10 + 1,08 ng/l vs. 3,27 + 2,21 ng/l; p < 0,01). Koncentrace ostatnich
hodnocenych biomarkerl se statisticky vyznamné nelisily. Zavér: Nase vysledky naznacuji, ze sé-
rové koncentrace nékterych cytokind a adheznich molekul (VCAM-1, ICAM-1, L-selectin, MCP-1,
IL-8, IL-3, IL-4) jsou vyznamné alterované u pacienti s nové dg. ALL a mohou mit vztah k aktivité
onemocnéni. Neni jasné, zda tyto zmény mohou slouzit jako prognosticky marker u ALL. DalSi
studie na vétSim poctu pacientd a srovnani sérovych koncentraci cytokinli a adheznich molekul se
zavedenymi prognostickymi faktory budou nezbytné k vymezeni role téchto a dal$ich markerd pfi
stratifikaci rizika ALL. Prace byla podporena z projektu RO 1011 (FVZ).

P28/2360.

Specifika starostlivosti o periférny a centralny venézny katéter

Hamracek J., HaluSkova A., Kas¢akova A., Fialekova M., Bockova J. (UNLR Klinika hematoldgie
a onkohematoldgie, Kosice — SK)

Intravendzna terapia tvori neoddelitelnu sucast klinickej starostlivosti, ¢i uz v ambulanciach alebo
16zkovych nemocni¢nych zariadeniach, na kratkodobé ¢i dlhodobé podavanie infuznej lieby, paren-
teralnej vyzivy alebo podavanie krvnych derivatov. Intravenézna kanyla je pre telo cudzim telesom,
po zavedeni je kolonizovana mikroorganizmami a je najéastejSim zdrojom infekénych komplikacii.
Len pri dodrzani spravnych bariérovych technik pri zavadzani a dodrzani $tandardov a spravnych
postupov starostlivosti o i.v. pristup mézeme zaistit spravne a bezpec¢né fungovanie kanyly a pre-
venciu moznych komplikacii. Medzi periférnym a centralnym vendznym pristupom su rozdiely jed-
nak v ich zavadzani, predpokladanej dizke podavanej lie¢by & v rozdielnych dopadoch moznych
komplik&cii na klinicky stav pacienta. Klu¢ové slova: Periférny vendzny katéter, centralny venézny
katéter, oSetrovatelska starostlivost, komplikacie, oSetrovatelské Standardy PARTICULARITIES IN
THE CARE OF PERIPHERAL AND CENTRAL VENOUS CATHETER HALUSKOVA A., HAMRA-
CEK J., KASCAKOVA A., FIALEKOVA M., BOCKOVA J. Kosice 2013 Clinical Department of Hae-
matology and Oncohaematology, Louis Pasteur University Hospital in KoSice Intravenous therapy
forms an inseparable part of clinical care at both outpatient clinics and hospital bed departments, for
short-term or long-term administration of infusion therapy, parenteral nutrition or adminsitration of
blood derivatives. Intravenous cannula is treated as a foreign body and is after administration coloni-
zed by microorganisms thus becoming the most common source of infection complications. Only by
following proper barrier precautions upon administration and by observing the standards and proper
care procedures a sound and safe cannula operation as well as prevention against eventual compli-
cations can be secured for. There are differences between peripheral and central venous approach
both upon insertion and in supposed duration of a therapy applied as well as in different effects of
eventual complications on the clinical state of a patient. Key words: Peripheral venous catheter,
central venous catheter, nursing care, complications, nursing standards

P37/2373.

Zriedkavy nalez maskovanej t(15;17)

Blahova A., Pavlikova G., Lengyelova K., Tomasova R., Téthova K., Lukackova R., Hojsikova I. (Od-
delnie klinickej genetiky, Medirex,a.s. , Bratislava — SK)

Akutna promyelocytova leukémia (APL) je ochorenie s typickym klinickym, morfologickym, genetic-
kym a molekulovym obrazom. Konvenénou cytogenetikou je mozné v 70 - 90% pripadov v ¢ase dia-
gndézy detegovat reciproku translokéciu t(15;17)(q22;921), pri ktorej dochadza k tvorbe fuznych gé-
nov PML-RARa na chromozéme 15 a RARa-PML génu na chromozéme 17.V ostatnych pripadoch
APL su opisané variantné translokacie t(11;17)(q32;921), t(5;17)(935;q12-21)t(11;17)(q13;921)
a der(17). Zriedkavo sa cytogeneticky stanovi fyziologicky karyotyp, ktory predpoklada maskovanu
prestavbu, detegovatelnu citlivejSimi molekulovymi metédami ako FISH, RT-PCR alebo sekvenova-
nie. FISH metéda pouzitim komeréne dostupnych dual color,dual fusion sond zachyti takmer vSetky
PML-RARa fuzie vratane variantnych a maskovanych foriem. Prezentujeme zriedkavy pripad paci-
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entky s de novo APL, ktorej bol v ¢ase diagnézy po 24 a 48 hodinovej kultivacii buniek kostnej drene
konvenénou cytogenetikou stanoveny karyotyp 47,XX,+8[16]/46,XX[4]. Takisto vySetrenie FISH me-
tédou nezachytilo pritomnost fuznych génov, ani prestavbu RARa génu. AvSak pomocou RT-PCR
bol detegovany chiméricky transkript PML-RARa. Zaver: Vaésina pripadov s APL bez cytogeneticky
detekovanej t(15;17) je asociovana s fuziou génov PML a RARa na molekoulovej Urovni. Liecba ky-
selinou all-transretinovou (ATRA) v kombinacii s chemoterapiou ponuka velkd $ancu na vylie€enie,
preto je aj v takychto pripadoch délezita véasna a presna diagnostika.

P39/2376.

Akutni myeloidni leukemie z pohledu epigenetickych zmén detekovatelnych v periferni krvi
Latalova P., Smesny Trtkova K., Szotkowski T. (Ustav klinické a molekuldrni patologie, LF UP a FN,
Olomouc; Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Uvod Modifikace genové exprese, které nejsou zptisobeny zménou v sekvenci DNA, jsou soucas-
ti epigenetickych procesu. K tém patfi zejména metylace DNA, posttransla¢ni modifikace histont
a zmény miRNA. Metylace DNA — kovalentni vazba metylové skupiny na uhlik CpG dinukleotidu
- je dosud nejlépe prostudovanym epigenetickym mechanismem s nezanedbatelnym vyznamem
v kancerogenezi a nadorové progresi, coz bylo popsano u solidnich nadort i u hematologickych
malignit. Zatimco globalni hypometylace vede ¢asto k nestabilité genomu, lokalni hypermetylace
promotor(l tumorsupresorovych genli zplsobuje jejich inaktivaci a sou¢asné je zménou uplatfiujici
se jiz v ¢asné fazi procesu nadorové transformace. Hypermetylace v oblasti promotor( byla popséa-
na u celé fady gend, které reguluji rizné bunééné funkce, bunéény cyklus, opravy DNA, apoptdzu
apod. Jednotlivé diagnostické jednotky se v poctu i typu hypermetylovanych genti znaéné lisi, coz
je pfredmétem mnoha soucasnych vyzkum(. Metoda V pilotni studii jsme se zaméfili na pacienty s
nové diagnostikovanou akutni myeloidni leukemii. Ze vzorku periferni krve jsme izolovali DNA, kte-
rou jsme modifikovali metodou bisulfitové konverze a nasledné pouzili pro metyl-specifickou PCR.
Znéazornéni vysledkl bylo provedeno pomoci gelové elektroforézy. Vysledky Vyse uvedenou meto-
dou je mozné detekovat obé ¢asti nadorové populace - buriky nesouci hypermetylovany i nemetylo-
vany gen. Zatimco v nékterych vySetfenych vzorcich jsou obé populace zastoupeny pfiblizné stejné,
u ¢asti pacientl zietelné prevazuje populace nesouci hypermetylovany ev. nemetylovany Usek genu.
Diskuze Pfi dostupnosti novych Iéku - demetylaénich ¢inidel- nabyva vyzkum epigenetickych zmén
na stale vétSim vyznamu. Nase prvotni vysledky naznaduji urgity potencial v zavedeni neinvazivni
a rychlé metody pfi vySetfeni metylaénich zmén konkrétnich genti z malého vzorku periferni krve.
Prace byla podporena vnitfnim grantem LF_2013_009.

P51/2441.

Prognosticky vyznam cytogenetickych a molekulovo-biologickych zmien u pacientov s akut-
nou myeloblastovou leukémiou

Sopko L., Lukas J., Mistrik M., Hojsikova |. (Klinika hematoldgie a transfuziologie, LFUK a SZU,
Univerzitna nemocnica, Bratislava — SK; genetické laboratérium, MEDIREX, Bratislava — SK)

Uvod: Akdtna myeloblastova leukémia (AML) predstavuje réznorodl skupinu malignych ochoreni kr-
votvorby. Toto ochorenie je charakteristické svojou fenotypovou a genotypovou heterogenitou. Meté-
dy: Cielom prace bolo identifikovat prognosticky vyznam cytogenetickych a molekulovo biologickych
zmien, ktoré sa u AML vyskytuju. Konvenéné cytogenetické, FISH a molekulovo biologické vySetrenie
bolo zrealizované u 101 pacientov. Skiimali sme lie€ebnu odpoved' na podanie indukénej chemote-
rapie (CHT), ¢as do progresie ochorenia (TTP) a celkové prezivanie (OS) v korelacii s jednotlivymi
cytogenetickymi a molekulovymi markermi. Vysledky: Pri dosahovani kompletnej remisie (KR) sme
zistili, Zze najprediktivnejsi marker pri dosahovani KR je cytogeneticky nalez (p<0,0001). U pacientov
s priaznivym cytogenetickym nalezom bolo dosahovanie KR na urovni 100%, pri¢om u pacientov
s nepriaznivym karyotypom len na urovni 44,5%. Ako faktory, ktoré signifikantne nepriaznivo ovplyv-
fuju TTP sme identifikovali nepriaznivy cytogeneticky nalez a vek pacientov nad 60 rokov. Naopak,
ako priaznivy faktor sme identifikovali pacientov s nadexpresiou wt1. Pri porovnavani celkového pre-
Zivania bol opéat cytogeneticky nepriaznivy nalez a vysoky pocet bielych krviniek v ¢ase diagnézy
spojeny so zlym celkovym prezivanim. Pritomnost FLT3/ITD mutacie u pacientov s normalnym ka-
ryotypom znamenala pre pacientov skorSi relaps ochorenia a horsie OS, priCom p-value sa blizilo

hranici Statistickej vyznamnosti (p=0,055). Zaver: Kedze v dnesnej dobe existuje viacero lie¢ebnych
moznosti AML, cytogenetické a molekulové markery ndm pomahaju identifikovat pacientov, ktori su
najviac ohrozeny zlyhanim lie€by resp. relapsom ochorenia a volit u nich intenzivnejSie metédy liecby.

P52/2442.

Uloha BAL pri stanoveni etiologického patogéna zapalovych piucnych infiltratov u pacienta
s hematologickou malignitou

Horvéathova D., Chovanova V., Kubalova S., Rimajova V., Lukas J., Mistrik M. (Klinika hematoldgie a
transfuziolégie SZU, LFUK a UNB, Bratislava — SK; Pneumologicka ambul. EPO, NOU, Bratislava — SK)

Infekcia dolnych dychacich ciest vratane plucneho parenchymu predstavuje u imunokompromitova-
ného pacienta vaznu komplikaciu s nepriaznivou prognézou, a to najmé pri odklade u€innej antiin-
fekénej lie€by. Dolezitné je preto rychle stanovenie pévodcu infekcie. Bronchoalveolarna lavaz (BAL)
je minimélne invazivnou metddou pri ziskavani alveolarnej tekutiny a pomaha v rychlej a presnej
diagnostike etiologie pneumonie (60%). Nazory na vyuZitie lavaze u imunokompromitovanych pa-
cientov su vSak stale kontroverzné. Existuju udaje podporujuce BAL u jedincov s dokazanymi pl-
ucnymi infiltratmi a s nedostatoénou odpovedou na ATB, av8ak u tazko chorych neutropenickych
pacientov je vySetrenie spajané s ¢astym vyskytom komplikacii. To viedlo niektorych autorov k tva-
ham o rezervovani lavaze u tychto jedincov vyluéne pre diagnostiku tuberkulézy, pneumocystovej
a CMV pneuménie. Na nasej klinike sme za 2 roky v spolupraci s bronchoskopickym pracoviskom
NOU uskutoénili 48 vykonov BAL u 38 jedincov s hematologickou malignitou (AML 60%, ALL 21%,
MDS 9%, CLL 6%, MM 4%) a su¢asnym CT nalezom zapalovych plicnych infiltratov. V ¢ase vyse-
trenia malo 38% pacientov agranulocytézu trvajucu v priemere 21 dni, 62% vySetrenych bolo bez
neutropénie. Az 73% jedincov bolo predlie¢enych antibiotikami, 96% antimykotikami, virostatika uzi-
valo 29% chorych. Specifického infekéného patogéna sme vo vzorkéach z BAL identifikovali u 73%
chorych (35/48), z toho v 28% pripadov iSlo o baktériu a 26% jedincov malo kvasinky. Pozitivny
aspergilovy antigén malo 29% chorych (12/42), kryptokokovy antigén 6% chorych (3/48), u 24%
jedincov (11/46) sme potvrdili virusovu infekciu. U jedného chorého sme zistili m.tuberculosis, u zZia-
dneho sme nedokazali pneumocystovu infekciu. Vykon bol vo v8etkych pripadoch nekomplikovany.
Celkova vypovednost BAL, kultivatny zachyt baktérii a nalez virusovej infekcie v naSom subore pa-
cientov boli porovnatelné s udajmi v literatdre. Podstatne chudobnejsi bol kultivaény nalez mykotic-
kého agens (26% v.s. 57%) s nulovym zachytom vlaknitych hub v désledku podavanych antimykotik
a vSeobecne nizkej vypovednej hodnoty kultivaéného vySetrenia v diagnostike aspergilovej infekcie.
Vyznamnym preto zostava vysoko Specifické a senzitivne stanovenie galaktomananu z lavaze. Vy-
sledky v prezentovanom subore podporuju vyuzitie BAL v diagnostike plucnej infekcie u imunokom-
promitovanych pacientov ako bezpeénej a zobrazovacie vySetrenia doplfiujucej metddy.

P53/2454.

Response of steroid-resistant capillary leak syndrome to Bevacizumab

Al Sabty F,, Bojtarova E., Demeckova E., Horvathova D., Kubalova S., Rimajova V., Zwiewka M., Mar-
kuljak 1., Wild A., Mistrik M. (Klinika hematoldgie a transfuzioldgie, LF UK, SZU a Univerzitnej nemoc-
nice, Bratislava — SK; Fakultnd nemocnica s poliklinikou F. D. Roosevelta, Banska Bystrica — SK)

Capillary leak syndrome (CLS) is a severe complication after haematopoietic stem cell transplanta-
tion (HSCT). The underlying pathology is poorly understood, however generalized capillary endothe-
lial cell injury in multiple organs results in a loss of intravascular fluid into interstitial spaces. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) is a potent inducer of vascular permeability and may have a crucial
role in the mechanism underlying CLS formation. Objectives: the potential role of VEGF prompted us
to use the anti-VEGF antibody bevacizumab (Avastin) in patient with severe steroid-resistant CLS.
Methods: a 38 years old woman with acute lymphoblastic leukemia (common B ALL) underwent sib-
ling, ABO compatible allogeneic HSCT in first complete remission in our institution. Results: the first
CLS attack developed day 15 after HSCT (pericardial and pleural effusions, generalized edema) and
responded promptly to glucocorticoids 2mg/kg/d i.v. and appropriate supportive management. En-
graftment was observed day 26 (ANC 0,5x10/9/l and PIt 20x1079/1), there were no signs of graft ver-
sus host disease (GvHD). On day 84 the patient developed second attack CLS (sudden abdominal
pain, decreased urine output, with pericardial and pleural effusions, ascites, hepatomegaly). Restor-



ing glucocorticoid therapy improved CLS. Another CLS attack appeared day 153 after HSCT with
chest pain, shortness of breath, ascites and peripheral edema. CT scan documented pericardial and
pleural effusions, hepatomegaly and moderate ascites. This time glucocorticoids (2mg/kg/d i.v.) and
conventional supportive measures (diuretics, oral fluids restriction, nutritional support, albumin ad-
ministration, etc.) were not effective and patient had to undergo repeated (3x600ml) thoracenteses
for pleural effusions. Intravenous bevacizumab (Avastin, 5 mg/kg body weight) was administered
over a 90-minute period on day 174 and day 188 after HSCT. Bevacizumab infusion was well toler-
ated, all CLS symptoms were ameliorated and a marked decrease in the amounts of pleural effu-
sion was evident on the chest X-ray. On the fourth day after second bevacizumab administration the
patient discharged from the hospital without any signs of CLS. Conclusion: CLS treatment is based
on systemic corticosteroids. However, in steroid-resistant CLS using bevacizumab may offer a new
therapeutic strategy to counteract this severe vascular permeability disorder, especially in patients
with life-threatening attacks.

P58/2463.

Spontanni ruptura sleziny u pacienta s akutni promyelocytarni leukemii béhem indukéni che-
moterapie

Kuba A., Szotkowski T., Rohon P, Faber E., Turcsanyi P., Holzerova M., Prasil V., Indrak K. (Hemato-
-onkologicka klinika, FN, Olomouc; Radiologicka klinika, FN, Olomouc)

Background: Acute promyelocytic leukemia is a subtype of acute myeloid leukemia with high cur-
ability rates. However, it is often accompanied by severe coagulopathy and bleeding risk and thus
represents potentially fatal hematological emergency requiring immediate treatment. Spontaneous
splenic rupture is a rare event in all hematological malignancies. Only two clinical cases have been
described so far in setting of acute promyelocytic leukemia. Patient: We report a patient without pre-
ceding splenomegaly who underwent urgent splenectomy for spontaneously occurring splenic rup-
ture during induction chemotherapy. The patient completed induction chemotherapy and achieved
complete remission. Conclusion: This is the second clinical case of spontaneous splenic rupture
without preceding splenomegaly in a patient with acute promyelocytic leukemia during induction
chemotherapy described so far. Our clinical case demonstrates that emergent splenectomy can be
life saving even in severe unfavourable condition of a highly immunosupressed patient. Supported
by grant IGA UP LF-2013-004.

P60/2465.
Infekéné komplikécie indukénej lie€by akutnej myeloidnej leukémie
Cerfan M., Szotkowski T. (Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UP, Olomouc)

Uvod: Infekcie patria k dastym komplikaciam indukénej liegby akitnej myeloidnej leukémie (AML).
Ciel: Zmapovanie infekénych komplikacii u pacientov s AML podstupujucich indukénu terapiu. Me-
todika: Retrospektivna analyza zdznamov pacientov lie€enych na Hemato-onkologickej klinike LF
UP Olomouc v rokoch 2007 — 2011. Pacienti: Subor predstavovalo 100 pacientov (50 muzov a 50
zien), vo veku 21 az 73 rokov (median veku 60,5 roku). Vysledky: Klinicky alebo mikrobiologicky
dokumentované infekéné komplikacie sa vyskytli u 48 a febrilnd neutropénia u 45 pacientov. Bez
infekcie prebehla indukéna chemoterapia u 7 pacientov. U troch pacientov boli infekéné komplikacie
pri¢inou umrtia. Bakteridlne infekéné komplikacie boli najcastejSie, 32 pacientov malo sepsu, 22
pneumoniu, daldich 22 klinicky dokumentované infekéné loZisko a 2 pacienti enteritis s preukaza-
nym enterotoxinom Clostridium difficile. Grampozitivne koky boli zachytené v hemokultivaciach 21
(65,6%) a gramnegativne agens u 17 (53,1%) pacientov so sepsou. Antibioticka terapia s terapeu-
tickym / profylaktickym zamerom bola nasadena u 99 pacientov. Mykotické infekcie boli popisané
u 42 z celkového poctu pacientov, z toho 35 (83%) bolo postihnutych invazivnou mykézou a 7 (17%)
pacientov trpelo slizniénou formou mykézy. Dokazané invazivne mykdzy boli u 2 (6%), pravdepo-
dobné u 4 (11%) a mozné u 29 (83%) pacientov. Antimykoticka terapia s terapeutickym / profylak-
tickym zamerom bola nasadena u 99 pacientov. Virusové a parazitarne ochorenia ako infekéné
komplikacie boli najmenej €asté. 8 pacientov malo ‘herpes labialis’, u 27 pacientov bol nasadeny
aciclovir. Klinicky manifestna CMV infekcia nebola zaznamenana. Parazitdrne ochorenie taktiez ne-
bolo zistené. Zaver: Infekcie patria k najéastejsSim komplikaciam lie€by v hematoonkolégii. Vysledky

ukazali, ze 93% pacientov malo behom indukénej chemoterapie AML infekciu. Napriek tomu len 3
pacienti na nasledky infekcie zomreli, €o je velmi pozitivny vysledok. Vhodné pouzivanie dostupnych
a vyvoj novych antimikrobialnych terapeutik a postupov je délezitym krokom k zvySeniu Uspesnosti
supportivnej terapie pri indukénej liecbe AML.

P61/2472.
Septicky Sok u pacientov s akttnou leukémiou
Lukas J., Sopko L., Mistrik M. (Klinika hematoldgie a transfuzioldgie, LFUK, SZU, UN, Bratislava — SK)

Uvod: Cytostatika, ktoré sa pouzivaju u pacientov s akutnou leukémiou v ramci indukénej a po-
stremisnej lie€by spdsobuju drenovu aplaziu s tazkou neutropéniou (ANC pod 0,5x109/) trvaju-
cu minimalne 10 dni. Protrahovana neutropénia je hlavnym rizikovym faktorom rozvoja infekénych
komplikacii, s prechodom do tazkej sepsy az septického Soku. Metody: 64 pacientov s diagno-
zou akutnej leukémie (48-AML, 16-ALL) bolo od januara 2011 lie€enych intenzivnou systémovou
chemoterapiou na Klinike hematoldgie a transfuziologie v Bratislave. Spolo¢ne bolo podanych 149
cyklov chemoterapie - 1. cyklus indukénej CHT (64x), 2.cyklus indukénej CHT (21x), konsolida¢na
CHT (64x). Cielom prace bolo retrospektivne analyzovat incidenciu, vyvolavajucu pric¢inu a spésob
manazmentu septického Soku. Vysledky: Incidencia septického Soku po lie€be bola 13% (20/149).
NajvyznamnejSim rizikovym faktorom bola intenzita podanej CHT a s tym suvisiaca doba trvania
tazkej neutropénie. Septicky Sok sa vyskytol u pacientov s AML v priemere na 10 den po ukonéeni
CHT a u pacientov s ALL na 18 dert GMALL protokolu. Identifikovat patogéna z krvi zodpovedného
za septicky Sok sa podarilo u 11 pacientov z 20 pripadov (55%). Medzi izolovanymi kmenmi pre-
vladali gram negativne baktérie (7x) nad gram pozitivnymi (4x). V dobe narastajucej rezistencie
nemocni¢nych patogénov na ATB sa aj v naSom subore 7 gram negativnych infekcii krvého prudu
vyskytli 3 karbapenem rezistentné bakteridlne kmene, ktoré vyustili do ireverzibiloného septické-
ho Soku. Mortalita pacientov v septickom Soku predstavovala 30% (6/20). Zaver: Napriek pokroku
a ziskaniu novych poznatkov v manazmente septického Soku, zostava sepsa najéastejSou pricinou
mortality u pacientov s akutnou leukémiou.
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MNOHOTNY MYELOM A AMYLOIDOZA

P1/2292.
Hodnoceni exprese CD 45 u pacientli s mnohoéetnym myelomem a jeho vliv na éasnost
progrese
Jungova A., Holubova M., Vokurka S., Lysak D., Jindra P. (Hematologicko onkologické odd., Plzeri)

Mnohocetny myelom (MM) je pomérné €asté onemocnéni charakterizované klonalni proliferaci pa-
tologickych plazmocytll s produkci paraproteinu. Plazmocyty maji vétsinou specificky imunofenotyp
CD38+,138+, normalni plazmatické bunky vykazuji fenotyp CD19+CD56-, zatimco zralé myelomo-
vé bunky maji fenotyp CD19-CD56+. V literatufe je dale popisovan povrchovy antigen CD45 (Pro-
tein tyrosin fosfataza, receptor typu C). Znak CD45 je popisovan jako regulator antigen-zprostred-
kované signalizace a aktivace lymfocytld. Za normalnich okolnosti mladé plazmatické buriky tento
znak exprimuji, ale v prabéhu diferenciace na zralé plazmocyty jej ztraci. Plazmatické buriky CD45
negativni vice odolavaji apoptdéze. Podle literatury by méla byt nizkd exprese CD45 nepfiznivym
faktorem ovlivriujici ¢asnost progrese. Cilem prace bylo porovnani doby do progrese/relapsu (TTP)
u pacientd s MM s ohledem na expresi CD45 znaku. Retrospektivné byly hodnoceny vzorky 71
pacientd s nové diagnostikovanym MM v 5/2011 az 12/2012. Cytogenetické riziko: neptiznivé = nor-
malni karyotyp, zmény na 13 a 17 chromozomu, t(4;14) a t (14;16), pfiznivé = vSe ostatni a t(11;14).
Pomoci vicebarevné pritokové cytometrie byla analyzovana exprese CD45 antigenu na popula-
ci plazmocytli gatovanych jako CD38 a CD138 double-pozitivni buriky. Fyziologické a patologické
plazmocyty byly odli§eny podle exprese antigenu CD19. S ohledem na intenzitu flowcytometrické
exprese CD45 byla definovana skupina s nizkou expresi ,dim“ a skupina s vyS$si expresi ,bright”.
Mezi témito dvéma skupinami byly porovnavany demografické parametry. Skupinu ,dim“ (n=25) vs.
Loright* (n=46): median véku 58 let vs. 62 let (p=0.30), pomér muzi/zeny 13/12 vs. 24/22 (p=1,0),
nepfizniva cytogenetika 16/21 (76 %) vs. 25/42 (60 %) (p=0,26), cytogenetika nevySetfena u 16%
pac. vs 9% pac., ¢etnost CR po 1.linii Ié¢by 3/25 vs. 8/46 (p=0,73), Cetnost autologni SCT v 1.linii
23/25 (92%) vs. 38/46 (83%) (p=0,48). Zijici pacienti 21/25 (84%) vs 43/46 (93 %) (p=0,23), median
follow-up u zijicich je 11 més (1-40) vs. 20 més. (1-98), median TTP byl 8 vs 22 més. (p=0,0003).
Pravdépodobnost progrese ve 24 mésicich je 100% vs. 52 % (p=0,0003). Porovnali jsme soubor
s nizkou a vy$8i expresi CD45 u pacientd s MM. Nebyl pozorovan rozdil v demografickych parame-
trech, rizikovosti cytogenetiky ani typu 1.linie IéEby. Soubor s nizkou expresi CD45 mél vyznamné
niz§i TTP. Exprese CD45 antigenu by se mohla stat jednim z prognostickych faktord MM.

P2/2295.

Cirkulujici mikroRNA u monoklonalnich gamapatii

Sevéikova S., Kubiczkova L., Kryukov F., Dementyeva E., Slaby O., Nekvindova J., Radova L., Mi-
kulagova A., Kuglik P, Penka M., Pour L., Adam Z., Hajek R. (Babakova myelomova skupina, Ustav
patologické fyziologie, LF MU, Brno; Klinika komplexni onkologické péce, Masaryktv onkologicky
ustav, Brno; Ustav molekularni a translacni mediciny, LF UP, Olomouc; Oddéleni klinické hemato-
logie, FN, Brno; Interni hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno; Ustav klinické hematologie,
FN, Ostrava)

Uvod MikroRNA, kratké, nekéduijicich molekuly RNA, se podili na patogenezi mnohogetného my-
elomu (MM). Jejich pfitomnost byla také prokazana v télnich tekutinach u MM pacientd nebo u osob
s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu (MGUS). Tyto cirkulujici miRNA jsou stabilni a mohly
by slouzit jako efektivni marker pro pacienty s monoklonalnimi gamapatiemi. Cile Cilem studie bylo
zjistit specificky profil sérovych miRNA u nové diagnostikovanych MM pacientd a osob s MGUS
ve srovnani se zdravymi jedinci (HD). Ziskany profil byl validovan pomoci kvantitativni real-time
PCR (qRT-PCR) a korelovan s klinickymi a cytogenetickymi parametry. Material a metody Do studie
bylo zahrnuto celkem 190 vzorkd séra MM pacientd, osob s MGUS a HD. Po provedeni skrininku
667 miRNA pomoci TagMan Low Density Arrays (TLDA) byla hladina 6 vyznamné deregulovanych
miRNA (p<0,05) mezi MM a HD validovana pomoci gRT-PCR na vzorcich séra 103 MM, 30 HD
a 57 MGUS. Receiver Operating Characteristic (ROC) analyza byla pouZzita pro vyjadfeni specificity
a senzitivity kazdé miRNA zvlast i v kombinaci. P hodnoty <0,05 byly povazovany za statisticky vy-
znamné. Vysledky Pomoci TLDA analyzy bylo nalezeno 14 vyznamné deregulovanych miRNA mezi

MM a HD, miR-222, miR-130a, miR-34a, miR-744, let-7d a let-7e byly validovany na vétsim souboru
vzorkll MM, MGUS a HD. Mir-744, miR-130a, let-7d a let-7e byly vyznamné snizeny, zatimco miR-
-34a byla vyznamné zvy$ena u MM i MGUS vzorku (v§echny p<0,001). Pomoci ROC analyzy byla
pro MM stanovena nejvy$si senzitivita (80,6 %) a specificita (86,7 %) (AUC=0,898) pro kombinaci
miR-34a+let-7e a stejna kombinace miRNA pro MGUS poskytla senzitivitu (91,1 %) a specificitu
(96,7 %) (AUC=0,976). Déle byla jak u MM tak u MGUS pozorovana vyznamna pozitivni korelace
mezi hladinami miR-744, let-7d a let-7e s hladinou hemoglobinu a albuminu a vyznamna negativni
korelace s hladinami kreatininu a B2-mikroglobulinu, u MM navic tyto miRNA pozitivné korelovaly
s hladinou trombocytli. Nebyla nalezena zadna spojitost mezi hladinami miRNA a infiltraci kostni
dfené plazmocyty, pouze u MM byla nalezena korelace mezi hladinami let-7d a let-7e a del(13q14)
(p=0,045 a p=0,019 resp.). NizSi hladiny miR-744, let-7d a let-7e byly spojeny s vySSim ISS sta-
diem (vSechny p<0,0001). Shrnuti NaSe pozorovani ukazuji, ze miRNA by mohly stanovit novy
nadéjny markr pro jedince s monoklonalnimi gamapatiemi jako je MGUS a MM. Grantova podpora:
NT11154, NT12130, MUNI/11/InGA17/2012 a CZ.1.07/2.3.00/20.0046

P3/2296.

Zavedeni detekce minimalni residualni choroby pomoci alelové specifické gPCR u pacientt
s mnohoéetnym myelomem

SedlaFikova L., Kubiczkové L., Kryukov F,, Pour L., Sevé&ikova S., Hajek R. (Babdkova myelomové
skupina, Ustav patologické fyziologie, LF MU, Brno; Interni hematologické a onkologicka klinika, FN,
Brno; Oddéleni klinické hematologie, FN, Brno)

Uvod Mnohoé&etny myelom (MM), nadorové onemocnéni plazmatickych bunék (PB), je dnes sta-
le obtizné Iécitelny. Cilem IéCby je dosazeni kompletni remise, bohuzel po ¢ase vétsina pacienty
relabuje. Proto je pozornost zamérena na zpfesnéni sledovani remise i relapsu metodami moleku-
larni biologie. K tém patfi i alelové specificka (ASO) real-time kvantitativni PCR (qRT-PCR) zalo-
Zena na detekci specifické prestavby genu pro tézky fetézec imunoglobulinu (VDJ IgH pfestavba)
u klonalnich PB. P¥i detekci minimalni residualni choroby (MRD) pomoci PCR u MM vyuzivame
predevSim hypervariabilni oblasti IgH prestavby, jejiz sekvence slouzi pro navrh primeri a sond
specifickych pro konkrétni klon PB pacienta. Tato metoda nebyla dosud zavedena na zadném pra-
covsti v CR. Metody Pro zavedeni detekce MRD pomoci PCR jsme pouzili 10 vzorkd DNA izolované
z mononukledrnich bunék kostni dfené pacientd s MM v relapsu (2/10) ¢i u nové diagnostikova-
nych pacientll (8/10). Nejprve jsme provedli PCR screening pomoci degenerovanych primert (VHFs
a JHD) pro nalezeni klonalni VDJ pfestavby. Tento PCR produkt byl nasledné sekvenovan, analyzo-
van pomoci databaze IMGT/VQUEST, poté byly navrzeny ASO primery v oblastech CDR3 a CDR2
IgH a sonda v oblasti FR3. Pro gRT-PCR stanoveni MRD byly pfipraveny standardni kfivky podle
kritérii ESG-MRD-ALL a kvantifikace MRD byla vztazena k referenénimu genu pro lidskou RNazu
P. Vysledky Pro 10 pacientll byla stanovena klonalni VDJ pfestavba. U 2 pacientt byla zjisténa
polyklonalni sekvence. 50 % pacientt (5/10) mélo VH3 alelu, 10 % pacientt mélo alelu VH1 (1/10),
10 % VH2 (1/10) a 10 % VH4 (1/10). Pro vS§ech 8 monoklonalnich pacientli byly navrzeny specifické
ASO primery pro 2. kolo kvalitativni PCR a sonda pro qRT-PCR. Déle byla jejich sekvence klono-
vana do plazmidd pro moznost absolutni kvantifikace pomoci qRT-PCR. U vSech 8 pacientl bylo
provedeno 2. kolo PCR s ASO primery, navic pro 4 pacienty byla provedena qRT-PCR. U 4 pacientl
bylo kvantifikovdno mnozstvi klonalnich MM bunék v pavodnim vzorku a u 2 byly nalezeny ty stejné
klonalni buniky v periférni krvi v dobé dal$iho relapsu, jelikoz kostni dien pacientl nebyla k dispozici.
Zavér Detekce MRD pomoci PCR je u MM z dlvodu velké heterogenity nadorovych PB naro¢na
a je uspésna jen u nékterych pacientll. Na naSem pracovisti se nam Uspésné povedlo zavést tuto
metodu jak na drovni kvalitativni, tak u nékterych pacientd na trovni kvantitativni. Grantova podpora:
NT11154, NT12130, MSM0021622434 a MUNI/C/0963/2012.

P14/2321.

Polymorfismy v genu P-glycoprotein 1 souvisi s intervaly preziti u nemocnych s mnohocet-
nym myelomem Iééenych bortezomibem

Almasi M., Sablikova B., Kubiczkova L., Sevéikova S., Kryukov F., BroZova L., Jarkovsky J., Jurajda
M., Adam Z., Penka M., Vask( A., Hajek R. (Babakova myelomova skupina, Ustav patologické fy-
Zziologie, LF MU, Brno; Institut biostatistiky a analyz, LF MU, Brno; Ustav patologické fyziologie, LF
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MU, Brno; Interni hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno; Oddéleni klinické hematologie, FN,
Brno; Ustav klinické hematologie, FN, Ostrava)

Uvod: Jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) v genu pro P-glykoprotein 1 (MDR1) a genu pro pro-
tein multilékové rezistence (MRP1) mohou bud’ zménit produkci nebo funkci proteint efluxni trans-
membranové pumpy dopravujici endogenni cizorodé latky a Iéky z bunék a tim zapficinit multilékovou
rezistenci. Cil: Nasim cilem bylo sledovat spojitost tfi SNPs a jejich haplotypt v genu MDR1 a jeden
v genu MRP1 s intervaly pfeZiti u pacientd s mnohocetnym myelomem (MM). Material a metody: Pro
zjisténi frekvence genotypll bylo provedeno testovani genomové DNA od 235 pacientll s MM (112
zen/123 muzu); median véku pfi zahajeni terapie 67 (rozmezi 49-79) let. VSichni pacienti byli Iéceni
bortezomibem v rliznych Ié¢ebnych liniich: primolécba (20,4 %; 48/235), druha (40,9 %; 96/235), treti
(28,9 %; 68/235), Ctvrta (7,7 %; 18/235), pata a dalsi linie 1éCby (2,1 %; 5/235). Vétsina pacientl s
MM 63,8 % (150/235) byla Ié¢ena rezimem CVD — cyklofosfamid, Velcade (bortezomib), dexame-
tazon. Genotypy byly analyzovany metodou TagMan real-time PCR specifické alelické diskriminace
na pfistroji StepOne™, Applied Biosystems. Haplotypy byly odvozeny v software PHASE, ver.2.1. In-
tervaly preziti byly hodnoceny pomoci Kaplan-Maierovych kfivek. Vysledky: VSechny SNPs splfiovaly
podminky Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Pacienti, u nichz nebyl nalezen haplotyp TGT (rs1045642,
rs2032582 and rs1128503) v genu MDR1 méli pfi sledovani do 2 let od zacatku terapie del$i obdobi
preziti (median 23,1 vs. 11,4 mésicl; p=0.017), delSi obdobi bez progrese (PFS; median 9,1 vs. 7,5
mésicu; p=0.007) a delsi ¢as do progrese (TTP; median 13,0 vs. 9,1 mésicU; p=0.017) nez pacienti s
jednou nebo dvéma kopiemi tohoto haplotypu. V genu MRP1 (rs4148356) jsme nenalezli statisticky
vyznamnou asociaci. Shrnuti: NaSe analyzy ukazuji vyznamnou farmakogenetickou spojitost specific-
kého haplotypu v genu MDR1 s dvouletym sledovanim lé¢ebného G¢inku u pacientt s MM lé¢enych
bortezomibem. Nicméné jsou potfeba dalsi studie pro ovéfeni zda by tyto vysledky mohly pfispét k
nasledné individualizaci Ié€by. Grantova podpora: IGA NT13190 a NT11154.

P22/2347.

Transplantace srdce pro AL amyloidézu nasledovana transplantaci hematopoetickych kme-
novych bunék - kazustiky

Honek T., Krejéi J., Hude P, Némec P., Adam Z., Kofistek Z., Spinarova L. (Mezindrodni centrum
klinického vyzkumu - I. interni kardioangiologicka klinika, FN u sv. Anny, Brno; Centrum kardiovas-
kularni a transplantacni chirurgie, Mezindrodni centrum klinického vyzkumu, Brno; Interni hema-
tologicka a onkologicka klinika, FN, Brno; I. patologicko - anatomicky ustav, FN u sv. Anny, Brno)

Uvod: Srdeéni postizeni pfi AL amyloidéze je znamkou velice zavazné prognézy s medianem pie-
Ziti 6 mésicl bez lécby. Pacienti se zachovalou systolickou funkci levé komory mohou byt Ié¢eni
vysokodavkovanym melfalanem (HD MEL) s naslednou transplantaci perifernich kmenovych bunék
(ASCT). U pacientu s pfitomnym srde¢nim selhanim je nutné nejprve provést srdeé¢ni transplantaci
(OTS) a nasledné indikovat kurativni hematoonkologickou Ié¢bu. Soubor pacientl: Popisujeme 3
pacienty (2 muzi a 1 Zena) se srde¢nim selhanim na podkladé srdeéni AL amyloidézy, ktefi pod-
stoupili OTS. S odstupem 5 mésicu po OTS byl po stimulaci G-CSF 10 ug/kg/den proveden sbér
hematopoetickych kmenovych burnek a nasledné provedena HD MEL v davce 100 mg/m2 s ASCT.
Vysledky: Pacient A (muz *1955) s diagn6zou srde¢ni AL amyloidézy diagnostikovanou pomoci
endomyokardialni biopsie (EMB) 4/2010 podstoupil OTS 8/2010. Nasledné byla provedena HD MEL
s ASCT 3/2011, bez zjisténé toxicity. Nicméné nebylo dosazeno kompletni remise (CR). Byla prove-
dena sternalni punkce, splnéna kritéria mnohocetného myelomu 12/2011, proto byla podana CHT
v rezimu BDD. Po 7 cyklech bylo dosazeno CR. Funkce srde¢niho graftu je normalni, bez pfitomnos-
ti amyloidu 30 mésicti po OTS. Pacientovi B (muz *1962) s tézkym srde¢nim selhanim a pfitomnou
monoklonalni gamapatii, s podezfenim na AL amyloidézu, byla provedena EMB, ktera neprokazala
depozita amyloidu. OTS byla provedena 6/2010. V explantovaném srdci byla nalezena nehomogen-
ni fokalni depozita amyloidu. HD MEL s ASCT byla provedena 1/2011. Nebylo v§ak dosazeno CR,
proto bylo aplikovano 8 cyklll CHT v rezimu CVD 3-11/2011 vedouci jen k parcialni remisi (PR).
Treti linie 16€by RAD byla podana 11/2011-7/2012 a pacient je po ni ve velmi uspokojivé PR. Funk-
ce srdecniho $tépu je dobra, bez detekce amyloidu v srdci 32 mésicli po OTS. Pacientka C (zena
*1949) s diagndzou srde¢ni amyloid6zy potvrzenou EMB 12/2011 podstoupila OTS 5/2012.V planu
byla HD MEL a ASCT, ktera vSak nebyla provedena, nebot pacientka dosahla CR, pravdépodobné

pfi soubézné podavané imunosupresivni terapii (takrolimus, MMF, prednison). Pacientka je nyni
ve stabilnim stavu bez pfitomnosti amyloidu v srdeénim graftu 9 mésict po OTS. Zavér: Srdeéni se-
Ihani pfi AL amyloidéze je velmi zavazné onemocnéni s velmi Spatnou prognézou. Pfedfazeni OTS
u selektovanych nemocnych bez multiorgdnového postizeni umozni podani kurativni hematoonko-
logické Ié¢by, coz vede k dramatickému zlepSeni pfezivani postizenych jedincl.

P27/2358.

Prvni zkuSenosti s metodou aCGH u 19 jedinci s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu
Mikulagova A., Vallova V., Smetana J., Greslikova H., Kupska R., Rihova L., Potagova A., Sandecka
V., Pour L., Kuglik P., Hajek R. (Laboratof molekuldrni cytogenetiky, Ustav experimentéini biologie,
PrF MU, Brno; Babakova myelomova skupina, Ustav patologické fyziologie, LF MU, Brno; Interni
hemato-onkologicka klinika, FN, Brno; Oddéleni klinické hematologie, FN, Ostrava)

Nalez klonalnich chromozomovych aberaci v plazmatickych burikach je u pacientti s mnoho¢enym
myelomem (MM) povazovan za jeden z nejdllezitéjSich nezavislych prognostickych faktor(. Bylo
prokdzano, ze podobné chromozomové aberace se vyskytuji i u jedinct s premalignim stadiem
MGUS. Vyzkum chromozomovych odchylek je vSak u MGUS znaéné komplikovan malym mnoz-
stvim bunék, které je mozné pro analyzu ziskat. Proto je molekularné cytogenetické vySetreni vétsi-
nou omezeno na analyzu pfitomnosti zakladnich chromozomovych aberaci, napt. delece genu RB1,
translokace genu IGH, zisk v oblasti 1921 a hyperdiploidie, které jsou vySetfovany u MM, a to pomo-
ci metody I-FISH. Prognosticky vyznam doposud popsanych chromozomovych aberaci vSak nebyl
prokazan. Proto sou¢asné studie sméfuji k analyze dalSich chromozomovych abnormalit pomoci
celogenomového profilovani. Pomoci metody aCGH s vyuzitim oligonukleotidovych DNA mikrogip(
platforem Agilent “Human Genome CGH, 4x44K” (N=12) a “SurePrint G3 CGH+SNP, 4x180K” (N=7)
jsme celkové analyzovali 19 jedincti s MGUS (13M/6Z; median v&ku 64). Plazmatické buriky byly
separovany pomoci FACS s vyuzitim protilatek proti znakiim CD138, CD19 a CD56. Z bunék byla
izolovana a pomoci MDA techniky amplifikovana DNA, ktera byla pouzita do standardniho protokolu
aCGH doporucovaného vyrobcem mikro¢ipl. Chromozomové aberace jsme nalezli u 58% (11/19)
jedinct s MGUS. U 26% (5/19) byla pfitomna hyperdiploidie, tedy zisky minimalné 2 z nasledujicich
chromozomom: 3, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 15, 17, 18, 19, 21. NejCasté&jSi pocetni zménou bylo zmozeni
chromozom( 9 (32%; 6/19) a 11 (26%; 5/19). Dale jsme nalezli strukturni chromozomové aberace,
a to zisky v oblastech 1q, 3922.3-g29, 6p, 11913.3-g25, 16p, Xq23-928 a ztraty v oblastech 6q,
6023.3, 8924.21-9q24.22, 139q13.3-g34, 16p11.2-p11.1, 16911.2-q13, 16921-q24.3, 16923.1-923.2.
V na$i studii jsme Uspésné optimalizovali a u prvnich jedincd s MGUS pouzili protokol celoge-
nomového vysetfeni nebalancovanych chromozomovych aberaci metodou aCGH. Z naSich prv-
nich vysledkl vyplyva, ze u vice nez poloviny jedincd s MGUS se vyskytuji rizné chromozomové
aberace. Potvrdili jsme, ze metoda aCGH umoziiuje zachytit i fadu dal$ich odchylek, které nejsou
vySetfovany v ramci bézného panelu FISH a které bude mozné dale studovat jako potencialni pro-
gnostické faktory pfemény MGUS do nadorové choroby. Podpora: NT13492, NT13190, NT11154,
OPVK CZ.1.07/2.3.00/20.0183, MSM0021622434, GAP304/10/1395

P40/2377.
Amyloidéza: Jak spravné diagnostikovat? Kdy zahajit Iécbu?
Hajek R. (Klinika hematoonkologie, FN a LF OU, Ostrava)

Amyloidézy patfi mezi vzacna onemocnéni. Maji sva diagnosticka uskali, ktera z onemocnéni dé-
laji obtizné diagnostikovatelné onemocnéni i pro zkuSsené hematology a patology. Nedostate¢né
zvladnuté diagnostické metodiky jsou €asto diivodem fale$né negativnich vySetfeni. Rovnéz tak
zcela zbyteéné provedenych biopsii ledvin &i srdce, coz neni bez rizika pro nemocného. Véasna
diagnostika je rozhodujici pro uspéSnost Ié¢by. Prognosticky kriticky a rozhoduijici je rozsah posko-
zeni organ(, zvlasteé pak srdce. Jak diagnostika, tak Ié¢ba vyzaduji v fadé pfipadl tzkou spolupraci
Iékaf raznych specializaci. Rada Géinnych Iéki neni hrazena v indikaci této raritni choroby, pfesto
je mnoho nendakladnych 1ékd v fadé pfipadl rovnéz dostate¢né ucinnych (melfalan, cyklofosfamid,
glukokortikoidy). Pfi 1é¢bé amyloidézy délaji I1€kafi Easto chybu, nebot k ni pfistupuji podobné jako
k mnohoéetnému myelomu, s nimz ma hlavni typ amyloidézy AL na prvni pohled hodné spole¢ného.
Zatimco u mnohocetného myelomu Ize €asto s 1é¢bou Eekat s vyhodou pro nemocného, u amyloidé-
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zy je tomu naopak. Dlivodem je odliSna patofyziologie onemocnéni a zvlasté pak odliSny toxicky
efekt lehkych fetézcl u obou onemocnéni. Jde o rozdil zcela zadsadni. Tomu musi odpovidat i zasad-
né odlisny pfistup pfi pouziti strategie ,watch & wait“. Ta je ¢asto mozna u mnohocetného myelomu,
témé&f nikdy neni mozna u amyloidézy. V Ceské republice doposud neexistoval systémovy pfistup
k diagnostice a 1é¢bé amyloidéz. To je cilem nového ,,Akéniho planu amyloidéza“ zaméreného na vy-
tvofeni narodni kooperaéni platformy s cilem zvySit kvalitu diagnostiky a Ié¢by a informovanosti
Iékaf(. Souhrnné zvysit kvalitu péée o nemocné s amyloidézami v Ceské republice.

P46/2422.

Korelace rozsahu postizeni skeletu u mnohocetného myelomu hodnoceného pomoci kon-
venéni radiografie a celotélové magnetické rezonance s vybranymi biologickymi ukazateli
mikroprostiedi kostni diené

Minafik J., Pusgiznova P, Hefman M., Petrova P., Pika T., Hrbek J., Bagovsky J., Séudla V. (lil. interni
klinika — NRE, FN a LF UP, Olomouc; LF UP [Student 6. r. — SVOC], Olomouc; Radiologicka klinika,
FN a LF UP, Olomouc; Oddéleni klinické biochemie, FN a LF UF, Olomouc)

Mnohoc&etny myelom je zhoubné onemocnéni krvetvorné tkané charakterizované neoplastickou
transformaci a proliferaci nadorové zménénych plazmatickych bunék. U vétsiny nemocnych je one-
mocnéni spojeno s riznou mirou postizeni skeletu — od pfitomnosti drobnoloZiskového postizeni
az po rozsahlé kostni defekty. Diagnostické moznosti posouzeni rozsahu skeletalni manifestace
se opiraji o zhodnoceni rentgenového vySetfeni osového skeletu. To se ale v soucasnosti jevi jako
nedostate¢né s ohledem na mnohem modernéjsi a citlivéjSi metody detekce. Sou¢asné s makro-
skopickymi nalezy pomoci zobrazovacich technik Ize tizi postizeni skeletu odhadnout téZ pomoci
ukazatell kostniho metabolismu, tj. parametr(i osteogeneze a osteoresorpce, pfipadné angiogene-
zy, které odrazeji biologické vlastnosti plazmatickych bunék a zmény mikroprostfedi kostni dfené.
NapIni tohoto pilotniho hodnoceni bylo posouzeni vztahu mezi rozsahem postizeni skeletu pomoci
rentgenového hodnoceni (dle Durieho) a technikou celotélové magnetické rezonance (stazovani
Durie-Salmon plus) a hladinami vybranych plsobkl kostniho metabolismu a angiogenezy v his-
torickém souboru 32 nemocnych s nové diagnostikovanym onemocnénim. Mezi parametry mikro-
prostfedi kostni dfené byly zafazeny osteokalcin (OC), kostni isoenzym alkalické fosfatazy (bALP),
parathormon (PTH), karboxyterminalni telopeptid kolagenu typu-I (ICTP), N-terminaini propeptid
prokolagenu typu-l (PINP), insulinu podobny rustovy faktor-1 (IGF-1), hepatocytarni rastovy faktor
(HGF), syndecan-1/CD138 (SYN), vaskularni endotelidini rlstovy faktor (VEGF), osteoprotegerin
(OPG), osteopontin (OPN), endostatin (ES), zanétlivy makrofagovy faktor 1a a 18 (MIP-1a, MIP-1B),
interleukin-17 (IL-17) a angiogenin (ANG). Z uvedenych parametr(i vySetfenych pfi diagnéze byla
zjiSténa pozitivni korelace s rozsahem postizeni skeletu dle Durieho u nasledujicich parametr(i —
ICTP (korelaéni koeficient kk = 0,514, p = 0,004), PINP (kk = 0,493, p = 0,004) a OPN (kk = 0,492,
p = 0,006). U VEGF byl naznacen trend, avSak bez statistické vyznamnosti (kk = 0,484, p = 0,111).
Ostatni ukazatele s rozsahem postizeni skeletu nekorelovaly. V pfipadé hodnoceni dle stazovani
Durie-Salmon plus nebyla nalezena pozitivni korelace s zadnym z vySetfovanych ukazatelG. Cilem
hodnoceni bude prezentace vysledk(li provedené analyzy spolu s vybérem zékladnich biologickych
ukazatell k planovanému rozsifeni panelu o sou¢asné moderni parametry myelomové kostni ne-
moci. Za podpory grantu IGA MZ CR NT14393.

P47/2423.

Profylaxe herpes zoster nizkou davkou acykloviru u nemocnych s mnohoc¢etnym myelomem
lééenych bortezomibem .

Minafrik J., Pika T., Bacovsky J., Séudla V. (lll. interni klinika — NRE, FN a LF UF, Olomouc)

Cilem naseho hodnoceni byla retrospektivni analyza 204 pacient(i Ié¢enych bortezomibem na nasi
klinice v letech 2003-2012. Pied zavedenim profylaxe acyklovirem bylo celkem 72 jedincd Ié¢eno
chemoterapii se zaclenénim bortezomibu bez jakychkoli preventivnich opatfeni. Pozdéjsi skupina
126 nemocnych mélo sou¢asnou profylaxi nizkou davkou acykloviru (200 mg denné). Incidence her-
pes zoster u nemocnych bez profylaxe byla 28%, zatimco ve skupiné s profylaxi acyklovirem 200mg
denné doslo k reaktivaci onemocnéni pouze u jednoho pacienta (1%) v dusledku non-compliance.
Nemocni s pfedchozi anamnézou herpetické infekce méli obzvlasté vysoké riziko reaktivace one-

mocnéni (3 ze 6, tj. 50% incidence). Infekce herpes zoster se u vétSiny nemocnych (78%) objevila
béhem prvnich tfi cykll 1écby. Presto byla reaktivace zaznamenana i v pozdéjSich fazich, dokonce i
po 7. cyklu chemoterapie. U Zadného z nemocnych nebyly pozorovany nezadouci uc€inky spojené s
|éébou acyklovirem. Nase sdéleni potvrzuje zvySenou incidenci infekce herpes zoster u nemocnych s
mnohoc¢etnym myelomem lé¢enych bortezomibem, obzvlasté u jedinch s pfedchozi anamnézou her-
petického onemocnéni. Nizka davka acykloviru (200mg denné) v prevenci herpes zoster je bezpecéna,
dobre tolerovana a souc¢asné poskytuje dostate¢nou profylaxi, méla by vSak byt zachovana po celou
dobu Ié¢by bortezomibem. Za podpory grantu IGA MZ CR NT14393 a IGA MZ CR NT 12215-4/2011.

P49/2427.

Zmény chromosomu 8 u nemocnych s mnohoéetnym myelomem — srovnani nalezti v dobé
diagnosy a relapsu onemocnéni

Mickova P., Balcarkova J., Pika T., Séudla V., Holzerova M., MikeSova M., Hanzlikova J., Kropagkova
J., Prekopova |., Indrak K., JaroSova M. (Hemato-onkologicka klinika, LF UP a FN, Olomouc; Ill.
interni klinika — NRE, LF UP a FN, Olomouc)

K nejCastéji identifikovanym zmé&nam chromosomu 8 u nemocnych s mnoho¢etnym myelomem
(MM) patfi pfestavba genu MYC s nejvySsi frekvenci vyskytu v pokroCilych stadiich onemocné-
ni (~45% nemocnych) a absenci nebo jen ojedinélym vyskytem u nemocnych ve stadiu MGUS
¢i asymptomatického MM. Aktivace genu MYC v dlsledku ¢asto nebalancovanych i komplexnich
translokaci byva detekovana u nemocnych s hyperdiploidii nebo translokaci t(4;14). Jinou ¢asto se
vyskytujici zménou chromosomu 8 (~25%) u MM je delece v oblasti kratkého ramene chromoso-
mu 8. Geny TRAILR1 (TNFRSF10A) a TRAILR2 (TNFRSF10B) s vyznamnou ulohou v procesu
TRAIL-indukované apoptdzy nachazejici se v oblasti 8p21.3 jsou povazovany za kandidatni tumor
supresorové geny zapojené v patogenezi mnohocetného myelomu. Cilem nasi studie bylo uréeni
typu a frekvence zmén chromosomu 8 u souboru 30 nemocnych s MM, ktefi byli vySetfeni klasickou
a molekularni cytogenetikou jak v dobé diagnosy, tak v relapsu onemocnéni a vyhodnotit vyskyt
aberace vzhledem k progresi onemocnéni. Soubor 30 nemocnych tvofilo 18 muz( a 12 Zen s me-
dianem véku 62,5 let, ktefi byli diagnostikovani a Ié€eni na lll. interni klinice a Hemato-onkologické
klinice FN a LF UP v Olomouci v letech 2000-2013. Median sledovani byl 56 mésicud. Cytogeneticka
a molekularné cytogeneticka vySetfeni byla provedena na nestimulovanych bunkach kostni dre-
né, s minimalnim zastoupenim 10 % plasmatickych bunék. U v8ech nemocnych byly chromoso-
mové a genové aberace hodnoceny metodou FICTION s centromerickymi, lokusové specifickymi
a BACS sondami. Ve vybranych pfipadech byly vyuzity metody mFISH, CGH a arrayCGH. Abera-
ce chromosomu 8, nejCastéji nebalancované translokace, byly pozorovany u ~75% nemocnych.
Zména chromosomu 8 nebyla u zadného nemocného jedinou zménou v karyotypu. Nej¢astgji byla
pozorovana spole¢né s deleci genu RB1, nadpocetnou kopii oblasti 1g21 a po¢etnimi zménami
chromosomu 15. U dvou nemocnych byla v dobé relapsu prokazana translokace t(8;14) zahrnujici
onkogen MYC. U jiné nemocné byl spole¢né s translokaci t(8;14) bez zapojeni gend MYC i IgH
prokazan i isochromosom dlouhych ramen chromosomu 8. Vysledky mapovani zlom0 chromosomu
8 spole¢né s dalSimi genovymi a chromosmovymi zménami v karyotypu nemocnych s MM v dobé
diagnosy a relapsu onemocnéni a vyhodnocenim jejich klinického vyznamu budou prezentovany
na konferenci. Prace je podporovana IGA grantem NT 14400 a studentskym grantem Univerzity
Palackého LF-2013-004

P65/2491.

Sérové hladiny volnych lehkych fetézcl imunoglobulinu u AL amyloidézy

Pika T., Lochman P., Minafik J., Badovsky J., Séudla V. (/ll. interni klinika NRE, FN, Olomouc; OKB,
FN, Olomouc)

Uvod: Systémova AL amyloidéza je vzacné onemocnéni patfici do skupiny monoklonalnich gama-
patii, pficemz podkladem choroby je extracelularni depozice insolubilnich fibril tvofenych fragmen-
ty nebo kompletnimi molekulami monoklonalnich lehkych fetézc imunoglobulint produkovanych
klonalnimi plazmocyty. V poslednich letech je jiz zcela bézné provadéno stanoveni sérovych hladin
volnych lehkych fetézcii imunoglobulinu (VLR), coz vyznamné rozsifilo moznosti analyzy monoklo-
nélniho imunoglobulinu (MIg) u monoklonalnich gamapatii. Cil: NapIni pfedlozeného sdéleni jsou
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vlastni zkuSenosti se stanovenim sérovych hladin volnych lehkych fetézcl u pacientll s AL amy-
loidézou. Soubor a metody: Soubor &ital 19 nemocnych se systémovou AL amyloid6zou, vékovy
median ¢inil 62 let (48 — 92 let), zastoupeni sekrece kappa : lambda bylo 3 : 16. Sérové hladiny
VLR byly stanovovany systémem FreeLiteTM (The Binding Site) s uZitim nefelometru Radim Delta
(Radim Diagnostics) a od roku 2010 turbidimetru SPAplus (The Binding Site). Normalni rozmezi
sérovych hladin bylo 3,3 — 19,4 mg/l v pfipadé lehkého fetézce kappa (k), v pfipadé lambda (A) pak
5,7 — 26,3 mg/l. Vzajemny pomér lehkych fetézcl kappa/lambda (index k/A) byl uréen vypoctem
s normalnim rozmezim 0,26 — 1,65, v pfipadé renalni nedostate¢nosti pak 0,37-3,1. Vysledky:
Hladiny Mlg byly prokazany v séru u 12/18 (63%) nemocnych, pfi€emz median hladin ¢inil 1,69 g/l
(0 -9,8 g/l). Typizacné se jednalo ve 4 pfipadech o kompletni molekuly izotypu IgG (2x IgG-k, 2x
1gG-A), ve 3 pfipadech IgA-A a u jednoho nemocného byl zjistén izotyp IgD-A. U 4 nemocnych byla
v séru zjiSténa pfitomnost pouze lehkych fetézcl A. Pfi proteinové analyze modi byla exkrece Ben-
ce-Jonesovy bilkoviny zjisténa u 11 nemocnych, ve vSech pfipadech v kvantité nad 200 mg/24 ho-
din, pfiéemz u 2 nemocnych byla navic prokdzana pfitomnost kompletnich molekul Mlg v moéi (1x
IgA-A, 1x IgG-A). Analyza sérovych hladin VLR prokazala u véech nemocnych abnormalini hodnoty
s medianem 399 mg/l (54,4 — 2385 mg/l), pfi¢emz patologie indexu k/A byla zjisténa u 17 nemoc-
nych (90 %). Zavér: Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézcli v sou€asnosti pfedstavuje
kli¢ovy laboratorni parametr nejen v diagnostice a sledovani prdb&hu onemocnéni, ale zejména
v hodnoceni u€innosti podavané terapie. Kombinace standardnich technik detekce MIG spolu se
stanovenim hladin VLR umoZfiuje monitorovani naprosté vétsiny nemocnych s AL amyloidézou.
S podporou grantu NT 12451/5.

MDS, CML A PH- MPN

P4/2297.

Translokace t(2;11)(p21;923) bez prestavby MLL genu je pravdépodobné spojena s dobrou
prognézou u pacientti s MDS

Dvoték P, Lysék D., Vokurka S., Michalova K., Sarova I., Jonagova A., Hruba M., Rykovska A., Subrt
I. (Ustav lékarské genetiky, LF UK a FN, Plzeri; Hemato-onkologické oddéleni, FN, Plzeri; Oddéleni
cytogenetiky, UHKT Praha; Centrum nddorové cytogenetiky VFN a 1. LF UK, Praha; 1. interni klini-
ka, VFN a 1. LF UK, Praha)

Aberace chromosomd jsou nalézany u pfiblizné 50 % pacientd s de novo myelodysplastickym syn-
dromem a maji velky vyznam pfi stanoveni diagnézy a prognézy onemocnéni. Pfesto se u asi 10 %
pacientd s de novo MDS nachazeji rekurentni aberace, které zatim nemaji stanoven jednoznacny
prognosticky vyznam. Translokace t(2;11)(p21;923) se vyskytuje u MDS s frekvenci pfiblizné 1 %
a patfi mezi primarni aberace charakteristické pro MDS. Ukazuje se, Ze pacienti s touto t(2;11) maji
spole¢né klinicko-patologické znaky. Pacienti maji niz8i vék ve srovnani s primérnym vékem paci-
entll s MDS (vétsina méné nez 60 let) a je mezi nimi vyrazna prevaha muzl nad zenami (3:1). Cyto-
logickeé ¢i histologické vySetfeni kostni dfené vétSinou popisuje jen mirné vyjadfeny myelodysplas-
ticky syndrom s vyraznéjsi dysplazii v megakaryopoeze. Nedavno bylo prokazano, ze nasledkem
translokace t(2;11)(p21;923) bez pfestavby MLL genu neni ¢astéjsi pfipad pfimé aktivace onko-
genu, ale zvySeni exprese miR-125b-1. U zvySené exprese miR-125b byl prokazan vliv na expresi
genu dllezitych pfi hematopoéze, jako jsou geny JUN, STAT3 a BAK1. VétSina dosud publikovanych
praci zabyvajicich se klinickymi daty pacientl s t(2;11)(p21;923) vSak neméla u vSech pacientl
translokaci MLL genu vylou¢enu. NaSe studie je prvni, kterd hodnotila klinické udaje pacientl s touto
translokaci, ktefi méli negativni vysledek pfi vySetfeni MLL genu pomoci FISH metody. | pfi mensim
poctu pacientll v nasi studii (7 pacienttl) vysledky naznaduji, Zze tato aberace by méla byt spojena
s dobrou prognézou. Podpofeno grantem RVO-VFN64165/2012

P8/2310.

Zmény plasmatického proteomu pacientii s myelodysplastickym syndromem s refrakterni anemii
Majek P., Riedelova-Reicheltova Z., Pe¢ankova K., Cermak J., Suttnar J., Dyr J. E. (Ustav hemato-
logie a krevni transfuze, Praha)

Refractory anemia and refractory anemia with ringed sideroblasts are two myelodysplastic syn-
drome (MDS) subgroups linked with anemia. MDS is a group of heterogeneous oncohematological
bone marrow disorders characterized by ineffective hematopoiesis, blood cytopenias, and progres-
sion of the disease toward acute myeloid leukemia. The aim of this study was to search for plasma
proteome changes in MDS patients with refractory anemia and refractory anemia with ringed side-
roblasts. A total of 26 patient and healthy donor plasma samples were depleted of fourteen high-
abundant plasma proteins, separated with 2D electrophoresis, and statistically processed with Pro-
genesis SameSpots software. 55 significantly differing spots were observed and corresponded to 39
different proteins identified by nanoLC-MS/MS. Changes in the fragments of the inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain H4 protein were observed. Using mass spectrometry-based relative label-free
quantification of tryptic peptides, there were differences in alpha-2-HS-glycoprotein peptides, while
no differences were observed between the control and patient sample groups for retinol-binding pro-
tein 4 peptides. This study describes plasma proteome changes associated with MDS patients with
refractory anemia and refractory anemia with ringed sideroblasts. Changes observed in the inter-
alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 fragments were in agreement with our previous studies of
other MDS subgroups: refractory cytopenia with multilineage dysplasia and refractory anemia with
excess blasts subtype 1. Mass spectrometry-based relative quantification of retinol-binding protein
4 peptides has shown that there are differences in the modification of this protein between refractory
anemia with excess blasts subtype 1 patients and MDS patients with refractory anemia and refrac-
tory anemia with ringed sideroblasts. Alpha-2-HS-glycoprotein seems to be a new potential MDS
biomarker candidate. This study was supported by the Czech Science foundation P205/12/G118
and by the project (Ministry of Health, Czech Republic) for conceptual development of research
organization (Institute of Hematology and Blood Transfusion).
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P10/2312.

Zmény proteomu krevnich desti¢ek u pacientt s myelodysplastickym syndromem
Pecankova K., Méjek P., Riedelova-Reicheltova Z., Cermak J., Dyr J. E. (Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je skupina onkohematologickych onemocnéni postihujicich
kostni dferi. Onemocnéni je charakteristické apoptosou hematopoetickych bunék, ktera vede k nee-
fektivni hematopoese. Jednim z klinickych projevi MDS mUze byt krvaceni zplisobené trombocyto-
penii (nedostatek krevnich desti¢ek v periferni krvi) — nicméné krvacivé projevy se mohou objevovat
i nezavisle na poctu krevnich desti¢ek. Cilem prace bylo nalézt zmény v proteomu krevnich desti¢ek
u pacienttl s myelodysplastickym syndromem. Krevni desti¢ky byly izolovany z periferni krve dife-
rencialni centrifugaci. Porovnavany byly vzorky krevnich desti¢ek pacient( s riznymi formami MDS
(n = 10) oproti kontrolnim vzorkim zdravych darct (n = 10) vybranych tak, aby odpovidali vékem
i pohlavim. Desti¢kovy proteom byl prefrakcionovan pomoci 1D SDS-PAGE a gely obarveny koloidni
Coomassie Blue. Odlisné zény byly vyfiznuty, proteiny odliSnych zén identifikovany pomoci nanoLC-
-MS/MS a analyzovany programem Progenesis LC-MS. Ziskané vyledky jsou pfedbézné a bude
nutné jejich dal&i doplnéni a nasledna validace. Kompletni vysledky by mohly pomoci k hlubS§imu
pochopeni krvacivych projevi spojenych s MDS, mohly by pfispét k odhaleni déji vedoucich k jeho
vzniku, k objasnéni role krevnich desti€ek v tomto onemocnéni, k pfesnéjSimu uréeni prognézy
a k nalezeni novych diagnostickych metod &i ke zlepSeni metod dosavadnich.

P18/2330.

Detekcia MPL mutacii u JAK2 negativhych pacientov s MPN

Burjanivova T., Gemzova K., Marcinek J., Fossan Aas M., Lasabova Z., Plank L. (Ustav molekulovej
bioldgie, JLF UK a UNM, Martin — SK; Ustav patologickej anatémie, JLF UK a UNM, Martin — SK)

Uvod: Polycythemia vera (PV), esencialna trombocytéza (ET) a primarna myelofibréza (PMF) patria
do skupiny Ph1 negativnych myeloproliferativnych neoplazii (MPN), pri ktorych sa ¢asto vyskytuje
mutécia JAK2V617F. Tato mutécia sa vyskytuje takmer u vSetkych pacientov s PV a u priblizne 60 %
pacientov s ET a PMF. Jednou z dal$ich mutécii, ktoré sa vyskytuju iba u pacientov s ET a PMF, su
mutécie génu MPL, kédujuceho trombopoetinovy receptor. Naj¢astejSia mutacia je MPL - W515L/K,
ktoréa je zriedkava a vyskytuje sa v malom pocte pripadov JAK2 negativnych pacientov. Trombopoe-
tin a jeho receptor MPL je nevyhnutny pre prezivanie a diferenciaciu hematopoetickych kmerovych
buniek a spolu tvoria kli¢ovy regulaény faktor pre vyvin megakaryocytov a tvorbu krvnych dosticiek.
Metodika: Doteraz sme vysetrili rezy z 80 bioptickych vzoriek kostnej drene (po formolovej fixacii,
dekalcifikécii s EDTA a zaliati do parafinu) od pacientov s klinicky a histopatologicky verifikovanou
ET a PMF. DNA sme izolovali pomocou QlAamp DNA Micro Kitu. PouZili sme primery umoznujice
amplifikaciu celého exénu 10. Proces amplifikacie prebiehal pomocou touch-down PCR. Vzorky
sme sekvenovali vyuzitim dideoxysekvenacie podla Sangera. Vysledky: Mutaciu MPL génu typu
W515K sme detekovali len v jednom pripade z 80 vzoriek. V druhom pripade zmeny sekvencie
bol pritomny polymorfizmus. Diskusia: Verifikovana mutacia W515K sa podla literarnych udajov vy-
skytuje u priblizne 5% JAK2 negativnych pacientov s PMF a ET. Vzhladom na pocet vySetrenych
pacientov sa pocet pripadov s nami dokazanou mutaciou MPL génu zda byt, prinajmenej zo Sta-
tistického hladiska, prinizky. AvSak vzhladom na zriedkavost mutacii MPL receptora u Ph1 nega-
tivnych pacientov v populécii je nizky zachyt mutacii prirodzeny. Druhym zavaznej$im dévodom
nizkeho poctu verifikovanych mutacii méze byt senzitivita zvolenej metddy sekvenacie. Nedavno
boli publikované prace popisujuce rozdiel medzi zachytenim MPL mutécii pomocou Sangerovho
sekvenovania a next-generation sequencing (NGS), ktory je zna¢ny a nemozno preto vylucit, ze ajv
nasom subore je v skuto¢nosti tych mutacii ovela viac. V budicnosti by sme chceli preto nase vzor-
ky analyzovat skor inou metodikou ako je pyrosekvenovanie alebo NGS, ktoré su pravdepodobne
senzitivnejSie a vhodnejsSie pre tuto analyzu. 1Podporené projektmi CEPVII (ITMS: 26220120036) a
MBRKM (ITMS: 26220220113), spolufinancovanymi zo zdrojov EU.

P23/2351.

Systémova mastocyt6za diagnostikovana v souvislosti s anafylaxi po bodnuti hmyzem- zku-
Senosti naseho pracovisté 3 ) o
Lavickova A., Havlova E., Sigutova P., Kuntcherova J., Slechtova J. (UKBH FN, Plzer; SPAU, Plzeri)

Systémova mastocyt6za je vzacné myeloproliferativni onemocnéni charakterizované abnormalnim
ristem a hromadénim zirnych bunék v jednom nebo vice organovych systémech (klize, kostni
dfen, jatra, slezina..). Onemocnéni ma variabilni klinicky prabéh od indolentni po agresivni formu.
Klinicky dominuji pfiznaky z uvolnéni mediator( zZirnych bunék ( histamin, tryptaza, chymaza, karbo-
xypeptidaza, heparin, chemokiny, cytokiny...). Pfiznaky jsou nespecifické a mohou imitovat alergic-
ké reakce, onemocnéni obéhového systému, gastrointestinalni poruchy, endokrinni poruchy apod.
Proto miize mastocyt6za zlstat po dlouhou dobu nerozpoznana. Hlavnim diagnostickym kritériem je
histologicky a imunohistochemicky priikaz infiltrace kostni dfené nebo jiného extrakutanniho organu
abnormalnimi mastocyty. V obdobi let 2010-2012 bylo na nasi hematologickou ambulanci alergology
odeslano 10 pacientd k vylou¢eni mastocytézy pro zvySenou hladinu sérové tryptazy. Jednalo se
vétSinou o pacienty po prodélané anafylaktické reakci na hmyzi bodnuti . Hladiny tryptazy se pohy-
bovaly v rozmezi od 14 do 200 ug/I ( fyziologické meze 0-11,4 ug/l). V tomto souboru byla diagnos-
tikovana systémova forma mastocytézy u 44 letého muze , kozni forma mastocytézy u 34 letého
muze a systémova mastocytéza asociovana s jinym hematologickym onemocnénim (B-CLL) u 57
letého muze. Na$e prace shrnuje moznosti diagnostiky a terapie u tohoto onemocnéni.

P25/2354.

Diferencialni diagnostika ,,myelodysplastického syndromu“ v podminkach nefakultniho pra-
covisté (kazuistika)

KadICkova E., Rohon P., Navratil M., Kfen L., Zimova I., PaliSek J., Stani¢ek J. (Hematologicko-
-transfuzni oddéleni, Krajska nemocnice T. Bati, Zlin; Hematoonkologicka klinika, FN, Olomouc;
Interni hematoonkologické klinika, FN, Brno — Bohunice; Ustav patologie, FN, Brno — Bohunice;
Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny, FN, Brno — Bohunice; Radiodiagnostické
oddéleni, Krajska nemocnice T. Bati, Zlin; Oddéleni nukledrni mediciny, Masarykiv onkologicky
ustav, Brno — Zluty Kopec)

Myelodysplasticky syndrom je heterogenni skupina klonalnich onemocnéni, ktera se vyznacuje dys-
plastickymi zménami v kostni dfeni, (pan)cytopenii v obvodové krvi a rizné vyjadienymi rizikem vzni-
ku akutni leukemie. | pfes recentni vyznamné pokroky ve vySetfovani tohoto maligniho onemocnéni,
z(istava nékdy myelodysplasticky syndrom diagnézou per exclusionem , zejména pokud jde o nizce
rizikovou, ¢asnou formu choroby. Jeho odli$eni oproti jinym cytopeniim nejriiznéjsiho plvodu miize
byt opravdu naro¢né, jak doklada samotna kazuistika. V kazuistice autofi predkladaji pfipad dife-
rencialni diagnostiky 47- letého pacienta s dosavadni némou interni anamnézou, ktery byl v srpnu
2012 pfijat na interni kliniku KNTB Zlin pro téZkou pancytopenii, zjisténou pfi preventivni prohlidce
u praktického lékare. Protoze Uvodni vySetfeni sméfujici k vylou€eni zanétu, tumoru , infekce a sys-
témového onemocnéni byla negativni, bylo vysloveno suspicium na myelodysplasticky syndrom.
Je provedena trepanobiopsie, cytogenetika a FACS z kostni dfené a pacient je svéfen do péce HA
KNTB Zlin. MDS vsSak nasledné neni potvrzen. Pacient se rychle stava zavislym na transfuzich,
proziva opakované infekty. Dal$i diferencialné diagnosticky proces komplikuje sam pacient svymi
opakovanymi negativnimi reversy stran interni hospitalizace a celkovou non complianci. Nicméné
na opakovanych CT vySetfenich je patrna narGstajici splenomegalie a pak i vice¢etna osteoplastic-
ka a smiSena loziska ve skeletu panve , které ukazuji na mozny lymfom nebo nehematologickou ma-
lignitu a pacient je proto odeslan k dalSimu dosetfeni na IHOK FN Brno Bohunice . Zde je indikovano
celotélové PET a nalezeno rozsahlé lozisko viabilni nadorové tkané v hrudni sténé. Je proveden
odbér histologie a zapocata prefaze 1é¢by kortikoidy, ktera je vSak nasledovana renalnim selhanim
pfi tumor lysis syndromu , dialyzou, pfekladem na JIP, respira¢ni selhanim , pfekladem na ARO, kde
pacient v fijnu 2012 umira pod obrazem MOF a DIC v den stanoveni diagnozy nediferencovaného
sarkomu. Souéasti kazuistiky bude i fotodokumentace a podrobné zpravy patologa. Cilem prace je
ukazat , ze odliSeni myelodysplatického syndromu oproti cytopeniim nejriznéjsSiho pavodu maze
byt opravdu naro¢né a neobejde se bez pruzné mezioborové spoluprace a compliance samotného
pacienta. Prace byla podporena studentskym grantem LF-2013-004
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P29/2363.

Prehlad laboratérnej diagnostiky a vystupy zo sledovania pacientov s CML z genetickych
pracovisk v SR (v rokoch 2002-2012)

Copakova L., Leitnerova M., Hojsikova I., HanuSovska A., Dubayova K., Karabino$ A. (Oddelenie
lekarskej genetiky, Narodny onkologicky ustav, Bratislava — SK; Medirex a.s., Bratislava — SK; Sem-
bid s.r.o0., Kosice a PreSov — SK)

Abstrakt Chronicka myeloidna leukémia je myeloproliferativne ochorenie charakterizovaného pri-
tomnostou Ph chromozému. European leukemia Net — ELN a National Comprehensive Cancer
Network — NCCN vypracovali medzinarodne akceptované odporuéania v liecbe ale aj monitoringu
CML pacientov. Na zaklade aktualnej lie€by TKI a potreby stanovenia jednoznacnych kritérii pre
definovanie 3 skupin lie€ebnej odpovede — optimalna , suboptimalna a nepostacujuca, bol za zlaty
Standard — milnik v hodnoteni lie€ebnej odpovede, stanoveny moment dosiahnutia cytogenetickej
remisie ochorenia. Celkovo su vystupy genetickych vySetreni vratane sledovania hibky molekulovej
odpovede klucové v sledovani priebehu ochorenia. V rozmedzi rokov 2002 — 2012 sme analyzova-
li vystupy laboratérnych vy$etreni pracovisk OLG NOU, Medirex a Sembid, ktoré spolu zahffiaju
100% vsetkych laboratérnych vySetreni CML v Slovenskej republike. V subore 409 pacientov bolo
82% pacientov sledovanych dlhSie ako 18 mesiacov. Mierna prevaha ochorenia bola zaznamena-
na u muzov, priemerny vek v ¢ase nasadenia TKI bol 50,2 rokov (SD 15,1). V 12 mesiaci liecby
Imatinibom dosiahlo kompletnu cytogeneticki odpoved 59% pacientov , v 18% lieCby 64% pacien-
tov. Priblizne 24% pacientov na lie¢be TKI nedosiahlo molekulovi odpoved, 25% pacientov podla
minulych kritérii (v ase pouzivania terminu velkd molekulova a kompletna molekulova odpoved)
dosiahlo ako najlepSiu odpoved- velki molekulovi odpoved a 51% pacientov dosiahlo kompletnu
molekulovi odpoved. Zaujimavy bol udaj o strate kompletnej molekulovej odpovede, ktora bola
zaznamenana v 30% pripadov. V rdmci variantov miesta scelenia bol najéastejSie sa vyskytujuci
variant b3a2 v 59% a druhy naj¢astejsi bol variant b2a2 v 34%. U 15 pacientov sme detekovali oba
typy zlomu a pri sledovani molekulovej odpovede v porovnani so skupinou s jednym zlomom sme
nezaznamenali rozdiel v dosiahnuti molekulovej odpovede. Vysledky genetickych analyz v zave-
re poukazali na , ze podiel optimalnej odpovede bol vyssi v pripade Standardizovanych postupov
a teda prepocitavania molekulovej odpovede podla konverzného faktora.

P30/2365.

Komplexné variantné translokacie t(9;22) u pacientov s CML

Svoref Z., Kutkova M., Ruzbacky R., Janikova P., Cermak M., Zakoviéova A., Szabdova Z., Leitne-
rova M., Stukova M., Copakova L. (OLG, NOU, Bratislava — SK)

Translokacia t(9;22)(q34;911) je pritomna priblizne u 90% pacientov s chronickou myeloidnou leuké-
miou, priom v malej ¢asti Ph+ pacientov (5-10%) sa vyskytuje jednoduchy alebo komplexny variant
tejto translokacie. V tejto praci prezentujeme 7 pacientov, ktorych sme vySetrili pouzitim metéd G-
-band, FISH a RT-PCR. N&jdené komplexné variantné translokacie zahffaju chromozémy 1, 2, 6,
14, 15 a 22.V sucasnej dobe je vacésina pripadov CML Uspesne lie¢ena imatinibom, priCom viaceré
Studie uvadzaju, ze variantné translokacie nevykazuju osobitny prognosticky vyznam.

P34/2370.

Intralaboratorni porovnani metodik detekce stfedniho a minoritniho klonu paroxysmalni no¢-
ni hemoglobinurie priitokovou cytometrii

Kohoutova M., Tkagova V., Pesek A., Marinov |. (Ustav hematologie a krevni transfiize, laboratof
prutokové cytometrie, Praha)

Od roku 1996 je prutokova cytometrie metodou volby pro diagnostiku paroxysmalni noéni hemoglo-
binurie (PNH) a stanoveni PNH klond. Vzhledem k vyznamné heterogenité vysledkd, intra a mezi-
laboratorni variabilité pouzivanych metod, vydala v roce 2010 mezinarodni spole¢nost pro klinickou
pratokovou cytometrii (ICCS) vibec prvni guidelines pro stanoveni a monitorovani PNH erytrocytl
(Ery), granulocytd (Gr) a monocytd (Mo). V ramci guidelines jsou doporucené 3, 4, 5, 6 barevné
protokoly na detekci PNH Gr/Mo a 1 nebo 2 barevné protokoly na detekci PNH Ery. Jednotlivé pro-
tokoly se lisi poétem pouzitych monoklonalnich protilatek, jednotlivymi klony protilatek a pfislusnymi

fluorochromy. | pfes tento vyznamny pokrok dodnes neni testovani PNH klonG prutokovou cytometrii
plné standardizovanou metodou. Cilem prace bylo porovnat laboratorni charakteristiky 4, 5 a 6
barevnych protokoll pro leukocyty, 1 a 2 barevné protokoly pro erytrocyty a stanovit intralaboratorni
variabilitu jednotlivych postupl. Pro kazdou metodu byla provedena analyza opakovatelnosti (n=3),
reprodukovatelnosti (n=10), vysledky byly vyjadfeny varia¢nim koeficientem (CV). Citlivost jednotli-
vych metod byla provedena za pouziti materialu v riznych koncentracich. Nase vysledky potvrdily
velmi dobré charakteristiky jednotlivych metod z hlediska presnosti (opakovatelnosti) a reproduko-
vatelnosti, excelentni korelaci a shodu mezi metodami. Varia¢ni koeficient (CV) pro pfesnost/opa-
kovatelnost byl v rozmezi od 0,67% / 1,49% do 2,56% / 3,09% pro granulocyty, od 0,93% / 3,09%
do 7,76% / 12,06% pro monocyty a od 0,41% / 4,73% do 6,53% / 5,1% pro erytrocyty. Analyza
linedrni regrese také potvrdila vynikajici korelaci (r = 0,99%), Wilcoxon(iv test ukazal nepodstatné
statistické rozdily ( P > 0,005 ), Bland-Altmanova analyza ukazala dobrou shodu metod pomoci tzv.
hodnoty ,mean bias", ktera byla v rozmezi 0,02-2,2. Identifikace granulocytarniho klonu PNH je kri-
ticky dulezita diky jejimu diagnostickému Ucelu. Kazda z testovanych metodik prokazala velmi dobré
vlastnosti. Nase vysledky poukazuji na vynikajici shodu mezi jednotlivymi metodami.

P41/2386.

Exprese genu Musashi 2 v pribéhu CML

Néadvornikova S., Zagkova M., Lopotova T., Klamova H., Moravcovéa J. (Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha)

Musashi1 (MSI1) a Musashi2 (MSI2) tvofi evoluéné konzervovanou rodinu RNA vazebnych proteind.
Zmeény v expresi genu MSI1 byly popsany u rliznych typl solidnich nadord. ZvySeni exprese MSI2 se
ukazuje byt charakteristické pro rozvoj nékterych hematologickych malignit. Sou¢asna data nazna-
CEuji, Ze vysoka hladina MSI2 proteinu je u hematologickych malignit asociovana s nardstem bunééné
proliferace, poklesem bunécné maturace, horsi prognézou a vétsi agresivitou onemocnéni. Retro-
spektivné jsme sledovali hladinu mRNA MSI2 u 49 pacient( v rozdilnych stadiich chronické myeloidni
leukémie (CML) a v rGznych odpovédich na I1éébu — 18 v diagndze (DG), 5 ve velké molekularni odpo-
védi (MMR), 4 v kompletni molekularni odpovédi (CMR), 2 po transplantaci kmenovych krvetvornych
bunék (SCT), 10 v hematologickém relapsu (HR), 6 v akcelerované fazi (AP), 4 v blastické krizi (BC)
a u 6 zdravych darcu. Expresi MSI2 jsme detekovali u vSech vzorkl. Median relativni exprese mRNA
MSI2 u pacientd v DG byl 1,43 (0,33-3,28), v MMR 0,52 (0,20-0,62), v CMR 0,37 (0,30-0,63), po SCT
1,28 (1,02-1,54), v HR 0,41 (0,16-0,58), v AP 3,78 (1,94- 13,69), v BC 15,17 (2,61-28,15). Exprese
MSI2 byla statisticky vyznamné zvy$ena u pacientd v pokrocilych stadiich CML (AP, BC) ve srovnani
s pacienty v chronické fazi (CP) (P<0.0001). Statisticky vyznamny rozdil v expresi MSI2 byl rovnéz
zaznamenan mezi pacienty v DG a zbyvajicimi pacienty v CP (P= 0,00086). U pacientt v DG nebyla
pozorovana zadna korelace mezi vysi expresni hladiny MSI2 a jejich pozdéjsi odpovédi na lécbu,
popf. vysi hladiny transkriptu BCR-ABL. S cilem ovéfit, zda mize MSI2 exprese slouzit jako marker
progrese CML, jsme déle retrospektivné monitorovali kinetiku exprese MSI2 u 6 pacientl primérné
v pribéhu 27 mésict (18-48). U pacienta v BC rostla hladina transkriptu MSI2 v souladu s narGstem
poctu leukocytll a hladiny transkriptu BCR-ABL. U pacienta s rozvijejici se AP do$lo k nékolikanasob-
nému narlstu exprese MSI2, kdezto hladina BCR-ABL zUstavala na témérf konstantni, i kdyz vysoké
hladiné. Oproti tomu jsme u pacientli v HR detekovali konstantni nebo dokonce lehce snizenou hladi-
nu MSI2 bez ohledu na narlst poc¢tu leukocytll a hladiny BCR-ABL. Nase vysledky potvrzuji asociaci
vysoké hladiny transkriptu MSI2 s pokrocilymi fazemi CML a naznacuji, ze by hladina mRNA MSI2
mobhla slouzit jako molekularni marker CML progrese zejména u pacientd s trvale vysokou hladinou
BCR-ABL. S podporou grantu NT/12392-4 IGA MZ-CR.

P45/2417.

A rare 1(9,22,16) (q34,911,924) translocation in chronic myeloid leukemia for which imatinib
mesylate was effective: A case report

Tothova E., Kafkova A., Copakova L., Karabino$ A., Dubayové K., Szabo J. (Ustav lekérskej a klinic-
kej biofyziky, LF UPJS, Kosice — SK; Klinika hematoldgie a onkohematoldgie, FN L.Pasteura, Kosice
— SK; Odd.genetiky, NOU, Bratislava — SK; Sembid.s.r.o, Kosice — SK)
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Introduction: Chronic myeloid leukemia (CML) is characterized by the t(9,22) (q34,q11) transloca-
tion, in which the BCR gene at 22q11 is fused to the ABL at 9934. The BCR/ABL fusion gene is
thought to play a role in the leukemogenesis of CML and is a target of tyrosine kinase inhibitors.
About 5-10% of CML patients have complex variant translocations involving a third chromosome in
addition to chromosomes 9 and 22. Several hundred CML cases with variant translocations have
been reported, and the distribution of the breakpoints is clearly clustered around particular chromo-
somal bands such as 1p36, 3p21, 5913, 6p21, 9922, 11913, 12p13, 17p13, 17921,17925, 19913,
21922, 22q12, and 22q13 . On the other hand, only a few cases involving chromosome 16 have
been reported. Material and methods: We describe a CML-chronic phase male with a complex trans-
location involving chromosome 16, t(9,22)(q34,q11,q24), for which imatinib mesylate was effective,
even after a new subclone, +8 appeared. A major molecular response was obtained after 14 months
of imatinib therapy, and the follow-up chromosomal analysis performed 9 years after the initiation of
imatinib therapy displayed a normal karyotype of 46, XY. Discussion: Although our case displayed a
clonal chromosome abnormality (+8) in Ph+ cells at the start of the imatinib therapy, a major molecu-
lar response was achieved. Concerning the therapeutic response in the pre-imatinib era, variant Ph
patients observed shorter survival than those with classical Ph translocation. The patients harboring
complex variant translocations at diagnosis exhibit a poor clinical outcome because of their relative
genomic instability compared to classical 1(9,22)(q34q22) patients without variant translocations. On
the other hand, it has been reported that patients harboring variant translocations have similar prog-
noses to those with classical translocation when treated with imatinib. Conclusions: In the present
case, even after a new subclone, +8, had appeared, imatinib mesylate treatment achieved success.
We think, that further elucidation of the therapeutic outcome of tyrosine kinase inhibitors therapy in
CML cases involving variant translocations, including clonal evolution, is necessary.

P48/2426.

Alogénna transplantacia krvotvornych buniek pri myelofibréze: skisenosti jedného centra
Bojtarova E., Ziakova B., Mistrik M. (Klinika hematoldgie a transfuziolégie, L FUK, SZU a UNB,
Bratislava — SK)

Uvod: Alogénna transplantacia krvotvornych buniek (TKB) je jedina kurativna lieéba myelofibrézy,
hoci je spojenéa so znaénou mortalitou a morbiditou. Cielom tejto prace bolo vyhodnotit vysledky alo-
génnej TKB u pacientov s myelofibrézou. Pacienti a metddy: Retrospektivne sme hodnotili vysledky
TKB u 10 po sebe iducich pacientov s primarnou myelofibrézou (MF)(n=9) alebo MF po predchadzaj-
Ucej esencidlnej trombocytémii (n=1). Pacienti dostali alogénne kmeriové krvotvorné bunky z kostnej
drene (n=1) alebo periférnej krvi (n=9) od identickych surodencov (n=6) alebo nepribuznych darcov
(n=4) v obdobi od 01/1996 do 12/2011 na Klinike hematoldgie v Univerzitnej nemocnici Bratislava.
Median veku pacientov bol 43 rokov (rozsah, 20-63). VSetci pacienti boli v ¢ase TKB v strednom (n=9)
alebo vysokom riziku (n=1) podla Medzinarodného prognostického skérovacieho systému (IPSS).
5/10 pacientov dostali v priprave myeloablativny rezim: 4 pacienti busulfan (BU)/cyklofosfamid (CY)
(1 pacient s antitymocytovym globulinom (ATG) pred nepribuzenskou TKB), 1 pacient celotelové
oziarenie/CY. 5 pacienti dostali pripravny rezim s redukovanou intenzitou: fludarabin (FLU)/BU/CY
(n=3) alebo FLU/BU (n=2), 3 pacienti s ATG pred nepribuzenskou TKB. Splenektémii sa podrobili
3 pacienti pred TKB. Profylaxiu reakcie Stepu proti hostitelovi (GvHD) sme zabezpedili kombinaciou
metotrexat + cyklosporin A (CsA), 1 pacient dostal prednisolon + mykofenolat mofetil pre renalnu
toxicitu CsA. Vysledky: U 9/10 pacientov sme zaznamenali prihojenie neutrofilov (t.j. po€et neutrofilov
nad 0.5 G/l) v mediane 18 dni (rozsah, 15-32), u 8/10 pacientov prihojenie trombocytov (t.j. poCet
trombocytov nad 50 G/l) v rozsahu 14-135 dni (median 37 dni). Analyza chimérizmu po TKB dokaza-
la viac ako 99% buniek darcu u 8 pacientov, 1 pacient so zmieSanou chimérou nedosiahol kompletny
darcovsky chimérizmus po infuzii lymfocytov darcu. Akutna GvHD &t. II-1V sa vyskytla u 4 pacientov,
St. ll-IV u 2 pacientov, extenzivna chronickd GvHD u 3/8 hodnotitelnych pacientov. Pri¢inou smrti
bola u 2 pacientov chronicka GvHD a infekcia a u 2 pacientov relaps/progresia choroby. 6 pacientov
Zije 0.9-16.3 (median, 6.3) rokov, pravdepodobnost 5-roéného prezivania ma 68% pacientov. Median
sledovania Zijucich pacientov bol 6,3+5,7 rokov. Zaver: Alogénna transplantacia krvotvornych buniek
moze poskytnut dlhodobé prezivanie bez relapsu choroby pre pacientov s myelofibrézou.

P57/2462.

Lie¢ba primarnej myelofibrézy (PMF)

Nosal M., Mistrik M., Skrakova M., Hrubisko M., Babal P, Plank L., Szépe P., Copékova L. (KHaT
LFUK, UNB, SZU, Nem.sv.Cyrila a Metoda, Bratislava — SK; UPA LFUK, Bratislava — SK; UPA JL-
FUK, Martin — SK; NOU, Bratislava — SK)

Uvod: V sucasnej dobe sa predpoklada, Zze primarna myelofibréza (PMF) vznika zo ziskanych muta-
cii, ktoré su namierené na hemopoeticki kmenovu bunku a spdésobuje dysreguléciu kinazovej signa-
lizacie, klonalnu myeloproliferaciu a abnormalnu cytokinovu expresiu. Tieto patogenetické procesy
sU nezavislé a tiez sa samostatne podielaji na fenotype choroby-stromalne zmeny kostnej drene,
na extramedularnej hemopoéze, inefektivnej erytropoéze a konstitu¢nych symptémoch. Molekulova
patogenéza PMF je nedokonale chapana, hoci rastie zoznam pritomnych somatickych mutacii, kto-
ré st bud funkéne spojené s Janusovou kinazou (JAK) — signalny transduktor, MPL a LNK mutacie
a aktivator transkripénej hyperaktivacie (napr. JAK2, MPL a LNK mutacie) alebo su mozno zahrnuté
v epigenetickej dysregulacii transkripcie (TET2,ASXL1 alebo EZH2 mutécii). Su¢asna predpoved
PMF je zalozena na Dynamickom Medzinarodnom Prognostickom Skérovacom Systéme (Dynamic
International Prognostic Scoring System) a modele, ktory vyuziva 8 nezavislych znameni horsieho
prezivania a umoznuje klasifikovat pacientov do skupiny s nizkym, intermediate 1, intermediate
2 a vysokym rizikom choroby. Zodpovedajice mediany prezitia si odhadom uréené na 15.4, 6.5,
2.9 a 1.3 rokov. Skérovaci systém sa pouzije na planovanie lieCebnej stratégie pre jednotlivého
pacienta, ktord by mohla zahrnovat samotné pozorovanie, konvenénu alebo experimentalnu( napr.
JAK inhibitory, pomalidomid) lie¢bu , allogénnu transplantaciu kmefotvornych buniek redukovanu
alebo konvenénu, splenektomiu alebo radioterapiu. V praci diskutujeme o jedntlivych lieGebnych
postupoch. Metody: sledovali sme pacientov v kazdej lie€ebnej skupine podla klinického priebe-
hu ochorenia. Zvlastnu pozornost autori venuju PMF 5g- syndromu. Uvadzame dvoch pacientov
PMF s 5g- syndromom, ktori uzivaju Lenalidomid + PDN. Dvoch pacientov po splenektémii. Osem
pacientov po AlloTKB, traja zomreli v peritransplantaénom obdobi. Jedného pacienta, ktory zacal
uzivat JAK2 inhibitor Jakavi. Vysledky: v jednotlivych lie€ebnych skupinach pacientov prehladne
uvadzame v tabulkach. Zaver: PMF je choroba s mnohymi molekulovymi znakmi. V su¢asnej dobe
kurativhou metédou je alloTKB. JAK2 inhobitory samotné nemusia predstavovat dostato¢nu lieGeb-
nu moznost pri PMF, ale v kombindcii s inymi liekmi sa o¢akava ich osoh.

P64/2475.

Interferonem-alfa dosazena kompletni molekularni odpovéd u pacienta s chronickou my-
eloidni leukémii nesouci T315] mutaci

Kuba A., Faber E., Rohon P, Divoka M., Jarosova M., Indrak K. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Background: CML is a clonal myeloproliferative disorder characterized by acquisition of the Phila-
delphia (Ph) chromosome resulting from a reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22
t(9;22)(q34;q11), giving rise to the fusion gene BCR-ABL1. Treatment with tyrosine kinase inhibitors
(TKI) has become a golden standard in current therapeutic approach. However, TKI resistance is
one of the major causes of treatment failure despite rapidly evolving next generation TKls. INF-a was
one of the main treatment options before the discovery of TKls. Reports of complete cytogenetic
response (CCyR) and CMR associated with excellent long-term prognosis achieved after INF-a
therapy have been published. Case report: We report a patient that was diagnosed with high-risk
CML at our center. After initial cytoreduction the patient was treated with TKI imatinib for 34 months,
however only partial cytogenetic response was achieved. The patient was switched to the 2nd gen-
eration TKI dasatinib on which he achieved major molecular response (MMR), nevertheless T315I
mutation was detected during molecular progression after 8 months of therapy. Since there was no
HLA identical donor available in marrow donors registries INF-a at dose 3MU daily was initiated.
First CMR was achieved after 17 months of INF-a administration. Since then the patient has main-
tained fluctuating levels of brc-abl transcript between MMR and CMR and has continued INF-a for
more than 60 months. Conclusion: Our clinical case demonstrates the usefulness and safeness of
INF-a in high-risk CML patients harboring T315] mutation when standard treatment (bone marrow
transplantation) cannot be performed. INF-a still represents a valid option for the treatment of indi-
vidually selected CML patients in TKI era. Supported by the grant IGA UP LF-2013-004.

H|D



TRANSFUZNI, LABORATORNI A EXPERIMENTALNI SEKCE

P5/2302.

Kombinovana metodika pro studium genové regulace genu SPI1 pomoci ChIP a MeDIP
Halbhuber Z., Blatny R., Krivjansky V., Vasak J., Krivjanska M. (KRD - obchodni spolecnost s.r.o.,
Praha)

Jak je znamo DNA tvofi spole¢né s histony nukleoproteinovou strukturu, kdy se obtaci kolem his-
tonovych oktamer( a tak tvofi zakladni strukturu chromatinu. Histonové modifikace (napf. acetyla-
ce, metylace, fosforylace) a metylace CpG ostrivkd jsou dominantni ¢asti mechanismu genové
regulace, ktera vyzaduje volny pFistup k DNA pro jednotlivé regulaéni proteiny (napf. transkripéni
faktory) i komplexni systémy (napf. RNA polymerazy). Témito epigenetickymi mechanismy jsou
regulovany rizné procesy zahrnuté v regulaci bunééného déleni, odpovédi na stres, diferenciaci,
zanétlivé odpovédi, apoptdzy. A protoze tyto mechanismy hraji dilezitou ulohu ve vyvojovych pro-
cesech, tak jsou asociovany i se vznikem a vyvojem nadorovych onemocnéni. Efektorové molekuly
Casto rozeznavaji histonové modifikace, coz bohuzel také €asto vede ke zjednoduSeni pfi hledani
urcitého specifického vzoru asociovaného s onemocnénim. Napf. overexprese genti MUC1-4, bio-
markerd u karcinomu pankreatu, je provazena acetylaci H3K9 a H3K27 a trimetylaci H3K4 v ob-
lasti TSS (transcription start site). Nebo naopak jsou studie zaméreny na hledani vzoru v metylaci
DNA promoter(l urgitych gent, napf. u MDS jsou to tumor supresorové geny CDKN2B, DAPK,
RASSF1, FHIT a HIC1. Je ziejmé, Ze pfi pouZiti epigenetické 1écby napt. inhibitorl DNA metyl
transferaz (5-azacitidine) je vyhodné znat jak samotny metylaéni status DNA, tak i stav konden-
zace chromatinu, ktery mlize blokovat pfistup viastniho efektorového proteinu. Takovym pfikladem
je gen SPI1 a jeho produkt — transkripéni faktor PU.1. PU.1 uréuje a sméruje hematopoézu jako
antagonista ¢i kofaktor dalsich transkripénich faktor(i jako jsou CEBPA, EGR. Gen SPI1 obsahuje
vzdalenou regulaéni oblast URE, ktera reguluje ~80% jeho exprese a umozfiuje vazbu RNA po-
lymerazy Il na jeho promotor. U pacientd s mnoho¢etnym myelomem a nékterych bunéénych linii
je oblast URE metylovana, coz je nezbytné pro déleni nadorovych bunék. Pouziti demetylaz (jako
je 5-azacitidin) indukuje apoptézu a zastavuje bunécny cyklus, coz koreluje s pozitivni regulaci
PU.1. ZvySeni hladiny PU.1 bylo pozorovano i u jinych epigenetickych terapii. Na§ postup integruje
dvé detekéni metody ChIP (chromatinova imunoprecipitace) a MeDIP (imunoprecipitace meDNA)
a ukazuje jejich vyuziti u pacientll s MDS, pfi detekci metyla¢niho statusu DNA v misté regulaéni
oblasti URE genu SPI1 a zarovern stuper kondenzace chromatinu v této oblasti. Prace byla podpo-
fena grantem FR-TI2/509 (MPO CR).

P7/2309.

Snizeni objemu desticek po LDL-aferéze

Blaha M., Kostal M., Blaha V., Lanska M., Filip S., Zak P. (4. interni klinika - hematologie, LF UK
a FN, Hradec Kralové; 3. interni klinika, LF UK a FN, Hradec Kralové; Klinika onkologie a radiotera-
pie, LF UK a FN, Hradec Kralové)

UVOD: Jednim z nedofesenych problémi pi lé8bé LDL-aferézou je vyhledani vhodného ukazatele,
ktery by jednoduchou a levnou technikou umoznoval sledovat aktivitu atheromatosy a fidit intenzitu
terapie. V sou¢asné dobé budi pozornost stfedni objem desti¢ek (MPV). Pokles MPV po LDL-afe-
réze by mohl byt jeden z marker( Uspésné terapie. Prezentujeme vlastni vysledky méreni MPV pfi
dlouhodobé 1é€bé pacientl s familiarni hypercholesterolemii (FH) Ié€enych extrakorporalni elimina-
ci (EE) cholesterolu. METODY A SOUBOR NEMOCNYCH: MPV byl vy$etfovan u pacientd s téZkou
FH, Ié¢enych dlouhodobé EE (3 — 12 let), a to LDL-aferézou (imunoaferézou) nebo kaskadovou
filtraci. Plazma byla ziskavana centrifugaci (separator Cobe-Spectra, Denver, USA). K imunoaferé-
ze bylo pouzito adsorber( Lipopak 400® a ke kaskadové filtraci filtry Evaflux® 4A a 5A (Kurraray,
Osaka, Japonsko). Dlouhodobé je lé€ena skupina 12 pacientl, 7 muzd a 5 Zzen. Prdmérny vék:
47+16.6 rokd (range 21-63, median 52 let). Klinicky je fenotyp charakterizovan zvySenou hladinou
LDL-cholesterolu a celkového cholesterolu, $lachovymi xantomy a pfedéasnym vznikem ischemické
choroby srde¢ni. Bylo vySetfeno 96 parovych vzork(l (vzdy prfed a po procedufe u 12 nemocnych —
u kazdého b&hem 4 let celkem osmkrat). VYSLEDKY: MPV pfed procedurou byl v priméru 10.891
fl, Cl 10.25 - 11.53. MPV po procedurach byl 10.478 fl, Cl 09.84 - 11.11. Rozdil obou hodnot je

statisticky vyznamny (p = 0.036). MPV nekoreloval s vékem, pohlavim, po¢tem desti¢ek ani s délkou
|é¢by. DISKUSE: MPV je veli¢ina, jejiz zmény by mohly pomoci pfi ur€ovani intenzity nebo frekvence
|é¢by EE u pacientt s FH. Bylo zjisténo, ze MPV je ve vztahu k riziku ischemické choroby srdeéni
nebo cévnich cerebrovaskularnich chorob a aktivity atheromatosy vibec. MCV je hodnota, ktera je
snadno vysetfitelnd. Za posledni dva roky jsme nalezli kolem 50 publikaci, vénovanych MCV u rliz-
nych chorob. Pokud jde o vztah MCV s Iébou familiarni hypercholesterolemie (nebo lé¢bou LDL-
-aferézou), jsou v literatufe ojedinélé zpravy. ZAVER: Po EE doslo k statisticky vyznamnému poklesu
MPV. MPV by mohl byt jeden z markeru |é¢ebné efektivity u pacientli s FH, ktefi musi byt 1é¢eni EE
LDL-cholesterolu. Klinicky vyznam nebo pouziti tohoto parametru k posouzeni ué¢innosti uvedenych
Ié&ebnych procedur bude tieba dal§im vyzkumem ovéFit. PODEKOVANI: Prace byla podporovana
grantem IGA MZ CR NT/13037, NT/13475-4 a PRVOUK P37/12.

P9/2311.

Zmeény proteomu krevnich desti¢ek u kardiovaskularnich onemocnéni )

Riedelova Z., Majek P., Pe¢ankova K., Martin M., Oravec M., Suttnar J., Dyr J. E. (Ustav hematologie
a krevni transfuze, Praha; FN Motol, Praha)

Cardiovascular diseases are the main cause of death in the developed countries. Platelets are es-
sential for primary hemostasis and also play a key role in the development of acute coronary syn-
drome (ACS). The aim of this work was to identify the proteome changes in platelets of the patients
with acute coronary syndrome (n=8) and stable angina pectoris (SAP) (n=7) in comparison with two
control groups as well as to compare the proteome changes between individual groups. We used
two control groups: the first control group included young healthy donors (n=8) and the second group
was a cardiac control group (n=8) composed of patients from Cardiology department with similar fre-
quency of occurrence of the risk factors and excluded of ACS and SAP diagnosis. Proteome chang-
es of platelet samples were examined using 2D SDS-PAGE (10% polyacrylamide gel, pl 4-7). The
gels were stained with colloidal Coomassie blue stain and evaluated using Progenesis SameSpots
software. Spots that differed significantly in the gels of all groups were excised, digested by trypsin,
and further analyzed using nanoLC-MS/MS. Individual proteins were identified using MASCOT and
SWISS-PROT database. We found 33 unique spots that differed significantly (p < 0.05) in normal-
ized volumes. Proteins in 32 spots were identified and corresponded to 53 different proteins. We ob-
served a fragmentation of Fermitin family homolog 3 in both patient groups. The fragmentation was
confirmed both by western blot and by MS. The proteome changes reflected a partial activation of
platelets in blood stream of patients with ACS and SAP, as well as the occurrence of cardiovascular
risk factors. The newly described fragmentation of Fermitin family homolog 3 indicates a new point
for future research and target therapy. This study was supported by the Czech Science foundation
P205/12/G118 and by the project (Ministry of Health, Czech Republic) for conceptual development
of research organization (Institute of Hematology and Blood Transfusion).

P11/2313.

Dynamika zmén krevniho obrazu po rheohemaferéze - mozny vztah ke klinickym zménam
Blaha M., Kostal M., Rencova E., Langrova H., Studni¢ka J., Lanska M., Blaha V., Rozsival P. (4.
interni klinika - hematologie, LF UK a FN, Hradec Kralové; Ocni klinika, LF UK a FN, Hradec Kralové;
3. interni klinika, LF UK a FN, Hradec Kraloveé)

INTRODUCTION: Age-related macular degeneration (AMD) is the main cause of legal blindness
among the elderly. During the course of AMD periods of long-term stabilization may occur as well as
a sudden turn for the worse. Therefore, it is necessary to recognize the disease activity in time and
try to stop its progress by rheohemapheresis (RHF). AIM: To identify the blood count changes that
could serve as easily available markers of the rheological therapy effectiveness in patients with AMD.
PATIENTS: 46 patients included in this study were suffering from the dry form of age-related macu-
lar degeneration: 17 men, and 29 women, meanage 68.9 (+7.2) years, range: 53-86. The patients
had to have diagnosis of AMD in both eyes, dry AMD in one or both eyes confirmed by fluorescein
angiography and fundus photography. Controls were recruited from healthy blood donors — 20 men
and 50 women mean age 41 + 10.3 years, range: 19-61 years. RESULTS: Rheopheresis caused a
decrease in hemoglobin (p<0.001), leukocytes (p<0.034) and increase in platelets (p<0.005). We
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identified the platelet/MPV ratio as a good predictor of the clinical outcome. To evaluate clinical effect
(changes in the size of the DPED area before and after the treatment) we used platelet/MPV ratio.
Using ROC analysis for prediction of favourable prognosis we identified criterion 21.5 (p<0.001),
sensitivity 76.9%, specificity 80.0%, AUC 0.817. Patients with platelet/MPV ratio above 21.5 before
the last RHF had significantly better outcome (p= 0.003, mean regression in the DPED area was
3.35 mm2 (+2.88) vs. 0.344mm2 (+2.63)). CONCLUSION: Basic parameters of blood count sig-
nificantly change during rheohemaphereses.These changes are not clinically dangerous but in the
research may be of high statistical significance. The changes occur after individual RHF procedures
(see above) but also during long-term follow-up due to changes in microenvironment. The ratio
thrombocyte count/MPV at the end of rheophereses is a possible laboratory marker of the patient”s
prognosis. AKNOWLEDGEMENT AND DECLARATION OF INTERESTS: The work was supported
by the research task of IGA MH CZ No NT/14037. The authors report no declarations of interest.

P13/2320.

Hodnoceni dimorfni populace erytrocytli na analyzatorech Sysmex XE-2100 a XE-5000
Peskova E., Rydvalova D., Smolej L. (IV. interni hematologicka klinika - laborator, FN, Hradec Kra-
lové)

Nalez dvouvrcholové distribuéni kfivky erytrocytd (dimorfni populace erytrocytd) je zpusoben vy-
skytem dvou a vice razné velkych populaci erytrocytl v periferni krvi (mikrocytt spolu s normocyty,
mikrocytl spolu s makrocyty a nebo normocytt spolu s makrocyty, event. vSech tii populaci sou-
¢asné). Dimorfni populace erytrocytu je spojovana s celou fadou onemocnéni jako je sideropenicka,
megaloblastova a sideroblasticka anémie, vyskytuje se také béhem |écby deficitu zeleza, po podani
erytropoetinu, u hemolytickych anémii, po transfuzich krve, pfi kombinovaném nedostatku zeleza
a kys. listové, u hemoglobinopatii, u nékterych myelodysplazii apod. Variabilita laboratornich nalezd
s dimorfni populaci erytrocytd je zna¢na. Analyzatory krevnich bunék Sysmex XE-2100 a XE-5000
u vzork(l s vice¢etnym histogramem erytrocytli nevydaji hodnotu $ife distribuéni kfivky (RDW), hod-
nota stfedniho objemu erytrocytd (MCV) je ozna¢ena znakem snizené spolehlivosti. MCV je pru-
mérnd hodnota objeml pocitanych erytrocytli, nedava zadnou informaci o pfitomnosti rozdilnych
populaci erytrocytll. Je tedy dllezité, zvlasté v pripadech abnormalniho histogramu erytrocytd, sle-
dovat nejen numerické parametry (MCV, RDW), ale také tvar distribuéni kfivky. Napf. pfi pfitomnosti
makrocytd spolu s mikrocyty analyzator miize vydat i normalni MCV, tedy hodnotu naprosto neodpo-
vidajici skute¢nosti. Hodnotu MCYV Ize spolehlivé pouzit pouze v pfipadé symetrickych distribuénich
kfivek. Analyzatory Sysmex XE v pfipadé dimorfni populace erytrocytl vydaji také pocty a stfedni
objemy obou populaci. Od bfezna 2012 jsme na nasem pracovisti za¢ali systematicky sbirat klinicka
a laboratorni data nemocnych s dimorfni populaci erytrocytd. U jednotlivych pacientl jsme se snazili
zdlvodnit vice€etny histogram erytrocytd a diky informacim o poétech a stfednich objemech obou
populaci jsme také mohli v nékterych pripadech sledovat vyvoj laboratornich nalezd v ¢ase. V nasi
prezentaci uvadime prehled téchto laboratornich nalez(i véetné nékolika vybranych ptipadd.

P17/2329.
Moderni hemoterapie ve Fakultni nemocnici Olomouc
Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, Olomouc)

Uvod: Transfuzni medicina ma tzkou vazbu na fadu klinickych medicinskych obord, pro které je
nepostradatelna. JelikozZ je hemoterapie spojena také s nékterymi nezadoucimi riziky pro pacienty,
dochazi neustale k rozvoji novych technologii, sméfujicich k minimalizaci potencialniho rizika. PFi-
spévek predstavuje nové moznosti v hemoterapii, kieré mohou klinicka pracovisté vyuzivat pro své
pacienty. Metody: K rutinné pouzivanym postuplm patfi deleukotizace transfuznich pfipravka (TP);
v nasi nemocnici je deleukotizovano 22 % erytrocytarnich a 61 % trombocytarnich koncentratd,
indikace uréuje Ciselnik VZP. Vyznamnou moznosti je i ozafeni TP, jako prevence GVHD. Tento
postup se vyuziva asi u 20 % produkce oddéleni. Aktualnim trendem je nahrazeni ¢asti plazmy
v trombocytarnich koncentratech ndhradnim roztokem. Vyznamné se timto postupem snizi riziko
nékterych potransfuznich reakci. V pfedchozim roce jsme tento postup vyuzili u 60% produkce
trombocytarnich koncentratll. Pro détské pacienty se v fadé pfipadl vyuziva multikomponentniho
darcovstvi, kdy od jednoho darce pfipravujeme rtizné kombinace ptipravkl erytrocytarnich, trombo-

cytarnich a plazmy. V roce 2012 nase oddéleni zajistilo pro ¢tyfi imunodeficitni pacienty koncentrat
granulocytl. Bylo aplikovano celkem 28 T.U. tohoto preparatli. Mezi novinky posledniho roku patfi
patogenni inaktivace umozfiujici preventivné odstranit mozné patogeny z trombocytarnich koncen-
tratl a z plazmy. Pfipravek je hrazen ze zdravotniho pojisténi, pokud jsou spinény striktni indikace.
Rada klinickych pracovist vyuziva u rizikovych pacient( klinicky velmi bezpeéné SD plazmy (smés-
na, solvent-detergent antivirové oSetfena), kterou mame na krevni bance neustale na skladé. Zaveér:
Moderni postupy v transfuziologii umozriuiji pfipravit u¢inné a velmi bezpecné transfuzni pfipravky,
jejichz parametry Ize dokonce individualizovat podle potfeb konkrétniho pacienta.

P19/2331.

miR-155 a jeho vyznam pre potreby diagnézy a uréenia prognézy onkologickych ochoreni
Jurkovi¢ova D., Krivjanska M., Krivjansky V., Kulcsar L., Chovanec M., Gibadulinova A., Oveckova
I. (KRD molecular technologies, Praha — CZ; KRD molecular technologies, Bratislava — SK; Ustav
experimentdinej onkolégie SAV, Bratislava — SK; Virologicky ustav SAV, Bratislava — SK)

Uvod: microRNA —nekédujice RNA molekuly dizky priblizne 22 bp st zname regulatory expresie
génov. Na bunkovej urovni, microRNA komplementérne sa viazice na mRNA cielovych génov, zo-
hravaju kriticki ulohu v bunkovej proliferacii, diferenciacii, apoptéze a podielaju sa na celkovom
osude bunky. Vzhladom na ich dobru stabilitu in vivo a ich dbleZitost pri rozvoji ochoreni, tvoria
generaciu novych biomarkerov pre diagnostiku a prognostiku a nesu potencial jedinenych tera-
peutickych cielov pre lie€bu nadorovych aj inych ochoreni. Tymto umoznuji rozvoj konceptu tzv.
personalizovanej mediciny zohladnujucej individualne Specifika pacienta. Cielom personalizovanej
mediciny je na zéklade poznania individualnych parametrov diagnozy pacienta pred lie€bou — jeho
molekularnych markerov asociovanych s diagnézou alebo prognézou daného onkologického ocho-
renia, lieGbu efektivne nastavit, zvysit jej Uspesnost, dobou prezivania pacienta a redukovat vedla-
jSie ucinky. miR-155 patri medzi takéto vyznamné onkogénne markery. V procese hematopoézy
miR-155 reguluje funkciu a maturaciu B a T lymfocytov. Pri vysSich hladinach pdsobi ako onkogén a
stimuluje proliferaciu, lymfogenézu, nadorovu invaziu. Jeho zvy$end expresia je asociovand s chro-
nickou lymfocytarnou leukémiou, méalobunkovym lymfémom, ako aj s agresivnymi lymfémami Hodg-
kinovho a neHodgkinovho typu. Ludska miR-155 je generovana z génu MIR155HG (BIC, chromo-
z6m 21), ktory je regulovany najmenej Styrmi signalnymi drahami: 1) transkripénymi faktormi JUNB,
FOSB (FOS), 2) NF-kB a p38/MAPK drahou, 3) transkripénym faktorom MYB a 4) TGFB a SMAD
drahu. Metodika: Studium regulacie expresie MIR155HG vyuziva pristup chromatinovej imunopre-
cipitacie (ChIP), transfekovanej ChIP a metddu kvantitativnej RT-PCR, vyuZzivana aj pri determi-
nacii zmien expresie jej cielovych génov. Vysledky: Ziskané poznatky su vychodiskom pre navrh
a tvorbu molekularnych nastrojov stanovenia expresnej aktivity MIR155HG s predpokladom vyuzitia
v klinickej alebo vyskumnej praxi. Zaver: Poznanie molekularnej regulacie expresie onkogénneho
markera MIR155HG a identifiké&cie jeho cielov v réznych typoch nadorovych ochoreni ma jedinecny
vyznam pre spresnenie diagnézy a odhadu prognézy pacienta, ako aj monitorovanie Uspesnosti
jeho terapie. Podakovanie: Tato praca bola podporenda grantom spolufinancovanym zo zdrojov EU
- Eurdépskeho fondu regionalneho rozvoja prostrednictvom operaéného programu Vyskum a vyvoj
(kod projektu ITMS 26240220074/k6d vyzvy OPVaV-2011/4.2/07-SORO.

P20/2344.

Systém managementu kvality laboratore pro transplantaéni jednotku hematopoetickych
kmenovych bunék

Vrana M., Cechové H., Feixova H., Dobrovolna M. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Ustav hematologie a krevni transfuze (UHKT) je jednim ze specializovanych pracoviét poskytuijicich
|é&ebnou péci pacientim s hematologickymi a onkohematologickymi chorobami. Soucasti léceb-
nych programd je i alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék (aloHSCT). Narod-
ni referenéni laboratof pro DNA diagnostiku UHKT vySetfuje HLA systém u pacientl indikovanych
k aloHSCT, jejich pfibuznych a vybranych nepfibuznych darch z ¢eskych i zahrani¢nich registrd.
Uspésnost aloHSCT je monitorovana vy$etfenim buné&éného chimerizmu. Pracoviété poskytuje tato
vySetfeni pro transplantaéni jednotku dospélych pacientd v UHKT a détské pacienty KDHO FN
Motol. Laboratof ma aplikovany jednotny systém managementu kvality die CSN EN ISO/IEC 17025
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(akreditace CIA od roku 2002) a podle CSN EN 1SO 15189 (od roku 2004). Do tohoto systému jsou
téZz zahrnuty pozadavky standard European Federation for Immunogenetics (EFI) pro HLA geno-
typizaci od roku 2007, v tomto roce se laboratof pfihlasila k rozSifeni o pozadavky pro sledovani
chimerismu po aloHSCT, akreditacni Setfeni EFI probéhne v dubnu 2013. Cely systém je nastaven
tak, aby vyhovoval i standardiim Joint Commission International, které splfiuje celé UHKT. Nasta-
veni jednotného systému managementu kvality bylo dosazeno harmonizaci fizené dokumentace,
ktera v jednotlivych svych vrstvach odrazi pozornost vénovanou pozadavkim na management, po-
staveni laboratofe v ramci organizace, na systém fizeni kvality (interni i externi kontroly kvality,
fizeni neshod, vyfizovani stiznosti, interni audity), fizeni dokument, pfezkoumavani smiuv, sluzeb
a dodavek. Pravidelné je hodnoceno personalni, prostorové a technické zajisténi poskytovanych
sluzeb, o kterém jsou vedeny fizené zaznamy. Zavedenim jednotného systému managementu kva-
lity se zvysila dohledatelnost pribéhu jednotlivych vySetieni. Laborator tim téZ spliiuje pozadavky
Ceské legislativy, nebot dle zakona 373/2011 Sb. musi byt vSechny laboratofe poskytujici vySetfeni
v oblasti testovani lidského genomu akreditovany dle CSN EN ISO 15189. Souéasné jsou spinény
pozadavky BMDW (Bone Marrow Donor Worldwide), ktery je mezinarodnim konsorciem registrd
darct hematopoetickych kmenovych bunék. Dle tohoto poZzadavku musi byt laboratofe pfi transplan-
tacnich centrech HSCT akreditované podle standardt EFI. Diky spInéni t poZzadavki BMWD je pro
pacienty transplantované v UHKT a KDHO FN Motol dostupnych vice nez 20 milioni darcti HSC
z mezinarodnich registrd sdruzenych v tomto konsorciu.

P31/2367.
Jak oddéleni a kliniky FN vyplnuji pozadavkové listy k rutinnimu hematologickému vysSetreni?
Sekaninova P., Korelusové ., Sigutova P., Stambachova A. (UKBH Lochotin, hematologicky usek,
FN, Pizeri)

Nase sdéleni vychazi z vysledku interniho auditu, ktery patfi mezi zakladni ukazatele kvality a slou-
Zi k soustavnému sledovani a hodnoceni podilu laboratofe na péci o pacienta. Cilem auditu bylo
ovéfit, zda je v praxi pIné realizovan systém managementu kvality v souladu se standardem Systé-
mu fizeni kvality, laboratorni pfiru¢kou a pozadavky NASKL v preanalytické fazi vySetfeni biologic-
kého materialu na centralnim pfijmu UKBH FN Plzef. Interni audit kvality se uskute&nil v Gnoru 2013
a sestaval ze dvou ¢asti: vlastni sledovani prace pfi pfedavani biologického materidlu do laboratore
a pfezkoumani jiz zpracovanych zadanek. Pfedkladame vysledky kontroly dodrzovani pozadavku
UKBH na preanalytickou fazi na centralnim piijmu biologického materialu UKBH FN Plzefi Locho-
tin a Bory tykajici se pozadavkovych listl ve formé klasické papirové a elektronické. V laboratofi
na Lochotiné byly zkontrolovany Zadanky 432 pacientud. Pfevazoval pocet elektronickych pozadavkd
(81 %). Na elektronickych zadankach se uvadi datum a €as pozadavku, neuvadi se datum a ¢as
odbéru. Ostatni nalezitosti véetné adresy pacienta zadanky splfiovaly. U papirovych zadanek bylo
60 % vyplnéno chybné. Nejcastéjsi chybou (40 %) bylo neuvedeni Iékafe pozadujiciho vySetreni.
V laboratofi na Borech byly zkontrolovany pozadavkové listy 471 pacient(l. Pfevazoval pocet kla-
sickych zadanek (59 %), 19 % z nich bylo chybné vypInéno. Nej¢astéjSimi chybami bylo neuvedeni
lékarfe pozadujiciho vySetfeni (44 %) a chybéjici udaj roku odbéru (44 %). Na obou pfijmech byly
v menSi mife zjiStény nedostatky u klasickych zadanek ve vypliovani data a ¢asu odbéru a diagné-
zy. Na nékterych zadankach byly ruéné psané udaje necitelné; zadanky byly nékolikrat prelozené
(problém s automatickym nacétenim pozadavkull). Zaznamenali jsme i vyskyt Zzadanek potfisnénych
krvi. Vysledky interniho auditu ndm kromé jiného umoznily porovnat praci na centralnim pfijmu
biologického materialu UKBH ve dvou &astech FN Plzef. Audit ukazuje na nezpochybnitelny pfinos
pouzivani elektronickych zadanek ve velkém zdravotnickém zafizeni. VétSina pozadavkovych listd
odpovidala normé CSN 15189 i NASKL Il. Zavazné neshody zjistény nebyly; bylo dano doporugeni
zménit nastaveni elektronickych zadanek ve spolupraci s pracovniky spravy informaéniho systému.
Zaveéry auditu byly pfedany vrchnimu laborantovi k projednani na pravidelnych poradach s vedenim
klinik a oddéleni FN. Sledovanim €innosti na pfijmu materialu se budeme i nadale zabyvat.

P32/2368.

Pfiklady neshod v hematologické laboratofi UKBH FN Plzer

Korelusova |., Novéakova R., Lajo$ P, Sigutova P, Slechtova J. (UKBH Lochotin, hematologicky
usek, FN, Plzeri)

Sledovani neshod a pfijimani napravnych opatfeni je sou€asti spravné laboratorni prace v hemato-
logickych laboratofich. Laboratof ma zavedena pravidla souvisejici s fizenim neshod. Zvlastni diraz
je kladen na mozny opakovany vyskyt stejného typu neshod, s maximalni snahou o identifikaci,
provozni neshody, neshody z audit(i, reklamace, stiznosti. Cilem sdéleni bylo vyhodnotit neshody
Zjisténé na spoleéném centralnim pfijmu materialu UKBH FN Plzen Lochotin a Bory a neshody
zjisténé pfi méreni krevnich obrazll a rutinni koagulace. Neshody na pfijmu biologického materialu
UKBH se v laboratofich eviduji neprodlené po zjidténi ve specialnim bloku laboratorniho informaéni-
ho systému (LIS). Odtud se zaznamy jednou mési¢né exportuji pro dalsi zpracovani a vyhodnoceni
vedenim laboratofe a manazerem kvality. Neshody pfi méfeni krevnich obraz(l a rutinni koagulace
v hematologickych laboratofich UKBH byly evidovany v LIS rovnou v Zadance a jednou mésiéné
vyhodnoceny. Porovnaval se podil nabranych zkumavek s biologickym materiadlem k celkovému po-
¢tu pozadavku na rutinni vySetfeni krevniho obrazu a koagulace Lochotin a Bory (jeden pozadavek
= jedna zkumavka s biologickym materidlem). Pfi pozadavku na krevni obrazy v obou hemato-
logickych laboratofich pfevazuje v hodnocenych neshodach srazeny vzorek. Pocty v jednotlivych
meésicich kolisaji, nelze hodnotit tendenci ke zlep$eni. U koagulaénich pozadavk( na Lochotiné je
pfevazujici neshodou nepresny odbér (pomér antikoagulantu a plné krve neodpovida; neni dodr-
zen odbér ,po rysku®). U koagulaénich pozadavkd na Borech pfevazuje v hodnocenych neshodéch
srazeny vzorek. Jednim z divodu Cetnosti srazenych vzork( oproti nepfesnému odbéru maze byt
skute¢nost, Ze laboratof na Borech nepfesné odbéry neposuzuije v takové mife jako laboratof na Lo-
choting. Spatny odbér (napf. odbér po infuzi) se u pozadavkil na Lochoting vyskytoval v minimaini
mife, v borské laboratofi Ize pfisuzovat jeho zvySeny pocet nespravnému zafazeni typu neshody.
Zavér: Podafilo se nastavit takovy systém kontroly, ktery umoznuje neshody efektivné vyhodnocovat
a vystupy konkrétné predkladat klientiim laboratofi.

P33/2369.

Stanoveni CMV specifické funkéni odpovédi T lymfocytli a CMV specifickych pamétovych
CD8+ T lymfocytd pritokovou cytometrii

Tkadova V., Valkova V., Kouba M., Kohoutova M., Pedek A., Marinov |. (Ustav hematologie a krevni
transfuze, laborator pritokové cytometrie, Praha)

Cytomegalovirova (CMV) reaktivace je jedna z nejéastéjSich infekénich komplikaci u pacientd
po transplantaci kmenovych bunék (SCT). Dllezitou roli v regulaci CMV infekce hraji CMV specific-
ké, pamétové CD8+ T lymfocyty (CMV CD8+ Tly). Jejich detekce je mozna pomoci CMV- tetrametr
testu nebo pomoci ex-vivo stanoveni CMV specifické T bunééné funkéni odpovédi. Nasim cilem
bylo porovnat, zda CMV CD8+ Tly detekované pomoci tetrametr testu produkuiji IL-2 a INF-g, coz by
znamenalo, Zze CVM specifickd imunita je u pacientt po SCT plné funkéné obnovena. Stanovili jsme
CMV CD8+ Tly pomoci CMV tetrametr testu a ex-vivo CMV antigenem vyvolanou funkéni odpovéd
mononuklearnich bunék periferni krve u 37 pacientl po alogenni SCT. Intracelularni cytokiny (IL-2,
INFg) a tetramer pozitivni CD8+ Tly byly méfeny pomoci mnohobarevné pratokové cytometrie. Po-
rovnani bézi zatim 4 mésice. Dosud bylo analyzovano pouze 37 pacientl v intervalech +60, +150,
+240, +360 den po alogenni SCT. U 10 pacientli (37%) byla zachycena dvoji pozitivita CD8+IL-
-2+INFg+. Coz podle literatury ukazuje na dostateénou CMV specifickou funkéni odpovéd Tly. U 7
z 10 (70%) téchto jedincll byly soucasné detekovany tetrametr pozitivni CD8+Tly: 203 b/pl (min. 51
b/pl, max. 759 b/pl). Zadny z téchto 10 pacientl nemél zadné zavazné CMV potize. 3 z 10 pacient(
(8%) prodélali zavaznou CMV nemoc. U téchto jedinct nebyly detekovany tetrametr pozitivni CMV
CD8+ Tly ani lymfocyty produkujici IL-2 a INFg. Z dosavadnich vysledku zatim m(zeme fici, ze ex
vivo stanoveni CMV specifické funkéni odpovédi T lymfocytll a stanoveni CMV CD8+ Tly tetramer
testem spolu navzajem koreluji. V budoucnu by nam mohly podavat informaci o imunitni rekonstituci
CMV specifické imunity u konkrétnich pacientl a napomoci zahaijit anti-CMV terapii.
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P35/2371.

Vysledky paralelného monitorovania chimérizmu po alogénnej transplantacii krvotvornych
buniek (alo -TKB) dvomi metédami molekulovej genetiky

Hanusovska E., Sufliarska S., Bojtarova E. (Medirex ,a.s. Klinickd genetika, Bratislava — SK;
Transplantacna jednotka kostnej drene, LF UK a DFNsPF, Bratislava — SK; Klinika Hematoldgie
a transfuzioldgie, LFUK, SZU, FNsP, Bratislava - SK)

Uvod: V poslednych desatrogiach vzrasta vyznam alogénnej transplantacie kmefiovych krvotvor-
nych buniek (alo-TKB) ako dal$ej lieCebnej moznosti pri onkologickych aj neonkologickych ochore-
niach. Jednym z prostriedkov na spravne manazovanie pacienta po alo-TKB je meranie chimérizmu
prijemcu. V nasej studii sme porovnavali 2 molekulové metddy pri tych istych paroch darca/prijem-
ca v rovnakych ¢asovych intervaloch. Jednalo sa o relativnu kvantifikaciu SNP, rep. NPs metddou
Real-time PCR (RQ PCR) a fragmentaénu analyzu (FA) kvantifikacie PCR produktov STR marke-
rov na genetickom analyzatore. Metédy: Na izolaciu DNA boli pouzité vzorky periférnej krvi pred
transplantaciou na ziskanie informativnych markerov a nasledne v presnych ¢asovych intervaloch
po alo TKB na meranie chimérizmu. (N = 65 parov darca/prijemca z oddelenia KHaT v Bratislave).
Vzorky sa analyzovali v Medirexe a DFNsP v Bratislave . Pri RQ PCR sa pouzivali PCR mixy so
SYBR green a 12 Specifickych parov primerov pre dve alelické variacie polymorfizmov a kontrol-
ného génu GAPDH. Na analyzu STR sa pouzil komerény kit na STR multiplexnd amplifikaciu s flu-
rescencne znacenymi primermi. Kvantifikacia markerov darcu a prijemcu sa vypo¢itala z plochy piku
analyzovaného markera.Vysledky: Zoskrinovali sme 65 pribuzenskych a nepribuzenskych parov
darca/prijemca a nasli sme v kazdom pripade minimalne jeden informativny marker. Po alo-TKB sa
oboma spomentymi metédami meral chmérizmus v presnych ¢asovych intervaloch (zvaé$a 30,100
dni, 1rok, 2roky, 3roky po alo-TKB). Porovnanim vysledkov sme zistili, ze uplna zhoda kvantifikacie
bola v 2% a diskrepancia bola zaznamenana tiez v 2%. Pokial' sa jednalo o vysledky zmieSaného
chimérizmu (MC) v rozpéti od 1-50% autolégnych DNA markerov, dostali sme podobné vysledky.
AvSak kompletny chimérizmus (CC) potvrdeny metdédou fragmentacnej analyzy (FA) na genetickom
analyzatore bol v pripade kvantifikdcie RQ PCR vyhodnoteny v 94% ako zmieSany chimérizmus
(MC) hlavne v prvom pol roku az roku po alo TKB. Priklad paraleného monitoringu dvoma metédami
je na Obr.1. Zaver: Obe porovnavané metddy su vhodné na meranie chimérizmu po alo TKB, avSak
maju réznu citlivost. RQ PCR ma vysSiu citlivost na zachytenie nizkych koncentracii autolégnych
markerov (<1%) ako FA, ¢o umoziuje skér odhalit pripadny prichadzajuci relaps. Na druhej strane
vSak kvantifikécia darcovskych markerov sa ukazala byt presnejSia metédou FA.

P36/2372.
Diagnosticky panel vy$etieni hereditarni sférocytézy na hematologickém tiseku UKBH FN Plzen
Novékova R., Korelusova ., Slechtova J., Koptova L. (UKBH hematologicky usek, FN, Plzeri)

Hereditarni sférocytéza (HS) je nejcastéjSi vrozena hemolyticka anémie v béloSské populaci s pre-
valenci 1:2000 az 1:5000 prfevazné autosomalné dominantni dédi¢nosti. Pficinou sférocytdzy je ne-
dostate¢nd tvorba nebo defekt nékterého z membranovych proteint erytrocytll vedouci ke ztraté
pfirozeného tvaru, zvy$ené propustnosti a osmotické kfehkosti membrany, snizené plasticité a ener-
getickému deficitu s obrazem extravaskularni hemolyzy. Soucasna laboratorni diagnostika se opira
0 zvySené hodnoty nepfimého bilirubinu, snizené hodnoty ¢erveného krevniho obrazu, mikrosko-
picky nalez sférocytl, zvySeny pocet retikulocytll, snizenou osmotickou rezistenci (OR), zvySeny
PINK test a negativni pfimy antiglobulinovy test. Dal§imi diagnostickymi testy jsou autohemolyza,
kryohemolyza, pratokova cytometrie s eosin-5-maleimidem, elektroforéza membranovych proteind
¢i molekularni genetika. V nasi laboratofi tvofi diagnosticky panel HS krevni obraz, pocet retikulo-
cytd, mikroskopicky nélez sférocytll, OR a PINK test. Technicky a ¢asové naroénou autohemolyzu
neprovadime, kryohemolyzu jsme pro nizkou vypovédni hodnotu nezavedli. Nové jsme zavedli vypo-
¢ty vychazejici z parametr( krevniho obrazu a retikulocytd mérenych na analyzatoru LH 750, ktery
dokaze pfi méfeni retikulocytld stanovit stfedni objem sférovaného erytrocytu (MSCV). Principem je
schopnost erytrocytu pfijimat v hypotonickém prostfedi tekutinu. U takto modifikovaného zakulace-
ného erytrocytu se méfi objem MSCV. U sférocytt dojde dosazenim limitniho osmotického objemu
k fragmentaci buriky a k poklesu MSCV. U zdravych lidi je tento objem vétsi nez stfedni objem
erytrocytd (MCV), ale pacienti s HS maji MSCV niz$i nez MCV. Vypo¢ty potvrzujici diagnézu HS: 1.

rozdil (MCV-MSCV) je vyssi nez 9,6 fl a 2. pomér (MSCV/MCV)*100 je vétSi nez 94,8 %. Cil: Ovérit
pravdivost téchto vypoctd na vybraném souboru pacientl. Vysledky: Soubor pacientl (n=16) tvofi 7
détskych pacientli ve véku 4-11 let (median 7 let) a 9 dospélych pacientli ve véku 21-80 let (median
40 let). U déti jsou mediany hodnot MCV 82 fl (76,0-90,6fl), MSCV 66,2 fl (57,7-70,8fl), (MSCV/MCV)
78,1 % (75,0-82,0%) a (MCV-MSCV) 18,3 fl (15,3-20,4fl). U dospélych jsou mediany hodnot MCV
87,9 fl (79,8-94,0fl), MSCV 70,6 fl (62,5-80,7fl), (MSCV/MCV) 83,5 % (71,8-87,9%) a (MCV-MSCV)
14,6 fl (10,6-24,5fl). Zavér: Vysledky ovérovanych vypoctll souboru splnily v 94 % uvedena kritéria.
Vedle presvédéivého vysledku vypoctu je velkou vyhodou ¢asova, technicka a finanéni nenaro¢nost.

P42/2400.

Umélé cévni protézy potazené fibrinovou siti s extracelularnimi proteiny

Riedel T., Chlupa¢ J., Filova E., Badakova L., Brynda E., Dyr J. E. (Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha; Klinika transplantaéni chirurgie, IKEM, Praha; Fyziologicky ustav, AV CR, v.v.i.,
Praha; 1. Ustav makromolekulérni chemie, AV CR, v.v.i., Praha)

Syntetické cévni protézy uzivané v cévni chirurgii ve formé bypassu selhavaji na podkladé trombdzy
a intimalni hyperplazie. Tyto umélé cévni protézy, nejcastéji z polyetyléntereftalatu, nepodporuji ad-
hezi a proliferaci endotelovych bunék. V okamziku kontaktu krve s jinym povrchem nez je endotelova
monovrstva na vnitfni strané cévy dochazi k aktivaci koagulace. Fibrinova sit, ktera se nasledné
vytvofi, slouzi jako doasny podplirny material pro buriky, U¢astnici se regenerace. Tyto fyziologické
procesy pomahaji organismu udrzovat hemostazu, nicméné v pfipadé kontaktu krve s umélym ma-
teridlem zpUsobuji trombotické komplikace, zejména u umélych cevnich protéz s malym pramérem.
Konfluentni vrstva endotelovych bunék na povrchu protézy by mohla tuto komplikaci vyfesit. Cilem
této studie bylo pfipravit povrchové modifikace umélych cévnich protéz umoznujici vznik monovrst-
vy endotelovych bunék. Cévni protézy byly modifikovany fibrinovou siti s regulovanou tloustkou.
Pro vyhodnoceni vlivu extracelularnich proteind byla fibrinova sit dale modifikovana kolagenem,
lamininem a fibronektinem. VSechny sledované modifikace povrchu vedly k vy$Si hustoté bunék
na povrchu v porovnani s nemodifikovanou protézou. Imunofluorescenéni barveni talinu a vinkulinu
znazornilo vznik fokalnich adhezivnich plakd. Na fibrinovych sitich bylo nalezeno véts§i mnozstvi
exprimovaného CD31 a von Willebrandova faktoru a zarovén nizsi koncentrace ICAM-1 nez v pfipa-
de nemodifikované protézy. Tyto vysledky naznacuji, ze modifikace fibrinovych siti extracelularnimi
proteiny Ize pouzit k podpofe endotelizace umélych cévnim protéz.

P43/2401.

Hemoglobinopatie v ¢eské a slovenské populaci

Divoka M., Kola¢kova M., Lipert J., Novosadova A., Orviska M., Lap¢ikova A., Lanikova L., Part-
schova M., Pospisilova D., Divoky V., Indrak K. (Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UR, Olomouc;
Ustav biologie, LF UP, Olomouc; Détska klinika, FN a LF UP, Olomouc)

Hemoglobinopatie - talasemie (tal) a strukturni hemoglobinové (Hb) varianty - jsou nejrozsSifenéjsi
monogenni dédiéné nemoci na svété. Postihuji 7 % svétové populace. Vyskyt téchto typt vrozenych
anemii je ve stfedni Evropé vzacny, ale s imigraci populace ze Stfedomofi a z vychodni Asie jejich
pocet roste. V poslednich letech jsme v eské a slovenské populaci detekovali tal alely u vice jak 330
rodin a strukturni Hb varianty u témérf 40 rodin. Aktualizované vysledky jsou pravidelné prezentovany
na OHD. Dosud bylo v CR a SR identifikovano 25 B-tal mutaci u vice jak 400 heterozygotl s projevy
tal minor, pfip. tal intermedia. Mezi nimi bylo 5 novych B-tal mutaci. Nejnovéji bylo zjisténo, Ze inzerce
retrotranspozonu do 2. intronu 3-globinového genu je novym mechanizmem vzniku B-tal z utlumeni
exprese z diivodu hypermetylace DNA a deacetylace chromatinu v oblasti 3-globin-L1 promotoru (L&-
nikova et al, zaslano k publikaci). Zjistili jsme i 3 deleéni typy d/B-tal. Vedle relativné ¢astych - Sicilské
0/B-tal a Hb Lepore jsme v roce 2012 identifikovali i vzacnou Makedonskou &/B-tal deleci u pacienta
puvodem ze Stfedomori. Molekularné-genetické analyzy pro moznou pfitomnost a-tal mutaci byly
dosud provedeny u 90 nemocnych; u 34 z nich byla potvrzena dele¢ni forma a-tal, mezi nimi i novy typ
delece regulaéni oblasti HBA lokusu (HS-40 delece). Kromé nosi¢li vzacnych -tal alel s dominantni
deédi¢nosti maji vSichni ostatni pacienti s B-tal — heterozygoti pro mutovanou globinovou alelu — feno-
typ B-tal minor. Heterozygoti s a-tal deleci (-a/aa,--/aa,-a/-a) jsou klinicky asymptomaticti resp. maji
fenotyp a-tal minor. Klinicky zavazné formy tal intermedia a major jsou v CR a SR vzacné, presto jsou
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v poslednich letech zjistovany diky imigraci z malarickych oblasti. Zjistili jsme jak kombinace dvou typud
B-tal mutaci u dvojitych heterozygot(, tak kombinace o-tal-1 a a-tal-2 delece u pacienta s HbH a kom-
binaci HbS s a-tal deleci u Eesko-africké rodiny. V nasi populaci jsme identifikovali 15 3-globinovych
Hb variant, vesmés s nestabilni Hbpatii s projevy hemolytické anémie, ale i nosi¢e vzacnych variant s
vysokou afinitou Hb ke kysliku s familiarni polycytémii. V roce 2012 jsme poprvé v CR diagnostikovali
HbC u imigranta ze Stfedomofi. Pfedmétem naseho sdéleni je popis zajimavych pfipadd vzacnych
vrozenych anemii s prezentaci klinickych a molekularné genetickych vysledkl véetné popisu metodi-
ky. Podporeno granty: IGA NT11208, IGA NT13587, LF_2013_004 a LF _2013_010.

HEMOSTAZA

P44/2402.

Heparinem indukovana trombocytopenie - nové pohledy a vlastni zkuSenosti

Novotny J., Penka M., Zavfelova J., Kessler P., Gumulec J., Pavlik P. (OKH, FN, Brno; OKH, Pelhfri-
mov; UKH, FN, Ostrava; CKCHTO, Brno)

hepariny s velkou klinickou i laboratorni variabilitou, ktery se tyka vzhledem k ubikvitarnimu uziti he-
parinQ v prevenci i [é¢bé hyperkoagulaci prakticky vSech odvétvi klinické mediciny. Jako u véech re-
lativné vzacnéjsich syndromu je nutno na néj pfedevsim pomyslet v diferencialni diagnostice trom-
bocytopenie a hyperkoagulace, dale je nutno od 5. dne aplikace zvlasté nefrakcionovanych heparint
pravidelné kontrolovat pocet desti¢ek. Laboratorni diagnostiku HIT je vyhodné vzhledem k fadé
problém0 soustfedit do vétSich center s nalezitou zkusenosti, HIT je nutno konfirmovat baterii dvou
a vice laboratornich testl s védomim, ze negativni testy nevylucuji klinickou diagnézu HIT s abso-
lutni jistotou. Léky volby pfedstavuji pfimé inhibitory trombinu, nadéjnymi se zdaji pentasacharidy.
Jediné randomizované multicentrické studie mohou zodpovédét fadu dalSich nevyreSenych otazek,
vzhledem k relativni vzacnosti HIT je vSak obtizné tyto studie realizovat. Autofi referuji o vlastnim
souboru 6 pacient( s potvrzenou diagnézou HIT.

P68/2496.
Moznosti laboratorni kontroly novych antitrombotik
Ulehlova J., Slavik L., Kréova V., HIusi A., Prochazkova J., Palova M. (HOK, FN, Olomouc)

V poslednich letech jsou do klinické praxe postupné zavadéna novéa antitrombotika. Mechanismus
jejich plsobeni je rozdilny. Jedna se o pfimé inhibitory trombinu (dabigatran) a inhibitory faktoru
Xa (rivaroxaban, apixaban, edoxaban aj.). Dabigatran-etexilat je prolécivo o malé molekule, kte-
ré nevykazuje zadnou farmakologickou aktivitu. Po peroralnim podani se dabigatran-etexilat rych-
le vstfebava a je v plazmé a v jatrech konvertovan na dabigatran cestou hydrolyzy katalyzované
esterdzou. Dabigatran je silnym kompetitivhim, reverzibilnim a pfimym inhibitorem trombinu, a je
hlavnim a¢innym ¢initelem v plazmé. Protoze trombin (serinova proteaza) umozriuje v koagulaéni
kaskadé preménu fibrinogenu na fibrin, jeho inhibice brani vzniku trombu. Dabigatran inhibuje jak
volny trombin tak, trombin navazany na fibrin a trombinem navozenou agregaci krevnich desticek.
Pro detekci hladiny dabigtran etexilatu je mozné pouzit, jak klasické testy (aPTT), tak moderni
specifické testy (diluovany trombinovy ¢as). APTT test stejné jako trombinovy test ma omezenou
citlivost a neni vhodny pro pfesné monitorovani antikoagulaéniho u¢inku dabigatranu. Pro stanoveni
pfesné hladiny Iéku by mely byt provedeny citlivéjSi kvantitativni testy, jako je kalibrovany dilutovany
trombinovy €as (dTT) &i ekarinovy test. Pfi pouziti dTT jsou koncentrace dabigatranu nad 200 ng/
chozi davce) spojeny se zvySenym rizikem krvaceni. Ke kontrole rivaroxabanu nelze pouzit INR,
je kalibrovano pouze pro kumariny, pouzit jen pfi pfechodu na warfarin. NejvhodnéjsSim testem pro
monitorovani rivaroxabanu je specificky kalibrovany anti FXa. V pfipadé krvacivych komplikaci musi
byt 1é¢ba prerusena, zjistén zdroj krvaceni a substituci zajistit jeho omezeni. Protoze se dabigatran
vyluéuje pfevazné renalné, musi byt udrzovana adekvatni diuréza. Nova antikoagulancia postupné
nahrazuji doposud uzivany warfarin. Nejvice praktickych zkuSenosti je v sou¢asné dobé s dabigat-
ranem. Podporfeno grantovym projektem LF-2013-004.

P69/2497.
In vitro detekce inhibice agregace trombocytii acetylosalicylovou kyselinou
Ulehlova J., Slavik L., Kréova V., HIusi A., Prochazkova J., Palova M. (HOK, FN, Olomouc)

velmi ¢asné manifestace ischemické choroby srdeéni ve formé akutniho infarktu myokardu (AIM.
BéZnou soucasti sekundarni prevence AIM je antiagregacni lécba kyselinou acetylosalicylovou
(ASA) a thienopyridinovymi derivaty. Tato lé¢ba v§ak mize byt u 5-20 % pacientl neuc¢inna z du-
vodu rezistence na antiagregacni Iéky. Nejprve byl tento fenomém popsan pfi podavani kyseliny
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acetylsalicylové a nasledné u thienopyridinG. Pfi¢iny téchto rezistenci jsou multifaktorialni a jejich
laboratorni stanoveni vyuziva vice moznych detekénich zplsobU. Jelikoz geneticka predispozice
v polymorfismu destickového receptoru COX-1 neni jedina pficina rezistence, hledali jsme vySet-
feni, které by pomohlo odhalit nedislednost pacienta pfi uzivani lé¢iva nebo problémy spojené
se vstfebavanim ucinné latky. Materidl a metody: Vysetfili jsme skupinu 124 pacientt s AIM, ktefi
uzivali jako antiagregacni terapii ASA. Pomoci impedanéni agregometrie na analyzatoru Multiplate,
po podani ASA, byla méfena agregace trombocytd po stimulaci arachidonovou kyselinou (1 ymo-
I11). Zaklad tvofily pilotni poznatky ziskané z méfeni vlivu ASA in vitro. Pro dal$i specifické méreni
byli dale vybrani pacienti, ktefi neodpovidali na antiagregacni 1é¢bu tj. 22,32% pacient(i. Vzorky
jejich krve byly inkubovany s pfislusnym mnozstvim ASA, které odpovida denni davce 50-500 mg.
Nasledné byla detekovana zména agregacni schopnosti po pfidani kyseliny arachidonové na pfi-
stroji Multiplate. Vysledky: Pacienti na u¢inné 1é€bé ASA maiji inhibici agregace pod 220 AUC/min.
Vysledna data prokazuji, ze fada pacientu pfi testech in vitro odpovida na lé¢bu. Ve dvou pfipadech
je véak patrnd zména aktivace desticky az pfi velmi vysoké davce ASA. Mizeme zde usuzovat
jiz zminéné pfic¢iny selhani antiagregacni terapie a je nutné zménit 1é€bu. Zavér: Prostfednictvim
této metody Ize vyloucit poruchu destickového receptoru, a tim odhalit nepravidelny pfijem Iéciva
¢i poruchu vstrebavani. Vétsina pacientli méla detekovanou dostate¢nou odpovéd na pritomnost
ASA. Neucinnost preventivniho podavani ASA muize byt zplsobena ASA rezistenci. Pfi¢inou ASA
rezistence mlze byt fada faktord jako je nizka absorpce, neadekvatni davkovani ASA, genetické
faktory, interakce s ostatnimi medikamenty. Je nutné vSak vyloucit compliance pacienta. Podporeno
grantovym projektem LF-2013-004.

P70/2498.

Heparinem indukovana trombocytopenie (soubor pacienti+ kazuistika)

Slavik L., Svobodova G., Ulehlova J., Kréova V., Hlusi A., Prochazkova J., Indrak K. (HOK, FN,
Olomouc)

Cil: Heparinem indukovana trombocytopenie (HIT) pfedstavuje zavaznou komplikaci pouziti hepa-
rinu. IgG protilatky aktivujici destiCkovy faktor 4 (PF4) spousti klinickou manifestaci HIT. Pouze ¢ast
protilatek vSak disponuje schopnosti aktivovat desticky a tyto mohou byt identifikovany agregaci
desticek (funkénim vySetfeni). Heparinem-indukovana agregace desti¢ek (HIPA) a 14C-serotonin
release (SRA) assays pro stanoveni HIT predstavuji zdlouhava a naro€na vySetfeni. Metody: Pro
stanoveni HIT bylo pouzito impedanéni agregometrie na analyzatoru Multiplate® (MEA) jako hepari-
nem indukované agregacéni techniky a Technozym HIT Ig ELISA test (Technozym HIT GmbH, Viden,
Rakousko). MEA metoda vyuziva senzibilizace darcovskych desti¢ek plasmou pacienta v pfitom-
nosti heparinu v koncentraci 0,5 IU/ml. MEA stanoveni bylo provadéno: 300 pl citratové piné krve
s darcovskymi trombocyty , 150 pL heparinu (koneéna koncentrace 0,5 resp. 100 IU/ml ) a 300 pl
plasmy chudé na desticky (PPP) vySetfovaného pacienta. Zmény v agregaci byly monitorovany
po dobu 20 min. Vysledky: Vysledky ELISA vySetfeni byly vyhodnoceny jako negativni pfi OD <
0.300, suspektni (0.300-0.800) a positivni OD > 0.800 . Ve vySetfeném souboru 100 pacientt, de-
monstrujeme rozdily mezi agregacnim a ELISA stanovenim. Sou¢asné se nam podafilo detekovat
velmi vysoke titry protilatek, kde je nutna modifikace agregometrického stanoveni na zakladé vyso-
kého fedéni plasmy pacienta. Podpofeno grantovym projektem LF-2013-004.

P71/2499.
Trombofile jako mozna pfri€ina ischemickych cévnich mozkovych pfihod
Slavik L., Kral M., Skoloudik D., Ulehlova J., Krcova V. (HOK, FN, Olomouc; FN, Olomouc)

Cil: V prospektivni studii bylo vySetfeno 102 pacientl s ischemickou cévni mozkovou pfihodou pfija-
tych na vSeobecném Strokovém Centru. Pacienti byli zafazovani do studie do 12 hodin od zachvatu
mrtvice. VySetfeni pfi pfijmu sestavalo z:: 1 / akutni mozkové pocitacova tomografie nebo magnetic-
ka rezonance 2 / markery trombofilie 3 / EKG 4 / jicnova nebo transthorakalni echokardiografie, 5 /
neurosonologické vySetfeni 6 / EA. Hlavnim cilem projektu je identifikovat rizika trombofilie u paci-
entl s projevem akutni ischemické cévni mozkové piihody. Cilem nasi studie bylo zjistit riziko trom-
bofilie u pacientl s projevy akutni ischemie. Proto jsme vySetfovali pacienty na pfitomnost vrozené
a ziskané trombofilie. Metody: Pro stanoveni rizika vrozené trombofilie byly vySetfovany inhibitory

koagulace - AT lll, protein C, protein S, APC rezistence jako mutace FV Leiden, mutace FIl 20120
G/ A a PAI-1 4G/5G. Pro posouzeni vlivu ziskané trombofilie byly vySetfovany hladiny FVIII, F IX, F
Xl a lupus antikoagulans. Vysledky: V nasi skupiné pacientd jsme zjistili vy$si incidenci trombofilie
ve srovnani s kontrolni skupinou stejného stafi. Co bylo zvlasté vyznamné, je vyssi vyskyt ziskané
trombofilie ve formé lupus antikoagulans ve vy$§im véku, ktery signifikantné koreluje s tizi ischemie
podle NISSH. Skupina pacientd s pozitivnim lupus antikoagulans ma NISSH stfedni skére 13 oproti
skupiné s negativnim nalezem lupus antikoagulans, kde bylo skére NISSH 6. Zavér: Riziko trombo-
filie je jeden z hlavnich spoustécd mozkové ischemie. Nicméné, nase vysledky ukazuji, Ze vrozené
riziko hraje mnohem mensi roli nez ziskané tromboflini stavy. Z tohoto ddvodu je dulezité, aby se
u rizikovych pacientt s podezfenim na mozkovou ischémii vySetfovaly ziskané rizikové faktory, ze-
jména lupus antikoagulans. Podporeno grantem IGA NT11046 a LF-2013-004.

P72/2500.

Dysfunkce endotelu u téhotnych s chronickou formou hypertenze

Prochazkova J., Prochazka M., Slavik L., Ulehlova J., Dhaifalah I., Lubusky M., Simetka O. (HOK,
FN, Olomouc; FN, Olomouc)

P73/2501.

Ciklosporin A u refrakterni imunitni trombocytopenie po splenektomii
HIusi A., Szotkowski T. (HOK, FN, Olomouc)
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