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HODGKINUV LYMFOM |

2511.
Epidemiologie, incidence a prevalence Hodgkinova lymfomu v CR a ve svété
Mocikova H. (Interni hematologicka klinika, FNKV, Praha)

2519.

Biologické spektrum Hodgkinovych lymfomov

Plank L. (Ustav patologickej anatomie, JLF UK a UN v Martine a Martinské bioptické centrum, s.r.o.,
Martin — SVK)

2547.

Postaveni 18F-FDG PET/CT v urceni stadia a hodnocenini 1é€ebné odpovédi u nemocnych
s Hodgkinovym lymfomem

Papajik T., MysliveCek M., Kapitariova Z., Henzlova L. (Hemato-onkologicka klinika, FNOL a LF UP,
Olomouc; Klinika nuklearni mediciny, FNOL a LF UR, Olomouc)

WIEDERMANNOVA PREDNASKA

Recent advances in management of Hodgkin’s lymphoma
Engert A. (University Hospital of Cologne, Cologne — DEU)

Slavnostni pfednaska k 1 000 provedenych transplantaci krvetvornych bunék v Olomouci.

2623.

Dlouhodobé vysledky transplantaci krvetvornych bunék na Hemato-onkologické klinice
v Olomouci

Faber E., Raida L., Szotkowskd R., Rusiriakova Z., Skoumalova I., Navratilovda J., Divokd M.,
Horalkové L., Maresova 1., Papajik T., Prochédzka V., Jarogovd M., Séudla V., Bacovsky J., Pika T.,
Minarik J., Mrézek F., Ambrizova Z., Indrak K. (Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UR Olomouc;
Ill. interni klinika — NRE, FN a LF UP, Olomouc; Ustav imunologie, LF UP. Olomouc)

Uvod: Program transplantaci krvetvornych bunék (TKB) byl na HOK FN Olomouc zahéjen v bfeznu
1997 provedenim prvni autologni (auto) TKB. Prvni alogenni (alo)TKB od pfibuzenského darce pak
byla provedena v roce 1999 a od nepfibuzného dobrovolného déarce v roce 2004. BEhem roku 2014
by mél celkovy pocet TKB prekrocit 1000 vykon(, coz nés vede k bilancovani uplynulych 17 let
transplantaéniho programu.

Vysledky: Prehled poctd TKB podle zékladnich diagnéz a typu TKB k datu pfipravy souhrnu je
uveden v tabulce. BEéhem let dochazelo ke zménam v podplrné pédi, bylo upusténo od prevence
fluorochinolony. U autoTKB provadénych u lymfomd pfevliadala snaha transplantovat vysoce riziko-
vé pacienty v rdmci primarni [é€by. Koncepce ¢asné autoTKB v ramci primarni 1éEby mnohoc&etného
myelomu se zasadné& nemeénila, ¢tvrtina nemocnych byla retransplantovana pfi pozdéjsi progresi
onemocnéni. Moznost oddaleni prvni autoTKB zkouma aktualné probihajici randomizovana studie.
U aloTKB Ize sledovat jednoznacny trend jejich indikacniho rozsifeni u starSich pacient(, coz vyply-
va ze stéle vétsich zkuenosti s vyuzitim pFipravnych rezimd s redukovanou toxicitou. K aloTKB jsou
také stale Castéji indikovani pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL), nehodgkinskymi lym-
fomy (NHL) nebo myelodysplastickymi syndromy (MDS). V rdmci obecného hodnoceni dlouhodobé
ziskavanych dat se celkova umrtnost na peri- a potransplanta¢ni komplikace (TRM) u autoTKB
pohybuje pod 0,1 %. U aloTKB ¢inila celkova TRM 27 %, av$ak v pribéhu poslednich 5 let jiz doslo
k jejimu poklesu na 19 %. Budou prezentovany vysledky preziti pacientd s vybranymi diagnézami.
Zavéry: AutoTKB jsou v sou¢asnosti na nasem pracovisti spojeny s minimalnim rizikem TRM. Narust
zku$enosti, jez se promita do specifického pfistupu k nemocnym, vede k neustalému poklesu jak
TRM, tak celkové mortality po aloTKB a vysledky jsou stejné jako u autoTKB srovnatelné s doma-
cimi i zahraniénimi centry.

Podé&kovéani: Podpofeno grantem UP LF-2014-001. Za podporu a spolupraci dékujeme Ceskému
narodnimu registru darcti dfené v Plzni a nadaci HAIMAOM.

HODGKINUV LYMFOM II

2525.
Lécba ¢asnych stadii Hodgkinova lymfomu
Kral Z. (Interni hematologicka a onkologicka klinika, LF MU a FN, Brno)

2522,
Lécba pokrocilych stadii Hodgkinova lymfomu
Markova J. (Interni hematologicka klinika, FNKV a 3. LF UK, Praha)

2517.

Soucasny koncept Ié¢by Hodgkinova lymfomu u déti a dospivajicich

Cepelova M., Novék Z., Bélohlavek O., Kyncl M., Malinové B., Kodet R., Kabi¢kova E., Drahokoupilové
E., Kruseova J., Buridnkova E., Stary J., Geierova M., Luk$ A. (Klinika détské hematologie
a onkologie, FN Motol, 2. LF UK, Praha; Détska klinika, FN, Olomouc; Oddéleni nukledrni mediciny
a PET centrum, Nemocnice Na Homolce, Praha; Klinika zobrazovacich metod, FN Motol, 2. LF UK,
Praha; Radioterapeuticko-onkologické oddéleni, FN Motol, 2. LF UK, Praha; Ustav patologie
a molekularni mediciny, FN Motol, 2. LF UK, Praha; PET centrum, FN, Olomouc; Ustav klinické
a molekularni patologie, LF UR, Olomouc)

2521.
Lécba starSich nemocnych s Hodgkinovym lymfomem
Prochézka V., Papajik T., Indrék K. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Dedikace: IGA-LF-2014-001.

ERYTHROPOIESIS

2593.

Uloha hem oxygenazy 1 v erytroidni diferenciaci

Garcia-Santos Daniel, Horvahova M., Sheftel A., Porika P. (Departments of Physiology and Medicine
and Lady Davis Institute, McGill University, Montréal, QC — CAN; Department of Biology, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc — CZE)

Heme is essential for the function of all aerobic cells. However, it can be toxic when it occurs in
a non-protein bound form; cells maintain a fine balance between heme synthesis and cataboli-
sm. The only physiological mechanism of heme degradation is by heme oxygenases (HO). The
heme-inducible isoform, HO-1, has been extensively studied in numerous non-erythroid cells, but
virtually nothing is known about the expression and potential significance of HO-1 in developing red
blood cells. We have demonstrated that HO-1 is present in erythroid progenitors. However, we have
also found, rather unexpectedly, that the expression of HO-1 increases during erythroid differentiation.
Overexpression of HO-1 in erythroid cells impairs hemoglobin synthesis suggesting that this enzyme
could play a role in some pathophysiological conditions such as an unbalanced globin synthesis in
thalassemias. In contrast, HO-1 absence enhances hemoglobinization in cultured erythroid cells.

In conclusion, our results bring to light the importance of HO-1 expression for erythroid development
and expand our knowledge about the fine regulation of hemoglobin synthesis in erythroid cells. Our
findings indicate that HO-1 plays an important role as a co-regulator of the erythroid differentiation
process. Moreover, HO-1 expression must be tightly regulated during red blood cell development.
Considering the fact that erythroid cells need heme and can degrade “free” heme, as documented
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in our study, these cells probably do not need to export heme as proposed by others (Quigley et al.
Identification of a human heme exporter that is essential for erythropoiesis; Cell 118:757-766, 2004).

2630.

Hepcidin levels in Diamond-Blackfan anemia reflect erythropoietic activity and different
treatment strategies

Pospisilova D., Holub D., Zidova Z., Sulovska L., Houda J., Mihal V., Hadacova I.. Radova L.,
DZubak P. Hajddch M., Divoky V., Horvathova M. (Department of Pediatrics, Faculty of Medicine
and Dentistry, Palacky University and University Hospital, Olomouc; Institute of Molecular and
Translational Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc; Department
of Biology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc; Department of Pediatric
Hematology and Oncology, Charles University, 2nd Faculty of Medicine, Prague; Central European
Institute of Technology, Masaryk University, Brno)

Diamond-Blackfan anemia, a rare congenital red cell aplasia, is clinically and genetically heteroge-
neous disorder. Approximately one-third of patients develop transfusion-acquired iron overload. Ho-
wever, in contrast to anemias with ineffective erythropoiesis, the knowledge of the regulation of iron
metabolism in Diamond-Blackfan anemia is limited. We evaluated selected markers of erythropoietic
activity and iron status including the key regulator of iron homeostasis, hepcidin, in a cohort of Dia-
mond-Blackfan anemia patients from the Czech National Diamond-Blackfan anemia Registry. We
observed that hepcidin levels inversely correlate with erythropoietic activity and positively with ferri-
tin and erythropoietin levels. In transfusion-dependent Diamond-Blackfan anemia patients, hepcidin
levels were proportional to iron loading, suggesting the absence of an erythroid-derived suppressor
of hepcidin synthesis. On the other hand, Diamond-Blackfan anemia patients receiving steroids or
those in remission with restored erythropoiesis attenuated hepcidin expression. Elevated levels of
growth differentiation factor 15 were associated with the presence of apoptotic erythroblasts in the
bone marrow of Diamond-Blackfan anemia patients but did not correlate with hepcidin or hepcidin-
-ferritin ratio. Our data suggest that diverse levels of hepcidin and iron overload in Diamond-Blackfan
anemia patients reflect the variable erythropoietic activity in their bone marrow. It remains to be
addressed whether this heterogeneity is, besides different treatment strategies, underlined also by
different disease-causing mutations.

This work was supported by grant No. NT/11059 (Ministry of Health, Czech Republic) and partia-
lly by grants No. LF_2013_010 and LF_2013_015 (Internal Grant Agency of Palacky University).
DH, PD and M Hajduch were supported by CZ.1.05/2.1.00/01.0030 (Ministry of Education, Youth
and Sports, Czech Republic), M Horvathova, LS, and VD were supported by NT/13587 (Ministry
of Health, Czech Republic) and M Horvathova and VD partially by P305/11/1745 (Czech Science
Foundation). LR was supported by 306242 NGS-PTL (the FP7 grant).

2584.

JAK2 E846D zarodoéna mutacia asociovana s erytrocyt6zou spdsobuje zvysenu a predizenu
aktivaciu STAT5

Kapralova K., Horvathova M., Kucerova J., Pospisilova D., Leroy Emilie, Constantinescu S. N.,
Divoky V. (Department of Biology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc
— CZE; Department of Pediatrics, University Hospital and Faculty of Medicine and Dentistry,
Olomouc — CZE; Ludwig Institute for Cancer Research, Brussels — BEL,; Université catholique de
Louvain, de Duve Institute, Brussels — BEL)

The role of somatic JAK2 mutations in clonal myeloproliferative neoplasms has been well esta-
blished. Recently, germline JAK2 mutations were associated with polyclonal hereditary thrombo-
cytosis. Here we studied a patient with congenital erythrocytosis who inherited two heterozygous
mutations, E846D in JAK2 from the mother and Q157H in PHD2 from the father. In vitro, the pati-
ent’s as well as the parents’ erythroid progenitors exhibited erythropoietin (EPO) hypersensitivity.
Using a cellular model we characterized mechanisms by which JAK2 E846D contributes to erythro-
cytosis. We observed similarities between JAK2 E846D-mediated signaling and signaling induced
by erythropoietin receptor gain-of-function mutations found in primary familiar and congenital poly-
cythemia; the mutation causes prolonged EPO-induced phosphorylation of JAK2 and STAT5 and

promotes EPO-induced cell cycle progression and survival at low EPO concentrations. In silico ana-
lyses of the impact of JAK2 E846D predicted prolonged kinase activation after cytokine stimulation
and showed that E846 belongs to a region in space where exon 12 mutations in polycythemia vera
or mutations in hereditary thrombocytosis were reported. Our study also suggested that for its full
phenotypic expression, the JAK2 E846D mutation requires cooperation with an additional lesion. We
demonstrate, that this cooperative mechanism is an inappropriately increased signaling mediated by
hypoxia sensing pathway. Acknowledgements.

This work was supported by Czech Science Foundation Project P301/12/1503 (Pl Divoky), Czech
Ministry of Health Project NT13587-4, and partially by Education for Competitiveness Operational
Programme project CZ.1.07/2.3.00/20.0164 and Palacky University (LF_2014_011).

2536.

Two novel missense mutations in PIEZO1 in six patients with dehydrated hereditary
stomatocytosis — implications for genotype-to-phenotype correlation

Koralkova P., van Wijk R. (Department of Biology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University, Olomouc — CZE; Department of Clinical Chemistry and Haematology, University Medical
Center Utrecht, Utrecht — NLD)

Hereditary stomatocytosis is a rare cause of hereditary hemolytic anemia. It concerns a heteroge-
neous group of disorders characterized by altered cellular hydration state. Dehydrated hereditary
stomatocytosis (DHSt), also known as hereditary xerocytosis, is among this group of so called
channellopathies of the red blood. It is an autosomal dominant disorder and recently mutations in
PIEZO1 have been linked to this disease. PIEZO1 encodes a mechanosensitive ion channel protein.
As result of mutation DHSt red blood cells exhibit impaired potassium and sodium balance leading
to their dehydration. DHSt is characterized by mild to moderate hemolytic anemia and may present
with pseudohyperkalemia and perinatal edema. We here describe the molecular characterization of
six DHSt patients from three unrelated families. All patients exhibited mild to moderate macrocytic
hemolytic anemia. DHSt was established using osmotic gradient ektacytometry by Laser-assisted
Optical Rotational Cell Analyzer (LoRRca, Mechatronics, Hoorn, The Netherlands) showing a cha-
racteristic left shift of the curve. Subsequent DNA analysis revealed four different mutations in PIE-
Z01, two of which were novel (Table, novel mutations in bold). The two novel mutations ¢.6262C>G
and ¢.1276C>T both segregated with disease in the respective families. Furthermore, both Arg2088
and Cys426 concern residues that are highly conserved in PIEZO1 (http://genome.ucsc.edu/). Mo-
reover, in silico analysis by Polyphen and SIFT predict that substitution with, respectively, glycine
and arginine is not tolerated. Therefore, we conclude that both mutations underlie the observed
phenotype of DHSt in the concerning families. Interestingly, the p.(Cys426Arg) mutation is the most
N-terminal mutation identified so far in PIEZO1. Intriguingly, a second mutation was identified in
patient 2 from family 1. This mutation predicts the deletion of one out of four lysine residues between
amino acids 2166-2169, and was previously reported in association with DHSt. The mutation was
inherited from the patient’s mother who was completely asymptomatic and hematologically normal.
Notably, the clinical phenotype of patient 1 was more severe when compared to that of his brother
(patient 3) and father (patient 1). Altogether, these findings suggest a complex genotype to pheno-
type relationship between PIEZO1 mutations and the DHSt phenotype.

Supported by the grant IGA_LF_2014_011 (Internal Grant Agency of Palacky University).
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KONFERENCE OSETROVATELSTVI 1

2622.
Hodgkintiv lymfom v pirehledu
Vokurka S. (Hemato-onkologické odd., FN, Plzeri)

Hodgkintv lymfom (HL) je zhoubné nadorové onemocnéni lymfatickych uzlin. Typickym histologic-
kym znakem n&doru je pfitomnost Hodgkinovych a Sternberg-Reed(ové) bunék. Pfi¢ina rozvoje neni
zcela jasna, vyznam maji genetické vlivy, imunitni poruchy a také nejspiSe virové infekce (Ebstein-
-Barrové - EBV virus). HL predstavuje 1 % vS§ech nador(i, onemocni 2—-3 pacienti z 100 000 oby-
vatel, ¢astéji mladsi muzi véku 20-30 let, ale i star&i. Hlavnim projevem jsou zvétSené uzliny vétsi-
nou v horni poloviné téla, mohou byt nevysvétlitelné horecky, noéni poceni, hubnuti, svédéni klze,
bolest uzlin po alkoholu. V detekci lokalizace lymfomu, ur€eni jeho rozsahu a na ur€eni vysledku
|éby se vyznamné uplatiiuje PET/CT vySetfeni. Hodgkinlv lymfom je Iécitelny chemoterapii a ra-
dioterapii, pficemz sloZeni konkrétnich lécebnych protokoll zavisi prfedev§im na stadiu (rozsahu)
nemoci a rizikovych faktorech. Casna stadia (st.l. — Il.) vyuzivaji kombinace mengiho poctu cyklt
chemoterapie (2—4) a ozareni. Pokrocila stadia (Ill. — IV.) jsou Ié¢ena vice cykly chemoterapie (4—6)
a ozareni jen do pfipadné zbytkové nadorové masy. Standardni rezimy chemoterapie pro 1é¢bu HL
jsou ABVD (adriamycin, bleomycin, vinblastin a dakarbazin) nebo intenzivni BEACOPP (bleomycin,
etoposid, adriamycin, cyklofosfamid, vincristin, prokarbazin a prednison). U pacientd s nepokrogi-
lou nemoci Ize dosahnout vyléeni u 90 %, u pokrocilé nemoci je uspésnost pfiblizné 80 %. Osud
pacientd se vstupné Spatnou IéEebnou odpovédi je nepfiznivy. Lymfom mdze recidivovat, nejcastéji
do tfi let. Komplikaci [é€by jsou dlouhodobé nasledky — poruchy gonad, sekundarni malignity, plicni
a kardiovaskularni postizeni a dysfunkce §titné Zlazy. Pravdépodobnost stavu bez sekundarni ma-
lignity v dobé do 15 let po 1é€bé HL se pohybuje okolo 87 %.

2576.
Management pouzivani PICC katétrd v MOU
Sykorova Z., Kocourkova J. (Masaryktv onkologicky ustav, Brno)

Sestry se v moderni oSetfovatelské péci stéle Castéji setkavaji s novym typem centralniho Zilniho
vstupu, zavedenym z periferie tzv. PICC.Tento katétr, spole¢né s portem, patfi mezi dlouhodobé Zilni
vstupy.Pouziti PICC u onkologickych pacientd pfinasi proti pouziti tradicni ,flexily“ zvySenou miru
bezpedi a prevence extravazace pfi aplikaci cytostatik. Prezentace shrnuje organizaéni a oSetfova-
telskou agendu, porovnava indikace k zavedeni PICC a portu, definuje specifika péce o tento typ
katétru.Detailné pojednava o vedeni dokumentace v nemocni¢nim informacnim systému a Priikazu
pacienta.Soucasti sdéleni je kazuistika a analyza komplikaci u souboru 52 pacientd. V zavéru pre-
zentace jsou shrnuty kompetence a ukoly sestry v péci o PICC od teoretické pfipravy pres vlastni
oSetfovatelskou péci, edukaci pacienta a rodiny az po dokumentaci.

2533.

Vyznam kryoterapie dutiny ustni a vyskyt mukositidy dutiny ustni a gastrointestinalniho
traktu po vysokodavkované chemoterapii

Semrova L., Némcova A., Brandejsové R., Bystficka E., Chvojkovd |., Vokurka S. (Hematologicko-
onkologické oddéleni, Autologni JIP, FN, Plzeri; Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzeri)

Uvod: Mukositida dutiny ustni (MDU) a GIT je vyznamna komplikace po autologni transplantaci
kostni dfené.

Cil: Ové¥it vyskyt MDU, GIT a moznost ovlivnéni kryoterapii. Metodika: Prospektivné bylo sledovano
celkem 245 pacientli po autologni transplantaci krvetvornych bunék. Po |é¢bé Melphalanem bylo
161 a po BEAMu bylo 84 pacientll. Kryoterapii nemélo prvnich 154 pacient(, protoze ta byla kom-
pletng zavedena do o$etfovatelského protokolu az v r. 2009. Sledoval se vyskyt MDU a mukositidy
GIT(prajmovité stolice po transplantaci bez prikazu infekéniho agens), spotfeba analgetik( napf.
tramadol) a i.v. ATB.

Vysledky: MDU byla &astgji u pacientd po BEAM 41 % nez po Melphalanu 26 % (p=0,01). Vice
u Zen (48 %) nez muzl (36 %) (p= 0,05). U mukositidy GIT byl vyskyt procentuelné podobny — po

BEAMu byla u 56 % a po Melphalanu u 36 % pacientl (p=0,002) U Zen opét vice 47 % oproti muzim

28 %(p=0,003). Pacient( s kryoterapii bylo celkem 91. MDU se vyskytla u 33 %. Bez kryoterapie jich

bylo 154 a MDU vznikla v 68 % (p=0,0001). Doba trvani MDU byla 1,8 (1-14) vs. 4,7 (1-24) dne
(p=0,0001). Lé&ba bolesti MDU analgetiky u pacientii s kryoterapii byla v 6,5 %, bez kryoterapie

u 23 % (0,008). Potfeba i.v. ATB byla u obou skupin stejnd 62 % vs. 60 % (p=0,59).Vyskyt febrilii
v neutropénii bez jasné etiologie bylo u obou skupin témér srovnatelné: 32 % vs. 37 % (p=0,48).
Rozdily mezi skupinami ve véku, pohlavi a délce utlumu krvetvorby nebyly zadné.

Zavér: MDU a GIT méa obdobny pribéh. Zeny a protokol BEAM jsou rizikov&jsi skupinou k vyskytu
MDU. Kryoterapii DU vyrazné snizujeme obtize spojené s mukositidou. Spotfeba analgetik je tak
niz8i.Bohuzel v8ak nema vliv na snizeni vyskytu febrilii v neutropénii a redukci ATB. Nejspi$ proto,
ze z(istava vyrazné postizena sliznice GIT mukositidou, kterou nelze v sou¢asné dobé ovlivnit.

2655.
Dekubity, aneb umime je spravné zhodnotit?
Krpatova J. (Klinika nemoci koZnich a pohlavnich, FN a LF UK, Hradec Kralové)

Dekubitus je mistni bunééné poskozeni tkané, vznika v dusledku pfimého tlaku, tfeni, imobility
a celkového zhorseného stavu pacienta. Dekubitus postihuje kizi, svaly, Slachy aZ kost. Sestra musi
umét spravné najit a popsat problém pacienta a dekubitus pro nas znamené oSetfovatelsky pro-
blém. V posledni dobé je snaha hovofit o problému vzniku dekubitd, o jejich terapii a zejména o pre-
venci dekubitll nejen mezi zdravotniky, ale i mezi laickou verejnosti a je snaha s tématem prevence
seznamit i politiky z divodu potfeby vynakladani vétSich finanénich prostredkl pravé na preventivni
opatfeni. Evropsky poradni panel pro dekubity — EPUAP Sifi osvétu mezi svétovou populaci, fika, ze
je to historicky a mezinarodni problém, Ze dekubity jsou nezadouci a Ize jim velice dobfe pfedcha-
zet. Tato organizace vznikla pfed 15-ti lety v Londyné, aby spojila védce s cilem ,, Zajistit levu lidem
s dekubitem nebo t&m, ktefi jsou v riziku ohroZeni vzniku dekubitu®. Ceska republika se také zapojila
do boje s dekubity, s pomoci CAS byly pielozeny materialy, letaky, které jsou &ifeny mezi laickou
verejnost i zdravotniky. Dne 21. listopadu loriského roku probéhl svétovy den ,STOP* dekubitlim.
Dekubity a jejich sledovani je jednim z indikator(i kvality sledovanych v nasi nemocnici a bohuzel
jsme dospéli k nazoru, Ze ne vSichni zdravotnici dokazi spravné zhodnotit stadium dekubitu a proto
jsme se rozhodli s proSkolovanim zdravotniku v této tematice.

2589.

Kontakt s poztstalymi v prostredi fakultni nemocnice

Grossova Klementova R., Zitkova M. (Klinika nemoci plicnich a TBC, FN, Brno; Interni hematologicka
a onkologicka klinika, FN, Brno)

Uvod: O$etiovatelsky personal neni v sou¢asné dobé systematicky $kolen ve sloZité a citlivé pro-
blematice, jakou bezesporu komunikace s pozustalymi je. Posledni Cas, ktery zdravotnicti pra-
covnici vénuji zemfelému a pozlstalym a zejména zplsob, jakym personal realizuje komunikaci,
jeho vyjadfena vSimavost, takt i nabidnuti pomoci jsou faktory, podle kterych je hodnocena kvalita
péce. Proto byl v roce 2013 ve FN Brno zahéjen projekt s nazvem Metodika kontaktu nelékarskych
zdravotnickych pracovnik (NLZP) s pozUstalymi. Tento projekt je ,Podpofen MZ CR-RVO (FNBr,
65269705)“. Metoda V ramci prvni faze projektu jsme se soustfedily na ziskani informaci tykajicich
se jednotlivych aspektl realizovaného kontaktu NLZP s pozlstalymi v prostfedi FN. Data byla zis-
kana pomoci anonymniho nestandardizovaného dotazniku v rozsahu 25 otazek. Ziskana data byla
zpracovana pomoci statistickych metod.

Vysledky: Sledovany soubor tvofilo 105 respondentt. Ze Setfeni byli vyfazeni 4 respondenti, ktefi
uvedli, Ze nemaji praktickou zku$enost s pfedavanim pozustalosti. Praktikovany zplsob predavani
osobnich véci pozlstalym vnima jako vhodny 60 % dotazanych, 36,2 % jej hodnoti jako nevhodny.
37,9 % NLZP nevhodnost vidi v nevhodném prostfedi, 24,1 % v nedostatku soukromi, shodné
17,2 % vnima jako nevhodné nedostatek klidu a praktikované ulozeni véci. 3,4 % uvedlo obtiznost
pro pozustalé. Obsah rozhovoru NLZP s pozustalymi je dle vyjadfeni respondentll tvofen: 7,6 %
se vénuje pouze formalnim zalezitostem a predani véci, 28,6 % uvadi navic realizaci pohovoru
a 63,8 % uvadi krom vySe zminéného jesté pomoc a radu pozuistalym. Primérny ¢as vénovany
formalnim zalezitostem pfi kontaktu s pozuistalymi byl respondenty uveden v délce 14,9 minut (me-
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dian 15 min., 2 a max. 60 minut). Cas vénovany naslednému rozhovoru byl zji§tén dlouhy v praméru

8,75 minut (median 5, min. 0, max. 30 minut). Dle vyjadfeni respondentd pozUstalé nejvice zajima
jak vyfidit pohfeb v 43,0 %, jak probihalo umirani uvedlo jako ¢asto kladenou otazku pozlstalymi
23,4 % respondentd, 14,8 % se pta na ulozeni cennosti a 11,0 % dotazanych uvedlo nej¢astéjsi
otédzku na umisténi téla zemrelého.
Zaveér: Pro pozUstalé, které ztrata blizké osoby vzdy velmi bolestivé zasahne, je velmi dllezité, aby
kratky rozhovor s oSetfovatelskym pracovnikem byl maximalné vyuzit k pomoci pozlstalym. Také
predani osobnich véci by mélo probihat eticky a s taktem tak, aby bylo mozné predejit dalS§im, moz-
na nékdy i zbyte€nym traumatim pozlstalych.

2569.
Rizikové a protektivni faktory syndromu vyhofeni u vSeobecnych sester
Vévoda J., JeZorska S. (Ustav spoledenskych a humanitnich véd, FZV UP, Olomouc)

Mezi faktory ovliviuji fluktuaci véeobecnych sester patfi mimo syndrom vyhofeni i nizka motivace
a nizka pracovni spokojenost. Pro snizeni fluktuace je vhodné sledovat, jak se tyto faktory vzajem-
né ovliviuji. Cilem vyzkumu bylo zjisténi miry syndromu vyhofeni, zatéze, socialni opory, pozna-
ni osobnich priorit faktor(i pracovniho prostfedi vSeobecnych sester, vnimani naplfiovani téchto
priorit a jejich vzajemného vztahu u vSeobecnych sester pracujicich ve fakultnich nemocnicich.
Ke zji$téni vzajemnych vztahd mezi proménnymi byl zvolen kvantitativni pfistup. Data byla ziska-
vana baterii dotaznikl, kterou tvofil standardizovany dotaznik MBI (Maslach Burnout Inventory),
OSI-R (Inventorium zaméstnaneckého stresu) a dotaznik vlastni konstrukce vytvofeny na princi-
pech Herzbergovy motivaéni teorie. Respondenti byli vybrani na zékladé prostého zamérného vy-
béru s jedinym kritériem. Vybérovy soubor tvofilo 1 845 vSeobecnych sester pracujici ve Fakultni
nemochnici Olomouc (708) a VSeobecné fakultni nemocnici Praha (1 137). Ve vysokém stupni emoc-
niho vy&erpani se nachazelo 756 sester a 531 bylo ve vysokém stupni depersonalizace. Jak vyzkum
odhalil, na vniku syndromu vyhoteni se podili pfetizeni v roli sestry, coz potvrzuje signifikantni
pozitivni vztah mezi mirou vyhofeni a mirou zatéze (pfetizeni, r= 0,204 p0,01). Uk&zalo se, Ze faktor
pracovni spokojenosti — mzda signifikantné neovliviiuje vznik syndromu vyhofeni. Jako vyznamny
protektivni faktor vyhofeni pisobi socidlni opora, nebot byla zjisténa existence signifikantniho vzta-
hu mezi mirou syndromu vyhofeni a mirou socialni opory ze strany spolupracovnik( (peer-supp-
ort, r=-0,335 p0,01.). Na Zebficku osobnich preferenci vSeobecnych sester maji nejvyssi pracovni
hodnotu faktory mzda, péce o pacienty a jistota pracovniho mista. Mezi nejvice divergujici faktory
osobnich preferenci a jejich vnimané saturace patfila mzda a jistota pracovniho mista. Vysledky
potvrzuji protektivni vliv saturace ur€itych faktort pracovniho prostfedi. Vyzkum prokazal vyznam
socialni opory jako protektivniho faktoru ve vztahu k syndromu vyhoreni. Rostouci vnimani satu-
race faktoru péce o pacienty a zvy$ujici se mira socialni opory a plsobi na snizeni miry vyhoreni
u v§eobecnych sester. Dedikovano Studentské grantové soutézi Univerzity Palackého v Olomouci:
Motivaéni faktory pracovniho prostfedi u vdeobecnych sester pracujicich ve Fakultni nemocnici Olo-
mouc a Praha (FZV_2014_009).

2628.
Priprava darce a odbér krvetvornych bunék pro alogenni transplantaci — oSetfovatelska péce
Hlinkova P, Sdvova J., Brezinova I., Bystficka E. (Hematologicko onkologické oddéleni, FN, Plzeri

Téma nasi prezentace se tyka problematiky oSetfovatelské péce o nepfibuzného darce krvetvornych
bunék. Odborna a kvalitni péce musi byt darci poskytovana od prvnich krokd, které zacinaji vyhleda-
vanim darce, az po posledni, kterym je propusténi darce z hospitalizace. OSetfovatelska péce o darce
krvetvornych bunék ma sva specifika. Odbér krvetvornych bunék je mozny provadét dvéma zplsoby
— z lopaty kosti kyCelni v celkové anestezii nebo separaci bunék z periferni krve po pfedchozi pfipravé
rlstovym faktorem granulopoézy. Oba zpUsoby odbéru predstavuji pro darce uréita rizika. Tomu je
nutné pfizplsobit oSetfovatelskou péci. Tyka se to nejen oblasti péce o fyzické potieby, ale zejména
o psychickou pohodu déarce. OSetfovatelska péce musi zabezpecovat minimalizaci rizika vzniku neza-
doucich reakci a potizi, které mohou u darce nastat ve spojeni s darovanim transplantatu. Ddkladna
a opakovana edukace dérce pred odbérem i po odbéru krvetvornych bunék, trpélivost a empatie per-
sonalu prispivé velkou mérou k uspé&snému zvladnuti celého procesu darcovstvi.

LEUKEMIA AND LYMPHOMA

Genetic complexity of myeloproliferative neoplasms
Cross N.C.P. (Southampton, UK)

2632.

The effect of L-asparaginase on mTORC1 pathway in leukemic cells.

Hermanova |I., Valis K., Niskova H., Housték J., Carracedo A., Trka J., Starkova J. (Childhood
Leukaemia Investigation Prague, Department of Pediatric Hematology/Oncology, 2nd Faculty
of Medicine, Charles University, Prague — CZE; Laboratory of Molecular Structure Characterization
Institute of Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague — CZE; Department
of Bioenergetics, Institute of Physiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague —
CZE; CIC bioGUNE, Technology Park of Bizkaia — ESP; Ikerbasque, Bilbao — ESP)

L-asparaginase (L-asp) is one of the key components used in the therapy of childhood acute lym-
phoblastic leukemia (ALL). This enzyme depletes extracellular asparagine and glutamine. Our aim
was to elucidate the mechanism underlying the cytotoxic effect of L-asp. Our previous results sho-
wed that L-asp inhibits mTORC1 targets regulating mRNA translation. Moreover, L-asp induced me-
tabolic reprogramming in favor to fatty acid oxidation (FAO). In our current work we studied the effect
of L-asp on mTORC1, metabolism and connection between these two processes. Recent studies
identified mTORC1 as a regulator of de-novo pyrimidine synthesis through carbamoyl-phosphate
synthetase (CAD). We detected dephosphorylation of CAD in L-asp treated ALL cell lines and ALL
primary samples, indicating decrease of de-novo pyrimidine synthesis. This result was confirmed by
analysis of metabolites of the pyrimidines by UPLC-ToF-MS. L-asp caused significant decrease of
N-Carbamyl-aspartate, uridine monophosphate and uridine in ALL cell lines. Autophagy, a catabolic
process important in nutrient limited conditions is increased during mTORCH1 inhibition. We measu-
red the marker of autophagy LC3 in ALL cell lines and primary samples treated with L-asp. There
was an increase of LC3II, confirming our previous results that the depletion of asparagine and gluta-
mine in leukemic cells triggers nutrient turnover. Next, we wanted to elucidate whether L-asp inhibits
mTORC1 through RagB, the key protein mediating response to general amino acid deprivation and
if there is a connection between mTORC1 pathways and metabolism. We have established leukemic
cell line with overexpressed RagB wild type and mutant using lentiviral transduction. This mutation
causes constitutive activation of mTORC1 pathway despite deprivation of amino acids. RagB mu-
tation prevented mTORCH inhibition by L-asp. Interestingly, RagB mutant cells maintained similar
metabolic response to L-asp treatment as wild type cells. Importantly, we have optimized doses of
mTORCH1 inhibitor, rapamycin that potentiates the cytotoxic effect of L-asp in leukemic cell lines.

In conclusion, L-asp inhibits de-novo DNA synthesis, protein translation and activates autophagy all
through mTORC1. Metabolic processes on the other hand are RagB-mTORC1 independent. Moreo-
ver, apoptotic effect of L-asp is enhanced by mTORC1 inhibitor. Our results open new strategies in
treatment of ALL patients resistant to L-asp. GAUK 632513, IGANT12429, UNCE204012

2616.

CBFB-MYH11 hypomethylation signature and PBX3 differential methylation revealed by
targeted bisulfite sequencing in patients with acute myeloid leukemia

Haéjkové H., Hsi-Yang Fritz M., Haskovec C., Schwarz J., Sélek C., Markova J., Krejéik Z., Dostalova
Merkerové M., Kostecka A., Vostry M., Fuchs O., Michalové K., Cetkovsky P, Benes V. (UHKT, Praha
— CZE; European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg — DEU; Centrum onkocytogenetiky
VFN, Praha — CZE)

Background: Studying DNA methylation changes in the context of structural rearrangements and
point mutations as well as gene expression changes enables the identification of genes that are
important for disease onset and progression in different subtypes of acute myeloid leukemia (AML)
patients. The aim of this study was to identify specific methylation and expression profiles in AML
patients with different molecular background and clinical status, and to find differentially methylated
genes with potential impact on AML pathogenesis based on the correlation of methylation and ex-
pression data. Methods: The primary method of studying DNA methylation changes was targeted
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bisulfite sequencing capturing approximately 84 megabases (Mb) of the genome in 14 diagnostic
AML patients and a healthy donors’ CD34+ pool. Subsequently, selected DNA methylation changes
were confirmed by 454 bisulfite pyrosequencing in a larger cohort of samples. Furthermore, we
addressed gene expression by microarray profiling.
Results: Here, we report a novel hypomethylation pattern, specific to CBFB-MYH11 fusion resulting
from inv(16) rearrangement that is associated with genes previously described as upregulated in
inv(16) AML — namely MN1, SPARC, ST18, DHRS3, FAM171A and BAHCC1. We assume that
this hypomethylation occurs in genes whose overexpression is crucial to inv(16) leukemogenesis.
Further by comparing targeted methylation and microarray expression data, PBX3 differential me-
thylation was found to correlate with its gene expression. PBX3 has been recently shown to be
a key partner of HOX genes during leukemogenesis. This is the first study showing that differential
methylation of an area located downstream of the PBX3 transcription start site is associated with
levels of PBX3 expression.
Conclusions: Altogether, our results demonstrate the potential of the targeted approach for DNA
methylation studies to reveal new regulatory regions involved in leukemic pathogenesis. This study
was supported by the project (Ministry of Health, Czech Republic) for conceptual development of re-
search organization (00023736, IHBT).

2552.

Correlation of CEBPa status, aberrant expression of CD2 antigen and molecular genetic
subtype in B cell precursor acute lymphoblastic leukemia

Sldmové L., Starkové J., Fiser K., Frorikovd E., Rezkovd Reznickova L., Kubriéanové-Zaliova M.,
Polgdrova K., Stary J., Trka J., Hru$ak O., Mejstrikova E. (Department of Pediatric Hematology and
Oncology, 2nd Faculty of Medicine, Charles University and University Hospital Motol, Prague)

CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPa) is a transcription factor involved in myeloid diffe-
rentiation, artificial reprogramming. CEBPa gene can be regulated through DNA methylation. Re-
cently we identified a rapid transdifferentiation into monocytic lineage in part of CD2pos patients
with B cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) together with demethylation status
of CEBPA promoter. We hypothesized that transdifferentiation depends on expression of cytokine
receptors for GM-CSF, M-CSF. Only limited data are available regarding CEBPA promoter methy-
lation and gene expression in BCP-ALL. Bisulfite sequencing was designed for 24 CpG dinucleoti-
des of CEBPA promoter,localized from -295 to -593bp upstream of the TSS. Methylation status of
CEBPA promoter was analyzed in five subtypes of BCP-ALL: MLL gene rearranged, hyperdiploid,
mBCR-ABLpos,ETV6-RUNX1pos,other BCP-ALL(no hyperdiploidy, MLL gene rearrangement,
BCR-ABL or ETV6-RUNX1 fusion gene.Hypermethylation of CEBPA promoter was found in MLL-
-rearranged, hyperdiploid, ETV6-RUNX1pos BCP-ALL (5/5, 6/6,4/6). CEBPA promoter was hypo-
methylated in mBCR-ABLpos (5/5).In other BCP-ALL we detected both hypermethylation(10/39)
and hypomethylation of CEBPA promoter(29/39).Significant association between aberrant expre-
ssion of CD2 antigen and hypomethylated status of CEBPA promoter was found(Fisher exact test,
p<0.0001). Transdifferentiation during the early phase of the treatment was discovered in part of
CD2pos BCP-ALL(7/16).Hypomethylation in promoter is generally associated with increased level
of gene expression this was true for all BCP-ALL except MLL rearrangend and BCR-ABLpos(high
expression despite hypermethylation in MLL rearranged and low expression despite hypomethy-
lation BCR-ABLpos).Increased expression of mMRNA transcript of GM-CSF, M-CSF receptors was
found already at diagnosis in CD2pos.During the therapy we proved protein expression of GM-CS-
F,M-CSF on blasts undergoing transdifferentiation.

Conclusions: Methylation status of CEBPA promoter differs in genetic subtype of BCP-ALL.Level of
methylation of CEBPA promoter inversely correlates with CEBPa expression in all BCP-ALL except
MLL rearranged, BCR-ABLpos. Hypomethylation of CEBPA promoter in other BCP-ALL correlates
with aberrant expression of CD2 antigen on blasts, increased gene expression of CEBPa, GM-CSF,
M-CSF and transdifferentiation.

Supported by: GACR P301/10/1877, GACR P304/12/2214, GAUK 914613, UNCE 204012,
NT13462, NT12397-4

2539.

MicroRNA miR-150 Regulates B-cell Receptor Signaling (BCR) and Disease Aggressiveness

in Chronic Lymphocytic Leukemia

Mraz M., Kipps J. T. (Moores Cancer Center, University of California, San Diego, CA — USA; Central
European Institute of Technology, Masaryk University, Brno — CZE; Dept of Internal Medicine,
Hematology and Oncology, University Hospital, Brno — CZE)

Introduction: The expression of mMiRNAs is known to associate with biology of CLL (Calin et al. NEJM,
2005; Mraz et al. Blood, 2012; Mraz et al. Leukemia, 2009). In this study we screened for abundantly
expressed miRNAs in CLL cells (TagMan miRNA Cards, 750 miRNAs) hypothesizing that miRNAs
with strong expression are more likely significantly involved in the regulation of key cell functions.
Results: We identified miR-150 as the most abundant miRNA in CLL cells, and observed that its
lower levels associated with unmutated IGHV, ZAP-70 positivity and stronger response to stimu-
lation of BCR with anti-IgM (P<0.05). To describe the genes regulated by miR-150 we performed
transcriptome analyses of 100 CLL samples. This identified low expression of 2 genes with evolu-
tionary conserved binding sides for miR-150 (GAB1 and FOXP1) in CLL cells expressing its high
levels. The immunoblot analysis of GAB1 and FOXP1 confirmed their higher protein levels in cases
with low miR-150 expression (P<0.005) and the transfection of CLL cells with artificial miR-150 led
to GAB1/FOXP1 down-regulation. The cloning of GAB/FOXP1 3UTRs in to luciferase vectors evi-
denced direct regulation of these genes by miR-150. GAB1 is an adaptor molecule is required for
amplification of PI3K signaling after BCR stimulation (Ingham et al. 2001). FOXP1 is a transcription
factor implicated in B cell development and the progression of several B-cell lymphomas (Hu et al.
2006). Importantly, the silencing of GAB1 by siRNA in cell lines directly decreased their responsi-
veness to BCR crosslinking, and affected pAkt levels. CLL cells with higher expression of GAB1 or
FOXP1 were more responsive to BCR stimulation in vitro and higher expression of each associates
with shorter overall survival (OS) (13.9 vs. 22.7 yrs, 13.9 vs. 21.1 yrs; N=154; P<0.05). Most notably,
a reverse trend was observed for miR-150, where higher levels were associated with significantly
longer OS (not-reached vs. 13.9 yrs, N=154, P=0.006) in a multivariate analysis, which included
other 8 routinely used prognostic markers. These results represent the first example of BCR-signa-
ling being regulated by a miRNA in the biology of B cells. The investigation of miR-150 role in other
B cell malignancies is ongoing.

Supported by: EHA Research Fellowship award; SoMoPro Il Programme; IGA MZ CR NT11218-
6/2010; CZ.1.07/2.4.00/17.0042; CZ.1.07/2.3.00/30.0009; co-financed from EU, South-Moravian
region and Czech Rep.
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2658.
Zdravotnicka dokumentace z pohledu prava, kazuistiky z praxe
Sustek P, Siroké L. (Centrum zdravotnického prava , PrF UK, Praha)

2656.

Poskozeni fertility a moznosti jejiho feSeni u hematoonkologickych pacient

Smardova L., Huser M., Michalka J., Zakova J., Janikové A., Crha I., Krél Z., Ventruba P, Mayer J.
(Interni hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno; Gynekologicko-porodnicka klinika, FN, Brno)

2595.

Vyskyt ran v ramci komplexni onkologické péce

Mareckova J., Zitkova M., Valentikova N. (Interni hematologicka a onkologicka klinika, LF MU a FN,
Brno; Katedra osetfovatelstvi, LF MU, Brno)

Uvod: V ramci 1é¢by onkologickych pacientd dochazi ke vzniku riizné rozsahlych koznich ran, a to jak
akutnich, tak chronickych. Vyznamnou oblasti poruseni integrity kiize jsou rany vzniklé v souvislosti s chi-
rurgickym zékrokem ¢i v souvislosti se zakladnim onkologickym onemocnénim tzv. malignich ran. Cilem
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kvalitni oSetfovatelské péce je predevsim zajisténi co nejoptimalnéjsiho hojeni vzniklych ran. Z ddvodu
zmapovani vyznamnych oblasti a faktorll souvisejicich s vyskytem ran u hematoonkologicky a onkolo-
gicky nemocnych byla provedena nase studie. Metodika: V obdobi od 2/2012 do 5/2013 byla realizovana
prospektivni monocentricka deskriptivni studie zamérena na vyskyt koznich ran u nemocnych lé¢enych
na konkrétnim pracovisti. Do sledovani bylo zafazeno 547 pfipadd koznich ran. Data byla zaznamena-
vana do protokolu hodnoceni kozni rany. Z nasledného zpracovani bylo vyfazeno 36 pfipadd z divodu
nedostate¢ného vyplnéni dokumentace. Data byla nasledné zpracovana statistickymi metodami.
Vysledky: Do analyzy bylo zafazeno 511 pfipadd ran (100 %). Nejcasté&ji byly zaznamenany rany
vzniklé v souvislosti s chirurgickou intervenci ¢i operacnim vykonem (35 %), dale 15 % tvofily povr-
chové kozni léze, 14 % rany v souvislosti s drenazemi a shodné 11 % se vyskytly stomie a poruchy
integrity kiize. 10 % tvofily rany ostatni. Vyskyt malignich ran byl u 4 % a radiaéni rana zaznamenana
nebyla. 66 % pripadl ran bylo zachyceno ve stupni poskozeni neblednouci hyperémie, u 16 % ran
doslo k zasazeni podkozni tukové vrstvy a u 12 % ran byl zjistén vied. NejCastéjSi lokalizaci rany
se ukdzala plocha bficha 25 %, 16 % dolni koncetiny, 13 % hrudnik. Rany byly zaznamenany v pra-
méru 5 den hospitalizace (median 2 dny, min. 0, max.63). Kruskal-Wallisovym testem byly potvr-
zeny statisticky vyznamné rozdily u dne vzniku rany a typem rany pooperacni a maligni (p=0,000).
Dale byl potvrzen vztah mezi zakladni diagnosou solidni nadory a velikosti zachycené kozni rany
(p=0,004). Pearsonovym chi-kvadratem byl potvrzen vztah mezi typem rany a podavanou nutriéni
podporou (p=0,000028) i celkovym nutriénim stavem dle nutri¢niho skére (p=0,00274).

Zavér: Realizovana analyza ukazala, ze péce o rany predstavuje v ramci komplexni oSetfovatelské
péce u onkologicky nemocnych vyznamnou oblast. ZdUrazriuje se tim fakt, ze péce o onkologicky
nemocné klade na oSetfujici persondl velmi vysoké odborné naroky. V ramci zajisténi vysoké kvality
péce je velmi vhodné se této oblasti péce i nadale podrobnéji vénovat.

2621.
Priprava pacienta a odbér krvetvornych bunék pro autologni transplantaci
Vodickova P, Vyrutova R., Bystficka E. (HOO, FN, Plzeri)

Autologni transplantacni 1éCba znamena rychly postup vedouci k Gplnému zni¢eni nebo k maximal-
ni redukci po¢tu nemocnych bunék. Prvnim krokem pro provedeni tohoto terapeutického postupu je
sbér potfebného poc¢tu kmenovych krvetvornych bunék, a to podle typu onemocnéni a predpokla-
daného poctu transplantaci. S timto cilem se podava pfipravna chemoterapie s naslednou aplikaci
leukocytarniho rlstového faktoru. Priblizné 10 dnl od podani pfipravné chemoterapie dojde, po
predchozim poklesu, k naslednému vzestupu bilych krvinek, pfi némz se do periferni krve vyplavuji
také kmenové krvetvorné buriky, které jsou jinak vazané na struktury kostni dfené.V dobé vzestupu
leukocytd pfichazi optimalni ¢as k zahajeni sbéru kmenovych krvetvornych bunék. K tomuto Gcelu
se dnes vyuziva specialni pristroj—separator, do néjz se kontinualné pfivadi krev ze zily a ta se po
centrifugaci zase vraci nemocnému zpét do zily. V centrifuze se krvinky rozdéli dle své specifické
hmotnosti a pfistroj pak odsava pouze tu vrstvicku, v niz jsou pfitomny jednojaderné burky, mezi
které patfi i buriky kmenové. Jejich pocet ve sbérném vaku se jeSté pfed zmrazenim urcuje pro-
stfednictvim specialniho laboratorniho méreni.V tomto pfispévku autorky prezentuji péci o pacienta
pred odbérem a dale pak v pribéhu pfistrojového odbéru krvetvornych bunék. Zmiruji téz struéné
problematiku zpracovani a uskladnéni produktu.

2629.
Transplantacéni Ié¢ba o¢ima nasich pacientt
Vitkova J., Skrobankové A., Faber E., Labudikovd M. (HOK, FN, Olomouc)

Letos uplyne 17 let od zahéjeni transplantacniho programu na nasi jednotce, sou¢asné otekavame
tisici transplantaci, coz nas vede k bilancovani vysledkd. Prvni transplantace byla uskute¢néna
v bfeznu 1997, v tomto roce bylo autologné transplantovano 21 pacientd. Za¢atek pribuzenskych
alogennich transplantaci se datuje na leden 2000. V roce 2000 se pocet celkovych transplantaci
zvysil na 60 a z toho bylo uskute¢néno 12 alogennich pfibuzenskych transplantaci. V fijnu 2004
byl prvni pacient transplantovan alogenné nepfibuzensky, do konce roku byla uskute¢néna nepfi-
buzenska transplantace jesté jedna. V tomto roce byl celkovy pocet transplantaci 65 a alogennich
pfibuzenskych 15. Pocty transplantaci se neustale zvysuji, proto byl operativné zvySen pocet I0-

Zek o 2 na JIP 5B. V roce 2013 dosahl pocet celkovych transplantaci 73, autolognich transplan-
taci 46 (8 transplantaci provedeno na JIP 5B), 18 nepfibuzenskych a 9 pfibuzenskych alogen-
nich transplantaci. Pravidelné interni audity transplantaéniho programu provadéné od roku 2007
dosvédCuji, ze se nam dafi zlepSovat vysledky a udrzovat velmi nizkou potransplantaéni morbilitu
a mortalitu. Pfedev§im dame slovo nasim pacientim, aby nam pfiblizili svdj pohled na lé¢bu, pobyt
na transplantaéni jednotce a své nasledné zaclenéni do bézného Zivota.

HODGKINUV LYMFOM lli

2518.

Noveé radioterapeutické techniky v 1é€bé& Hodgkinova lymfomu

Dédeckova K., Kubes J. (Proton Therapy Center, Praha; Ustav radiacni onkologie Nemocnice Na
Bulovce, Praha)

Sdéleni je vénovano postaveni modernich technik radioterapie v 1é€bé Hodgkinova lymfomu a jejich
potencidlu pfi redukci toxicity 1é¢by. Slibnou metodou pro snizeni pfedev§im pozdni a velmi pozdni
toxicity (v€etné snizeni rizika vzniku sekundarnich malignit a kardiovaskularnich onemocnéni) je
protonové radioterapie. Ostatni moderni techniky radioterapie uzivajici konvenéni fotonové zareni
(IMRT, VMAT, tomoterapie) mohou naopak ¢asto znamenat vy$Si riziko indukce sekundarnich ma-
lignit diky vétSimu objemu téla, ktery je vystaven malym a stfedné vysokym davkach zareni (davky
od 4Gy a vice). Uziti protonové RT znamena podstatnou redukci zatéze zdravych tkani (fadove
o desitky %). Tato |é¢ba diky fyzikalnim vlastnostem proton(i (minimalni ozareni okolnich tkani mimo
planovany zadouci cilovy objem, ktery je identicky s cilovym objemem konvenéni fotonové radiotera-
pie) je schopna zabezpedit ozareni daleko mensiho objemu téla, ktery obdrzi nizké a stfedni davky
zafeni. Tyto davky zafeni nemaji podstatnou roli v rozvoji akutni toxicity radioterapie, ale mohou byt
vyznamné pro vznik funkéniho postizeni tkani a organli a jsou davany do souvislosti s rozvojem
vzniku sekundéarnich malignit. Klinické uZiti protonové RT v 1é¢bé lymfom(i v Ceské republice bude
diskutovano na zasedani Kooperativni lymfomové skupiny v bfeznu 2014.

2515.
Pozdni nasledky terapie a sekundarni nadory u nemocnych s Hodkinovym lymfomem
Vokurka S. (Hemato-onkologické odd, FN, Plzeri)

Lécba Hodgkinova lymfomu (HL) pfinasi rizika v podobé pozdnich komplikaci, mezi které patfi -
krom poruchy gonad — predevSim sekundarni malignity, plicni a kardiovaskularni postizeni a dys-
funkce §titné Zlazy. Incidence sekundarnich malignit po 1é¢bé HL zfetelné pfesahuje vyskyt jednot-
livych primarnich malignit v populaci. Pravdépodobnost stavu bez sekundarni malignity v dobé do
15 let po 1é¢bé HL se pohybuje okolo 87 %. Vyznamnou roli v pfesnosti Udajd o vyskytu malignit
hraje délka sledovani pacientt, zastoupeni a charakter lé¢ebnych modalit a vékové slozeni. Ve sku-
piné leukémii (relativni riziko 10-80x) zfetelné prevlada sekundarni akutni myeloidni leukémie typic-
ky se objevujici v rozmezi prvni dekady po lécbé HL. V pfipadé historického protokolu MOPP bylo
kumulativni riziko rozvoje AML béhem 15 let pfiblizné 10 %, v ramci ABVD pak do 1 % a v pfipadé
BEACOPP okolo 1-2 % do 5 let. Non-hodgkinské lymfomy (relativni riziko 3-35x) mivaji incidenci
spi$e po prvni dekadé a vyskyt je nezavisly na typu plvodni [é¢by. Solidni nadory maji dominantni
nastup pozdeéji po prvni dekadé a hlavni rizikovy faktor je radiace a plivodné i MOPP. Zastoupeny
jsou zde predevsim sarkomy meékkych tkani, melanom, karcinom plic, prsu, slinnych zlaz a §titné
Zlazy. Karcinomu prsu ma udavané riziko rozvoje 20-30 % po aktinoterapii na oblast hrudniku do
véku 35 let. Plicni postizeni po 1é¢bé HL je specificky vazano na podavani bleomycinu a vyskyt se
udava az 18 % s vySSim rizikem po doplnéné aktinoterapii do oblasti hrudniku, ve vys$§im véku
a s renalni insuficienci. Projevy mohou byt v priibéhu Ié¢by, ale i za nékolik mésicu, a pod obrazem
hypersensitivni pneumonitidy a/nebo progresivni plicni fibrézy. V diagnostice se uplatni CT, BAL,
biopsie, klinické souvislosti. V 1é¢bé jsou indikovany kortikoidy. Zvlastnim fenoménem je i moznost
manifestace problému az pfi oxygenoterapii napf. v souvislosti s operaénim vykonem. Kardiovas-
kularni komplikace jsou zastoupeny pfedevsim zvySenym rizikem aterosklerotického postizeni cév
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v ozafovaném poli, a dale pak kardiotoxicitou vdzanou na podavani antracyklin(, resp. adriamycinu
nad kumulativni davku 400mg/m?2. Akutni nebo subakutni toxicita, béhem |é¢by nebo naslednych
tydnu je spiSe asymptomaticka. Chronické postizeni, vyvijejici se mésice i roky, pak pfinasi riziko
rozvoje dilataéni kardiomypatie s kardialnim selhavanim. U pacientd po 1éébé HL mlzZe byt snizena
funkce §titné zlazy, obzvlasté po aktinoterapii v oblasti, a zastava i riziko karcinomu.

2512,

Problematika poruchy fertility u nemocnych lééenych pro Hodgkintv lymfom

Smardova L., Huser M., Michalka J., Zakova J., Janikové A., Crha I., Krél Z., Ventruba P, Mayer J.
(Interni hematologickéa a onkologicka klinika, FN, Brno; Gynekologicko-porodnicka klinika, FN, Brno

2514,

Prognéza pacientu s relabovanym/refraktérnim Hodgkinovym lymfomem, ktefi jsou nevhodni
k autologni transplantaci kmenovych bunék

Mocikovéa H., Sykorova A., Stépankové P, Markova J., Michalka J., Kral Z., Belada D. (Interni
hematologicka klinika, FNKV, Praha; IV. Interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové; Interni
hematoonkologicka klinika, FN, Brno)

Vychodiska: Tato retrospektivni studie vyhodnotila z databaze pacientt s Hodgkinovym lymfomem
(HL) na jednotlivych pracovistich nemocné s opakovanym relapsem HL nebo s refraktérnim HL,
ktefi nebyli vhodni k autologni transplantaci kmenovych bunék (ASCT).

Pacienti a metody: Bylo zdokumentovanych 16 pacient( s HL s medianem véku pfi diagndéze 56 let
(rozsah 21-75), ktefi byli nevhodni k ASCT v prvnim a dalSich relapsech z divodu: véku, refrak-
térnosti HL, nedostate¢ného sbéru kmenovych bunék, toxicity lé¢by, nebo z diivodu lokalizovaného
relapsu. V 1é¢bé prvniho az tfetiho relapsu byly pouzity nasledujici rezimy: COPP, MOPP + radio-
terapie, samostatna radioterapie, ABVD, eskalovany BEACOPP, DHAP, ESAP, MINE, ICE, IGEV,
gemcitabin +/- dexamethason, PVAG, GDP.

Vysledky: V medianu sledovani 3 roky od diagnézy 12 pacientt zemrelo, z toho 11 na relaps/progre-
si HL a 1 pacient na kardialni toxicitu po 3. linii [é€by. Z 12 zemrelych pacientd 10 bylo refraktérnich
jiz na druhou linii chemoterapie a ani dalsi linie standardni chemoterapie +/- radioterapie nevedly
k dlouhodobé remisi. Ze souboru 16 pacientd pouze 4 (25 %) Ziji, z toho 2 pacienti jsou v kompletni
remisi po 3 liniich 1é¢by, ale se zavaznymi komplikacemi: jeden s kardialni toxicitou a druhy pacient
s renalni insuficienci. Dal$i pacient je v parcialni remisi po treti linii Ié€by a jeden pacient pokracuje
v chemoterapii tfeti linie.

Zavér: Vzhledem k nepfiznivé progndéze pacientll s HL refraktérnich na druhou linii chemoterapie
nebo u pacientl s dal$im relapsem po druhé linii Ié¢by a nevhodnych k autologni transplantaci je
indikovano podani Brentuximab vedotinu, ktery dosahuje celkovou 75% odpovéd' u relabovanych/
refraktérnich HL.

TRANSPLANTACE KRVETVORNYCH BUNEK

2566.
Alotransplantacia krvotvornych buniek pre myelofibrézu
Mistrik M., Bojtdrova E., Sopko L., Al Sabty F., Batorova A. (KHaT, LF UK a UN, Bratislava — SVK)

Alogénna transplantacia krvotvornych buniek (TKB) je v sucasnosti jedinou lieCbou myelofibrézy
(MF), ktora je schopné navodit kompletni hematologicku, cytogeneticki a molekulovu remisiu. Pri
uvazovani o TKB si musime byt vedomy hmatatelného rizika samotného vykonu. Na druhej strane
je zrejmé, ze s pokrocilostou choroby sa prinos TKB rychlo znizuje. Hlavnym problémom je, Ze nie
je mozné poskytnut jednoznacné odporucenie koho a kedy transplantovat na zaklade mediciny
dbékazov. Mnohi chori s MF maju dobru kvalitu Zivota, dlho prezivaju a ich vystavenie bezprostred-
nému riziku morbidity a mortality v suvislosti s TKB nie je primerané. Aviak, vac¢sina chorych s MF
nakoniec rozvinie cytopéniu, symptomaticku splenomegaliu a obtazujuce konstituéné symptomy.
Niektori pacienti sa prezentuju alebo rozvind akcelerovanu fazu a/ alebo transformaciu do akutnej

myeloblastovej leukémie, ¢o vyznamne skracuje prezivanie a dalej znizuje prinos TKB. VSeobecne
sa TKB odporuéa pri MF v strednom -2 a vysokom riziku, ktoré sa ur¢i skérovacimi systémami, pre-
toze tito chori maju median prezitia 2,3-4,8 roka. MF s velmi vysokym rizikom alebo v akcelerovanej
faze suvisi s medianom prezivania 9-16 mesiacov, a tito chori sa musia okamzite transplantovat.
Dostupnost surodeneckého darcu umozniuje pruzné urobenie TKB a otvara SirSie terapeutické okno
ako TKB od alternativneho darcu, ktorej logistika je zlozitejSia a jej uskutocnenie menej pruzné. Nie
su presvedCivé udaje o tom, Ze mortalitu alotransplantacie pri MF znizuje redukovany pripravny
rezim, pretoze vyskyt nerelapsovej mortality a relapsu ostéva neprijemne vysoky. Preto pri alotrans-
plantécii mladSich chorych (vek 40 — 50 r.) sa uprednostriuje intenzivny pripravny rezim, ktory vy-
znamne znizuje riziko relapsu. U starSich chorych, hlavne s komorbiditami, je rozumné pouzit re-
dukovany pripravny rezim. V priebehu ostatnych 17 rokov sme transplantovali 12 chorych (median
veku 44 rokov, rozsah 20-63) pre MF (interval dg — TKB 0,8 r; 0,4-5,2) prevazne periférnymi krvo-
tvornymi bunkami (11/12) od HLA identického surodenca (7/12) po myeloablativnom (6/12) alebo
redukovanom pripravnom rezime (6/12). Kompletny chimérizmus dosiahlo 9 chorych, regeneraciu
vo v8etkych 3 vyvojovych radoch 10 chorych. Exitovalo 5 chorych (2 progresia choroby a 3 nere-
lapsova pricina) a zije 7 chorych median 5,5 roka (0,9—-17,4). 3 ro€n& pravdepodobnost celkového
prezivania (Kaplan — Meier) je 65 %, €o je porovnatelné s publikovanymi vysledkami.

2660.

Allogeneic stem cell transplantation for primary myelofibrosis

Zak P, Zavrelova A., Radocha J., Lénska M., Jebavy L. (4th Department of Medicine — Hematology,
University Hospital, Hradec Kralové)

Purpose: To evaluate allogeneic stem cell transplantation results of patients with myelofibrosis at
our transplant center. Methods: Between years 2002 and 2012 we performed 10 allogeneic stem
cell transplantation for myelofibrosis at our center. Median age at transplantation was 57 years
(49-62year). Median time from diagnosis to transplantation was 24 months (6—248 months). We
used mainly reduced intensity conditioning with targeted busulfan dose (Bu 8 mg/kg) except 1 pa-
tient (fully ablative regimen). 8 patients had unrelated donor and 2 patients had matched related
donor. All patients with unrelated donor were given T cell depletion with thymoglobulin. According
to dynamic international changes. prognostic scoring system patients score was low intermideate
1, intermediate 2 and high risk in 2, 4, 2 and 2 patients, respectively. One patient had unfavorable
karyotype and other patients had normal karyotype or unclassified.

Results: Overall survival in patients was 90 % in median observation time of 18 month (1-138 month).
Only 1 patient died early after stem cell transplantation from peracute EBV posttransplantation lym-
foproliferative disease. 67 % experienced aGVHD with quick response to corticosteroid therapy and
67 % patients developed chGVHD, which was not debilitating them. We did not register any relapse
of disease.

Conclusion: Allogeneic stem cell transplantation for myelofibrosis is feasible procedure with extre-
mely good results and very low relapse rate. Due to these results it is possible to do this procedure
early in the disease course to decrease transplant related complications and mortality. It is warran-
ted to use T cell depletion with extremely low relapse rate in this kind of patients.

2544,

Alogénna transplantacia krvotvornych buniek pri paroxyzmalnej no€nej hemoglobinurii
Bojtarova E., Ziakové B., Mistrik M., Béatorové A. (Klinika hematoldgie a transfuzioldgie LFUK, SZU
a UN, Bratislava — SVK)

Paroxyzmélna no¢na hemoglobindria (PNH) je vzacne ziskané klonové ochorenie krvotvornych
kmerovych buniek, ktoré méze viest k zivot ohrozujucim komplikaciam vratane intravaskularnej
hemolyzy, trombotickych prihod a postihnutia obli¢iek. Pouzivanie citlivych diagnostickych testov
a dostupnost cielenej lie€by, blokujucej terminalne ¢asti komplementu, prispeli k zlepSeniu prognézy
pacientov s PNH. Jedinou kurativnou lie€bou PNH je alogénna transplantacia krvotvornych buniek
(TKB), aj ked' vysledky neboli v minulosti vzdy priaznivé.

Pacienti a metddy: v rokoch 2001-2013 sme uskutocnili alogénnu TKB u 7 pacientov s PNH:
u 4 transplantéciu od zhodného surodenca a u 3 pacientov od zhodného nepribuzného darcu. Me-
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dian veku prijemcov bol 33 rokov (rozsah 23 — 60) a darcov 28 rokov (23-37). Median ¢asu od
diagnézy do alogénnej TKB bol 9 (1-95) mesiacov. Indikaciou pre alogénnu TKB bola aplasticka/
hypoplastické kostna dren u 3 pacientov, tazky priebeh PNH komplikovany hemolytickymi krizami
a/alebo trombdézami (4 pacienti), zavislost od tranfuzii (7 pacientov). Pripravny rezim obsahoval
celotelové oziarenie a cyklofosfamid 60 mg/kg x 2 a antitymocytovy globulin (ATG)(3 pacienti), flu-
darabin (FLU) 30 mg/m2 4 dni a busulfan (BU) 4 mg/kg 2 dni (1 pacient), pred nepribuzenskou TKB
FLU 30 mg/m2 5 dni, BU 4 mg/kg 2 dni a ATG (3 pacienti). Standardnu profylaxiu GvHD (cyklosporin
A+metotrexat, MTX) dostalo 6 pacientov, u 1 pacienta bol MTX pre gastrointestinalne komplikacie
nahradeny mykofenolatom mofetilu. Zdrojom krvotvornych buniek bola kostna dren (1 pacient) alebo
periférna krv (6 pacientov) s medianom jadrovych buniek 8,5 x 108/kg (1,6—-12,3) a s medianom
5,3x106/kg CD34+ buniek (3,7-5,8).

Vysledky: Prihojenie Stepu sme zaznamenali u vSetkych pacientov: median poc¢tu neutrofilov nad 0,5
x 109/1, nad 1 x 109/l a poc¢tu trombocytov nad 50x109/I dosiahli pacienti 19 (13-23) dni, 19 (14-26)
dni a 14 (13-132) dni po TKB. Akutna GvHD (€revna forma Il — ll. stupfa) sa vyskytla u 1 pacienta,
kozné, slizni€né a o¢né prejavy chronickej GvHD u 2 pacientov. K 28.2.2014 Ziju vSetci pacienti 63
(12—148) mesiacov po TKB. U v8etkych pacientov sme potvrdili kompletny chimérizmus t.j. 100%
krvotvorby darcu a kompletné vymiznutie PNH klonu.

Zaver: alogénna TKB je efektivnou a bezpeénou kurativnou lie€bou PNH.

2580.

Alogenni transplantce po redukované pfipravé (RIT) u pacientu starSich 60 let s chronickou
lymfatickou leukémii (CLL): srovnatelné vysledky pfi pouziti pfibuzného i nepfibuzného
darce, ¢asnéjsi indikace k transplantaci by mohla zlepsit vysledky - zkuSenosti jednoho centra
Karas M., Steinerova K., Svoboda T., Lysak D., Vokurka S., Vozobulova V., Schitzova M., Hrabétova
M., Jindra P (Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzeri)

Background: RIT can improve treatment results among patients (pts) with high-risk or advanced
CLL. However, most of pts with CLL are (pts) older than 60 years and published data concerning
RIT outcome of this group of elderly pts are limited. To evaluate the potential role of RIT in pts older
than 60 years with CLL and the role of use of unrelated donor we retrospectively analysed the re-
sults of those pts transplanted in our centre during last 10 years. Patients and methods:from 9/2003
to 9/2013 33 pts with median of age 63 years (range: 60-70 years) with high-risk or advanced CLL
(17p-/p53 mutation, chemoresistant CLL, relapse < 24 moths, > 3 treatment lines) underwent RIT
(33% related, 67 % unrelated). Source of stem cells was peripheral blood and the conditioning re-
gimen consisted of fludarabine and melphalan (55%) or fludarabine and cyclophosphamide (45 %).
Pts undergoing unrelated RIT had comparable prognostic variables as pts undergoing related RIT
except of younger age of donors in unrelated RIT.

Results: 91 % of patients engrafted. None of 6 pts in CR before RIT progressed at day +30 after
RIT and among 27 pts beyond CR before RIT 89% of them achieved at least PR at day +30. 18 pts
(54 %) developed acute GVHD and among 26 evaluable pts 15 (58%) of them developed chronic
GVHD. With median follow-up 43 moths (range 3—110 months) 8 pts (24%) are alive in CR. 9 pts
(27 %) relapsed or progressed with median time to progression 3 months (range 1-30 months) and
died with median time after progression 23 months (range 1-52 months). 16 pts (49%) died due to
NRM (94 % infections). NRM till day +100 after RIT was 15%. The estimated probabilities of 3-years
PFS and OS are 27 % and 36 %. There were no statistical difference between results of related and
unrelated RIT.

Conclusion: in spite of relatively small number of evaluated pts and retrospective type of analysis
our data show that RIT even in use of unrelated donor in pts over 60 years of age (often pretreated
and with comorbidities) achieves in about 30 % of them long lasting disease control of high-risk
or advanced CLL. On the other hand, characteristics of our pts cohort suggest a later indication
for RIT in elderly pts with CLL. Later indication for RIT means higher pretreatment and selection
of aggressive CLL clones, which probably leads to higher risk of mortality and relapse incidence
after RIT. Earlier indication for RIT could improve transplant results in elderly pts with prognostically
unfavourable CLL.

Uspésnost HSCT u pacientti s AML v zavislosti na typu darce a jeho shodé v HLA systému —
retrospektivni studie UHKT
Vrana M., Dobrovolna M., Markova M., Valkovéa V. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Do retrospektivni analyzy alloHSCT programu u AML pacientd byli zahrnuti pacienti, ktefi byli
transplantovani v letech 1995-2012. Vlastni analyza byla zpracovana na zakladé dat s posledni aktua-
lizaci v kvétnu 2013.Pacienti byli rozdéleni do rizikovych skupin podle pokrocilosti onemocnéni v dobé
transplantace (hodnoceno podle EBMT kritérii). HLA shoda byla definovana na urovni high resolution
v lokusech HLA-A, B, C, DRB1 a DQB1 bez rozdilu typu darce. Skupina zahrnovala 241 AML pacient(
(zeny: 126/median véku pfi HSCT 47 let; muzi: 115/median véku pfi HSCT 44 let). Rizikova skupina
| zahrnovala 142 pacientq, rizikova skupina Il 59 pacient(, do rizikové skupiny Ill bylo zahrnuto 32 pa-
cient(. 85 pacientu bylo transplantovano od pfibuzného darce (MRD). 76 (89 %) z nich obdrzelo stép
od kompletné shodného darce (shoda 10/10). 9 pacient obdrzelo $tép od pribuzného darce s rliznym
stupném neshody HLA. 156 pacientl bylo transplantovano od nepfibuznych darct (MUD). 80 z nich
(51 %) obdrzelo $tép od MUD se shodou 10/10. Ostatni pacienti ziskali $tép od nepfibuznych darct
s mensi mirou shody. U sledovaného souboru byly analyzovany kfivky pfeziti v zavislosti na téchto sle-
dovanych parametrech: rizikova skupina, pohlavi pacientu, vék pfi HSCT, pfipravny rezim, typ darce,
typ transplantovanych bunék, neshody ABO systému, pouziti ATG v pfipravném rezimu, shoda HLA.
Dle pfedpokladu byl zjistén signifikantni rozdil v délce preziti mezi jednotlivymi rizikovymi skupinami.
Pfi analyze vlivu HLA shody bylo zjisténo, Zze délka preziti skupiny pacienti transplantovanych od
darch se shodou HLA 10/10 je signifikantné del$i nez u ostatnich skupin, nicméné rozdily mezi sku-
pinami HLA 9/10 a 8/10 a méné nebyly statisticky vyznamné. Vliv Zadného z ostatnich sledovanych
parametrd neovlivnil vyznamné délku preziti transplantovanych pacienttl AML ve sledované skupiné.
Na zakladé téchto vysledku Ize shrnout, Ze ve sledované skupiné bylo preziti pacientd AML transplan-
tovanych od nepfibuznych darcu srovnatelné s pacienty transplantovanymi od darct pfibuznych. Pro
tyto pacienty se jevi jako podstatné nalezeni darce se shodou HLA 10/10.

Prace byla podpofena MZ CR projektem koncepéniho rozvoje vyzkumné organizace IC 023736 UHKT.

2559.

Vyznam polymorfismu IL-6 v zavislosti na gastrointestinalni toxicité pfipravného rezimu
u nemocnych podstupujicich alogenni transplantaci krvetvornych bunék

Kuba A., Raida L., Mrazek F., Ambriazova Z., Fiirstova J., Fiirst T., Langova K., Faber E., Petrek M.,
Indrék K. (Hemato-onkologické klinika, FN, Olomouc; Laboratof imunogenomiky, Ustav Imunologie,
LF UP, Olomouc; Katedra matematické analyzy, PFF UP, Olomouc; Ustav lékarské biofyziky, LF UP,
Olomouc)

Vliv jednonukleotidového polymorfismu (SNP) IL-6-174 na intenzitu systémoveé zanétlivé odpovédi a na-
sledny rozvoj zavaznych imunologickych komplikaci u nemocnych podstupuijicich alogenni transplantaci
krvetvornych bunék (SCT) byl pfedmétem nékolika studii, avSak s kontroverznimi zavéry. Prezentovana
analyza se tedy kromé vyznamu SNP IL-6-174 na potransplantaéni prognézu pacienttl zaméfila i na
asociaci s intenzitou slizniéni gastrointestinalni toxicity zplisobené pfipravnym rezimem (GIT-RRT). Re-
trospektivné bylo hodnoceno 87 nemocnych, ktefi v letech 2000-2007 podstoupili alogenni SCT od HLA-
-identického darce pro nadorova (93 %) i nenadorova (7 %) hematologickd onemocnéni. U vSech pfijem-
cl a jejich darcd byl stanoven SNP IL-6-174 s naslednym rozdélenim do skupin s alelickymi kombinacemi
IL-6-174 GG, IL-6-174 GC a IL-6-174 CC, pficemz zastoupeni G-alely je spojeno s potencialem vyssi pro-
dukce cytokinu. Rozvoj akutni nebo chronické nemoci $tépu proti hostiteli (GVHD), umrtnost na potrans-
planta¢ni komplikace (TRM), vyskyt relapsu zakladniho onemocnéni a pravdépodobnost prezivani bez
relapsu (RFS) a celkového prezivani (OS) byly hodnoceny v zavislosti jak na charakteristikach, jez mohou
tyto sledované parametry ovlivnit, tak SNP IL-6-174 pfijemc( i darch. Analyza se zaméfila i na vliv intenzity
GIT-RRT. SNP IL-6-174 pfijemc(i i darcd neovlivnil riziko akutni ani chronické GVHD, i kdyz SNP IL-6-174
GG a CC prijemct byly na hranici statistické vyznamnosti ve vztahu k vy$simu (p = 0.052), resp. nizsSimu
(p = 0.066) vyskytu akutni formy. Rovnéz nebyla potvrzena zavislost TRM, relapst zékladniho onemocné-
ni, RFS a OS na SNP IL-6-174. Vyznamné vyssi vyskyt akutni GVHD (49 % vs. 27 %; p = 0,048) a TRM
(51 % vs. 27 %; p = 0.029) vSak byl pozorovan u nemocnych s GIT-RRT lll. a IV. stupné. Riziko relapsu,
pravdépodobnost RFS a OS intenzitou GIT-RRT ovlivnény nebyly. V rdmci prvni analyzy souboru byl na
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hranici statistické vyznamnosti vztah mezi SNP IL-6-174 pfijemc( a rozvojem akutni GVHD. Vyznamné
v8ak ovlivnila rozvoj této imunologické potransplantacni komplikace a riziko TRM intenzita slizniéni GIT-
-RRT. Polymorfismus a rozdilna schopnost produkce IL-6 pak mlze hrat vyznamnéjsi roli pravé u nemoc-
nych s rozvojem tézké mukositidy.

Podpoteno projekty IGA UP LF-001-2014 a IGA MZd CR NT12454

CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE
A MYELOPROLIFERATIVNI NEMOC

Standardisation of molecular monitoring in CML - progress and problems
Cross N.C.P. (Southampton, UK)

2586.

Charakterizace genomické fuze BCR-ABL1 a detekce SNPs upstream a downstream od
zloml v genech BCR a ABL1 u pacienti s CML s pouzitim sekvenovani nové generace
Linhartova J., Hovorkova L., Soverini S., Benesova A., Jaruskova M., Klamova H., Zuna J., Machova
Polékové K. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha — CZE; CLIP, Oddéleni détské hematologie
a onkologie,, 2. LF UK a FN Motol, Praha — CZE; Department of Experimental, Diagnostic and
Specialty Medicine, Institute of Hematology “L. e A. Seragnoli”, University of Bologna, Bologna - ITA)

Identifikace fuze genu BCR-ABL1, jedine¢né pro kazdého pacienta s CML, je nutna k citlivému monitorovani
minimalni rezidudlni nemoci na trovni DNA. Cilem prace byla charakterizace zliom0 v genech BCR a ABL1
u pacientt s CML v hluboké molekularni odpovédi a detekce SNP upstream a downstream od zlom( po-
moci sekvenovani nové generace (NGS). Pro studii byly pouzity 2 BCR-ABL1 pozitivni bunééné linie (K562;
JURL-MKT1) avzorky od 48 pacientt s CML. Z leukocyt(i periferni krve z doby diagnézy byla izolovana DNA.
Nésledovala multiplex long-range PCR (mLR-PCR) se dvéma sadami primer(: 1) 1 forward primer v BCR
a 10 reverse primerG v ABL1 (Lange et al 1999), s nimiz byly ziskany produkty ve 28/50 pfipadd; 2) 1 BCR
a 20 ABL1 primer( (Krumbholz et al 2012) byly pouZzity pro zbylé vzorky. Produkty LR-PCR byly fragmen-
tovany a sekvenovany technologii NGS-454 (Roche Applied Science). Sekvence byly analyzovany soft-
warem NextGENe (Softgenetics). K lokalizaci zlom( a identifikaci SNP byla pouZzita databaze NCBI a refe-
renéni sekvence gentl. NGS analyza byla provedena u 41 vzorkd s medianem délky LR-PCR produkt(i 6 kb
(1,5-10 kb). U 32 pacientd a v bunéénych liniich s e14a2 mRNA byly zlomy v BCR nalezeny v intronu
14, u 7 pacientd s e13a2 mRNA v intronu 13.V ABL1 se zlomy nachazely vzdy v intronu 1. U pacientt
s e14a2 bylo upstream od zlomd v BCR detekovano 17 anotovanych SNP (1 v exonu 13, 4 v intronu 13
a 12 vintronu 14; median 3 SNP/pacient (1—12)).V 1000Genome phase 1 population (NCBI SNP databa-
ze) se frekvence minoritnich alel téchto SNP pohybuje od 0,5 % do 30,7 %. U 3 pacientt byly identifikova-
ny nové SNP v exonu 13, intronu 13 a exonu 14. Mezi pacienty s e13a2 byly upstream od zlomu v BCR
nalezeny SNP pouze u jednoho pacienta. Hierarchické klastrovani na zékladé SNP profil( upstream od
BCR zlom0 rozdeélilo pacienty do 3 hlavnich skupin, pfi¢emz skupina s e13a2 byla vzdalena od 2 skupin
pacientl s e14a2. Downstream od zlom( v intronu 1 ABL1 bylo identifikovano 51 SNP u 12/39 pacientd
a v JURL-MK1. Technologie NGS ve spojeni s mLR-PCR umozriuje efektivné charakterizovat fuzi v genu
BCR-ABL1 a také sekvencni polymorfismy v blizkosti zlom(. Nase dosavadni vysledky ukazuiji vyssi
vyskyt SNP upstream od zlom( v BCR u pacient(i s e14a2 v porovnani s pacienty s e13a2. K nalezeni
asociace mezi charakteristikou pacienta, SNP profilem a jeho vyznamem v progndze ¢i predikci pribéhu
CML jsou nutné dalsi analyzy.

Podporovano IGANT11555 a projektem MZCR koncepéniho rozvoje vyz.org. 00023736.

2526.

High resolution mass spectrometry of imatinib biotransformation products

Micova K., Friedecky D., Faber E., Hrda M., Adam T. (Institute of Molecular and Translational
Medicine, Olomouc; Department of Hemato-Oncology, Faculty Hospital Olomouc, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc; Laboratory of Inherited Metabolic Disorders,
Department of Clinical Chemistry, Olomouc)

Background: Therapeutic drug monitoring is widely applied useful tool for treatment individualization
in order to achieve optimal clinical response and avoid toxicity. Due to drug metabolizing enzymes
several bioactive or toxic metabolites may be produced. Therefore determination of not only pa-
rent drug but also of metabolites may have clinical relevance and could be helpful for treatment
adjustment. Aims: to assess a detailed profile of imatinib (IMA) metabolites in plasma of patients
with chronic myeloid leukemia (CML). Methods: Before analysis plasma proteins were precipitated
by methanol and supernatant was injected. Separation was performed on Phenomenex Kinetex
C18 column (100 x 2.1 mm; 1.7 pm) using UltiMate 3000 RS (Thermo Scientific) liquid chromato-
graphy. For detection Orbitrap Elite mass spectrometer (Thermo Scientific) based on exact mass
measurement was used. Scan range of m/z 350 — 1200 was chosen and the resolution was set at
60,000 FWHM. MS/MS data were acquired in data-dependent strategy based on fragmentation of
25 selected exact m/z values of potential metabolites. Collision energy for CID was set at 35 eV.
Dynamic exclusion duration of 3 s was enabled; mass accuracy was 5 ppm. Data were evaluated
using Excalibur 2.2 SP1, MetWorks 1.3 SP3 and Mass Frontier 7.0 software. Eight samples of 7
CML patients with optimal or suboptimal response to treatment were analyzed (age 41-77 years,
400 mg IMA/day; sampling time 20-27 h after IMA ingestion).

Results/Conclusions: Contrary to previously described 14 IMA metabolites in plasma (Rochat B. et
al. Mass Spectrom. 2008;43:736) we have found 100 potential metabolites in concentration range
of 4 orders of magnitude (0.001 — 6.630 %) related to IMA plasma levels (635 — 1360 ng/mL). All
metabolites found in plasma were identified on the base of exact m/z values and confirmed by MS2
and MS3 fragmentation experiments. Importantly, differences in the profiles of oxidized and dioxidi-
zed metabolites in optimally and sub-optimally responding patients were observed. Further studies
should be focused on elucidation of clinical significance of newly discovered metabolites.
Acknowledgements: Supported by grant LF UP 2014-001 and 2013-010, grant of IGA Ministry of He-
alth, Czech Republic NT12218-4/2011. Infrastructural part of the project (Institute of Molecular and
Translational Medicine) was supported from the Operational Program Research and Development
for Innovations; Project CZ.1.05/2.1.00/01.0030.

2650.

Mezinarodni prognosticky systému pro esencialni trombocytemii: jeho vyznam pro hodnoceni
celkového preziti a riziko vzniku posttrombocytemické myelofibrosy

Siskova M., Cmunt E., Karban J., Pytlik R., Jondsova A., Velenska Z., Trnény M. (1.interni klinika —
hematologie, VFN a 1.LF UK, Praha; Ustav patologie VFN a 1.LFUK, Praha)

Uvod: Esencidlni trombocytemie(ET) je myeloproliferativni onemocnéni s relativng dobrou pro-
gnézou. Je charakterizovana zvySenym poctem trombocytl, cévnimi komplikacemi a moznosti
vzniku posttrombocytemické myelofibrosy (post-ET) a akutni leukemie (AL). Cil: Validace mezina-
rodniho prognostického sytému pro esencialni trombocytemii (IPSET) na souboru 171 pacientl
s diagnézou ET.

Soubor pacientli a metody: Retrospektivni analyza dat nemocnych, u kterych byla na nasem praco-
visti stanovena dg ET v letech 2000-2012, podle WHO klasifikace u 100 nemocnych, u ostatnich po-
dle PVSG kritérii. Pocet tromocytl 420-2798x10/9/l (median 758), pocet leukocytl 4,1-18,1x10/9/
(median 10,1) JAK2 mutace byla pfitomna u 66 % ze 110 provedenych vySetfeni. Cévni komplikace
mélo 14 % nemocnych. Zemfelo 33 pac. Pfi aplikaci IPSET (vék 60 let a vice, leukocyty 11x10/9/1
a vice, trombosa v anamnese) byla nejpocetnéjsi skupina se stfednim rizikem (92 pacient() s niz-
kym rizikem 58 pac., vysoké riziko mélo 21 pac. Z celkového poctu pacientli podstoupilo cyto-
reduktivni 1é¢bu 73 % pacient (41 pac hydroxyureou, 28 pac anagrelidem, 6 pacientl INF alfa,
ostatni byli Ié¢eni kombinaci téchto 1é¢iv). U 19 (11 %) pacientli doslo k vyvoji posttrombocytemické
myelofibrézy, u 5 jsme pozorovali pfechod do polycytemia vera a u 2 pacienti doslo ke vzniku se-
kundarniho MDS.

Zavér: Mezinarodni prognosicky systém pro esencialni trombocytemi Ize uplatnit pro pfedpovéd
celkového preziti a vyskytu trombotickych komplikaci, nepostihuje vSak riziko pro vznik myelofibrosy.
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2619.

Lécba primarni myelofibrézy nizkymi davkami thalidomidu a prednisonu

Bélohlévkova P, Vioglova J., Maisnar V., Zavielova A., Zak P. (IV.interni hematologické klinika,
Hradec Kralové)

Pro primarni myelofibrézu je typické cytopenie, fibréza kostni dfené, hepatosplenomegalie a extra-
medularni hematopoéza s velmi rdznorodym klinickym obrazem u pacientl. Jedinou kurativni 1é¢bu
predstavuje u PMF vys$siho rizika alogenni transplantace krvetvornymu burikami (ASCT), av$ak jeji
provedeni je Casto limitovano vékem pacient(. Dal$i Ié¢ebné moznosti zahrnuji ovlivnéni anémie,
splenomegalie ¢i celkovych projevl a jejich hlavnim cilem je zlepSeni kvality Zivota nemocnych.
Z novéjsich lécebnych postupl bylo publikovano, Zze u anemickych pacientd je ¢asto Uspésna lé¢ba
nizkymi davkami thalidomidu s kortikoidy. V na8i praci prezentujeme zkuSenosti s jedenécti pacienty
s PMF, ktefi byli lé¢eni na naSem centru nizkymi davkami thalidomidu (50 mg denné) s predniso-
nem (0,5 mg/kg/den). Lééebného efektu se vzestupem hemoglobinu jsme dosahli u 8/11 (73 %)
nemocnych s medianem néastupu Ié¢ebného efektu 4 tydny (rozpéti 3—6 tydn() a ve 4 pfipadech se
stali nemocni transfuzné nezavislymi. Lé¢ebny efekt se projevil i na hodnotu trombocytd, ale neza-
znamenali jsme vyrazné&jSi efekt na velikost sleziny. Median celkové délky Ié€by nizkymi davkami
thalidomidu s prednisonem byl 13 mésicl (rozpéti 3—35 mésicu). Dlvody ukonéeni byly nasledujici:
u 3 nemocnych nebyl zadny |é¢ebny efekt, 2 nemocni indikovani k provedeni ASCT, ve 2 pfipadech
doslo k rozvoji nezadoucich ucinkl. Ve 3 pripadech doslo po del$i dobé Ié¢by (median 14 mésicu
s rozpétim 12-25) k vymizeni lé€ebného efektu a Ié¢ba byla ukonéena. Nade prvni zkuSenosti
potvrdily, Ze 1é¢ba nizkymi davkami thalidomidu s prednisonem u pacientll s PMF pfinasi dobré
|é¢ebné vysledky s tolerovatelnou toxicitou, ale problémem je u ¢asti pacientl po delsi dobé ztrata
|1é€ebné odpoveédi.

KONFERENCE ZDRAVOTNICH LABORANTU 1

2516.
Stanoveni krvetvornych kmenovych bunék pomoci pritokové cytometrie
Honéikové M., Salacova P, (FNKV, ULD HL, Praha)

V laboratofi provadime stanoveni cirkulujicich CD34+ bunék ve stimulované periferni krvi pacien-
ta pfed aferézou, po aferéze méfime obsah CD34+ bunék v produktu sbéru za pouziti protokolu
ISHAGE. Méfeni zahajujeme pfi poctu leukocytd nad 1 x 109/l, souasné s provedenim mikrosko-
pické analyzy krevniho obrazu. Pfi vysokych hodnotach WBC ve vzorku je nutné vzorek naredit.
K vzorku pfiddme kombinaci monoklonalnich protilatek CD45 FITC, CD34 PE. Separace se zahaju-
je pfi poc¢tu CD34+ bunék nad 20 x 106/I. Sbér je povazovan za Uspésny, je-li hodnota CD34+ bunék
v produktu alespon 2 x 106/kg vahy pacienta (zalezi na dg.nemocného).

Zavér: stanoveni CD 34+ bunék je jedinym ukazatelem vytéznosti sbéru pro transplantace a je ne-
dilnou soucasti transplanta¢niho procesu.

2657.
Morfologie akutnich myeloidni leukemii a vybrané kazuistiky
Simeckové R., Mikulenkova D. (UHKT, Praha)

Prestoze nova WHO klasifikace hematopoetickych a lymfoidnich tkani z r. 2008 posunula diagnosti-
ku akutnich leukemii vice na molekularni uroven, morfologické vySetfeni natéru periferni krve a as-
piratu kostni pfi podezfeni na akutni leukemii stéle patfi k zakladnim diagnostickym vySetfenim.
U nékterych podskupin akutnich myeloidnich leukemii diagnéza vychazi z morfologického hodnoce-
ni natéru periferni krve a kostni dfeng, které je doplnéno cytochemickym vySetfenim myeloperoxida-
zy a zeleza. Na nasem pracovisti je cytologicka diagnostika kromé hodnoceni natért v panoptickém
barveni rozSifena o 13 cytochemickych metod.

2590.

Akutni myeloidni leukémie (AML) s minimalni diferencici: zajimavy cytogeneticky

a morfologicky nalez a klinicky prabéh. Kazuistika.

Prekopova ., Kropdckova J., Hanzlikova J., Rohori P, Nedomova R., Hubacek J., Pikalova Z.,
Holzerova M., Flodr P, Indrak K., Jarosova M. (Hemato-onkologicka klinika, FN a LF URF, Olomouc;
Ustav klinické a molekularni patologie, FN a LF UP, Olomouc)

Diagnostika akutnich myeloidnich leukemii (AML) je se opira o nalez >20% blast( v kostni dfeni nebo
periferni krvi nebo nalez specifickych cytogenetickych zmén bez dosazeni hranice blastd. Blastic-
ké buriky AML exprimuji povrchové myeloidni markery CD13, CD33 a vykazuji myeloperoxidasovou
positivitu. AML s neobvyklym imunofenotypem se vyskytuji zfidka a fadi se k nim i AML s minimalni
diferenciaci, ozna¢ena podle WHO klasifikace 2008 jako AML-NOS. Blastické buriky obvykle nevy-
kazuji morfologickou diferenciaci a cytochemické barveni je negativni. Uréeni diagn6zy AML-NOS je
znacné problematické a onemocnéni je spojeno s velmi Spatnou progn6zou. AML-NOS jsme na HOK
FN Olomouc diagnostikovali u 60ti-letého pacienta. Pacient byl pfijat s bronchopneumonii a v periferni
krvi mél pancytopenii: hemoglobin 118 g/I, Tr 109x109/I, WBC 1.2x109/I. VySetfeni aspiratu kostni
dfené ukazalo masivni infiltraci blastickou populaci, ktera morfologicky pfipominala lymfoblasty. Byla
stanovena pracovni diagn6za akutni lymfoblastické leukemie (ALL). Imunofenotypické vySetfeni kostni
drené odhalilo populaci velkych bunék s expresi znakli CD45+, CD34+, CD117+, HLA-DR+ a TdT+
(20% v&ech jadernych bunék). Tyto znaky charakterizuji myelomonocytarni progenitory. Cytogenetické
vysetfeni bunék kostni dfené odhalilo celkem 3 klony: 75-88,XXYY,-3,der(6),der(6),add(7p),add(9p),h-
sr(11q),hsr(11q),-18,[cp5)/45,XY,-3,der(6), add(7p),add(9p),hsr(11q)[3)/46,XY[1].Pro presné uréeni
zmén byla pouZzita metoda mnohobarevné FISH (mFISH) a genoveé specifické a celochromosomové
sondy pomoci nichz bylo zjiSténo, Ze komplexni karyotyp ma tzv. homologicky se barvici oblasti (HSR)
a ,segmental jumping translocation” (SJT). Hyperdiploidni klon vznikl tetraploidizaci pdvodniho klonu
s poc¢tem 45 chromosom(. Doplnéni téchto nalezl zpresnilo vySetfeni metodou arrayCGH. Trepanobi-
opsie kostni dfené ukazala, Zze nadoroveé buriky jsou pozitivni pro CD45+ , CD117+ a CD34+ (vice nez
90%). Marker proliferaéni aktivity Ki67 vykazoval jadernou pozitivitu v 90% bunék. Na zakladé téchto
analyz byla stanovena diagnéza AML s minimalni diferenciaci (AML-NOS). Po zahajeni indukéni che-
moterapie se stav nemocného rychle zkomplikoval a pacient zemfel druhy den po jejim zahéjeni. Pre-
sentujeme zde zajimavé morfologické, imunofenotypické a cytogenetické nalezy pacienta s diagndzou
akutni myeloidni leukemie AML-NOS.

Prace je podporovana grantem IGA-LF-2014-001.

2583.

Typicka a variantni vlasatobunécna leukémie - prezentace dvou kazuistik

Dynterova A., Fatorova ., Rezacova V., Zak P, Smolej L. (IV. interni hematologicka klinika - laborator:
FN, Hradec Kralové; Ustav klinické imunologie a alergologie, FN, Hradec Krélové)

Vlasatobunééna leukémie (hairy cell leukemia, HCL) je pomalu progredujici lymfoproliferativni one-
mocnéni, pro které je typicka pancytopenie, splenomegalie a pfitomnost ,vlasatych bunék“ v kostni
dfeni i periferni krvi. V 75-80 % pfipadd postihuje muze. Median véku nemocnych se pohybuje
mezi 50-55 roky. Podobné jako jina lymfoproliferativni onemocnéni za¢ina i HCL unavou, malatnos-
ti a hubnutim. P¥i fyzikalnim vy$etfeni najdeme v 90 % splenomegalii, cca v 20 % hepatomegalii
a zhruba 10 % nemocnych ma zvétSené uzliny. V periferni krvi je napadna pancytopenie. Leuko-
penie je dana predevSim monocytopenii a neutropenii. Charakteristicky je nalez vlasatych bunék
v periferni krvi a kostni dfeni. Jsou to menSi ¢i stfedné velké lymfoidni buriky s lehce excentricky ulo-
zenym jadrem. Tvar jadra je vétsinou kulaty, ovalny ¢i ledvinovity, chromatin je bez patrnych nukleoll
nebo jen s malym nendpadnym jadérkem. Cytoplazma je lehce bazofilni, na periferii neohraniena,
Jpotrhand“ nebo tvofi drobné vybézky po celém obvodu buriky. Aspirat kostni dfené je vzhledem
k Casté fibréze dfené obtizné ziskatelny. Punkce je bud uplné ,sucha“ nebo s pfimési periferni
krve. Je-li reprezentativni, nachazime vétsinou redukovanou normalni hematopoezu a neoplastické
vlasaté burky, nékdy mohou byt pfitomny i mastocyty. Ke stanoveni spravné diagndzy je zapotrebi
provést vySetfeni krevniho obrazu s diferencialnim rozpocétem leukocytt, aspirat a biopsii kostni
dfené s cytologickym a imunofenotypizaénim vySetfenim a dale cytochemické barveni natéru kostni
dfené popt. periferni krve na pfitomnost tartarat rezistentni kyselé fosfatazy (TRAP) v patologic-
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kych burikach. Vlasaté buriky na svém povrchu exprimuji kromé pan-B-lymfocytarnich znakd: CD19,
CD20, CD22, FMC?7, také znaky typické pro HCL: CD25, CD11c, CD123 a znak CD103, ktery je pro
toto onemocnéni specificky. WHO klasifikace popisuje vzacnou variantni formu leukémie s vlasaty-
mi burikami (HCL-V), ktera tvofi asi 10 % vsech pfipadt HCL. Na rozdil od typické vlasatobunéc-
né leukémie byva v periferni krvi leukocytéza, lymfocytéza a normalni pocet monocytt. Nadorové
buriky maji na rozdil od klasické varianty vice kondenzovany jaderny chromatin a napadné jadérko.
Cytoplazmatické projekce jsou kratSi a méné Casté, SirSi a dal od sebe. Vétsinou jsou tyto burky
TRAP negativni. Definitivni rozliSeni obou forem pfinasi zpravidla vy$etfeni pratokovou cytometrii.
Obé formy vlasatobunécéné leukémie budeme prezentovat ve dvou kazuistikach.

2543.

Mnohoéetny myelom z pohledu laboranta

Vrbova O., Minarik J., Lapcikova A., Juraniova J., Kadlecova J., Indrak K. (Hemato-onkologicka
klinika, FN, Olomouc; Ill. Interni klinika, FN, Olomouc)

Naplni sdéleni jsou zakladni informace o mnohocetném myelomu a zejména jeho posouzeni z po-
hledu laboranta. Mnohocetny myelom (MM) - zhoubna proliferace elementd B-bunééné linie - plaz-
mocytl v kostni dieni spojend s produkci monoklonalniho imunoglobulinu (MIG) prevazné IgG typu,
méné IgA ¢&i IgM, nebo jeho strukturalnich komponent - lehkych fetézcl k(kappa) nebo A(lambda)
prokazatelnych v séru a/nebo modi. Klinické projevy tohoto onemocnéni mGzeme shrnout do ak-
ronyma CRAB, jez vyjadfuje: C = hyperkalcémie, R = rendlni insuficience, A = anémie, B = my-
elomova kostni nemoc. Prikaz MM zavisi na nékolika vySetfenich: priikkazu kostnich loZisek, bio-
chemickém vysetieni mocéi a séra na pfitomnost MIG &i jeho komponent a na priikazu plazmocytd
v kostni dfeni. Prilkaz kostnich lozisek: RTG snimky skeletu, MR, CT, pfipadné PET/CT. Prliikaz
M-proteinu: elektroforéza, pfipadné imunoelektroforéza séra a moci. Kvantitativni stanoveni volnych
lehkych fetézcl v séru. Postizeni kostni dfené je typické, jde o zmnozeni monoklonalnich plaz-
mocyt(, jejich hladina v KD je obvykle >10 %. Jsou to buriky s nizkym pomérem N/C, excentricky
uloZenym jadrem, silné bazofilni cytoplazmou, s projasnénim v Golgiho z6né (t&ésné perinuklearné).
Jadro ma loukotovité usporadany chromatin. Plazmocyty ale mohou byt i rizné atypické, mladsi,
dvoj i vicejaderné, cytoplazma Cerveno-riizova (tzv. plaménkové plazmocyty). Mohou se zde vy-
skytovat i cytoplazmatické inkluze: Russelova téliska, Mottovy buriky, v jadfe Ducherova téliska.
Dale u MM nachazime zvySenou hladinu celkové bilkoviny, zvySenou ureu, kreatinin. K dokresle-
ni diagnézy MM nam napomaha i histologické vySetfeni pfitomnosti plazmocytl, imunohistoche-
mické vySetreni, vySetfeni pomoci pritokové cytometrie i cytogenetické vysetfeni metodou FISH.

2508.
Myelodysplasticky syndrom pod mikroskopem
Plicka L. (odd.Klinické hematologie, FN Motol, Praha)

Myelodysplasticky syndrom je zadvazné hematoonkologické onemocnéni krve. Proto je velice dule-
Zité v€asné a presné uréeni diagndzy a zahajeni terapie. Onemocnéni je charakterizovano dysplas-
tickymi zménami postihujici erytropoézu, myelopoézu a megakaryopoézu. Spravna znalost dysplas-
tické zmén vyskytujicich se v periferni krvi a kostni dfeni u tohoto onemocnéni, je dllezita soucast
znalosti zdravotniho laboranta. Zdravotni laborant se ¢asto nachéazi v prvni linii zachytu onemocné-
ni. Nasledné vysetieni kostni dfené ndam pom0ze stanovit subtyp MDS. Diagnostika MDS je velice
slozity proces zasahuijici do vice medicinskych obor(, jakoZto do genetiky, imunologie a histologie.

HODGKINUV LYMFOM IV

2523.

Lécba relabujiciho Hodkginova lymfomu véetné indikace vysoko davkované terapie
s autologni transplantaci kmenovych bunék

Koren J., Pohlreich D., Vackova B., Trnény M. (1.interni klinika-klinika hematologie, VFN, Praha)

2520.
Alogenni transplantace krvetvornych bunék v 1éébé Hodgkinova lymfomu
Raida L. (HOK, FN a LF UP, Olomouc)

Postgradualni pfednaska

2653.

Kombinace ¢étyi cykli eskalovany BEACOPP a ¢étyi cykli bazalni BEACOPP v lécbhé
pokroéilého stadia Hodgkinova lymfomu — retrospektivni analyza jednoho centra
Stépankové P, Belada D., Sykorova A., Zék P. (IV. int. hematologické klinika, FN a LF UK, Hradec
Kraloveé)

Uvod: Ve studii HD-12 srovnavala German Hodgkin Study Group deeskalovanou Ié¢bu pokrogilého
stadia Hodgkinova lymfomu (HL) 4 cykly eskalovany a 4 cykly bazalni BEACOPP se standardné
pouzivanymi 8 cykly eskalovany BEACOPP.V nasledujici analyze hodnotime efekt a toxicitu tohoto
nového schématu pouzivaného na naSem pracovisti v letech 2001-2010.

Pacienti a metody: V letech 2001-2010 byl deeskalovany 1é¢ebny postup zvolen u 103 pacientu (p.)
s nové diagnostikovanym HL v pokrocilém stadiu. Do hodnoceni jsme zafadili 78 z nich s dobou
sledovani alespon 1 rok od ukonéeni 1é€by. Stadium II/III/IV bylo zastoupeno u 15/41/22 pacientd,
vékovy median byl 31 let (18-61). IPS 0-2 bylo ¢astéjsi nez IPS 3-7 (60 vs. 40 %). Sledovali jsme
lIéCebny efekt, dobu trvani remise a ¢asnou toxicitu Ié¢by. LéCebna odpoveéd byla hodnocena dle
revidovanych Chesonovych kriterii.

Vysledky: Planovanych 8 cykll 1é¢by dokoncilo 70 p. (89.7 %). Celkem 75 (96.2 %) p. doséahlo
kompletni remise. Jeden p. zemfel v prabehu Ié¢by, u jednoho jsme zaznamenali progresi pfi 1é¢bé,
u jednoho stabilni onemocnéni. Radioterapii bylo 1é¢eno 11 (14.1%) p. s Uvodnim bulky postize-
nim (v éfe pfed PET) Ci rezidualni PET pozitivitou. U dvou p. doSlo k relapsu onemocnéni 6 a 22
mésich od ukonceni terapie. Relaps ¢i progrese se tedy objevily celkem u 4 (5.1 %) pacient(. P¥i
medianu sledovani 55 mésicl od zahajeni |écby je FFTF 92 %, celkové preziti 93 %. Dominujicim
nezadoucim ucinkem |1é¢by byla hematotoxicita. Anemii st. 3—4 jsme zaznamenali u 32 p. (41%),
neutropenii st. 3—4 u 70 p. (89.7 %), trombocytopenii st. 3—4 u 28 p. (35.9 %). Podplrna |é¢ba G-CSF
i pfi rezimu bBEACOPP byla nutna u 55 p. (70.5 %). | pfes vysoké procento neutropenie bylo pro
zavaznou infekci hospitalizovano pouze 10 pacientd, jedenact pro febrilni neutropenii. Nejéastéjsi
nehematologické nezadouci Ucinky tvofily: periferni neuropatie, herpes zoster, hluboka zilni trombo-
za, pneumonitida, pneumonie infekéni etiologie, osteopordza s patologickou frakturou. Po skonéeni
|é¢by byla u dvou p. diagnostikovana sekundarni malignita, u jednoho myelodysplasticky syndrom.
Akutni leukémie se ve sledovaném souboru nemocnych dosud nevyskytla.

Zavér: Kombinovany Ié¢ebny rezim eskalovaného a bazalniho BEACOPP se zda byt velmi ucinny
s akceptovatelnou akutni toxicitou a velmi slibnou efektivitou. K hodnoceni pozdni toxicity, dlouho-
dobého efektu a srovnani se stavajicim standardnim pfistupem, tedy 6 cykly eskalovany BEACOPP,
bude nutné delsi sledovani.

2640.

Padesat procent vylééenych s prognosticky nepfiznivym relabovanym/refrakternim
hodgkinovym lymfomem po tandemové autologni transplantaci krvetvornych bunék
Pohlreich D., Vackova B., Trnkova M., Pytlik R., Koren J., Cieslar P, Valkova V., GaSova Z., Kobylka
P, Trnény M. (Transplantacni jednotka, I. interni klinika, VFN, Praha; UHKT, Praha)

Uvod: Tandemova autologni transplantace krvetvornych bunék je Iédebnou modalitou s popsanou
efektivitou u prognosticky nepfiznivého, relabovancého &i refrakterniho hodgkinova lymfomu (Mor-
schhauser F, 2008; Deviller R, 2012). V nasi studii prezentujeme vysledky jednoho centra u pacien-
th IéCenych tandemovou vysokodavkovanou chemotherapii s autologni transplantaci krvetvornych
bunék (ASCT).
Metody: Indikace k tandemové ASCT byl: hodgkinGv lymfom primarné refratkerni, Gasny relaps/pro-
grese do 12 mésicd po ukonéeni pfedchozi linie 1é¢by, rozsahly relaps s extranodalnim postizenim
s/nebo v dfive ozafované lokalizaci, nedosta¢na odpovéd na salvage chemotherapii. Jako pfipravny
rezim u 1. ASCT byl pouzit melfalan +/- mitoxantron, u 2. ASCT byl pouzit BEAM.
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Vysledky: V letech 19962004 podstoupilo tandemovou ASCT 22 pacientd, 13 muzl a 9 Zen s pramér-
nym vékem 29 let (19-48). Interval mezi diagnozou a ASCT byl 1,7 roku (0,4-12,9). Sedm (32%) pacien-
th bylo v dobé zahajeni salvage chemotherapie primarné refrakternich. Platinovy salvage rezim (DHAP,
ESHAP, ICE) byl pouzit ve 14 pfipadech, IVE v 6, dexaBEAM v jednom pfipadé a jeden pacient nedo-
stal salvage Zadnou. Do prvni ASCT vstupovalo 7 pacientt chemorefrakternich, 14 chemosensitivnich
a jeden nemocny nebyl hodnocen. Pfipravnym rezimem 1. ASCT byl melfalan 200mg/m2 u 9 pacientd
a melfalan 140mg/m2 s mitoxantronem 40 mg/m2 u 11 pfipadu. Tfi pacienti nepodstoupili druhou ASCT
(1x progrese po 1. ASCT, 1x rozvoj kardiomyopathie, 1x pouzit cely §tép z divodu pozdniho engraftmen-
tu). Vysledky tandemové transplantace byly hodnoceny den +100 po 2. ASCT. Celkova odpovéd na
therapii byla u 18 (81%) nemocnych: 5x CR, 13x PR, 4 pacienti byli refrakterni. Nebyla zaznamenana
Zadna peritransplantaci mortalita. Median sledovani od prvni ASCT byl 14,1 roku. Konstatovano bylo 12
relapst/porogresi. Celkové preZiti a preziti bez progrese v 10 letech je 54,5% a 50,0%.

Zavér: Tandemova ASCT poskytuje 50% preziti nemocnym s rizikovym, relabovanym/refrakternim
hodgkinovym lymfomem.

2555.
Alogenni transplantace u Hodgkinova lymfomu — zkuSenosti jednoho centra
Mohammadova L. (HOO, Plzeri)

Hodgkintv lymfom a patfi k nadorovym onemocnénim s vysokou kurabilitou. Relapsy se vyskytuji
u 10—20% pacientd. Alogenni SCT byva indikovana u nemocnych s opakované relabujicim a vétsi-
nou refrakternim onemocnénim jako jedna z poslednich terapeutickych moznosti. Na naSem oddé-
leni podstoupilo alogenni SCT s redukovanou intenzitou (Flu/Mel) pro HodgkinGv lymfom od roku
2000 celkem 13 pacientd s medianem véku 37 let (23-56) a 10 (77 %) z nich bylo transplantovano
s nepfibuznym darcem. Pravdépodobnost preziti a pfeziti bez nemoci byla v 1 roce 51 % a 26%, pfi-
¢emz transplantacni mortalita byla 15% v den 100 a 32% v 1. roce %. | pfes sv(j kurativni potencial
je postaveni a indikace alogennich transplantaci krvetvornych bunék (SCT) u pacientt s Hodgkino-
vym lymfomem diskutabilnim tématem. S ohledem na vysoké riziko mortality, morbidity a relapsu
nemoci neni alogenni SCT povazovana za standardni Ié€ebny postup.

MYELODYSPLASTICKY SYNDROM

2612.

ZkusSenosti ¢eské MDS skupiny s terapii 5-azacitidinem u nemocnych s myelodysplastickym
syndromem, analyza prognostickych faktor(, data nejdéle Ié¢enych nemocnych a korelace
prezivani s historickymi daty nemocnych Iééenych standartni terapii

Jonasové A., Cermak J., Muzik J. (I. interni klinika VFN, Praha; Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha; Institut biostatistiky a analyz, MU, Brno; Ceska MDS skupina)

Uvod: Nase prace je vénovana souhrnu poslednich zkusenosti Ceské MDS skupiny s 5-azacitidi-
dinem (AZA) v terapii nemocnych s vy$sim rizikem MDS, CMML Il a AM a analyze prognostickych
faktori celkového prezivani. PfinaSime téz nasSe historickd komparativni data vysledk(l konvenéni
terapie u MDS s vy$§im rizikem.

Pacienti a vysledky: Od fijna 2008 do zafi 2013 bylo Ié€eno 183 nemocnych (109 M, 74 F). Median
véku byl 68 let (48—-88 let). Dle WHO klasifikace bylo 29 RAEB |, 84 RAEB II, 34 AML/MDS <30%
MB, 16 MDS/MPS (CMML Il), 7 RCMD, 9 AML a 4 neklasifikované MDS. Median délky sledovani byl
10,4 mésicl (rozsah 1-52), median podanych cyklt 6 (rozsah 1-32). Cytogenetika byla k dispozici
u 139 nemocnych. Podle IPSS mélo prognosticky 34,9% dobry, 19,6% stfedni a 21% S$patny karyo-
typ. 55% nemocnych bylo pfed zahajenim terapie zavislych na transfuzich. AZA byla podana jako
primoterapie u 80% nemocnych. Median doby od diagnosy do zahajeni terapie byl 9 mésicu (0-76).
Co se ty¢e odpovédi CR (v€etné pouze dfefiové kompletni remise) bylo dosazeno u 24,1 %, PR
u 15,3%, SD 15,3% . Celkova odpovéd OR ( CR+PR) byla tedy 39,4 %. Hematologického zlepseni
bylo u 41,8%. V roce preziva 60,6% a median OS je 16,9 mésicl. 25 nemocnych bylo Ié¢eno vice
nez 14 cykly, 17 muzd a 8 Zen s medianem véku 70 (61-82) let. 20% z téchto déle Zijicich nemoc-

nych mélo sekundarni MDS. Stran WHO 76 % bylo RAEB Il ¢&i AML/MDS do 30% blastl a pouze 8%
mélo nepfiznivou cytogenetiku. Median OS nebyl dosazen. Stran analyzy prognostickych faktort
OS celého souboru jsme hodnotili vliv véku, pohlavi, WHO podskupiny, typu MDS (primarni, sekun-
darni), procenta blast(i ve dfeni a v periferni krvi, absolutni hodnoty neutrofild, po¢tu trombocytt,
transfuzni dependence, cytogenetiky a fibrézy dfené. Statisticky vyznamny vliv na OS maji: blasty
v periferii, hodnota trombocytl, ECOG PS (performance status) a cytogenetika. Stran prezivani
jsme porovnali nasi skupinu s historickymi daty nemocnych Ié¢enych na UHKT. Data jsou k dispozici
u 67 nemocnych, 37 muzd, 30 zen ve véku 19-82 (median 60). Z toho bylo 42 % Iéeno standartni
chemoterapii, 19,7 % malymi davkami Ara-C, 8,9 % jinou nizko davkovanou terapii a 10,4 % pod-
purnou lé¢bou. Median prezivani byl 7,5 mésicd s v roce prezivalo pouze 29,9 % nemocnych.
Zavér: NaSe vysledky dosazeni odpovédi a prezivani dobfe koreluji s daty zahrani¢nich publiko-
vanych klinickych souborl. Na zakladé analyzy predikce odpovédi na terapii miizeme identifikovat
nejvhodnéjsi respondenty.

2654.

Imunohistochemicky prilikaz transkripénich faktord Fli1 a p53 v kostni dieni a jejich mozna
uloha v patogenezi thrombocytemie u 5g-syndromu

Neuwirtovd R., Stfitesky J., Campr V., Fuchs O., Jondsové A. (Linterni klinika VFN, Praha; Ustav
patologie, 1. LF UK, Praha; Ustav patologie, 2.LF UK, Praha; Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha)

Uvod: V bufkach kostni diené u 5g-syndromu dochazi k haploinsuficienci genu pro ribosomalni
protein RPS14 a v dusledku toho k tzv.ribosomalnimu stresu, ktery vede v erytroidnich burikach
k potlageni aktivity E3 ubiquitinligazy HDM2. Za normalnich okolnosti HDM2 odbourava transkripéni
faktor p53. U 5g-syndromu p53 neni odbouravan, jeho hladina stoupa a vyvolava pfed¢asnou apo-
ptosu bunék Cervené fady a inefektivni erytropoezu (Ebert a pol. 2010). Na rozdil od erytropoezy je
u 5g-syndromu megakaryopoeza efektivni. Pokousime se najit vysvétleni. Rada experimentalnich
praci ukazuje na vyznam transkripéniho faktoru Fli1 pro megakaryopoezu. V pfedchozi praci jsme
u pacientll s 5g-syndromem prokazali zvy$enou hladinu Fli1 mRNA. Podle Truonga (2006) se Fli1
u mysi vaze na promotor genu pro MDM2 a zvy3uje jeho transkripci (Truong 2006). Domnivame se,
Ze by u 5g-syndromu za pfedpokladané pfitomnosti Fli1lv megakaryocytech mohl byt p53 degrado-
van i pfi ribosomalnim stresu, coz by mélo umoznit efektivni megakaryopoezu. Metoda Prikaz nasi
pracovni hypotézy vyzaduje 1. vySetfit Fli1 na Urovni proteinu a 2. zjistit, v kterych burikach kostni
drené se vyskytuje Fli1 a p53. Oba faktory jsme vySetfili imunohistochemicky pomoci monoklonal-
nich protilatek. Kombinaci téchto protilatek a protilatky proti E cadherinu jsme se snazili identifikovat
bunky ¢ervené fady mezi mononukleary. VySetfeny byly vzorky dfené 10 normald, 21 nemocnych
s 5g-syndromem a u |0 MDS nemocnych o nizkém riziku s normalnim chromosomem 5.

Vysledky: V imunohistochemickych preparatech byla prokazana silna positivita Fli1 ve vétSiné megaka-
ryocytu a to nejsilnéji u 5g-syndromu. U téchto nemocnych byla naopak slaba nebo chybéjici positivita
p53 v megakaryocytech. Podle dvojiho znageni byly erytroidni buriky na p53 positivni. Naopak erytroidni
bunky znacené protilatkou proti E cadherinu se jevily na Fli1 negativni. Pfesnou identifikaci mononuk-
leard bude nutno dokazat dvojim barvenim jak imunohistochemicky, tak pomoci pritokové cytometrie.
Zavér: Imunohistochemické vySetfeni kostni dfené potvrzuje pfitomnost faktoru Fli1v megakaryocy-
tech a nepfimo tak svéd¢i pro jeho vyznam pro megakaryopoezu obecné a u 5g-syndromu zvlasté.
Soucasna nizka pozitivita p53 v megakaryocytech je v souladu s inefektivni megakaryopoezou
u 5g-syndromu. Objasnéni pfedpokladaného vlivu Fli1 na p53 vyzaduje dalsi vySetreni.

Prace vznika za podpory grantu IGA MZCR NT/13836 a PRVOUK 27/LF1/1, RVO-VFN646165.

2575.

Kvantifikacia zmien v trepanobioptickych vzorkach kostnej drene pri myelodysplastickych
syndromoch a akutnych myeloblastovych leukémiach

Balhdrek T., Marcinek J., Szépe P, Plank L. (Ustav patologickej anatémie, JLF UK a UNM,
Martin — SVK)

Standardnou sudastou analyzy trepanobioptickych vzoriek kostnej drene (KD) pri myelodysplastic-
kych syndrémoch (MDS) a akutnych myeloblastovych leukémiach (AML) je kvantifikécia pritomnych
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zmien. Ur€enie stupna, podielu alebo rozsahu niektorych fenoménov je Castokrat klu¢ovym pre
typizaciu, klasifikaciu, lie€bu alebo prognézu ochorenia. Pri MDS a AML je miera urcitych zmien
stanovend velmi strikine, ¢o vSak kontrastuje s moznostami rutinnych diagnostickych metéd. Pa-
rametre nadobudajuce pozitivne alebo negativne odchylky od normy (napr. celularita) sa zvy€ajne
skoruju ako lahko, stredne a tazko zvysSené (1+, 2+, 3+) alebo znizené (1-, 2-, 3-). Proporcionalita
prekurzorov hemopoézy sa vyjadruje podielom myelopoézy a erytropoézy. Zastipenie megakaryo-
cytov sa mOze vyjadrit ich po¢tom na tzv. velké zorné pole (HPF), zodpovedajice 400nasobnému
zvacseniu a ploche cca 0,13 — 0,16 mm?2. Myelofibréza (MF) sa hodnoti konsenzudlnym 4-stup-
flovym gradingom (MFO — MF3). Na vyjadrenie stavu zasob Fe pigmentu sluzia 5 az 7-stupnové
Skaly. K najproblematickej$im, ale su¢asne najddlezitejSim patri kvantifikacia podielu patologickych
blastov, ktoré treba v biopsii KD najskér imunohistochemicky (IHC) vizualizovat a odlisit od fyzio-
logickych nezrelych prekurzorov, ¢o je nezriedka limitované panelom pouzitelnych IHC markerov
alebo absenciou patologického fenotypu. Podiel blastov sa zvy€ajne odhaduje semikvantitativne
ako relativny percentuélny podiel z celkového poctu jadrovanych elementov KD pri zohladneni celu-
larity drene, korelovanej s vekom pacienta, fibrézou, primesou reaktivnych elementov i aplikovanou
lie€bou. Objektivnejsim je vyjadrenie podielu blastov na urcity pocet buniek alebo v presne stanove-
nej plodnej jednotke. Dalsim postupom je kvantitativna pocitacova (digitalna) 2D obrazovéa analyza
s pouzitim Specialnych programov a Statistickych vypoctov. Kvantifikacia je vykonavana réznymi
postupmi s rozdielnou mierou spolahlivosti, subjektivnej chybovosti a variability medzi hodnotitelmi.
PresnejSie a objektivnejSie matematické a pocitacové metddy su zvy€ajne metodologicky i ¢asovo
narocnejsie, €o ich zvy€ajne znevyhodriuje pre pouzitie v rutinnej diagnostike. NavySe mnohé zme-
ny nie su v KD distribuované rovhomerne. Bioptické nalezy musia byt patolégom aj klinikom inter-
pretované kriticky a mali by byt konfrontované s nalezmi ostatnych metdd (najmé cytomorfoldgiou
a prietokovou cytometriou) a integrované s celkovym klinickym obrazom ochorenia.

Podporené Grantom VEGA 1/0209/13.

2567.

Zarodeéna mutace GATA2 zpuUsobuje krevni onemocnéni a poruchu obranyschopnosti

Stary J., Mejstfikova E., Kubriéanova-Zaliové M., Janda A., Keslové P, Sukové M., Smisek P, Cerna
Z., Blazek B., Timr P, Blatny J., Lejhancova K., Zemanova Z., Svobodové T., Pohunek P, Cermék
J., Sedlacek P, Wiodarski M. (Klinika détské hematologie a onkologie, UK 2.LF a FN Motol, Praha
— CZE ; Centre of Chronic Immunodeficiency, University Medical Centre and University of Freiburg,
Freiburg — DEU; Détska klinika, FN, Plzeri — CZE; Deétska klinika, FN, Ostrava — CZE; Détské
oddéleni nemocnice, a.s., Ceské Budéjovice — CZE; Oddéleni détské hematologie, FN, Brno — CZE;
Détska klinika, FN, Hradec Kralové — CZE; Ustav lékafské biochemie a laboratorni diagnostiky, UK
1.LF a VFN, Praha — CZE: Pediatrickd klinika, UK 2.LF a FN Motol, Praha — CZE; UHKT, Praha —
CZE; Pediatric Hematology and Oncology, Centre for Pediatrics and Adolescent Medicine, University
of Freiburg, Freiburg — DEU)

Transkripéni faktor GATA2 reguluje homeostazu krvetvornych kmenovych bunék, exprimovan
je v endotelu, varlatech, burikdch vnitfniho ucha, nékterych typech neurond. Zarode¢né mutace
GATA2 mohou zplsobit MDS/AML, mirnou nebo téZkou imunodeficienci (monocytopenie, B lym-
fopenie, mykobakterialni a invazivni plisfiové infekce), bradavice, hluchotu, lymfedémy, problémy
chovani, urogenitalni onemocnéni. U vétSiny pacientl se vyvine abnormalni karyotyp, monosomie
7 nebo trisomie 8. Projevy imunodeficience se obvykle manifestuji v prvni dekadé zivota, zatimco
krevni onemocnéni ve druhé dekadé a pozdgji. Nej¢astéjsi hematologickou manifestaci je selhani
kostni dfené, bud' v podobé hypocelularni refrakterni cytopenie nebo rovnou pokrocilého MDS/AML.
V Ceské republice jsme dosud diagnostikovali 11 pacientl s deficitem GATA2 ve véku 4-23 let (10
bylo starsich deseti let pfi diagn6ze). Devét z nich vyvinulo MDS (refrakterni cytopenie: 6, pokrogily
MDS: 3). Monosomii 7 mélo $est pacientu, dva trisomii 8. Z dalSich projevi GATA2 deficitu se vy-
skytly Embergertiv syndrom (lymfedémy, porucha sluchu), chronicky, lé¢bu vyzadujici, intersticialni
plicni proces u dvou pacienti, poruchy chovani, recidivujici respiraéni infekce, bradavice, anoma-
lie moc€ovych cest. Ve tfech rodinach bylo GATA2 mutaci postizeno vice osob. Monocytopenii a B
lymfopenii s typickym nalezem pfi vySetfeni pritokovou cytometrii méla vétSina nemocnych. Sedm
pacientll podstoupilo alogenni transplantaci kostni diené (3 z nich od GATA2 negativnich souro-
zencU) a vSichni ziji. 21leta zena s intersticialnim plicnim procesem a Ié¢bu nevyZzaduijici refrakterni

cytopenii zemfela na pneumonii. Sedmnactilety chlapec neuspésné lé¢eny pro MDR-AML s mono-

somii 7 zemrel v transformaci nemoci do akutni lymfoblastické leukémie. Incidence GATA2 mutace

u pacientt s MDS/AML zatim znama neni. U déti se jedna nepochybné o vyznamny predisponujici
faktor onemocnéni. Wlodarski prokazal GATA2 mutaci u 28% ze 156 vySetfenych pacientt s primar-
nim MDS a monosomii 7 nebo trisomii 8 z databaze evropské skupiny pro MDS u déti EWOG-MDS.
Prvnim projevem nemoci miize byt mirna chronicka kolisajici neutropenie. Detekce typického feno-
typu pritokovou cytometrii je voditkem k molekularnimu vysetfeni.

Podpofeno MZ CR — RVO, FN v Motole 00064203 a granty IGA NT/14534 a IGA NT/11059.

2554.

Chromothripsis v bunkach kostni dfené nemocnych s nové diagnostikovanymi
myelodysplastickymi syndromy (MDS) a komplexnimi karyotypy

Zemanova Z., Lhotska H., Bfezinova J., Svobodové K., Lizcové L., Sarova 1., Izdkova S., Ransdorfova
8., Krejéik Z., Dostalova Merkerova M., Siskova M., Jonasova A., Neuwirtova R., Cermak J., Michalova
K. (Centrum néadorové cytogenetiky, Ustav lékarské biochemie a laboratorni diagnostiky, VFN a 1. LF
UK, Praha; Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; 1. Interni klinika, VFN a 1. LF UK, Praha)

Komplexni karyotypy jsou nalézany u pfiblizné 20% nemocnych s nové diagnostikovanym MDS.
Podle mezinarodniho skérovaciho systému (IPSS-R) jsou povazovany za ukazatel $patné prognozy
a jejich nalez je spojen s vysokym rizikem transformace do AML. Zatim v8ak neni jasné, jakym
mechanismem komplexni aberace vznikaji. Jednou z moznosti je postupna kumulace genetickych
zmén béhem klonalniho vyvoje. Podle jiné teorie miize dojit k fragmentaci a nasledné reorganizaci
chromosoml nebo jejich ¢asti v jediném okamziku v dlsledku bunééné krize (tzv. chromothripsis).
Cilem prace bylo zjistit frekvenci a klinicky vyznam chromothripsis u nemocnych s nové diagnostiko-
vanym MDS a komplexnimi karyotypy. Provedli jsme detailni analyzu bunék kostni dfené u 170 ne-
mocnych s komplexnimi karyotypy detekovanymi pfi konvenénim cytogenetickém vySetfeni v dobé
stanoveni diagnézy MDS (85 muzd, 85 zen; median véku 67 let). Komplexni karyotypy a zlomova
mista na prestavénych chromosomech jsme studovali metodou FISH (Abbott Molecular) a mFISH/
mBAND (MetaSystems). Nebalancované genomové zmény jsme detekovali pomoci ¢ipli CytoChip
Cancer SNP 180K (BlueGnome) a/nebo Human CytoSNP-12 arrays (lllumina). Molekularné cytoge-
netické nalezy u 83 pacientll z této skupiny odpovidaly postupné kumulaci nahodnych genetickych
zmén béhem klonalni evoluce. U ostatni 87 nemocnych jsme kombinaci metod mFISH/mBAND
a mikro¢ipovych technik identifikovali velké mnozstvi zlomU, ztrat nebo naopak zisku genetického
materialu, které pravdépodobné vznikly v disledku chromothripsis. Casto jsme rovnéz pozorovali
rozpad chromosom( na mnoho malych fragment(. Tyto fragmenty byly ¢asto translokovany nebo
insertovany na jina mista v genomu, ¢imz vznikly chaoticky pfestavéné chromosomy. Fragmentace
nej¢astéji postihovala chromosomy 5, 7, 17 a 12. Celkové preziti (OS) nemocnych s rozpadlymi
chromosomy a bez znamek fragmentace se statisticky vyznamné neliSilo (p=0.224; median OS
v obou skupinach 4 mésice). Znaky chromothripsis jsme pozorovali celkem u 51% pacientt s MDS
a komplexnimi karyotypy. Pfestoze prvni publikované prace ukazovaly, Ze pacienti s chromothripsis
maji agresivnéjsi formu onemocnéni, v této studii jsme rozdil v OS obou skupin nepozorovali. Pfed-
pokladame, Zze u MDS mohou komplexni karyotypy vznikat obéma mechanismy, tj. jak v dusledku
chromothripsis, tak i klonalnim vyvojem. Prognéza nemocnych je v obou pfipadech velmi Spatna.
Podpofeno RVO-VFN64165, GACR P302/12/G157/1, PRVOUK-P27/LF1/1 a MZCR00023736.

2546.

Diagnostika a liecba chronickej myelomonocytovej leukémie v rokoch 2000-2013 -
skusenosti 2 centier

Rohori P, Bélohlavkova P, Rusiriakova Z., Voglova J., Zavielova A., Vondrakova J., Raida L., Faber
E., Jarodovd M., Zék P, Indrék K. (Hemato-onkologické klinika, FN a LF UP, Olomouc; IV. Interni
hematologickd, FN, Hradec Krélové; Klinickd hematologie, Nemocnice, Ceské Budéjovice)

Uvod: CMML je klonové ochorenie hemopoetickej kmeriovej bunky, ktoré vykazuje rysy myelo-

dysplazie i myeloproliferacie a vyskytuje sa prevazne u starSich os6b. Ciel prace: Popisat subor
pacientov s CMML diagnostikovanych a lie€enych v centrach Olomouc a Hradec Kralové v rokoch

2000-2013.
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Subor pacientov, metédy: Do hodnotenia bolo zahrnuta skupina 35 0séb (21 muzov, 14 Zien) s veko-
vym medianom 67,5 roka (47—85). Rozdelenie podla WHO 2008 ukazovalo pomer CMML-1/CMML2
(22/13),podla FAB pomer MD/MP variantu 19/16. Pomocou cytogenetického vySetrenia mala vacsi-
na pacientov v ¢ase diagnézy normalny karyotyp (27), komplexné zmeny (2) a iné prestavby vratane
monozémie 7 (4), v 2 pripadoch nebolo vySetrenie uspedné. Pre UCely prognostickej klasifikacie
bolo pouzité CPSS skére (WHO a FAB klasifikacia, cytogenetika, transfizna zavislost). Podla tohto
systému boli 5 pacienti zo skupiny nizkeho, 13 zo skupiny intermediarneho-1 a 14 zo skupupiny
intermediarneho-2 rizika. Iba 6 oséb z celého suboru podstupilo ASCT, 3 pacienti Ziju s prejavmi li-
mitovanej chronickej formy GvHD, najdihSie v intervale 20 mesiacov. 5-AZA bol podany 8 pacientom
(2x vo forme premostujucej liecby pred ASCT), maximalny pocet cyklov bol 12, v su€asnosti ziju 3
pacienti. Analyza preZitia bola realizovand pomocou Kaplanovej-Meierovej metddy. Krivky prezitia
boli porovnavané pomocou log-rank testu.

Vysledky: S medianom sledovania 19,5 mesiaca (5—126) Zije 14 os6b. Pravdepodobnost 5-ro¢ného
celkového prezitia (OS) v naSom subore je 22,7%. CPSS je dobry prognosticky ukazovatel (LR vs.
INT-1 vs. INT-2; p=0,004). Medzi poskupinami podla WHO 2008 a FAB klasifikacie neboli Statistic-
ky signifikantné rozdiely v OS. Taktiez jednoduchy ukazovatel, hladina LDH, nepotvrdila v naSom
subore vplyv na OS. Komplexné cytogenetické zmeny a monozdémia 7, transfiizna zavislost boli
negativnymi prognostickymi ukazovatelmi, ¢o vSak komplexne zhodnocuje CPSS.

Zaver: V3etky hodnotenia su limitované obmedzenym poctom pacientov v stubore. Novy, jednoduchy
skorovaci systém CPSS sa zda byt dobrym prognostickym ukazovatelom. V poslednom obdobi do-
chadza k spresneniu diagnostiky CMML (va¢sina pacientov v subore je z obdobia poslednych 5 rokov)
a lieby pacientov novymi molekulami (5-AZA). Hoci existuje snaha o implementaciu poznatkov z mole-
kulovej biolégie CMML (napr. mutacie TET2 génu) do stratégie liecby, jej vysledky su stale neuspokojivé.
Praca bola podporena grantom LF-2014-001.

MNOHOCETNY MYELOM

2631.

Vyhodnoceni projektu éasné diagnostiky mnohocéetného myelomu-projekt CRAB

Straub J., Adam Z, Gregora E., Hajek R., Maisnar V., Séudla V., Schutzové M., Spicka |.

(I. interni klinika-klinika hematolie, 1. LF-UK a VFN, Praha; Interni hematoonkologické klinika, MU
a FN, Brno; Interni hematologicka klinika, FNKV, Praha; Klinika hematoonkologie, LF OU a FN,
Ostrava; Il. interni klinika, OKH, LF a FN, Hradec Kralové, lll. interni klinika, UP a FN, Olomouc;
Hematologicko-onkologické oddéleni, UK a FN, Plzeri)

Mnohocetny myelom ( MM) se svoji incidenci 4/100 000 obyvatel patfi do skupiny vzacné se vyskytujicich
nemoci. Nejen maly pocet nemocnych, ale i rozmanitost vstupnich pfiznak( velmi ¢asto vede k pozdni dia-
gnostice tohoto onemocnéni. V roce 2007 bylo v Ceské republice véas ( 1j. do 3 mésichi od prvnich projevi
myelomu) diagnostikovano pouze 53 % nemocnych. 37 % pacientd mélo vstupné patologickou frakturu, 21
% neurologicky deficit a 9 % pacientd bylo zachyceno ve stadiu renalniho selhani s nutnosti hemodialyzy.
V¢&asné zachyceni nemoci pfitom vyznamneé zvySuje uspésnost IéEby, zabraruje nezvratnym poskozenim
organizmu pacienta a tim piispiva k prodlouZeni a zlepSeni kvality jeho Zivota. Z téchto divodi Ceska
myelomova skupina 1.4.2007 zahdjila celorepublikovy edukacni program ¢asného zachytu MM — ,Projekt
CRAB". Po 3 letech komplexni edukace lékaft prvniho kontaktu do$lo ke zlepSeni véasného zachytu o 10
%.V roce 2013 probihalo dals$i vyhodnoceni, jehoz vysledky budou zpracovany a prezentovany.

2634.

Dlouhodoba udrzovaci Ié¢ba lenalidomidem: pro a proti-vysledky analyzy dat z registru
monoklonalnich gamapatii Ceské myelomové skupiny

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

Lenalidomid je vysoce Gginny Iék ze skupiny imunomodulaénich 1é¢iv. V sou¢asné dobé je v Ceské
republice indikovan k 1é¢bé rezistentniho/relabujiciho mnohocetného myelomu (MM); ocekava se

jeho registrace také v primoterapii a v udrzovaci 1é€bé. V souvislosti s terapii MM lenalidomidem

jiz bylo prokazéno, Ze kontinualni |éEbou je mozné zlepsit jak Ié¢ebnou odpovéd, tak i prodlou-

Zit preziti bez progrese onemocnéni (PFS). V posledni dobé se vS§ak objevily nazory, ze zlepSeni
kratkodobych vysledkdl nemusi byt provazeno pozitivnim efektem na celkové preziti nemocnych.
Cil: V nasi analyze dat z registru monoklonalnich gamapatii jsme se proto zaméfili na porovnani
|é¢ebného efektu lenalidomidu s ohledem na celkové preziti. Porovnavali jsme navzajem vysledky
dlouhodobého podavani lenalidomidu s dexamethasonem v ramci klinickych studii, kdy byl podavan
kontinualné aZ do relapsu onemocnéni, a pacientt lé¢enych na zakladé limitované Ghrady ze zdra-
votniho pojisténi (4 200 mg).

Pacienti a metody: Celkové jsme analyzovali data ziskana od 291 MM pacient( s alesporn jednou
predchozi terapii. Z toho 48 pacientlt bylo Ié¢eno kombinaci lenalidomidu s dexametazonem dlou-
hodobé v ramci standardniho ramene klinického hodnoceni a 204 pacientd pak stejnou terapii, ale
maximalné v poc¢tu 8—10 podanych cykll na zékladé stanovenych limitli zdravotnich pojistoven.
Vysledky: Pfi srovnatelnych zakladnich charakteristikach byla celkova lé¢ebna odpovéd' statistic-
ky vyznamné lepsi ve skupiné pacientl s kontinualni terapii lenalidomidem (58,3 oproti 40,2%;
p = 0,005). P¥i statisticky vyznamné delSim trvani Ié€by v ramci studii (median 9,2 resp. 5,8 mésice;
p<0,001) bylo dosaZeno v ramci skupiny pacient( s kontinualni Ié¢bou statisticky vyznamné lepsich
i u vSech charakteristik trvani 1é¢ebného efektu (u PFS, TTP, DOR i OS bylo p<0,001). Obdobna
jako v registra¢nich studiich MM-009 a MM-010 byla i frekvence pozorovanych nezadoucich u¢inkd
1é¢by. Shrnuti: Vysledky nasi analyzy dat z Registru monoklonalnich gamapatii tak potvrdily vyhody
dlouhodobé léEby pomoci lenalidomidu s dexamethasonem. Takové je i sou¢asné doporuceni uva-
déné v ramci SPC pfipravku, ktery by mél byt podavan do progrese onemocnéni. V ramci sdéleni
budou diskutovany sou¢asné nazory pro a proti tomuto doporuéeni. Kromé lepsi celkové 1é¢ebné
odpovédi jsme na nasem souboru potvrdili vyznam dlouhodobé Ié€by i pro trvani IéEebné odpovédi
a to v€etné celkového preziti.

2556.

Uginnost rezim(i s lenalidomidem a rezimi s bortezomibem u 144 pacientti s prvnim relapsem
mnohocetného myelomu

Krejéi M., Adam Z., Pour L., Kfivanové A., Sevéikové E., Pelcova J., Mayer J. (Interni hematologicka
a onkologicka klinika, FN, Brno)

Uvod: Inhibitory proteasomu a imunomodulaéni latky tvofi v sougasné dobé dileZitou soudast te-
rapie mnohoc¢etného myelomu (MM). Neni jasné, zda néktery z téchto novych Iékd dosahuje signi-
fikantné vyssi ucinnosti oproti jinym v 1é¢bé prvniho relapsu MM. Cilem této retrospektivni analyzy
bylo zhodnoceni U¢innosti terapie rezimy na bazi lenalidomidu (72 pfipadu) a rezimy na bazi borte-
zomibu (72 pfipadl) u celkem 144 pacientl s prvnim relapsem MM.
Metody: Obé léCebné skupiny byly srovnatelné v zakladnich klinickych parametrech (vék, klinicka
stadia dle ISS a DS, typ M-proteinu, vyskyt renalni insuficience a Ié¢ba prvni linie). Klinicka stadia
dle ISS byla nasledujici: stadium 1 u 32% pac. (46/144), stadium 2 u 43% pac. (62/144) a stadium 3
u 25% pac. (36/144). Renalni insuficience byla pfitomna u 19% nemocnych (27/144). Median véku
byl 69 let (rozpéti: 49-83). Median sledovani od zahajeni terapie byl 32 mésicl. Rezim na bazi lena-
lidomidu (L-rezim) byl pouzit u 72 pac.; L+alkylaéni latka+ dexamethason: 54 pac.(75%), L+dexame-
thason: 15 pac.(21%), samotny L: 3 pac.(4%). Pacienti byli |é€eni lenalidomidem v davce 25 mg den-
né (den 1-21, opakovani cyklu den +28), u pfipadl s renaini insuficienci byla davka L redukovana na
10 mg. Rezim na bazi bortezomibu (B-rezim) byl pouzit u 72 pac.; B+alkylaéni latka+dexamethason:
58 pac.(81%), B+dexamethason: 11 pac.(15%), samotny B: 3 pac.(4%). Pacienti byli IéCeni bortezo-
mibem ve standardni davce 1,3 mg/m2 subkutanné v dny 1, 4, 8, 15. Lécebny cyklus se opakoval
den 21-28, lé¢ba byla ukonéena v pripadé progrese MM nebo po podani 9 cykld. Median poctu
podanych L- a B-cykll byl 5, rozpéti 1-9.
Vysledky: V L-skupiné byla celkova lé¢ebna odpovéd(ORR) 56%, 10% pac. dosahlo CR, 21%
VGPR, 25% PR, 8% MR nebo SD a 35% pacientd mélo progresi MM. Median doby do progrese
(TTP) byl 18,4 mésice, median celkového preziti (OS) byl 38,3 mésice. V B-skupiné byla celkova Ié-
¢ebna odpovéd(ORR) 51%, 13% pac. dosahlo CR, 16% VGPR, 22% PR, 16% MR nebo SD a 33%
pacientti mélo progresi MM. Mediany TTP a OS od zahajeni terapie byly 18,2 mésice a 40,8 mésice.
Toxicita terapie dle CTC kritérii byla v obou Ié¢ebnych skupinach srovnatelna.
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Zavér: Rezimy na bazi lenalidomidu a na bazi bortezomibu jsou efektivni v [é¢bé prvniho relapsu
MM, celkova |é¢ebnd odpovéd je 51-56%. Mediany TTP a OS jsou obdobné v obou skupinach.
Nebyly zjistény signifikantni rozdily mezi L-rezimem a B-rezimem u prvniho relapsu MM, pokud jde
o lé¢ebné odpoveédi, TTP a OS.

2529.

Pilotni hodnoceni nizkodavkové vypocéetni tomografie (LD-CT) u nemocnych s mnohoéetnym
myelomem — srovnani s konvenéni radiografii (RTG) a celotélovou magnetickou rezonanci
(WB-MR)

Minafik J., Hrbek J., Pika T., Bacovsky J., Hefman M., Séudla V. (Il interni klinika — NRE, FN a LF
UP, Olomouc; Radiologicka klinika, FN a LF UP, Olomouc)

Uvod a cile: Hodnoceni myelomové kostni nemoci (MKN) v souéasnosti zavisi na vyetfeni RTG,
nebo na citlivéjsi metodice celotélové magnetické rezonance (WB-MR). Jako alternativa se jevi niz-
kodavkova vypocetni tomografie (LD-CT), ktera je ekonomicky nenaro¢na a asove méné zatézujici
nez RTG i WB-MR. Cilem pfedlozeného hodnoceni je posouzeni metodiky LD-CT u mnohocetného
myelomu (MM) ve vztahu k RTG i WB-MR.

Pacienti a metody: Zhodnoceno bylo 27 nemocnych s MM vySetfenych na nasem pracovisti v pri-
béhu roku 2013. V ramci vstupni diagnézy bylo provedeno posouzeni MKN pomoci RTG, WB-MR
a LD-CT, nejpozdéji do 1 mésice od zahajeni chemoterapie. Stav postizeni skeletu byl hodnocen
jako pfitomnost 0, 1, 2, 3 a 3 a vice lézi skeletu v zobrazeném rozsahu, pfipadné pfitomnost pato-
logické zlomeniny a extramedularniho postizeni.

Vysledky: Pfi hodnoceni MKN na lebce souhlasil ndlez RTG a LD-CT v 18 z 25 pfipadu. U 6 jedinct
zachytilo LD-CT vice lozisek, ve 4 pfipadech (16%) byl nélez pozitivni s negativitou RTG. LD-CT
souhlasilo s WB-MR v 5 z 11 pfipadu. V jednom pfipadé WB-MR zobrazilo vice loZisek, v 5 pfipa-
dech bylo vytéznéjsi LD-CT. PFi hodnoceni patere korelovalo LD-CT s RTG v 6 z 26 pfipadd, v 15
pfipadech zachytilo vyraznéjsi postizeni nez RTG, v 7 pfipadech (27%) pfi negativité RTG vySetre-
ni. VySetfeni LD-CT korelovalo s WB-MR v 10 ze 17 pfipadu, vétsi rozsah zachytilo v 1 pfipadé, v 6
pfipadech byla citlivéjsi WB-MR. Negativita RTG s pozitivitou WB-MR byla zjisténa v 10 pfipadech
(59%). Pfi hodnoceni panve souhlasilo vySetfeni LD-CT s RTG v 13 z 24 pfipadu. V 6 pfipadech
zachytilo vy88i pocet 1ézi, LD-CT pozitivita s RTG negativitou byla pfitomna ve 4 pfipadech (17%).
LD-CT korelovalo s WB-MR v 9 ze 14 pfipadd, WB-MR zachytilo vyraznéjsi nalez v 3 pfipadech,
LD-CT bylo senzitivnéjsi ve 2 pfipadech. Extramedularni propagace byla zachycena v 7 pfipadech,
pouze v jednom pfipadé na RTG, nalez na WB-MR a LD-CT byl obdobny.

Zavér: LD-CT prokéazalo vyssi citlivost v detekci MKN nez RTG. V porovnani s WB-MR byl dle LD-CT
nélez méné vyrazny na patefi, naopak lebka byla zobrazena s vysSi citlivosti. Detekce extramedu-
larnich mas byla u WB-MR i LD-CT obdobna. Zasadni byl zachyt osteolytického a extramedularniho
postizeni u RTG negativnich nalezu. VySetfeni LD-CT je rychlou a ekonomicky nenaro¢nou alter-
nativou k WB-MR a muze byt vyuZzito u jedincli s nové diagnostikovanym MM, u nichz neni mozné
v kratkém horizontu doplnit WB-MR.

Za podpory grantu IGA MZ CR NT 14393.

2513.

Analysis of thymidine kinase serum levels by novel method DiviTum™ in multiple myeloma
and monoclonal gammopathy of undetermined significance — comparison with imaging
methods 99mTc-MIBI scintigraphy

Badovsky J., Myslivedek M., Minafik J., Séudla V., Pika T., Zapletalova J., Adam T., Gronowitz Simon
J., Petrova P, Bartkova M. (Department of Internal Medicine Ill — Nephrology, Rheumatology and
Endocrinology, University Hospital, Olomouc — CZE; Department of Nuclear Medicine, University
Hospital, Olomouc — CZE; 3Department of Medical Biophysics and Institute of Molecular and
Translational Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc — CZE;
Department of Clinical Biochemistry, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc
— CZE; Biovica AB, Uppsala Science Park, Uppsala — SWE)

Background: Increased activity of thymidine kinase (TK) in serum is associated with higher prolife-

ration rates in hematological malignancies. Imaging methods such as 99mTc-MIBI scintigraphy or
18F-FDG PET/CT can visualize active myeloma lesions and their positivity is a negative prognostic
factor. Aims: The study aimed at comparing two methods for evaluating thymidinekinase TK in serum
— an older RIA method and novel DiviTum™ — in patients with MM and MGUS, and also comparing
them with biochemical markers and degree of activity evaluated by imaging methods 99mTc-MIBI
scintigraphy and 18F-FDG PET/CT. Methods: Serum thymidinekinase TK levels were evaluated by
DiviTum™ and an RIA method (TK REA kit by Immunotech);The study analyzed correlation of TK
activity in serum with biochemical markers reflecting activity of MM: B2-m, LDH, the ratio of kappa
to lambda (k/A) free light chains and percentage of bone marrow plasma cells (BMPC). 99mTc-MIBI
scintigraphy and 18F-FDG PET/CT were performed at the time of diagnosis. The degree of activity
was expressed semiquantitatively. Scans were classified as 0 (normal activity), 1 (diffuse positivity)
or 2 (focal positivity).

Results: We found a strong positive correlation between TK in serum evaluated by DiviTum™ and
by TK REA.. The DiviTum™ analytic method extended the detection range and was able to detect
higher levels of TK than the RIA method. DiviTum™ technique found positive correlation with B2-m (r
=0.497) and LDH (r = 0.502) and moderate positive correlation with BMPC (r = 0.368). Significantly
higher TK values measured by TK REA and DiviTum™ in the group of patients with MM (stages |,
Il or 11l) than in those with MGUS. Increased TK levels were observed in MIBI- or PET/CT-positive
patients. Analysis of repeated measurements of TK in serum during treatment of MM patients found
a correlation between change in TK measured by DiviTum™ and LDH during treatment.
Summary/Conclusion: Analysis revealed a significant correlation between TK in serum and LDH, B2-m
and BMPC. Increased levels of TK in serum were observed in MIBI- or PET/CT-positive patients. Com-
bination of positivity of imaging methods which can localize active tumor lesions and increased levels
of TK in serum can have an impact on decision-making and optimization of the therapeutic approach.
This work was supported by grant IGA MZ CR NT 12215-4/2011, IGA MZ CR NT 14393 and by the
research project Biomedreg CZ.1.05/2.1.00/01.0030.

2587.

Detekce monoklonalni B-lymfocytarni populace u systémové a loZiskové AL amyloidézy
Pika T., Novak M., Latalova P, Flodr P, Minafik J., Badovsky J., Séudla V. (Il interni klinika-NRE, LF
UP a FN, Olomouc; Hematoonkologicka klinika, LF UP a FN, Olomouc; Ustav klinické a molekuldrni
patologie, LF UP a FN, Olomouc)

Uvod: AL amyloidéza je systémové nebo organové limitované hematologické onemocnéni pattici
do skupiny monoklonalnich gamapatii. Prikaz monoklonalni bunééné populace patfi mezi stézejni
aspekty v diagnostice nemocnych s timto onemocnénim. Cil: Cilem studie bylo zhodnoceni prika-
zu plazmocytarni populace u nemocnych se systémovou a loziskovou AL amyloidézou s vyuzitim
cytologickych, imunohistochemickych metod a techniky priitokové cytometrie. Soubor: Sledovany
soubor tvofilo 13 nemocnych se systémovou AL amyloidézou a 5 nemocnych s formou loziskovou
(orbita, jazyk, trachea, stehno, plice). U vS8ech nemocnych byla provedena trepanobiopsie s cyto-
logickych, imunohistochemickym vy$etfenim (CD138, klonalita), barvenim na pfitomnost amyloidu
a vySetfenim multiparametrickou prutokovou cytometrii (M-FC).

Vysledky: V pfipadé systémové AL amyloid6zy median infiltrace plazmocyty pfedstavoval 4,6 %
(1,2-10,4 %), v pfipadé imunohistochemie pak 7 % (3—20 %), prikaz monoklonalnich populace byl
u 11/13 nemocnych v pfipadé imunohistochemie, pfi uziti M-FC pak u 13/13 nemocnych. Median
poctu aberantnich plazmocytu ¢inil 88,7 % ( 12—-93,1%). Depozita amyloidu ve dfeni ¢i ve sténé cév
dfené byla zjisténa u 4 nemocnych. V pfipadé loZiskové AL amyloidézy pak median infiltrace kostni
dfené plazmocyty &inil 0,3% (0,1-0,6 %), v pfipadé imunohistochemie pak 5% (3-9%), u vSech
nemocnych nebyla prokazana v kostni dfeni monoklonalni populace, ani v pfipadé uziti M-FC. Me-
dian aberantnich plazmocytu ¢inil 4 % (1-7 %). Jako pfi¢ina loZiskové amyloidézy byl v 1 pfipadé
zjistén extranodalni lymfom z marginalni zény MALT-typu (stehno), ve 2 pfipadech fokélné pfitomna
monoklonalni plazmocytarni populace (orbita, trachea), v 1 pfipadé se jednalo o pacienta s vysoce
aktivni formou Sjoégrenova syndromu (jazyk).

Zavér: Priikaz klonu B-lymfocytl je jednim z duleZitych aspektt diagnostického algoritmu AL amy-
loidézy, pfi¢emz v pfipadé systémové AL amyloid6zy pfedstavuje M-FC citlivéjsi metodu neZli imu-
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nohistochemické vy$etfeni, vzhledem k nizkému procentu dfefiové infiltrace patologickou populaci.
U loZiskové AL amyloid6zy ¢asto nelze klon v misté postiZzeni prokazat, pfi¢inou produkce mlze byt
i jiny typ B-lymfocytarni neoplazie.

S podporou grantu NT 12451/5, NT 14400 a IGA-LF-2014-001.
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2643.
Proveditelnost vybéru nepfibuznych darcii genetickou typizaci KIR
Frycova M., Jindra P, Venigova P, BlaZek J., Kusova J. (HLA laborator, CNRDD, Plzer)

Cil: Nékolik nedavno publikovanych studii ukazuje, Ze vysledky transplantaci u pacientd postizenych
AML mohou byt kromé HLA gen( ovlivnény i dal$imi geny. Obzvlasté je zmiriovan rostouci pocet di-
kazu vlivu genll KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors) na ochranu pred relapsem. Protoze
se HLA a KIR geny izoluji nezavisle na sobé, pouze mensina HLA shodnych pard darce-pfijemce
je také KIR shodnych. Proto pfitomnost genli KIR mize byt kritériem UD vybéru v pfipadech, kdy
existuje vétsi mnozstvi HLA shodnych darcli. Cooley et al. (2010) ukazal, Zze specifické slozeni
motiv( centromernich a telomernich B haplotypu pfispiva k ochrané pred relapsem a zvySuje $anci
na uplné vyléceni.

Metody: Na zakladé této studie jsme zahjili genetickou typizaci KIR u potencialnich darc, pokud
Ize volit z nékolika 10/10 nebo 9/10 HLA shodnych UD u daného pacienta. Genotypizace byla pro-
vadéna metodikami PCR-SSP ¢i SSOP pomoci komeréné dostupnych kitd. Provedli jsme genovou
typizaci 103 nejlépe shodnych HLA darcl pro 34 vybranych pacienttl s AML. Pfitomnost KIR hap-
lotypli A a B stejné jako jejich kombinaci byla uréena z druhu a poctu genti KIR.. V§echny genoty-
py byly zadany do kalkulatoru, ktery umoziuje zadani az péti potencidlnich darcl a ziskani jejich
pfifazeni do jedné z 3 skupin dle obsahu KIR B. Skupiny, ,neutralni“, ,lepsi“, ,nejlepsi“, odkazuji na
pfislusnou ochranu proti relapsu.

Vysledky: Genova typizace KIR pfi hledani darct odhalila 29 darci s AA haplotypy, 58 darci s AB
haplotypy a 16 darct s BB haplotypy. Po pfifazeni stavli pfitomnosti KIR B jsme objevili 71 ,neut-
ralnich“ darct, 22 ,lepSich® darci a 10 ,nejlepsich® darch. U 21 (~62%) pacient(i byli k dispozici
darci s riznymi stavy pfitomnosti KIR B. Tito pacienti pfedstavuji skupinu, kde by mohlo byt pouzito
vybérové kritérium pfitomnosti KIR B genu u darce.

Zavér: Potvrdili jsme, ze dodate¢ny vybér HLA shodného nepfibuzného déarce na zékladé obsahu KIR
B genl je proveditelny. Vybér takového darce mlze zlepsit transplanta¢ni vysledky u pacientt s AML.

2596.

Vyroba lécivého pripravku z mesenchymalnich kmenovych bunék pro lIéébu reakce Stépu
proti hostiteli

Vrbova J., Holubova M., Lysak D., Jindra P. (Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzer)

Transplantace hematopoetickych bunék je jednou z 1é€ebnych strategii u hematologickych malignit,
kterd byva u spousty pacientl jedinou $anci na prekonani choroby. Mnohdy se vSak po Uspés-
né transplantaci mohou rozvinout potransplanta¢ni komplikace, mezi které patfi také reakce Stépu
proti hostiteli (GVHD). Standardni 1é¢bou pro GVHD byva imunosuprese, ktera vSak u ¢asti paci-
entl nefunguje. Aplikace mesenchymalnich kmenovych bunék (MSC), které maji schopnost po-
tlaGovat nezadouci reakci darcovskych imunokompetentnich bunék, predstavuje slibnou metodu
potransplanta¢ni imunoterapie v 1é¢bé GVHD se suboptimélni odpovédi na imunosupresivni |é¢-
bu. Vyroba Ié¢ivého pfipravku obsahujiciho MSC je nékolikastupriovy proces, ktery zagina izola-
ci mononuklearnich bunék gradientovou centrifugaci z 20ml kostni dfené zdravého darce. Frakce
mononuklearnich bunék je nasazena na jednu 175cm2 kultivacni ldhev s kompletnim kultivaénim
médiem — CCM (alpha-MEM medium +10 % poolovaného desti¢ckového lyzatu — pHPL, 21U/ml he-
parin). Po 48 hodinach jsou neadherentni buriky (lymfocyty, monocyty) odmyty a k adherentnim burn-
kam (MSC) se prida ¢erstvé CCM, které se pak méni 2-3x tydné. Po dosazeni 80-90% konfluence
se bunky uvolni z povrchu a pasazuji do dalSich kultivaénich lahvi. Pasazovani se provadi celkem

2x. Pi tfeti pasazi jsou buriky zamrazeny ve formé aliquott (meziprodukty) v koncentraci 1x10e6
v 1ml kryomédia (60% alpha MEM + 30% pHPL+10%DMSO0). V pfipadé potieby vyroby Ié¢ivého
pfipravku se rozmrazi 4-6 aliqoutd (podle vahy pacienta) a buriky se re-kultivuji po dobu 5-8 dni.
Poté se opét uvolni z povrchu, promyji a smichanim s 300ml fyziologického roztoku s 5% albuminem
se pfipravi finalni 1éCivy pfipravek obsahujici 1-5x10e6 MSC na 1kg pacienta. Vzhledem k tomu, ze
se jedna o pfipravek moderni terapie schvaleny SUKL, v priib&hu celé vyroby probihaji rozsahlé
kontroly kvality. P¥i izolaci, pasézich i vyrobé se monitoruje pocet ¢astic a mikrobialni kontaminace
laminarniho boxu. Dale se testuje sterilita vyrobenych meziproduktl i samotného Ié¢ivého pripravku
a je sledovana kontaminace mycoplazmou. Pfi kazdé pasazi je navic stanoven charakteristicky
imunofenotyp MSC, viabilita a Gistota bunék. U re-kultivovanych bunék se testuje zachovani jejich
imunomodulaéniho potencidlu pomoci ko-kultivace s nespecificky aktivovanymi lymfocyty a prato-
kové cytometrie. Zvladnuti kultivaéni techniky v podminkach spravné vyrobni praxe je zakladem pro
vyvoj novych moznosti bunééné terapie.

2582.
Je kazdé prodlouzeni aPTT spojeno s rizikem krvaceni?
Tuckova G., Sadilek P, Dulicek P. (IV. interni hematologicka klinika-laborator, FN, Hradec Kréalové)

Popisujeme pfipad 53-letého muze, ktery byl pfijat k operaci kréni patefe (bez poruchy mobility) na
neurochirurgickou kliniku FN v Hradci Kralové. Po strance interni se s ni¢im nelécil. V rodinné ani
osobni anamnéze nebyla zminka o sklonu ke krvaceni ¢i trombdze. Sam podstoupil laparoskopic-
kou cholecystektomii bez krvacivych komplikaci v 50 letech véku. Uraz kréni patefe utrpél 3 mésice
prfed pfijetim na neurochirurgii béhem zahrani¢ni dovolené. Nemocny byl pfijat s vizi operace na-
sledujici den, ale pfi laboratornim vySetfeni pfed zakrokem bylo provedeno koagulaéni vySetieni
s nasledujicim vysledkem: Trombocyty 239 x 109/I, protrombinovy test (PT) v normé, ale aPTT pro-
dlouzeno na 68,1 s (kontrola 34,3 s), pomér: 1,99. VySetfeni bylo proto chirurgem doporuéeno zopa-
kovat. Kontrolni vySetfeni vSak opét prokazalo prodlouzené aPTT. Bylo doporu¢eno hematologické
konzilium, které indikovalo dovy3etfeni prodlouzeného aPTT s tim, Ze béhem 24 h bude definitivni
zavér a doporuceni stran opera¢niho vykonu. Nicméné nemocny byl propustén a doporuc¢eno dalsi
pfijeti az za 3 tydny. Jiz 2. den byly provedeny nasledujici testy viz. tabulka 1.

Zavér: prokézana protilatka typu lupus antikoagulans a k udivu operatéra nedoporucena transfuze
krevni plazmy, ale tromboprofylaxe nizkomolekularnim heparinem (LMWH) po operaci do doby piné
mobilizace. Kazdé prodlouzeni aPTT nemusi byt spojeno s rizikem krvaceni a automatickou pfipra-
vou plazmou k operaci, jak je bohuzel ¢asto vidét v klinické praxi. Diagn6zu Ize stanovit velmi rychle
a neni nutné operaci odkladat.

2553.

Vliv stafi erytrocytarnich transfuznich pfipravkl na frekvenci vyskytu febrilni nehemolytické
potransfuzni reakci (FNHTR)

Kalmanova P, Héutlerova T., Grégerova D., Holuskova |., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni FN,
Olomouc)

Uvod: Dle Vyhlagky MZ ¢.143/2008 Sb., o lidské krvi je stanovena expirace erytrocytarnich transfuz-
nich pfipravkd na 42 dni ode dne odbéru. Snahou transfuzniho oddéleni FNOL je vydavat erytrocy-
tarni transfuzni pfipravky (TP) do 28. dne od odbéru. Cilem nasi prace bylo zjistit, zda TP po 28 dni
od odbéru jsou zatizeny CastéjSim vyskytem potransfuzni reakce (PR) typu FNHTR. Metodika:
Byla zpracovana data z vyplnénych formulafl ,, Zprava o nezadoucim ucinku transfuze® za obdobi
2009-2013. PR, které byly po presetfeni uzavieny jako FNHTR, byly rozdéleny dle stafi vydanych
erytrocytarnich TP do 3 skupin podle dnli od odbéru. Do prvni skupiny byly zafazeny erytrocytarni
TP vydané do 14. dne od odbéru, do druhé skupiny erytrocytarni TP vydané od 15. do 28. dne od
odbéru. Do posledni, tfeti skupiny, byly zafazeny erytrocytarni TP vydané po 28. dni od odbéru. Po-
transfuzni reakce byly hlaSeny z klinickych oddéleni FNOL i ze spadovych zdravotnickych zafizeni.
Vysledky: Celkem bylo v letech 2009-2013 hlaSeno 221 PR, z toho bylo 168 PR na TP vyrobené TO
FNOL. Ve 118 pfipadech se jednalo o PR na erytrocytarni TP a v 53 pfipadech byla PR uzaviena
jako FNHTR. Celkem bylo v letech 2009-2013 vyexpedovano z naseho Transfuzniho oddéleni 103
194 T.U. erytrocytarnich TP. PoCet erytrocytarnich TP vydanych do 14. dne od odbéru ¢inil 52 177
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T.U. a jako PR typu FNHTR bylo uzavieno 21 PR (0,04%). Pocet erytrocytarnich TP vydanych od
15. do 28. dne od odbéru €inil 38 784 T.U., a jako PR typu FNHTR bylo uzavieno 18 PR (0,04%).
Pocet erytrocytarnich TP vydanych po 28. dni od odbéru ¢inil 12 233 T. U., a jako PR typu FNHTR
bylo uzavieno 14 PR (0,11%).
Zavér: Z uvedenych udajl vyplyva, Ze stafi vydanych erytrocytarnich TP ma vliv na vyskyt PR typu
FNHTR. Na nasem Transfuznim oddéleni mame od 1. 10. 2011 planované zvani darcd krve na
bézny odbér. V souvislosti s planovanym darcovstvim krve doslo na naSem skladé ke snizeni poc¢tu
erytrocytarnich TP starSich 28 dnl a tudiz i ke snizenému vydeji smérem k pacientim a ke snizeni
poc¢tu FNHTR na TP starSich 28. dna.

2550. Prenatalni vySetfeni jako prevence vzniku Hemolytického onemocnéni plodu
a novorozence (HON)
Hauerova M., Stratilova L., Holuskova I., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc)

Uvod: Hemolytické onemocnéni plodu a novorozence (HON) je nemoc charakterizovana zkracenym
prezivanim erytrocytl plodu a novorozence s naslednou hemolyzou vlivem vazby matefskych alo-
protilatek. HON mGzeme podle specifity protilatek rozdélit do 3 skupin: Rh HON, ABO HON a ostatni.
Mezi klinicky vyznamné protilatky zpusobujici HON patfi aloprotilatky anti-D,-K, -c, -E, -C, -Ce, -cE,
-Fy(a), -Jk(a), -A, -B tfidy 1gG. Mezi klinicky nevyznamné z hlediska HON patfi aloprotilatky -P1
-Le(a), -Le(b), -H, -I, -HI,-N, -Lu, panspecifické protilatky, chladové protilatky a protilatky reagujici
pouze v enzymovém prostfedi. Metodika: V ramci prenatélniho vySetieni by kazdé téhotné zené
meéla byt v prvnim trimestru té€hotenstvi vySetfena krevni skupina v ABO RhD a screening nepravi-
delnych tepelnych antierytrocytarnich protilatek (SP). V pfipadé pozitivniho SP je provedena identi-
fikace protilatky a v pfipadé, jednéa-li se o klinicky vyznamnou aloprotilatku i jeji titrace. V ramci po-
dezteni na HON u novorozence vysetfujeme KS a SP u matky, KS, SP, pfimy antiglobulinovy test a
v pfipadé jeho pozitivity i eluéni test u novorozence. Byla zpracovavana data za obdobi 2011-2013.
Vysledky: V letech 2011 az 2013 bylo pfesetfeno 89 novorozencl s podezienim na HON a tato dia-
gnoza byla potvrzena u 57 z nich. V 18 pfipadech se jednalo o HON v Rh systému, ve 35 pfipadech
o HON v ABO systému a ve 4 pfipadech o HON v ostatnich antigennich systémech. Intrauterinni
transfuze byla provedena 1x a vyménna transfuze byla provedena u 9 novorozencd.

Zavér: Nejcastéji diagnostikovanym hemolytickym onemocnénim plodu a novorozence bylo HON v
ABO systému, které vSak nepredstavuje vyraznéjsi klinicky problém, nebot zfidkakdy vede k zavaz-
néjsi formé& HON. Kvalitni prenatalni vySetfeni umozni vytipovat pacientky rizikové z hlediska HON
a jejich v€asné predanich do rizikové poradny k dalSimu sledovani jinymi nez imunohematologic-
kymi metodami. Velmi dllezita je pak zejména spoluprace imunohematologa, gynekologa a event.
i neonatologa.

2588.

Hodnoceni schistocyti

Jurériova J., Mikulenkova D., Indrék K. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc; Ustav hematologie
a krevni transfuze, Praha)

Schistocyty / schizocyty (z feckého slova schisto, tzn. rozdrceny, roz&tépeny) jsou cirkulujici frag-
menty €ervenych krvinek, které vznikaji mechanickym poskozenim v krevnim obé&hu (napf. fibrino-
vymi vlakny na endoteliainim povrchu). Hematologické laboratote v Ceské republice dosud nemaji
stanovena jednotna hodnotici kritéria. Kromé nesouladu v terminologii (fragmentocyty), v morfolo-
gickém popisu schistocytl, ve vybéru posuzované oblasti (optimalni misto v krevnim natéru), existu-
je i rozdil v metodé jak vyjadfit jejich zastoupeni — kvalitativni (celkovy pfehled se slovnim hodnoce-
nim schistocyty pfitomny/nepfitomny) nebo kvantitativni hodnoceni (stanoveni poctu schistocytt).
V neposledni fadé existuje i rozdilnost ve sdéleni informace o pfitomnosti schistocytl v natéru
periferni krve lékafim. Nedostatek standardizace mize vést k neduislednosti nebo k nespravné dia-
gnostice, ktera pak ovliviiuje Ié¢bu a klinicky vysledek. Nase sdéleni vychazi z mezinarodniho ICSH
doporuéeni a zaméruje se na postupy mikroskopické identifikace schistocytl, jejich diagnostické
hodnoceni a kvantifikaci. Tyto poznatky mohou byt vyuzity v dalSi laboratorni praxi.

NHL

2564.

K problémom diferencialnej bioptickej diagnostiky malobunkovych B-NHL: CLL verzus MCL
Fridrichova H., Plank L., Szépe P, Balharek T., Marcinek J., Farkasova A., Kviatkovska Z. (Martinské
bioptické centrum, s.r.o., Martin — SVK; Ustav patologickej anatémie JLF UK a UN v Martine
a Martinské bioptické centrum, s.r.o., Martin — SVK)

Uvod: Diferencialna diagnostika (dalej DD) B-NHL je zaloZena na kombindcii parametrov identifiko-
vanych histologickou a imunohistochemickou (IHC) analyzou, dostupnych na vacsine pracovisk, pri-
padne aj genetickou analyzou, dostupnou v centrach. Pre CLL/SLL je podla tychto principov typicky
fenotyp CD5+/CD23+/cyklin D1- a pre MCL CD5+/CD23-/cyklin D1+. Uplatnenie tychto principov
v praxi neraz vyzaduje doplnit vySetrenia problémovych pripadov o geneticki analyzu. Material
a metodika: Z registra sme vybrali pripady biopsii lymfatickych uzlin (LU) pacientov s CD20+ ma-
lobunkovym B-NHL, ktoré si vyzadovali uvedenu DD. V&etky boli vySetrené panelom histologickych
(na zhodnotenie spdsobu rastu a histocytoldgie infiltratov) a IHC metéd (CD20, CD3, CD5, CD23,
lahké retazce c-lg, ZAP70, cyklin D1, prip.i.) a v pripade potreby aj FISH analyzou na dokaz pre-
stavby CCND1 génu.

Vysledky: Hodnotenie expresie cyklinu D1 v lymfoidnych bunkéch oboch nadorov umoznilo rozdelit
pripady do skupin s pozitivitou 0-5 % buniek a viac ako 50% buniek.V analyzovanom subore je 22
biopsii LU pacientov s diagnézou CLL/SLL a 17 biopsii LU pacientov s diagnézou MCL. V&etky pri-
pady MCL mali fenotyp CD5+ (okrem jedného) a cyklin D1+, expresia cyklinu D1 bola pritomné vzdy
vo viac ako 50% lymfoidnych buniek. Vo vSetkych pripadoch CLL bola zistena pozitivha expresia
cyklinu D1, podiel pozitivnych buniek bol vzdy najvy3si v rastovych centrach a koreloval s morfolo-
gicky identifikovatelnym podielom proliferujucich buniek. V Ziadnom z nich podiel cyklin D1+ buniek
nepresiahol hodnotu 5% v&etkych lymfoidnych buniek, aj ked v pripadoch rastovo aktivnej CLL bol
podiel pozitivnych buniek vnutri pseudofolikulu vy$si.

Diskusia a zavery: Je zrejmé, Ze diagnostika malobunkovych B-NHL je multiparametricka a nespociva
v hodnoteni jedného nalezu. Napriek tomu je zrejmé, ze expresia cyklinu D1 v €asti buniek rastovo
aktivnej CLL existuje a nemala by viest k mylnej diagnéze MCL, a to ani v pripadoch s nedokonale za-
chovanou morfolégiou, pripadne absenciou typickych IHC znakov CLL, vratane CD23 negativnej CLL.
Pri absencii dokazu prestavby CCND1 génu FISH analyzou mozno tuto expresiu cyklinu D1 povazovat
za prejav pozitivity proteinu regulujuceho rast a proliferaciu buniek, najskér posttranskripéného typu.
Podakovanie: Praca bola podporena grantom VEGA SR, ¢.1/0378/12 a projektami MBRKM a Bio-
Med Martin (ITMS kéd 26220220113, resp. 26220220187) — su rieSené na JLF UK a spolufinanco-
vané z prostriedkov EU.

2636.

Mplus-Bezpecnost a uéinnost udrZovaci lécby u pacientdl s lymfomem z plastové zény
lé€enych rituximabem (MabThera®) v podminkach bézné praxe na zakladé dat ziskanych
z databaze KLS - pribézna zprava

Belada D., Schutzova M., Vokurka S., Pytlik R., Simkovié M., Papajik T., Sélkova J., Trnény M.
(IV.interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové; FN, Plzeri; l.interni klinika, VFN, Praha;
Hematoonkologicka klinika, FN, Olomouc)

Charakteristika souboru: Od roku 2007 do konce roku 2012 bylo do programu Mplus nahlaseno 85 pa-
cientl s lymfomem z plastové zény (MCL) Ié€enych udrzovaci léEbou rituximabem (RM). Z téchto 85
pacientl bylo 69 (81%) lé¢eno pro MCL jako konsolida¢ni Ié¢ba 1. linie, 16 (19%) lIé¢eno RM v relapsu.
Celkem 43 (51%) pacient(l bylo Ié¢eno v rezimu s 3mési¢nim intervalem infuzi, 38 (48%) s 2mési¢nim
a pouze u 4 pacientl byl zvolen jiny rezim. Nejéastéjsim indukénim rezimem pred RM byl rezim R-CHORP,
a to u 35 pacientd (41%). Median poctu podanych davek rituximabu byl 8 (4-8). Pfed zahajenim |écby
bylo 52 pacientd v kompletni remisi (61%), ostatni v parcidlni remisi. Bezpe¢nost: Lécba byla dle dosud
dostupnych informaci pfedéasné ukoncena u 11 pacientd (13%), zejména z divodu progrese (n=4),
umrti (n=1), dale pak z diivodu odmitnuti nemocnym (n=2), jiné pficiny (n=4). U 2 pacient( doslo k od-
loZeni infuze z diivod(l nezédoucich Gginkl (NU) lééby (opakované infekce, protrahovana leukopenie)
a u zadného z pacientl ale nebyla Ié&ba kvlli NU ukonéena pfed&asné. Hematologicka ani infekéni
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toxicita RM, ktera neovlivnila priibéh 1é¢by (odklad infuze ¢i pfedéasné ukonceni lécby) nebyla sledova-
na. Uginnost: Z 50 pacient(l, u kterych jsou aktualng znamy Gdaje o dokon&eni Ié8by po 2 letech, jich je
v soucasné dobé 32 (64%) bez znamek dalsi progrese. Aktualizované vysledky celého souboru, véetné
udajli o doby do progrese a celkového preziti, budou prezentovany v rdmci konference.
Zavér: Studie Mplus potvrzuje, Zze RM je i v podminkach bézné praxe dobfe snaSena a provazena
minimem klinicky relevantnich komplikaci. Dosavadni vysledky lé€by potvrzuji pfinos RM v bézné
klinické praxi, ktery byl prokdzéan v randomizovanych studiich (napi.MCL elderly).
Tato prace byla podpofena vyzkumnym zamérem MZ — RVO 00179906, programem PRVOUK
P37/08, P27/LF1/1 a granty IGA NT12193/5/2011 a IGA NT13072/4/2012.

2620.

Significant survival improvement of the elderly patients and women with low/intermediate
risk MIPI Mantle Cell lymphoma over the period of 14 years

Vockova P, Klener P, Pytlik R., BeneSova K., Stritesky J., Velenska Z., Jaksa R., Capmr V., Petrova
M., Trnény M. (1. interni klinika-klinika hematologie, 1. LF UK a VFN, Praha; Ustav patologie, 1. LF
UK a VFN, Praha; Ustav patologie a molekuldrni mediciny, 2. LF UK a FN Motol, Praha)

Mantle cell ymphoma (MCL) is an aggressive type of B-cell non-Hodgkin lymphoma (NHL) with poor
prognosis. In recent years the outcome of patients with MCL improved thanks to implementation of
rituximab (R) and high-dose araC (HDAC) into induction regimen, consolidation with autologous
stem cell transplant (ASCT), and R maintenance. We retrospectively analyzed 183 consecutive pati-
ents with MCL treated at the Charles University General Hospital since 1999 to 2012 (median follow-
-up 4.4 years). The whole cohort comprised 71% men and 29% women with median age of 66 years.
Most patients had advanced-stage disease (stage V= 80% patients) and adverse prognosis accor-
ding to the mantle-cell lymphoma prognostic index (MIPI). Three most common types of induction
therapy included R-CHOP (n=52), Nordic protocol (R-Maxi-CHOP and R-HDAC, 3+3 cycles, n=45)
and R-COP (n=26). Overall response rate for all patients was 81.9% (CR= 57.9%). Median progre-
ssion-free survival (PFS) and overall survival (OS) was 2.84 and 6.27 years. Patients (pts) diagno-
sed in 2006—2012 (2006+) vs 1999-2005 (1999+) had significantly better PFS (median 2.04 vs
3.38 years, p= 0.0222) and trend toward better OS (median 7.2 vs. 4.3 years, p= 0.11). Curiously,
age-stratified analysis revealed that only elderly patients (> 60 years) in 2006+ cohort had improved
outcome compared to those in 1999+ cohort (median PFS 2.74 vs. 1.63 years, p= 0.0086, median
OS 4.2 vs 2.3 years, p=0.0625). Younger patients in 2006+ compared to 1999+ cohort had similar
PFS (median 5.52 vs. 5.51 years, p= 0.884) and OS (median undefined in both cohorots, p= 0.784).
MIPI discriminated well into 3 subgroups of patients only in the whole cohort, while in the age-stra-
tified analysis there remained only two relevant MIPI subgroups. In younger pts MIPI Intermediate
(MIPI-I) merged with MIPI High (MIPI-H), while in the elderly pts MIPI-I merged with MIPI Low
(MIPI-L). We observed trend toward better OS in the subcohorts of women with MIPI-L and
MIPI-I compared to men (MIPI-L median undefined vs 8.48 years, p= 0.0692; MIPI-| median 10.51
vs 4.56 years, p= 0.0657). On the large single center cohort of unselected MCL patients we demon-
strated significant outcome improvement of elderly patients during the last 7 years. We found that
MIPI discriminated only two prognostic subgroups when used in age-defined cohorts of patients.
Women with MIPI-1 or MIPI-L appeared to have better outcome compared to man.

2531.

Autologni transplantace perifernich kmenovych bunék v 1 . linii Ié€by zlepSuje dlouhodobé
preziti u nemocnych s MCL

Obr A., Prochazka V., Papajik T., Faber E., Indrék K., Raida L. (Hemato-onkologicka klinika, FN,
Olomouc)

Background: Intensive frontline therapy with autologous stem cell transplant (ASCT) in high risk pa-
tients with mantle cell lymphoma (MCL) is recommended approach in pts <65 years. Optimal induc-
tion therapy is still matter of a debate and data about long-term survival after ASCT are limited. Aim:
A retrospective single-center analysis of intensive induction therapy consolidated by ASCT in MCL.
Methods: We evaluated 33 patients (20 males, 13 females), median age at transplant 56 years (38—
64) Ann Arbor stage IV in 30 and Il in 3 pts. Nine pts (27%) were treated with ProMACE/CytaBOM

protocol(between 1997—-1999), twenty-four (73%) with novel Sequential chemotherapy. All patients
underwent ASCT after BEAM (median time from dg to ASCT was 8.1 months). Rituximab was added
to frontline therapy in 22 pts (67%) and 7 (21%) pts received 2-year rituximab maintenance (MR).
Results: Complete response (CR) was achieved in 36% and 73% and partial response (PR) in 55%
and 15% when analyzed after induction and on day +100 after ASCT, respectively. Only 3 patients
(9%) failed to induction (2 achieved stable disease; one patient progressed), all of them achieved re-
sponse after BEAM—those in SD shifted to CR, the patient with PD to PR. Four patients progressed
(12%) on day +100 after ASCT, 2 of them from pretransplant CR and 2 from PR. After a median
follow-up of 81.3 months (6.8 years), 20 pts (60.6%) are still alive and 18 (54.5%) are alive and
progression-free. Five-year PFS achieved 53.3% (95% CIl 0.35-0.71) and 5-year OS was 70.7%
(95% CI 0.54-0.87). Five-year PFS in patients who achieved CR after ASCT was 65.6% compared
to 22.2% in those in nonCR status (P=0.002). This was translated to superior 5-year OS in CR
versus nonCR (86% and 33%, respectively, P=0.0001). When analyzing addition of rituximab(R) to
induction therapy, lower proportion of deaths (32%) in R-group was observed compared to 54.5%
in the non-R-group (P=NS). MR application was associated with trend to superior survival: only 1
patient died in the MR group (14.3%) compared to 12 deaths in the MR-free group (46.2%, P=0.08).
Conclusion: Intensive chemoimmunotherapy followed by ASCT improves therapeutic response and
leads to long term disease control in MCL. CR on day +100 after ASCT along with MR therapy lead
to better survival.

Acknowledgement: IGA-LF-2014-001 and IGA MZ CR NT13072.

2568.

Difizny velkobunkovy lymféom B-pévodu: imunohistochemicka expresia bcl2 a bcl6 proteinov
versus prestavba génov BCL2 a BCL6

Farkasova A., Plank L. Balharek T., Barthova M., Janakova L., Szépe P, Kviatkovska Z, Mi¢ak J.
(Ustav patologickej anatémie, JLF UK a UN, Martin — SVK; Martinské bioptické centrum, s.r.o.,
Martin — SVK)

Uvod: Difuzny velkobunkovy B-lymfém, blizsie neuréeny (dalej len DLBCL, NOS) predstavuje ,mno-
zinu“ morfologicky a biologicky rozdielnych nadorov. Analyza profilu jeho génovej expresie umoznila
identifikovat tzv. GCB verzus prognosticky agresivnejsi ABC typ. Analogicky mozno imunohistoche-
mickym (IHC) algoritmom stratifikovat DLBCL na GCB verzus non-GCB typ. Material a metodika:
Analyza biopsii DLBCL histologickymi, IHC (d6kaz CD10, bcl6, bcl2, CD138, MUM1, s pouzitim al-
goritmu podla Hansovej ) a genetickymi metédami (FISH na dékaz prestavby BCL2 a BCL6 génov)
a porovnanie vysledkov expresie bcl2 a bel6 proteinov s prestavbou BCL2 a BCL6 génov. Pre vSetky
hodnotenia IHC aj FISH analyz boli pouzité tzv. cut-off hranice pozitivity v sulade s medzinarodne
akceptovanymi principami.
Vysledky: V skupine 43 pripadov GCB typu sme zistili IHC expresiu bcl2 proteinu v 24 (55,8%)
a FISH analyzou dokazali prestavbu BCL2 génu v 10 (23,3%) z nich. IHC pozitivita bcl6 proteinu
bola pritomna v 35 (78%) a prestavba BCL6 génu v 6 (13%) pripadoch. V skupine 34 biopsii non-
-GCB typu bola pozitivna expresia bcl2 proteinu pritomnéa v 22 (64,7%) pripadoch, a to vzdy bez
dbékazu prestavby BCL 2 génu. Pozitivna IHC expresia bcl6 proteinu bola pritomna v 15 (43%) a pre-
stavba BCL6 génu v 8 (23,5%) pripadoch. V malej ¢asti pripadov oboch typov chybala proteinova
expresia pri dokazanej prestavbe prislusného génu. 5 z 83 pripadov suboru (6%) nebolo mozné IHC
analyzou zaradit do GCB, ¢i non-GCB typu.
Diskusia a zavery: IHC stratifikacia pacientov s DLBCL v protiklade ku genetickej nie je dokonala, na-
priek tomu sa v klinickej praxi pouziva. Vysledky poukazuju na zlozitosti vztahu az ,rozpor‘ medzi géno-
vou a proteinovou expresiou, ked' expresia proteinov nesuvisi vzdy s prestavbou prislusnych génov a je
dbsledkom inych mechanizmov. Pozitivita bcl2 proteinu v GCB type, spajana so ,zmazanim* rozdielov
prognézy medzi GCB a non-GCB typom, je tak len v €asti pripadov spdsobené prestavbou BCL 2 génu.
Tieto udaje mézu prispiet aj k chapaniu dalSich vysokoagresivnych lymfémov s dvojitymi a trojitymi ge-
netickymi zmenami (tzv. ,double-, a ,tripple-hit” pripady), ku ktorym niektori recentne priraduju aj pripady
DLBCL s IHC verifikovanou kombinaciou expresie proteinov, ako si myc, bcl2 a bcl6 protein.
Podakovanie: Praca bola podporena grantom VEGA SR, ¢.1/0378/12 a projektami MBRKM a Bio-
Med Martin (ITMS kéd 26220220113, resp. 26220220187) — su rieSené na JLF UK a spolufinanco-
vané z prostriedkov EU.
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2606.

Lécba difuzniho velkobunééného B-lymfomu (DLBCL) chemoterapii s rituximabem nema
lepsi efekt u starSich Zen oproti muzim

Sedlék F., Pytlik R., Benesova K., Stfitesky J., Dlouha J., Prochdzka B., Trnény M. (1. interni klinika,
VFN, Praha; Ustav patologie, VFN, Praha; Datacentrum pfi 1. interni klinice, VFN, Praha; Oddéleni
biostatistiky, Statni zdravotni ustav, Praha)

Zavedeni rituximabu do 1ééby DLBCL znaéné zlepSilo prognézu pacientt, presto doposud nejlep$im
a nejvice uzivanym prognostickym systémem je tzv. IPI, objevené v obdobi pred rituximabem. Nékteré
nedavné publikace ovSem naznacuiji, ze je-li rituximab soucasti indukéni (Pfreundschuch 2013) nebo
udrzovaci (Jaeger 2013, Gisselbrecht 2012) chemoterapie, tak by se prognéza zen a muz( mohla
lisit. Jednim z vysvétleni tohoto jevu by mohlo byt rozdilné vylu€ovani rituximabu u starSich Zzen oproti
ostatnim populaénim skupinam (Muller 2012). Cilem této prace je zhodnotit efekt IPI, pohlavi, ,bulky*
postizeni a BMI na neselektované populaci pacient(i [é¢enych kombinaci antracyklinové chemoterapie
s rituximabem. Neselektovana skupina 611 pacient s DLBCL Ié¢end terapii typu R-CHOP v obdobi
2001-2012 ve VSeobecné fakultni nemocnici v Praze byla podrobena retrospektivni studii. Testova-
nym parametry byly: IPI (v€éetné slozek), pohlavi, ,.bulky” postizeni (ij. loZisko > 7,5 cm) a BMI. Jednot-
livé faktory byly analyzovany jak univariantné pomoci Kaplan-Meirovy metody, tak souhrnné pomoci
Coxova regresniho modelu. Charakteristika skupiny: median véku 60 let, 51,6 % muz( 48,4 % zen,
IPI podskupiny: nizké IPI (tj. skére 0—2) 48,8 %, vysoke IPI (tj. skore 3-5) 46,6 %, u 4,6 % IPI nebylo
dohledano. Nejc¢astéjsi podanou terapii byl rezim R-CHOP (77,1 % pfipadu). Pfi medianu sledovani
4,5 roku nebylo dosazeno medianu preZiti bez progrese (PFS) ani medianu celkového preziti (OS). 5ti
leté PFS,0S bylo 67,0 % + 2,1 %, 72,6 % + 2,0 %, resp. Ze studovanych parametr(i pouze IPI a ,bulky”
statisticky signifikantné ovliviiovaly progndzu celého souboru, zatimco pohlavi a BMI nikoli. V pfipadé
oddélené analyzy mlad$ich a starSich pacientu (hranice 60 let), pouze u mladych zGstaly IPI a ,bulky”
nezavislymi parametry, kdeZto u starsich jim zdstalo pouze IPI. V pfipadé vlivu pohlavi u starsi popu-
lace (>60 let) v podskupinach s nizkym a vysokym IPI, bylo pfekvapivé zjisténo, ze muzi ve skupiné
s nizkym IPl méli median PFS del$i (nedosazen) oproti zendm (6,2 roku)-p=0,0347, na rozdil od
skupin s vysokym IPI. U BMI nebyl nalezen zadny monotoénni vztah mezi BMI a prognézou, ale pro
definitivni zhodnoceni bude tento parametr dale studovan. Na rozsahlé skupiné pacientd s DLBCL
jsme nebyli schopni potvrdit, Ze star$i Zeny maji oproti muzim lep$i prognézu. Na zakladé téchto dat
nejsme presveédceni, ze v klinické praxi je nutno upravovat davkovani rituximabu dle pohlavi.

Tato prace byla podpofena PRVOUK 27.

AKUTNI LEUKEMIE

2572,

APL - Subor pacientov liecenych na KHaT SZU, LFUK a UNB v rokoch 1992 —2013
Horvathova D., Mistrik M., Sopko L., Batorova A. (Klinika hematoldgie a transfizioldgie, SZU, LFUK
a UNB, Bratislava — SVK)

Uvod: Akatna promyelocytova leukémia (APL) je bez liedby najhrozivejou formou AML s media-
nom prezivania 1 mesiac. Su€asna liecba all trans retinovou kyselinou (ATRA) v kombinacii s CHT
vedie k dosiahnutiu kompletnej remisie (CR) v 80-95% pripadov.Pri 3-stupriovom rezime (indukcia,
konsolidacia, udrziavacia lie¢ba) sa celkové prezivanie po 2 a 10 rokoch odhaduje na 69-88%
a 58-85%. SUBOR: V rokoch 1992-2013 sme na KHaT lie&ili spolu 54 pacientov s APL s vekovym
priemerom 42 rokov (21-71r.). Inicidlne malo 86% pacientov krvacanie, a 66% pacientov DIC. Do
skupiny s vysokym rizikom a hyperleukocyt6zou sme zaradili 23% chorych. V 90-tych rokoch bola
all trans retinovéa kyselina tazko dostupna a lie€ba bola mozna iba vramci Studie. V naSom subore
dostalo ATRU v indukcii 96% pacientov, 77% v kombinécii s antracyklinom. Va¢sina pacientov (69%)
bola lie€ena podla protokolov Spanielskej skupiny PETHEMA.

Vysledky: Diferenciacny syndrém sme pozorovali v 34% pripadov. Kompletnu remisiu sme dosiahli
u 96% jedincov, median ¢asu do remisie bol 40 dni, 23% pacientov zrelabovalo do 4 rokov, median
¢asu do relapsu bol 21 mesiacov (4—46m). Dvaja pacienti zomreli do troch dni na CNS krvacanie

(3,7%). Celkovo k dneSnému driu preziva 85% pacientov, zomreli siedmi (4x relaps, 2x CNS krva-
canie, 1x in& malignita). Dalej sme podla spésobu lieéby porovnavali 17 a 37 jedincov lieéenych
v rokoch 1992-2000 a 2000-2013. Prva skupina dostala v indukcii ATR-u samotnu (n=10) alebo
v kombinacii s CHT (n=7), v konsolidacii rezim DA, HAM, POMP resp. nizke davky mitoxatronu. Od
roku 2000 sme zacali s 3-stupriovou lie¢bou protokolom AIDA, neskdr LPA 96, 99, 2005. V obidvoch
skupinach dosiahli pacienti CR vo vysokom percente (88% a 100%), lie€ba v prvej skupine zlyhala
v 2 pripadoch pre krvacanie do CNS. Median ¢asu sledovania v prvej a druhej skupine bol 11 a 9,6
rokov s celkovym prezivanim po 2 rokoch 80% a 100%. V prvej skupine do 2 rokov zrelabovalo 62%
jedincov, druha skupina bola bez relapsu. Po 4 rokoch od lie¢by dochadza k vyraznému poklesu cel-
kového prezitia v prvej skupine na 45% (5/11) a vzostupu incidencie relapsu na 82% (9/11).V druhej
skupine bolo celkové prezivanie 96% (25/26) a incicencia relapsu 7,7% (2/26).

Zaver a Vysledky: dosiahnuté u nasich pacientov lie¢enych ATROU v kombin&cii s vysokou kumu-
lativnou davkou antracyklinov a udrziavacou lie€bou podla protokolu PETHEMA su porovnatelné
s Udajmi v literatdre a podporuju jeho pouzitie v lie€be pacientov s APL.

2571.

Akutni promyelocytarni leukemie v ére cilené l1écby — 20 let zkuSenosti Hemato-onkologické
kliniky v Olomouci

Szotkowski T., Faber E., Vrbkova J., Hubacek J., Raida L., Rohor P, Kuba A., Pikalova Z., Holzerova
M., Divoké M., Jarosovéa M., Papajik T., Indrék K. (Hemato-onkologické klinika, FN, Olomouc; Ustav
molekularni a translacni mediciny, LF UP, Olomouc)

Akutni promyelocytarni leukemie je unikatni jednotkou mezi akutnimi leukemiemi (AL). Zafazeni all
trans-retinové kyseliny (ATRA) a nasledné oxidu arsenitého do léCby zasadné zlepsilo dosazené
vysledky u tohoto dfive Casto fatalné konciciho onemocnéni. Na naSem pracovisti bylo v letech
1993-2013 diagnostikovano a lé¢eno celkem 60 nemocnych s akutni promyelocytarni leukemii,
s medianem veéku 43 (19-73) let. Hlavni soucasti 1é¢by vSech pacientl byla ATRA v kombinaci
s chemoterapii. Padesat Ctyfi pacientl (90%) dosahlo kompletni remise onemocnéni, dlouhodobé
preziva 48 (80%) nemocnych. Zaznamenali jsme 6 ¢asnych umrti (10%) — béhem indukéni 1é€by, 5
relapst onemocnéni (9,3%), u véech bylo dosazeno druhé kompletni remise. Vyznamnym faktorem
ovliviiujicim pravdépodobnost dosazeni remise i celkové preziti byla kategorie rizika podle Sanze.
Prezentovany budou podrobné vysledky analyzy neselektovaného souboru nemocnych. Dlouhodo-
bé prezivani 89% nemocnych z téch, ktefi dosahli kompletni remise, dokazuje jedine¢né postaveni
této specifické podjednotky mezi akutnimi leukemiemi, dané objevy na poli cilené 1é¢by. Ostatni
subtypy AL, s vyjimkou ALL u déti, na podobné objevy zatim Cekaji.

Podpofeno grantem LF-2014-001.

2645.

Hodnoceni sérovych koncentraci vybranych cytokinli pomoci biocipové technologie
u pacientt s akutni lymfoblastickou leukemii

Horédek J. M., Kupsa T., Karesova |., Jebavy L., Zak P. (Katedra véleéného vnitfniho lékarstvi,
Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita obrany, Hradec Krélové; Ustav klinické biochemie
a diagnostiky, FN, Hradec Kralové; 4. interni hematologicka klinika, FN a LF UK, Hradec Krélové)

Uvod: Cytokiny jsou studovany jako markery aktivace imunitniho systému u riiznych chorob véet-
né hematologickych malignit. Informace ziskané z téchto studii mohou zlep$it diagnostiku a 1é¢-
bu hematologickych malignit, protoZe cytokiny nebo jejich receptory mohou predstavovat cile pro
specifickou protinddorovou 1é¢bu na molekularni urovni. Cilem nadi studie bylo hodnoceni séro-
vych koncentraci vybranych cytokind u pacientl s noveé dg. akutni lymfoblastickou leukemii (ALL)
a u zdravych jedincd pomoci bio¢ipové technologie. Tento pfistup umoznuje simultdnni méfeni vice
cytokinu z jednoho vzorku. Metodika: Do studie bylo zafazeno 21 pacientll pred zahajenim Ié¢by na
4. INT FN HK pro nové dg. ALL (median véku 46, rozptyl 24 — 75 let, 17 muzd a 4 Zeny, 20 B-ALL
a1T-ALL) a 15 zdravych darc( krve (median véku 41, rozptyl 25 — 58 let, 11 muz( a 4 Zeny). Hodno-
tili jsme sérové koncentrace nésledujicich cytokinu: interleukin-5 (IL-5), interleukin-15 (IL-15), granu-
locyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), macrophage inflammatory protein-1 alpha
(MIP-1 alpha), soluble IL-2 receptor alpha (sIL-2R alpha), soluble IL-6 receptor (sIL-6R), soluble
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tumour necrosis factor receptor | (STNFR-I), soluble tumour necrosis factor receptor Il (STNFR-II),
matrix metalloproteinase-9 (MMP-9). VSechny biomarkery byly méfeny bio¢ipovou technologii na
principu enzymoimunoanalyzy s chemiluminiscenéni detekci na analyzatoru Evidence Investigator
(Randox). Hodnoty p < 0,01 byly povazovany za statisticky vyznamné.
Vysledky: U pacientl s nové dg. ALL jsme pfi srovnani se zdravymi jedinci zjistili vyznamné zvySeni séro-
vé koncentrace IL-15 (1,74 + 0,97 ng/l vs. 0,81 + 0,16 ng/l; p = 0,0008), MIP-1 alpha (6,36 + 3,26 ng/l vs.
2,68 + 1,47 ng/l; p = 0,0003), sIL-6R (2,29 + 1,80 mcg/l vs. 0,89 + 0,39 mcg/l; p = 0,006), STNFR-I (0,96
+ 0,50 meg/l vs. 0,25 + 0,07 mcg/l; p = 0,000005) a sSTNFR-II (0,73 + 0,51 mcg/l vs. 0,29 + 0,14 mcg/l; p =
0,003). Koncentrace ostatnich hodnocenych biomarker( se statisticky vyznamné nelisily.
Zavér: Nase vysledky naznaduji, Ze sérové koncentrace nékterych cytokint (IL-15, MIP-1 alpha, sIL-
-6R, sTNFR-I, sTNFR-II) jsou vyznamné alterované u pacientd s nové dg. ALL a mohou mit vztah
k aktivité onemocnéni. Dalsi studie na vétsim poctu pacientl a srovnani se zavedenymi prognostic-
kymi faktory budou nezbytné k posouzeni, zda zmény pozorované v koncentracich téchto molekul
mohou byt pouzity jako prognosticky ukazatel u ALL.
Prace byla podpofena z projektu RO 1011 (FVZ).

2607.

Rizikova stratifikace détskych akutnich lymfoblastickych leukémii na zakladé profilovani
prestaveb imunoglobulinovych gendi pomoci sekvenovani nové generace

Kotrova M., MuzZikova K., Mejstrikova E., Novakova M., Fiser K., Stuchly J., Stary J., Trka J., Frorikova
E. (CLIR, Klinika détské hematologie a onkologie, 2. LF UK a FN Motol, Praha)

Negativni minimalni rezidualni nemoc (MRN) ve dnech 33 a 78 je na protokolech skupiny BFM
podminkou pro zafazeni do skupiny standardniho rizika (SR). Detekce MRN byla standardizovana
s pouzitim kvantitativni PCR (qPCR) na prestavby genul pro imunoglobuliny (Ig) a T-bunééné recep-
tory (TCR). Rychle se rozvijejici sekvenovani nové generace (NGS) repertoaru Ig/TCR umoziiuje
sledovani maligniho klonu spolu s celym spektrem lymfocytd. Navic nevyZzaduje optimalizaci klo-
nalné-specifického systému, coz zna¢né snizuje naklady a ¢asovou narocnost. Cilem prace bylo
zavést detekci prestaveb IGH na pfistrojich lon Torrent PGM/lon Proton a porovnat vysledky MRN
s gPCR. Knihovny pro sekvenaci byly pfipraveny z DNA z kostni dfené za pouziti primert IGH FR3
(BIOMED-2). Pro vyhodnoceni MRN jsme pouZili vlastni bioinformaticky algoritmus. Celkem jsme
vySetfili 56 vzorkd (28 x den 33, 28 x den 78) od 28 pacientll [é¢enych dle protokolu Interim BFM
2007 s medianem pokryti 428,648 precteni na vzorek. Tricet Sest vzorku (64%) bylo obéma metoda-
mi shodné negativnich. Pét vzorkl (9%) bylo negativnich dle NGS a pozitivnich dle qPCR, naopak
Ctyfi vzorky (7%) byly negativni dle gPCR a pozitivni dle NGS. Tyto rozdily by zplsobily pfefazeni
Ctyf pacientd ze skupiny stfedniho rizika (IR) do SR, 2 pacientt ze SR do IR a jednoho pacienta ze
skupiny s pomalou odpovédi na Ié¢bu (SER) do IR. U 11 vzorkl pozitivnich obéma metodami spolu
hodnoty MRD korelovaly, ale hladiny MRN byly vy88i u NGS nez u gPCR ve v8ech vzorcich kromé
jednoho (median 7x, rozptyl 1-124x). To je zfejmé zpUsobeno skute¢nosti, ze NGS kvantifikuje leu-
kemické IGH prestavby pouze mezi B lymfocyty, zatimco qPCR pracuje se v§emi mononuklearnimi
bunkami. Dllezité je, Ze kvantitativni rozdily nemély vliv na zafazeni do rizikovych skupin. Po korekci
na procento CD19pos bunék ziskané pratokovou cytometrii se korelace zlepsila (R2=0.77). Senziti-
vita NGS byla srovnatelna s gPCR, s vétSinou rozdil(i v “Sedé z6né” slabé pozitivnich vzork(. U 7/28
pacientd (25%) tak doslo k pfesunu mezi rizikovymi skupinami, ve vétsiné pfipadd z IR do SR. NGS
ma velky potencial nahradit v klinickém rozhodovani gPCR. Hlavnim problémem NGS zUstava ne-
dostatecna standardizace experimentalnich podminek a analyzy dat. Na ni pracuje nové zalozena
skupina EuroClonality NGS, ktera ma za cil standardizovat cely proces nejen pro kvantifikaci MRN,
ale také pro stanoveni klonality u lymfoidnich neoplazii a analyzy repertoaru.

Podporeno grantem IGA NT14343.

2626.

Stanoveni minimalni rezidualni nemoci s vyuzitim mutaci v genu CEBPA u pacientd s AML
pomoci DNA sekvenovani nové generace

Zejskova L., Plachy R., Sedldékové L., Mazal O., Zavrelova A., Zak P, Petedukova V., Novék J.,
Kozak T., Pekova S. (Synlab Genetics s.r.o., Laboratof molekularni diagnostiky, Praha; IV. interni
hematologicka klinika, FN a LF UK, Hradec Kralové; Interni hematologicka klinika, FNKV, Praha)

Uvod: Gen CEBPA kdduje transkripéni faktor (CCAAT/enhancer binding protein, alpha), ktery hraje
dalezitou roli v granulopoéze. Mutace v tomto genu Ize detekovat pfiblizné u 5 — 10 % pacientl
s akutni myeloidni leukémii (AML) a Ize je vyuzit jako molekularni marker pro sledovani minimalni
rezidualni nemoci (MRN). CEBPA je gen s oblastmi s velmi vysokym zastoupenim GC bazi a pfi-
prava pacient-specifické eseje s vyuzitim real-time PCR nedosahuje v fadé pfipadu dostate¢né
senzitivity detekce MRN pfi specificité reakce. V této praci bychom chtéli ukazat nase zkusenosti
s kvantifikaci mutaci v genu CEBPA pomoci DNA sekvenovani nové generace.

Metody: Od roku 2010 jsme vySetfili celkem 344 pacientd s AML na pfitomnost mutaci v genu CE-
BPA. Primarni vySetfeni bylo provedeno v zachytu onemocnéni pomoci Sangerova sekvenovani.
V pfipadé nalezu mutace v genu CEBPA byla pfipravena pacient-specificka esej s vyuzitim real-
-time PCR. U tfi pacient(, u kterych MRN esej pomoci real-time PCR nedosahovala dostate¢né
senzitivity pfi specificité reakce, jsme v obdobi od 1/2013 do 1/2014 provedli kvantitativni stanoveni
mutaci v genu CEBPA pomoci ultrahlubokého sekvenovani amplikond s vyuzitim pfistroje GS Junior
System. Jednalo se celkem o 24 nabéru z kostni dfené a 2 vzorky periferni krve. Sledované mutace
genu CEBPA byly inzeréniho a deleéniho charakteru. Jednalo se o jediné potencialni molekularni
markery po standardnim vySetfeni fuznich transkriptl a mutaci v prognosticky vyznamnych genech.
Vysledek byl vyhodnocen jako procentualni zastoupeni mutace v genu CEBPA (pocet ¢teni s muta-
ci/celkovy pocet ¢teni). Pro validni analyzu s dostate¢nou senzitivitou detekce MRN byla stanovena
minimalni hranice po¢tu éteni v mnozstvi 20 000 &teni/vzorek.

Vysledky: MRN pomoci DNA sekvenovani nové generace byla sledovana u 3 pacientll s mutaci
CEBPA, celkem jsme vySetfili 26 nabérd. Primérny pocet ¢teni/vzorek byl 64 455, median 59 209.
Senzitivita analyzy doséhla 4-5 radl. Dynamika poctu rezidualnich bunék korelovala s klinickym
pribéhem onemocnéni. U vSech pacientll do$lo k relapsu onemocnéni a pfitomnost mutace byla
potvrzena také Sangerovym sekvenovanim.

Zavér: Kvantifikace mutaci v genu CEBPA pomoci DNA sekvenovani nové generace nam umoznila
sledovani MRN u pacientd, u kterych se velmi obtizné optimalizovala dostate¢né senzitivni pacient-
-specifickéd esej pomoci real-time PCR. Mutace v genu CEBPA jsou tedy jiz dostupnym senzitivnim
molekularnim markerem u pacientd s AML.

2624.

Mapovani chromozomového zlomu zahrnutého do unikatni translokace t(3;10)(q26;q21)
u pacienta s akutni myeloidni leukémii

Janduskové T., Plachy R., Stika J., Zejskova L., Hardekopf D., Praulich I., Kreuzer K.-A., Kosyakova
N., Liehr T., Pekova S. (Synlab Genetics s.r.0., Laborator molekuldrni diagnostiky, Praha — CZE;
Department | of Internal Medicine, University at Cologne, Cologne — DEU; Institute of Human
Genetics, Jena University Hospital, Jena — DEU)

Background: Recently, we introduced a flexible strategy for mapping cytogenetically identified unique
abnormalities down to the single nucleotide level. This strategy has enabled us to design clone-spe-
cific assays for sensitive minimal residual disease (MRD) monitoring in acute leukemia patients as
well as to elucidate regions/genes involved in congenital chromosomal aberrations. Here we charac-
terize the rare chromosomal translocation t(3;10)(q26;921), involving the MECOM gene (MDS and
EVI1 complex locus located in band 3g26), identified in an acute myeloid leukemia (AML) patient.
Aims: Our aim was to use our strategy to identify the fusion partner on chromosome 10921 and to
characterize the precise nucleotide sequence of the chromosomal breakpoint. Methods: The chro-
mosomal translocation was revealed by standard cytogenetic techniques (G-banding, mFISH), and
involvement of the MECOM gene was confirmed by FISH with the use of a commercially available
probe set. The derivative chromosome 10 was isolated using fine-needle microdissection followed
by whole genome amplification (WGA). Ten dissected fragments were sequenced on the GS-Juni-
or next-generation sequencing platform. The reads obtained were aligned to reference sequences
of chromosomes 3 and 10 using in-house developed software. The last mapped reads from both
chromosomes were used as docking sites for primers for long-range PCR to amplify the putative
breakpoint. The long-range PCR products were directly sequenced using Sanger sequencing to
reveal the precise nucleotide sequence of the breakpoint.

Results: Using a combination of cytogenetic and molecular approaches, we mapped the t(3;10)(q26;q21)
to the single nucleotide level, revealing a fusion of the MECOM gene (3926.2) and C100rf107 (10g21.2).
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Summary/conclusions: In AML patients, the MECOM gene can be rearranged with a variety of other
partner chromosomes and partner genes. According to the Mitelman database, only one case with
a 1(3;10)(g26;921) translocation has been reported, but neither the fusion partner of the MECOM
gene nor DNA sequence were identified. The approach described here opens up new possibilities in
characterizing acquired as well as congenital chromosomal aberrations. In addition, DNA sequen-
ces of chromosomal breakpoints may be a useful tool for unique molecular MRD target identification
in acute leukemia patients.

CLL

2579.
Anémie u chronické lymfocytarni leukémie: diagnosticka a Iécebna uskali
Smolej L. (IV. interni hematologicka klinika, FN a LF UK, Hradec Kralové)

Anémie je pomérné ¢astym nalezem u nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL). Nej¢as-
t&jSi pficinou jsou masivni infiltrace kostni dfené CLL lymfocyty a autoimunitni hemolyticka anémie
(AIHA). Je v8ak tfeba také pomyslet na dalSi, méné Casté pfiCiny anémie, jako nedostatek Zeleza,
vitaminu B12 ¢i kyseliny listové, anémii chronickych onemocnéni (napt. parainfekéni ¢i pfi nadorove
duplicité), dysplazii po pfedchozi chemoterapii, Cistou aplazii Cervené fady (PRCA) a dalsi. U nékte-
rych nemocnych navic mize dojit ke kombinaci dvou i vice pfi¢in anémie. Spravné rozpoznani pficiny
anémie je nezbytnym predpokladem k volbé optimélniho I1é¢ebného postupu. V diferencialni diagnos-
tice anémie u CLL jsou kromé zakladnich hodnot krevniho obrazu (stfedni objem erytrocytt, stfedni
koncentrace hemoglobinu v erytrocytu, Site distribuce erytrocytl, pocet retikulocytt a schistocytll) vel-
mi uzite€né také biochemické ukazatele (sérova laktatdehydrogenéza, bilirubin, haptoglobin, renalni
funkce, C-reaktivni protein, ferritin, folaty, vitamin B12), pfimy antiglobulinovy test, sérologickéa vySetre-
ni a samoziejmé aspirat + biopsie kostni dfené s cytologickym, imunofenotypizacnim a histologickym
vySetfenim. Zasadni prakticky vyznam ma odliSeni anémie pfi progresi CLL od ostatnich pficin, nebot
se zasadné lisi dalSi léCebny postup: anémie pfi infiltraci dfené CLL je indikaci k zahajeni cytoredukéni
|é¢by, kdezto AIHA bez dalSich znamek progrese je indikaci k imunosupresivni 1é¢bé kortikosteroidy;
anémie pfi deficitu Zeleza/ B12/folatu je indikovana k substituci apod. V nékterych pfipadech miize byt
diky kvalitni diagnostice anémie nemocny usetfen zbyte¢ného podani chemo(imuno)terapie. Sou¢asti
prezentace budou pfiklady typickych i atypickych pfi¢in anémie u nemocnych s CLL z klinické praxe.

Podpofeno grantem IGA MZ CR NT/13412-4, programem PRVOUK P37/08 a RVO MZ CR (FNHK,
00179906).

2641.

Biologické a klinické charakteristiky pacientt s pfitomnosti subgenu IGHV3-21

Urbanova R., Papajik T., Poczatkova H., Humplikova L., Holzerova M., Krizova L., JaroSova M.,
Indrék K., Vrbkovd J. (Hemato-onkologické klinika, FN a LF UP Olomouc; Ustav molekuldrni
a translacni mediciny, LF UP, Olomouc)

Uvod: Ve studiu chronické lymfocytarni leukémie (CLL) je velka pozornost vénovana stereotypnim
receptordm. Repertoar povrchovych imunoglobulinG je u CLL je omezen, stereotypni receptory
predstavuji asi 30%, nejc¢astéjsi je podmnozina, subset #2. Byla prokazana asociace mezi mole-
kularnimi zménami a stereotypnimi receptory se vztahem k prognéze onemocnéni. Stereotypni
receptory jsou spojovany s vysSim rizikem Richterovy transformace. Za prognosticky nepfiznivou
podskupinu se povazuji pacienti s IGHV3-21, ktefi byt s mutovanym stavem IGHV, maji stejnou pro-
gnozu jako pacienti se stavem nemutovanym. U ¢asti pacientd se subgenem IGHV3-21 je pfitomen
stereotypni receptor skandinavského typu, definovany pfitomnosti stereotypni kratké CDR3 (tj 9
AMK), JH6 a VL3-21 (Vlambda2-14).

Pacienti a metody: Analyzovali jsme soubor 29 pacientl s IGHV3-21, ktefi byli diagnostikovani na
HOK FN Olomouc v letech 2000-2011, tvofili 7% z celkového poctu 417 nové diagnostikovanych
pacientd v tomto obdobi. Cilem prace bylo analyzovat prognosticky vyznam tohoto subgenu ve
vztahu k celkovému preziti. Median véku pacientl byl 62,8 let, pomér muzl a Zen 16/13. Celkem

19 pacientd (73%) bylo diagnostikovano ve stadiu Binet B a C, mutaéni stav IGHV byl lehce ve pro-

spéch mutovaného stavu, celkem u 55% pacientd (vs 42% v celém souboru pacienttl). Delece 11q

byla zjisténa u 6 pacientli a delece 17p u 3 pacientu. Lécbu vyzadovalo celkem 26 pacientli, median
sledovani byl 58 mésicl, celkem 14 pacientt zemfrelo.

Vysledky: Celkové preziti pacientli souboru bylo stejné bez ohledu na mutaéni stav (p<0,597), horsi
bylo preziti pacientl ve véku nad 65 let (p<0,001), s poétem lymfocytld >50 x 109/l a deleci 17p
(p>0,05), delece 11q neméla prognosticky vyznam na preziti. V multivariaéni analyze 205 pacientt
u ve stadiu Binet A byl kromé véku (p<0,001) a nemutovaného stavu IGHV (p<0,04) jako vyznamny
prognosticky faktor zjistén IGHV3-21 (p<0,019). Déle byli pacienti IGHV3-21 porovnavani s ostat-
nimi prognosticky nepfiznivymi podskupinami pacienti celého souboru (pacienty s nemutovanym
stavem IGHV, s deleci 11q, 17p a s IGHV1-69). Prace pfinasi podrobnou analyzu cytogenetickych
a FISH nalez(. Byla analyzovana podskupina pacientd se stereotypnim receptorem skandinavské-
ho typu, nebyl prokdzan rozdil v celkovém pfeziti oproti pacientll IGHV3-21 bez skandinavského
receptoru (p<0,938). Vyskyt Richterova syndromu (histologicky verifikovaného) byl 4 z 29 pacientd,
14% celého souboru IGHV3-21, Dva z nich méli stereotypni skandinavsky receptor. U dalSich 2 pa-
cientl nebylo mozno Richterovu transformaci vylougit.

2560.

Cilené arrayCGH vysSetieni delece 6g u nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii
Jarosova M., Hruba M., Oltova A., Kriegova E., Urbankova H., Krizova L., Prochazka V., Holzerova
M., Urbanova R., Papajik T., Doubek M., Vozobulova V., Indrak K. (Hemato-onkologicka klinika, FN
a LF UP, Olomouc; Ustav Iékarské genetiky FN, Plzeri; Interni hematologickd a onkologicka klinika,
FN, Brno; Ustav imunologie FN a LF UP Olomouc; Hemato-onkologické oddéleni, FN, Pizeri)

Urceni cytogenetickych zmén, delece chromosom( 13q, 11q, 17p, trisomii chromosomu 12, translo-
kace 14q32, komplexni karyotyp a uréeni mutaci gent TP53, SF3B1, NOTCH1 a BIRCS3 zlepSuje
prognostickou stratifikaci nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL). K asto se opaku-
jici cytogenetické zméné u CLL patfi delece dlouhych ramen chromosomu 6 (69-). Vyskytuje se
u 3-6% nemocnych a jeji prognosticky vyznam je stale kontroverzni, stejné jako minimalné deleto-
vana oblast a kandidatni geny v ni lokalizované. Cilem prace bylo provést cilenou arrayCGH analyzu
skupiny CLL nemocnych s deleci 6q, ur€it minimalné deletovanou oblast (MDR) a kandidatni geny
v ni lokalizované, pokusit se urcit relativni expresi vybranych genli a vyhodnotit nékteré klinické
charakteristiky. Cytogenetické a FISH vysetieni periferni krve nebo kostni dfené u 1055 CLL ne-
mocnych bylo provedeno ve tfech cytogenetickych centrech CR (Olomouc, Plzefi a Brno). Delece
6q byla nalezena u 70(6.6%) nemocnych. Metoda arrayCGH s chromosomoveé specifickymi nebo
oligonukleotidovymi ¢ipy byla provedena u 52 nemocnych (36 M/16 Z; median véku 61 let, stadium
Binet: A (n=19), B (n=18), (n=15); 25 nemocnych v dobé diagnosy, 27 v pribéhu onemocnéni;
29 nelécenych a 23 lécenych; nemutovany stav IGVH 41 nemocnych). FOXO3, NF-kB, TBX21,
IL-2 a BCL10 geny byly analyzovany metodou kvantitativni RT-PCR (delece 6g=17 nemocnych, bez
delece=30 a 19 zdravych kontrol). Delece 6q jako solo aberace byla pozorovana u 9(17%) nemoc-
nych, u 20(38.4%) byla sou¢asti komplexniho karyotypu. Metoda arrayCGH urcila vysokou hetero-
genitu rozsahu delece, MDR o velikosti 1.4 Mb v pruhu 6g21. Metodou qRT-PCR byl uréen nizky
pocet FOXO3 transkriptd nemocnych s deleci 6q ve srovnani s nemocnymi bez delece (p=0.03)
i ve srovnani se zdravymi kontrolami (p<0.0001). VySetfeni mRNA exprese genli NF-kB, TBX21,
IL-2 a BCL10 ukazalo zvySenou expresi NF-kB u nemocnych s 6g- ve srovnani s nemocnymi bez
delece a zdravymi kontrolami (p=0.03/p<0.0001). Delece 6q se ¢astéji vyskytovala u muzd, nemoc-
nych s nemutovanym IGVH a pokrocilejSim stadiem onemocnéni. Metodou arrayCGH jsme potvrdili
heterogenitu rozsahu delece 6q, urcili MDR o velikosti 1.4Mb zahrnujici gen FOXO3. Ur¢ili jsme
jeho snizenou mRNA expresi a zvySenou expresi genu NF-kB. Delece byla ¢astéjSi u nemocnych
s nemutovanym IGVH a pokrocilej§im stadiem onemocnéni.

Préace je podporovéana granty: IGA MZ CR NT 13576 a IGA-LF-2014-001.
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2613.

Molekularni prognostické markery chronické lymfocytarni leukemie a vyznam sekvenovani
nové generace pfi studiu patogeneze onemocnéni

Kantorova B., Navrkalova V., Tichy B., Malcikova J., Tom N., Pal K., Stario-Kozubik K., Takdcova
S., Plevové K., Trbusek M., Brychtova Y., Doubek M., Mayer J., PospiSilovd S. (Stfedoevropsky
technologicky institut (CEITEC), program Molekularni medicina, MU, Brno;, Interni hematologicka
a onkologicka klinika, FN, Brno)

Stanoveni progndzy chronické lymfocytarni leukemie (CLL) a nasledné cilené IéCby pacientl je
znacéné komplikovano nejasnou etiopatogenezi a také variabilnim klinickym pribéhem onemocnéni.
Soucasné prace zabyvajici se studiem biologické podstaty CLL pomoci pfistupt sekvenovani nové
generace (tzv. next generation sequencing; NGS) navic poukazaly na zna¢nou heterogenitu nado-
rové bunécné populace. Mezi obzvlasté nepfiznivé prognostické a prediktivni markery vySetfované
u CLL patfi poskozeni ATM/p53 signalni drahy vedouci k deregulaci kontroly bunééného cyklu a na-
rueni stability genomu ovlivnénych bunék. Inaktivace gent kdédujicich nadorové supresory p53 a/
nebo ATM (nejCastéji delece jedné a mutace druhé genove alely) je asociovana zejména s kratkym
celkovym prezivanim a rezistenci pacientd na standardné podavanou chemoimunoterapii. Kromé
poskozeni genli TP53 a ATM byly recentné u pacientd s CLL pomoci exomového sekvenovani
uréeny dalsi klinicky relevantni zmény; mezi nejvyznamnéjsi patfi mutace gend NOTCH1, SF3B1
a BIRC3. Analyza uvedenych aberaci prokazala takeé jejich ulohu pfi klonalnim vyvoji CLL, kdy v du-
sledku snizené 1é¢ebné odpovédi dochazi €asto u leukemickych bunék nesoucich tyto zmeény k pre-
ferenéni selekci. Casny zachyt genovych mutaci u dosud nelégenych pacientil tak miize vyznam-
nym zpusobem napomoci k odliSeni rizikovych skupin nemocnych vhodnych pro zafazeni do studii
testujicich nové terapeutické pfistupy popfipadé profitujicich z alogenni transplantace kmenovych
krvetvornych bunék. Na zakladé téchto poznatkl byl recentné u CLL navrzen klinicky potencionalné
vyuzitelny model zohledrujici vysledky nejen cytogenetické, ale také mutaéni analyzy.

Studie byla podporena granty IGA-MZ-CR NT13519-4/2012, MUNI/A/0830/2013, projektem OP VK
SuPReMMe CZ.1.07/2.3.00/20.0045.

26009.

Rozdily v sérovych cytokinovych profilech u indolentni a aktivni, relabujici formy chronické
lymfocytarni leukemie

Schneiderova P, Prochdzka V., Tomankovd T., Papajik T., Jarosovd M., Kriegovd E. (Ustav
imunologie, LF UP a FN, Olomouc; Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) ma velmi variabilni klinicky priibéh. U nékterych pacient(i one-
mocnéni rychle progreduje, zatimco u jinych se setkdvame s indolentni formou nevyzadujici 1é¢bu.
Soucasné prace podporuiji teorii kliCové role mikroprostredi na progresi onemocnéni. Studovali jsme
proto proteinové profily v séru u skupin pacientl s indolentni, nelé¢enou a aktivni, relabovanou for-
mou CLL. K vySetfeni sérovych hladin 92 proteini jsme pouZzili inovativni, vysoce citlivou metodu
Proseek Multiplex (Olink) zaloZzenou na principu PEA (Proximity Extension Assay). Soubor tvofilo
24 pacientt (17 muzl/7 Zen), z toho 12 pacient( s indolentni, nelé¢enou CLL a 12 pacientl s ak-
tivni, relabujici chorobou. Ke statistickému vyhodnoceni dat jsme pouzili software GenEx (MultiD).
V séru pacientu s aktivni, relabovanou formou CLL byly prokazany vyssi hladiny CXCL10 (C-X-C motif
chemokine 10; fold change 2,46/p=0,004), TNF-R2 (Tumor necrosis factor receptor 2; 1,77/p=0,009),
ADM (Adrenomedullin; 1,41/p=0,024), EPO (Erythropoietin; 2,35/p=0,034), Ep-CAM (Epithelial cell
adhesion molecule; 1,42/p=0,039) a nizsi hladiny EGF (Epidermal growth factor; -2,33/p=0,006), MIA
(Melanoma-derived growth regulatory protein; -1,30/p=0,014), hK11 (Kallikrein-11; -1,31/p=0,014),
HB-EGF (Heparin-binding EGF-like growth factor; -1,78/p=0,017), PDGF subunit B (Platelet-derived
growth factor subunit B; -2,54/p=0,019), LAP TGF-beta-1 (Latency-associated peptide transforming
growth factor beta 1; -1,32/p=0,020), CCL24 (C-C motif chemokine 24;-1,83/p=0,023), ErbB2/Her2
(Receptor tyrosine-protein kinase ErbB-2; -1,23/p=0,044), SCF (Stem cell factor; -1,33/p=0,047) ve
srovnani s indolentni formou nevyzadujici Ié¢bu. Mnohorozmérna analyza (Principal Component Ana-
lysis) prokazala, Ze soucasna analyza 14-ti protein umozni rozdélit pacienty do skupin dle zavaznosti
onemocnéni. Potencidlni role jednotlivych deregulovanych proteinG bude diskutovana. Sérové protei-
nové profily ziskané u pacientt s aktivni formou CLL se vyznamné lisi od sérovych profilG u pacientd

s indolentni chorobou. Znalost mikroprostfedi nejen vyznamné pfispéje k pochopeni patogeneze CLL
a mechanism(l progrese onemocnéni, ale umozni také identifikovat nové terapeutické cile.
Grantova podpora: IGA MZ CR NT13576, IGA LF_2014_001, IGA LF_2014_020

VARIA

2551.

Klinik a laboratérna diagnostika

Lipsic T. (Hematologické a transfuziologické oddelenie ULM, Onkologicky ustav sv. Alzbety, SZU,
VSZaSP Bratislava — SVK)

V ramci na dékazoch zaloZzenej mediciny (EBM) kazdy medicinsky odbor principialne potrebuje
laboratérnu diagnostiku (LM). Jej zakladnou ulohou je presnd, spravna a v€asna detekcia stavu
organov, tkaniv a buniek. Laboratérna diagnostika pozostava z troch faz — pre-analytickej, ana-
lytickej a post-analytickej. Celkovy proces testovania (TTP) je vlastne “brain-to brain® cyklus za-
¢inajuci otazkou klinika a indikaciou vySetrenia az po konec¢nu interpretaciu vysledkov a rozhod-
nutie klinika. Pre-analyticka faza pozostava z Casti: extralaboratérnej — indikacie vySetrenia, jeho
pozadovania a prenosu poziadavky, pripravy pacienta, odberu a transportu vzorky, intralaborator-
nej — prijmu, kontroly ziadanky/vzorky, spracovania/skladovania pred analyzou Analyticka faza je
vyluéne intra-laboratérna: vlastna analyza vzorky, vratane aplikacie systémov kontroly/zabezpece-
nia kvality Post-analyticka faza pozostava z Casti: intralaboratérnej — systémovej kontroly, valida-
cie a formatovania vysledkov, interpretacie alebo komentovania, reflexného testovania, uvolhenia
a prenosu vysledkov a skladovania testovanej vzorky, kontroly celkového ¢asu na vySetrenie (TAT),
extralaboratérnej — interpretécie vysledkov klinikom, rozhodnutia na zaklade obdrzanych vysled-
kov a dokumentacia vysledkov a rozhodnuti. Analyzy chybovosti v laboratérnej diagnostike vyka-
zuju nasledujuci podiel v jej jednotlivych fazach: Pre-analyticka faza — 75%, Analyticka faza — <
5%, Post-analyticka faza — 20%. Zavaznost pre- a post-analytickej fazy bola dlho znama, ale tieto
fazy ¢asto neboli zahrnuté v Programoch riadenia kvality LM, ktoré boli zamerané skér na analy-
ticku kvalitu a prislusné aktivity, ktoré boli v ich priamej kontrole. Prevalencia chyb v pre- a post-
-analytickej faze vedie k poziadavke prevzatia vacSej zodpovednosti za aktivity ktoré boli mimo
bezprostrednej kontroly LM. Prvymi ulohami su désledna edukacia persondlu o laboratérnej dia-
gnostike — menovite extra-laboratérneho, zlepSenie koordinacie zameranej na posilnenie ulohy la-
boratéria v starostlivosti o pacienta v ramci zdravotnickeho zariadenia, vyrazné zlepSenie v8etkych
Casti pre- a post-analytickej fazy. Pokroky v technolégii LM zabezpecuju len presnost a Specific-
kost, nie spravnost a efektivitu vysledkov vySetreni. Chyby v pre- a post-analytickej faze mézu
viest k nespravnej/neskorej diagnéze a lieCbe a vazne ohrozit zdravotnu starostlivost o pacienta.

25009.

Morfometrické poznamky k jadérkim lymfocytt u nemocnych s B CLL ]

Smetana K., Karban J., Klamova H., Mikulenkova D., Jiraskova I., Trnény M. (Ustav hematologie
a krevni transfuze, Praha; I. int. klinika, VFN, Praha)

Spojeni morfometrie a cytochemie vedlo v minulosti k ziskani komplementarnich poznatkd pro dia-
gnostiku a pochopeni riznych klinickych stavd, jakoz i biologie a patologie krevnich bunék. Lymfo-
cyty nelécenych i Ié€enych nemocnych s B CLL byly vizualzovany cytochemickymi metodami pro
prikaz DNA a RNA s naslednou obrazovou digitalizaci pro poc¢itacové meéreni jadérek (priméru
a denzity RNA). Pokles velikosti nukleolarnich tél zralych lymfocytt byl napadny bez ohledu na po-
davana cytostatika (Leukeran, Fludara, Mabthera, Cyclophosphamide, Prednizon) v dobé odebirani
vzorkd. U neléenych byl primér téla jadérek 1.40(0.10) a u Ié¢enych 0.90(0.04)um. Z toho ,relativ-
né vy$si pramér” byl pfi 1é¢eni Leukeranem -1.01(0.02) a nizsi po Ié€eni Fludarou -0.87(0.01um).
U nezralych lymfocytd u léenych byl pokles primeéru téla nukleold jen maly, tj. u nelécenych
2.57(0.33) a lécenych 2.31(0.42)um. Morfometrie tedy ukazala,ze ve zralych lymfocytech i ,spici”
nukleoly reaguji na podana cytostatika bez ohledu na jejich pusobeni. Redukovana velikost nukleoll
a snizena koncentrace RNA v cytoplasmé by odpovidala pfechodu jednotlivych bunék z terminaini
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diferenciace do pre-apoptozy. Nedavné studie ukazaly spoluti¢ast jadérka na apoptdze. V nezralych
lymfocytech, véetné lymfoblastd s malym poklesem velikosti jadérek dochazelo po tGéinku cytostatik
i ke zménam jejich struktury, které rovnéz svédgily pro snizeni nukleolarni biosyntetické aktivity. Né-
které z técto zmén jsou vSak reverzibilni, jak ukazaly pokusy na jinych bunkach, véetné T lymfocytu.
Studie byla ¢aste¢né podporovana Min.Zdrav.CR.

2659.
Uloha parenteralnich pFipravka Zeleza v 16ébé anémie
Cermak J. (UHKT, Praha)

Pfevazna vétSina mikrocytarnich hypochromiich anemii vznika jako dusledek absolutniho nedo-
statku Zeleza ¢i jeho relativniho deficitu pro krvetvorbu pfi distribu¢nich poruchach tak, jak je tomu
u anemie pfi chronickém onemocnéni (ACD). Zékladem 1éCby sideropenie je podavani peroralnich
pripravkll Fe, nicméné predevsim za situace, kdy je vyznamné snizeno vstfebavani Fe z traviciho
traktu, je pIné indikovano parenteralni podavani Fe. V diagnostice sideropenie se uplatiuje prede-
v§im vySetfeni hladiny feritinu v séru, saturace transferinu (satTRF) jako poméru hladiny Fe v séru
a celkové vazebné kapacity transferinu pro Fe a vySetfeni hladiny cirkulujicich transferinovych re-
ceptortl (cTfR). VySetfeni kombinace téchto parametr( je dllezité zejména u anemie, kde jsou pfi-
¢inou soucasné krevni ztraty a distribuéni porucha pfi chronickém onemocnéni /chronické nefritidy,
ulcerosni kolitis/. Vzhledem k tomu, Ze pfi chronickém onemocnéni je porucha distribuce zeleza
ur¢itym obrannym mechanismem, je tfeba vzdy pfesné urcit skuteény stav zasob Fe a spravné indi-
kovat nasazeni substituce Zelezem. Za znamky pfitomnosti skuteéného deficitu Fe se u anémie pfi
chronického onemocnéni pokladaji hladina feritinu v séru < 30-50 pg/l, satTRF < 16%, hladina cTfR
> 5 mg/l. Podavani parenteralnich pfipravkdl Fe mélo prokazatelné lepsi efekt na reparaci krevniho
obrazu nez podavani peroralnich pfipravkll Fe u nemocnych s nadorovych chorobami Ié¢enych
chemoterapii a u téchto nemocnych méla efekt na kvalitu zivota i kombinace erytropoetinu (EPO)
s parenteralnim Fe, nebyl pozorovan efekt podavani Fe ¢i kombinace Fe+EPO na zakladni chorobu.
Na kombinaci podavani EPO a parenteralniho Fe u nemocnych s chronickou renalni insuficienci
neni jednotny nazor, a to zejména na pausalni podavani této kombinace. Pro zhodnoceni efektu i.v.
aplikace Fe u nemocnych s jinymi chronickymi chorobami chybi dostatek dat a randomizované stu-
die. V soucasné dobé se zejména u tézsich deficitl Zeleza s vyhodou uplatiuje podavani pfipravku
s vysokym obsahem Fe v ampuli (Ferinject-500 mg Fe/amp.) ve velmi pomalé i.v. infuzi, jez G¢inné
odstraniuje nutnost opakovaného podavani pfipravkd s nizSich obsahem Fe a tim pravdépodobnost
vzniku nezédoucich reakci spojenych s parenteralni aplikaci Fe.

2538.

Cyklosporin A v IéEbé imunitni trombocytopenie — vlastni zkuSenosti

Hlusi A., Szotkowski T., Prochdzkova J., Papajik T. (Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UP,
Olomouc)

Uvod: Terapie pacient(i s imunitni trombocytopenii, kde selhala standardni imunosupresivni tera-
pie kortikosteroidy, pfedstavuje ¢asto zavazny problém. Vedle splenektomie €i imunoterapie Ritu-
ximabem |ze vyuzit i dalsi latky ze skupiny imunosupresiv. V praci hodnotime vlastni zkuSenosti
s pouzitim cyklosporinu A v souboru 34 pacientt s primarni ITP, 1é¢enych na nasem pracovisti
v letech 1996-2013. Charakteristika souboru: Terapie cyklosporinem byla indikovana u 34 pacientd
(17 muzd, 17 Zen), z toho ve 4 pfipadech opakované. Vékovy median pfi zahajeni terapie byl 49,5
roku (19-73). Pfed indikaci terapie CyA byly priim. podany 2.3 jiné Ié¢ebné modality. V 18 pfipadech
probéhla Ié¢ba v chronickém, v 7 pfipadech perzistentnim a ve 13 akutnim stadiu ITP. U 3 pacientd
$lo o téZkou rezistentni formu ITP po SE. V Uvodu terapie CyA byly u vétsiny pacientl konkomitant-
né podavany kortikosteroidy, které samostatné k dosazeni odpovédi nevedly.

Vysledky: Z 38 IéCenych pfipadd 24 (63%) dosahlo CR, 4 PR, minimalni odpovédi (2x zvysSeni inic.
poctu Tr do bezpecného pasma) bylo dosazeno ve 2 pfipadech. V 8 pfipadech (21%) efekt pozoro-
van nebyl. Pacienti Ié€eni v akutnim stadiu ITP dosahovali lepSi odpovédi nez ve stadiu chronickém
(CR 11/13 vs 10/18). Pacienti s niz§im poétem predchozich lé¢ebnych modalit dosahovali odpo-
védi Castéji nez vice predléceni. Nastup efektu Ié€by jsme pozorovali za 1-15 tydn(i (med. 4) pfi
primérné denni davce CyA 3,6 mg/kg. Hladina CyA byla pravidelné monitorovana s cilem udrzeni

hladiny mezi 150-250 ug/I. Terapie CyA byla u 18 pacientt z 28 postupné vysazena, z nich 4 (22%)
zrelabovali. U ostatnich dosazena odpoveéd po vysazeni setrvava 9—143 mésicll (med. 27 m). Stran
tolerance |é¢by byl CyA vétSinou dobfe snasen, z nezadoucich G¢ink( jsme pozorovali mirnou re-
Zavér: NaSe zkuSenosti s pouzitim CyA v terapii ITP potvrzuji jeho potencialné kurativni efekt.
Ten byl v naSem souboru pozorovan u vyznamného poctu pacientll. Terapie CyA umoznila ¢as-
ti pacientd vyhnout se splenektomii a byla efektivni i u nékterych velmi rezistentnich pfipadd.
Podobné jako u jinych Ié¢ebnych modalit je terapie efektivnéj$i u méné predlééenych pacientd.

2639.

Skladovani a preprava krve a transfuznich pfipravki

Masopust J., Bohonék M. (Transfuzni odd., KZ, a.s.-Masarykova nemocnice, o.z., Usti nad Labem,
Odd. hematologie a krevni transfuze, UVN, Praha)

Skladovani a preprava krve jsou duleZitymi kroky v procesu vyroby transfuznich pfipravk( a suroviny
pro dalsi vyrobu (dale jen TP), které maji zasadni vliv na jejich jakost. Zavazné podminky stanovuje
Vyhlaska 143/2008 Sb. o stanoveni blizsich pozadavk( pro zajisténi jakosti a bezpecnosti lidské
krve a jejich slozek a doporuceni Rady Evropy Guide to the preparation, use and quality assurance
of blood components. V téchto dokumentech Ize vSak nalézt pouze zakladni limity a pozadavky na
skladovani a pfepravu TP. Spole€nost pro transfuzni Iékafstvi vypracovala navrh doporuceni, upfes-
Aujici obecné pozadavky vyse uvedenych dokumentl predevsim v oblasti mimolimitnich hodnot
a validaci skladovani a prepravy TP.
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OSETROVATELSTVI

P1/2648.

Osetrovatelské skusenosti odberu autolognych dosticiek a plazmy kombinovanou aferézou
od matiek po odtoku plodovej vody pre gynekologicky vykon Amniopatch

Lovastikova J., Skypalova L., Choudhury S., Svitekova K. (Narodna Transfizna Sluzba,
Bratislava — SVK)

Amniopatch je vykon u tehotnych Zien po spontannom alebo iatrogénnom previabilnom odtoku plo-
dovej vody od 17-25 tyz. gravidity. Na poziadanie gynekolégov na nasom aferetickom pracovisku
odoberame autolégné trombocyty a plazmy od matky kombinovanou trombocytaferézou s plazma-
ferézou. Potom su trombocyty a kryoprecipitat vyrobeny z plazmy aplikované intraamnialne, transa-
bdominalnou cestou. Pri UspeSnom zakroku dochadza k lepeniu alebo aspor vyznamnému zdzeniu
defektu na amnialnych obaloch. To prediZuje gravidity a umozni donosit a cisarskym rezom porodit
dieta v 29.-30. tyz tehotenstva. Na naSom pracovisku pre tento Gcel pouzivame separator Haemo-
netics MCS+ s protokolovou kartou LDP , set 994 CF/E. S dvoma cyklami odobrané cca 210 ml
trombocytov s vytaznostou okolo 1,4—2,0 x 10 na 11/l a cca 250 ml plazmy, ktord sa zamrazi, na-
sledne rozmrazi a centrifuguje pri 3000 ot. a vyrobi kryoprecipitat. Spatne sme sledovali 3 podobné
kombinované aferetické odbery v roku 2013. V jednom pripade po 3 cykloch a v dvoch pripadoch
po 2 cykloch separovali poZzadované mnozstvo autolégnych produktov Tr a plazmy pre amniopatch.
Vsetky 3 procedury prebiehali u tehotnych matiek po odtoku plodovej vody bez problémov. OSetro-

v 4 A\ 4
PO STE ROV A C AST vatelska starostlivost aferetickych sestier u tychto pacientiek vyzaduje mimoriadnu pozornost pre
uspesnu aferézu Tr a plazmy.

P2/2637.
Vied predlokti — kumarinova nekréza ano €i ne?
Urbanové J., Cékova L., Vaicova M. (Klinika nemoci koZnich a pohlavnich, FN, Hradec Krélové)

Kumarinova nekréza je vzacnou, ale velmi zavaznou komplikaci 1é¢by Warfarinem. Zpocatku se ob-
jevuje velmi bolestivé zarudnuti kiize s petechiemi, v dal$im prabéhu klze z¢ernd, vznika nekréza
pokryta krustou. Ve své kazuistice prezentuji pfipad 34-letého polymorbidniho muze, u néhoz pfi
|éEbé Warfarinem vznikl vied na predlokti horni konéetiny.V diferencialni dg. bylo mimo jiné pomys-
leno i na tuto diagndzu.

P3/2530. )
Imunoadsorpce — 9 let zkuSenosti na Aferetickém oddéleni UHKT Praha
Kynclova E., Muzikantovd L., Bouskovd S., Kouklikovd E. (Aferetické oddéleni, UHKT, Praha)

Imunoadsorpce je [é¢ebny vykon, pfi kterém se pomoci imunoadsorpénich kolon a v nich obsazené
ucinné latce odstranuji z plasmy pacienta patologické latky a imunoglobuliny. Této technice se na
nasem oddéleni vénujeme od roku 2004. Prvni vykony jsme zacaly provadét na pfistrojich Cobe
Spektra , na kterych se separovala plasma , a na pfipojeném pfistroji Citem probihala samotna ad-
sorpce imunoglobulind. V roce 2010 jsme zadaly pouzivat kombinaci pfistroji Com. Tec a Adasorb
a v letosnim roce mame nové k oddéleni plasmy filtracni pfistroj Art od firmy Fresenius. Od ¢ervna
2010 do unora 2012 jsme provadély imunoadsorpce u jednoho pacienta na pftistroji Life 18, celkem
u néj probéhlo 19 terapii. Lé¢ime pacienty s diagnozou MYASTENIA GRAVIS, v sou¢asné dobé 5
klientl, u jedné klientky byly vykony ukonéeny po 11 terapiich. V minulosti jsme provadély imunoad-
sorpce u pacientd s dilataéni kardiomyopatii a pacientt pred a po transplantaci kmenovych bunék.
V krvi lé€enych klientd dochazi po IA k vyraznému snizeni hodnot imunoglobulin(i a autoprotilatek
proti acetylcholinovému receptoru. Lé¢ba pacientim s dg. MG pfinasi zlep$eni zdravotniho stavu,
ale musi dochazet k vykonim opakované a pravidelné. Z naseho pohledu je imunoadsorpce na-
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P4/2573.

Morbus HAILEY-HAILEY (Benigni familiarni PEMFIGUS) — komplikace (Morbus HAILEY-
HAILEY

Vodickova M. (HOK, FN, Olomouc)

Chronické, zavazné onemocnéni klze velmi ovliviiuje kvalitu zivota pacienta pfi hemato-onkologic-
ké lécbé cytostatiky a pfi radioterapii. Morbus Hailey-Hailey, jeden z druhG Pemfingu je autoimunitni
puchyfnaté onemocnéni postihujici kiizi po celém téle. Objevuji se puchyfe az buly. Jejich okoli je
postiZzeno zanétem a po protrzeni nebo strzeni puchyfd zdstanou eroze s vihkymi mazlavymi Sedy-

plikaci je vyhodnocovan statisticky a v trendech na konci kazdého mésice. Na odbor kvality FNOL je
posilan 1x ro¢né jako indikator kvality TO. Za sledované obdobi do$lo u béznych odbérud k poklesu
v8ech sledovanych komplikaci vyjma vyskytu nevolnosti u darcl. Vy$si vyskyt nevolnosti souvisi se
zvySujicim se poctem prvodarcl zejména z mladSich vékovych kategorii. U aferetickych odbér( bylo
naopak zaznamenano snizeni vyskytu nevolnosti a problémd se Zilnim systémem darc(, snizil se
také vyskyt technickych komplikaci.

Zaver: Dosazené vysledky jsou zakladem pro edukaci darce, zvySovani proSkoleni zdravotnického
personalu a zlepSovani managementu i.v. vstupt. Nasim cilem je i nadale snizovat, respektive pred-
chazet komplikacim v prabéhu vSech odbérl u darci.

mi strupy, které silné zapachaji, boli a ¢asto se infikuji. U pacientd se snizenou obranyschopnosti se
postizeni rychle Sifi a dochazi k rozvoji sepse. Urgentnim FeSenim je jak 1é€ba celkova — antibiotiky
tak i Ié¢ba lokalni pomoci modernich materiald a postupl hojeni ran. V kazuistice je ukazan prabéh
hojeni infikované eroze za pomoci metod vihkého hojeni v dobé& chemoterapie a radioterapie paci-
entky s folikularnim lymfomem.

P6/2594.
Adcetris v Iécbé relabujiciho nebo refrakterniho Hodgkinova lymfomu
Starostova L., Zborilova R., Uvizlova E., Papajik T., Labudikova M. (HOK, FN, Olomouc)

Hodgkintv lymfom je nadorové onemocnéni vychazejici z CD30+ B-bunék lymfatické tkané. Inci-
dence této choroby je 2 — 3/100 000 obyvatel /rok. Onemocnéni nejc¢astéji postihuje mladé lidi ve
tfeti a Ctvrté dekadeé zivota. Moderni kombinovana chemoterapie a radioterapie vyznamné zménila
Uspésnost 1é¢by tohoto onemocnéni. Lécbou prvni linie dosahujeme u 85-90 % pacientli dlouhodo-
bé remise a v pfipadé relapsu je az 50 % pacient( vyléc¢eno podanim zachranné terapie a vysoko-
davkované chemoterapie s naslednou autologni transplantaci kmenovych bunék. Stale ale zlistava
skupina pacientd, u nichz lé¢ba selhdva a jejichz prognéza je nepfizniva. Pravé pro tuto skupinu
nemocnych pfedstavuje nadéji nové Iécivo — konjugat protilatky a Iéku -brentuximab vedotin (Adce-
tris®). Brentuximab vedotin se sklada ze tfi ¢asti — monoklonalni chimérické protilatky anti- CD30,
cytostatika monomethylauristatinu E a spojovaci ¢asti. Uginek léku zagina vazbou konjugéatu na
antigen CD30 a proniknutim cytostatika pfes sténu buriky, kde v lysozomu dochazi k odstépeni mo-
nomethylaurustinu E. Ten se pak navaze na tubulin, narusi sit mikrotubul( v burice, iniciuje zastavu
bunééného cyklu a vede ke smrti nddorové bunky. Dle vysledk( studii faze /Il je brentuximab vedo-
tin podavan v davce 1,8 mg/kg co 3 tydny, v sérii 8 az maximalné 16 cykld, v zavislosti na G¢innosti
|é¢by nebo projevech nezadoucich Gcink(l. V pfipadé projevu toxicity se doporucuje snizeni davky
nebo prodlouzeni intervalu mezi jednotlivymi cykly. Lék je aplikovan ambulantné formou 30 minutové
intravenozni infuze, kdy je substance rekonstituovana v 250 ml FR. Podana premedikace je stejna
jako u jinych monoklonalnich protilatek. Bezprostfedni nezadouci reakce na infuzi byly pozorovany
asi jen u 11 % pacientd (zimnice, tfesavka, vyrazka ¢i dychaci obtize). Mezi nejc¢astéjsi vedlejsi
nezadouci Ucinky Ié¢by patfi neutropenie a senzoricka periferni neuropatie, ojedinéle jsou pak po-
pisovany znamky syndromu nadorového rozpadu. Dle dlouhodobych vysledkl provedenych studii
se jevi terapie brentuximab vedotinem jako bezpec¢na a pacienty dobfe tolerovana. V naSem centru
byl brentuximab vedotin podan 5 pacientlim v relapsu po autologni transplantaci kmenovych bunék
(2 muzi a 3 Zzeny) s medianem véku 37 let (22—43). Podrobné zkuSenosti s podanim, nezadoucimi
ucinky a efektem lécby brentuximab vedotinem budou obsahem prezentovaného sdéleni.

P7/2615.
Sledovani komplikaci po béZzném a aferetickém odbéru za obdobi 20082013
Némcanska 1., Gronych A., Hlavkova E., Koukalova A., Galuszkova D. (TO, FN, Olomouc)

Uvod: Transfuzni oddéleni (TO) FN Olomouc (FNOL) zavedlo od roku 2008 systém sledovani a vy-
hodnocovani komplikaci pfi béznych i aferetickych odbérech u darct krve. Sledovani probiha od
zacatku odbéru az do jeho ukonéeni. Divodem zavedeni systému sledovani bylo ziskani prehledu
o véech komplikacich u nasich darcd, identifikovat pficiny, postupné snizovat vyskyt a stanovit jed-
notny postup pfi jejich feSeni. Metodika: Vstupné byly definovany jednotlivé druhy komplikaci, ty jsou
po odbéru zaznamendany vSeobecnou sestrou v programu ISTO 3300. Zaroven jsou zapsany do
evidenéni karty darce a u aferetickych odbérli do pracovniho sesitu k danému pfistroji. Soubor kom-

O/H[D|



TRANSPLANTACE

P8/2614.

High-dose cytarabine and mitoxantrone xrituximab for collection of peripheral blood stem
cells in high-grade non-Hodgkins” lymphoma. Single center experience with filgrastim
biosimilars

Skoumalova |., Kapitariova Z., Urbanovéa R., Faber E., Pikalova Z., Papajik T., Indrak K. (Hemato-
onkologicka klinika, FN, Olomouc)

For the patients with aggressive non-Hodgkins” lymphomas chemotherapy — high-dose of cytara-
bine with mitoxantrone +rituximab (R+HAM) is used for the standard collection of peripheral blood
stem cells as a part of Sequential Protocol chemotherapy (2xPACEBO, IVAM, PACEBO, HAM +ritu-
ximab). We describe here the experience with the efficacy and safety together with the comparison
of two filgrastim (G-CSF) biosimilars. R+tHAM was given as follows: rituximab 375 mg/m2 — day 1;
cytarabine 2g/m2 in 4 doses — day 1 and 2; mitoxantrone 10 mg/m2 in 2 doses — day 2 and 3. In
older patients the dose of cytarabine and mitoxantrone was reduced to 0.5 g/m2 and 7 mg/m2, re-
spectively. Three different types of G-CSF at the same dosage (10pg/kg) were used to stimulate pe-
ripheral blood stem cells: Neupogen (39 pt.), Zarzio (28 pt.) and Tevagrastim (11 pt.). Retrospective
analysis was performed in cohort of 78 patients with NHL in the period 1/2009 — 9/2013. Median of
age was 53 (22—64) years. Efficacy of the type of G-CSF in terms of the collection days and number
of CD34+ cells per kg collected was the first goal of our study. The incidence of infections and other
side-effects were recorded in addition. Kruskal-Wallis and Fisher exact tests were used for comparis-
on. There were no differences among the groups of patients with respect to the gender, age, marrow
involvement and previous treatment. There were no statistically significant differences in number of
collection procedures among the groups (p=0.084); on average 1.69 procedures for Neupogen, 1.53
procedures for Zarzio and 1.81 procedures for Tevagrastim. Also there were no statistically signifi-
cant differences in number of CD34+ cells per kg collected (p=0.497); on average 8.29x106 CD34+
cells per kg for Neupogen 8.51x106 CD34+ cells per kg for Zarzio and 6.66x106 CD34+ cells per
kg for Tevagrastim. Patients hospitalized and central venous line inserted for the whole period of the
priming (42 pt.) have a significant higher risk of septicaemia (p=0.002). All patients who proceed to
the transplantation engrafted. R+HAM is well tolerated and highly efficient priming chemotherapy
(average number of CD34+ cells collected was 7,82x106 per kg). Different types of G-CSF show no
statistically significant differences in the stimulation efficacy. Prolonged hospitalization and central
venous catheterization is associated with higher risk of septic complications.

Supported by the grants MSM-6198959205 and IGA UP LF-2013-004.

P9/2610.

Tyreoidalna dysfunkcia po alogénnej transplantacii kmenovych buniek

Roziakova L., Mistrik M., Bojtarova E., Batorova A., Mladosievicova B. (Klinika hematologie
a transfuzioldgie, Bratislava — SVK; Oddelenie klinickej patofyziologie, Bratislava — SVK)

Uvod: Tyreoidalna dysfunkcia patri medzi najéastejSie endokrinné komplikécie po transplantacii
kmenovych krvotvornych buniek (TKB). Hypotyreoidizmus je najviac sa vyskytujucou tyreopatiou po
TKB, z dalSich abnormalit stitnej Zlazy sa méze objavit aj hypertyreoidizmus a malignity Stitnej zlazy.
Pacienti a metédy: Subor tvorilo 74 pacientov (41 muzov a 33 zien), ktori boli asporn 2 roky od
alogénnej TKB. Median veku v ¢ase transplantacie bol 35 rokov (rozsah 12—63 rokov) a median
sledovania od TKB bol 5 rokov (rozsah 2—23 rokov). Indikaciou na TKB boli maligne, ako aj ne-
maligne ochorenia. Myeloablativny pripravny rezim s cyklofosfamidom v kombinécii s celotelovym
oziarenim (TBI) malo 27% pacientov a v kombinacii s busulfanom 56,7% pacientov, zvysnych 16,3%
malo nemyeloablativny rezim. Chronicku reakciu Stepu proti hostitelovi (GvHD) malo 19 (25,6%)
pacientov. Primarny (periférny) hypotyreoidizmus bol definovany ako zvy$ena hodnota TSH s nor-
malnou hodnotou fT4 (subklinicky hypotyreoidizmus) alebo so znizenou hodnotou fT4 (manifestny
hypotyroidizmus). Sekundarny (centralny) hypotyreoidizmus bol definovany ako znizena hodnota
fT4 s normalnou alebo znizenou hodnotou TSH.

Vysledky: Abnormality Stitnej Zlazy sme zaznamenali u 22 (29,7%) pacientov. Hypotyreoidizmus bol
zisteny u 21 (95,4%) pacientoy, z toho 11 pacientov malo centrélny, 4 pacienti primarny manifestny

a 6 pacientov primarny subklinicky hypotyreoidizmus. U 1 pacienta bol novozisteny periférny hyper-
tyreoidizmus. Styria pacienti boli lie¢eni substituénou lie¢bou. Desatrona kumulativna incidencia
tyreopatii v naSom subore bola 32,5%. Chronicka GvHD bola vyznamnym rizikovym faktorom v roz-
voji dysfunkcie &titnej zlazy (P = 0,01). Uloha TBI, veku, pohlavia, kortikoterapie alebo pouZitého
pripravného rezimu nebola Statisticky vyznamna.

Zaver: V naSom subore pacientov po alogénnej TKB sme zaznamenali takmer u jednej tretiny paci-
entov vyskyt tyreopatie, ¢o predstavuje 2—3 nasobne vy$Si vyskyt tyreopatii v porovnani s beznou
dospelou populaciou na Slovensku. Preto je tUlohou hematoonkolégov nielen vylie¢enie pacienta zo
zakladného onkologického ochorenia, ale aj dozivotné sledovanie kvality zivota po jeho vylieCeni
a v pripade zistenych abnormalit odoslanie pacienta k prisluSnému Specialistovi. Pracovné skupi-
ny odbornikov pre TKB odporucaju sledovanie horménov §titnej Zlazy v roénych intervaloch alebo
v pripade vzniku klinickej symptomatoldgie.

P10/2591.

Infekce HHV6 a Parvovirus B19 jako pfi¢ina cytopenie po autologni transplantaci krvetvornych
bunék. Popis pripadu.

Szotkowska R., Raida L., Faber E., Rusiniakova Z., Prochdazka V., Indrak K. (Hemato-onkologicka
klinika, FN, Olomouc)

Infekce herpetickymi viry mohou vyznamné ovlivnit morbiditu a mortalitu nemocnych s hematologicky-
mi malignitami. Osm z nich je specifickych pro ¢lovéka (HHV 1-8). Tyto viry jsou charakteristické trvalou
perzistenci v organismu po primarni infekci se schopnosti nasledné reaktivace pfi imunitnim oslabeni.
V na8i kazuistice popisujeme pfipad pacientky, u které doslo k reaktivaci infekce virem HHV6 spolu
s Parvovirem B19 (PB19) po autologni transplantaci krvetvornych bunék. Reaktivace HHV6 infekce se
mUze projevovat horeckou, koznim exanthémem, opozdénym pfihojenim v monocytarni a destickové
fadé, selhanim Stépu, intersticialni pneumonii, encefalitidou — tyto komplikace jsou popisovany domi-
nantné po alogennich transplantacich krvetvornych bunék. K l1écbé je doporuovan foscarnet nebo
ganciclovir. Infekce PB19, ktera je popisovana jako vzacnéjsi komplikace, se projevuje dominantné
anémii, ale i leukopenii a trombocytopenii, taktéz az s moznym selhanim Stépu. Lécba spociva v apli-
kaci i.v. imunoglobulint (IVIG). U nasi pacientky s dg. B-difizniho velkobunééného lymfomu do$lo den
+59 po autologni transplantaci krvetvornych bunék k rozvoji cytopenie s atakou febrilni neutropenie .
V kostni dfeni byla metodou PCR detekovana PB19-DNA. Byla zahajena léc¢ba IVIG 30g/d 6 dni, poté
3xtydné. Po pfechodné Upravé krevniho obrazu do$lo ke 2. atace febrilni neutropenie . Bylo pokraco-
vano v aplikaci IVIG a nové i foscarnetu pro zachyt HHV6-DNA spolu s PB19-DNA v kontrolni kostni
dfeni. Na uvedené l1é¢bé doslo opét k regeneraci krevniho obrazu, dosud trvajici. Prezentovany pfipad
dokumentuje mozny vliv virovych infekci na krvetvorbu hematoonkologickych nemocnych, a to nejen
po alogenni, ale i po autologni transplantaci krvetvornych bunék.

Podpofeno grantem LF-2014-001.

P11/2542.

Somatické mutace v HLA genech u pacientd s akutni myeloidni leukémii identifikované pfi
vysSetreni pro tcely transplantace krvetvornych kmenovych bunék

Mrazek F., Onderkova J., Szotkowski T., Rohori P, Kénigova N., Ambrizova Z., Faber E., Petrek
M., Raida L. (Ustav imunologie, FN a LF UP Olomouc; Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UP,
Olomouc)

Somatické mutace v HLA genech mohou napoméhat uniku malignich bunék z imunitniho dohledu.
| kdyz jsou identifikovany vzacné, mohou tyto mutace u pacientll s hematologickymi malignitami
komplikovat HLA typizaci pro vybér darce k transplantaci krvetvornych kmenovych bunék (TKKB).
Zde popisujeme dva pripady somatickych mutaci HLA u pacientd s akutni myeloidni leukémii (AML)
indikovanych k alogenni TKKB. Pfipad 1: Pfi typizaci HLA-A genu pacientky s AML pomoci sekve-
novani jsme zjistili dosud nepopsanou mutaci (G/A) v pozici 781 exonu 4 HLA-A genu. Na zakladé
rodinné studie byla pfitomnost nové alely nepravdépodobna. Abychom zjistili, zda tato mutace neni
omezena jen na cirkulujici maligni buriky, provedli jsme nové vySetfeni ze vzorku ziskaného po vy-
mizeni blastd v periferni krve. Ve vzorku ,v remisi“ mutace G781A zcela chybéla. Finalni ,zarode¢ny*
HLA typ pacientky a jednoho z jejich sourozencu byl proto totozny. Pfipad 2: Pacient s AML ery-
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troidniho typu byl pfi tvodnim vy$etfeni shodny se svou sestrou v HLA znacich na urovni nizkého
rozliSeni. Pfi potvrzovani HLA identity mezi sourozenci na Urovni vysokého rozliSeni byla u pacienta
zjisténa anomalni sekvence tfetiho exonu HLA-B genu, ktera se nevyskytovala u jeho zdravé sestry.
Detailni analyza ukazala, ze heterozygotni posun sekvence odpovida unikatni deleci dvou bazi
v zavérecné Casti exonu 3 HLA-B genu. Podobné jako v prvnim pfipadé jsme vSak nepozorovali
z4dné znamky uvedené delece v novém vzorku pacienta, ktery jiz neobsahoval blasty. V souladu
s tim byly HLA typy pacienta a jeho sestry uzavfeny jako vzajemné identické.

Zavér: Jak neznama zaména G781A v HLA-A genu, tak i unikatni delece v exonu 3 HLA-B genu
byly u pacientd s AML pozorovany pouze ve vzorcich s vyraznou pfimési blastli a mohou byt proto
vysvétleny jako somatické mutace v malignich burikdch. V obou pfipadech umoznilo dodate¢né
vySetfeni vzork( ,v remisi“ potvrdit HLA identitu pacientl s jejich sourozenci, ktefi tak pro né mohli
byt doporuceni jako vhodni darci.

Grantova podpora: IGA MZCR NT12454 a IGA UP_LF_2014_012.

MDS

P12/2563.

Heterogenita alfa-talasemickych deleci v ¢eské populaci: potvrzeni uUlohy oblasti HS-40
v regulaci exprese alfa-globinovych gent

Divoka M., Pospisilova D., Lapcikova A., Kolackova M., Orviska M., Lipert J., Novosadova A., Divoky
V., Indrék K. (Hemato-onkologicka klinika, FN a LF, Olomouc; Détska klinika, FN a LF, Olomouc;
Ustav biologie, LF, Olomouc)

Alfa-talasemie (alfa-tal) jsou vrozené anémie s recesivni dédi¢nosti charakterizované kvantitativni
redukci syntézy alfa-globinovych (gb) fetézcti. Onemocnéni je nejCastéji zpisobeno delecemi
usek( DNA v alfa-gb lokusu (HBA) na 16. chromozomu a vyznaduje se mikrocytarni hypochromni
anemii s riznymi fenotypovymi stupni zavaznosti. U alfa+ tal je jeden ze dvou genli na chromozo-
mu deletovan (—alfa/alfa;alfa) nebo inaktivovan bodovou mutaci. U alfa0 tal jsou inaktivovany oba
alfa-gb geny na chromozomu, nej¢astéji deleci, ktera postihuje ¢ast lokusu (— —/alfa;alfa); stejny
efekt, tj. Uplnou ztratu exprese genl pfislusného lokusu, ma delece regulaéni oblasti (human
alpha globin upstream regulatory element, HS-40) v poloze cis. HS-40 se nachazi vice nez 40 kb
5" od alfa-gb gent, plsobi jako zesilova¢ genové exprese, nezbytny pro erytroidné-specifickou
transkripci gent HBA lokusu. Byly publikovany rGizné typy deleci postihujici oblast HS-40, vedouci
k alfa0-tal; nékteré delece zahrnuji jen rlizné velké Gseky regulaéni oblasti HS-40, jiné delece jsou
rozsahlé, postihujici kromé HS-40 i alfa-gb geny pfislusného lokusu. Podobné typy deleci jsou
vzacné detekovany v riznych populacich. Nase studie provedena alelové-specifickou PCR (ASO-
-PCR) a MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) na souboru 116 rodin (137
¢lend) s podezfenim na alfa-tal odhalila u 50 rodin (55 nemocnych) rizné delece v ramci HBA
lokusu. Ve vétsiné pripadl se jednalo o bézné typy deleci jednoho nebo dvou alfa-gb gend, znamé
ze Stfedozemi nebo z jihovychodni Asie. Delece oblasti HS-40 byla detekovana u 7 rodin (11 ¢le-
nud) s klinickymi projevy odpovidajicimi ztraté dvou alfa-gb genl (nosi¢stvi alfa-tal), a u 1 rodiny
s klinickymi projevy odpovidajicimi ztraté tfi alfa-gb gend (choroba HbH). Molekularni analyzou
nemocnych jsme zjistili, ze u 3 rodin (6 ¢lend) se jednalo o rozsahlé delece celého HBA lokusu,
véetné HS-40. U 4 rodin (5 ¢lenl) jsme detekovali rizné dlouhé delece regulaéni oblasti HS-40,
ale s intaktnimi alfa-gb geny. Fenotyp odpovidajici nosi¢stvi pro alfa0 tal deleci byl u vSech 11 ne-
mocnych stejny, nezavisle na tom, byly-li sou¢asti delece i oba alfa-gb geny; jde tedy o potvrzeni
klicové ulohy HS-40 v regulaci exprese alfa-gb gent. Mimoradny je pfipad détské pacientky s HbH
onemocnénim zplsobenym inaktivaci dvou alfa-gb gent deleci HS-40 na jednom chromozomu
v kombinaci s deleci jednoho alfa-gb genu na druhém chromozomu.

Podporovano granty: IGA_LF_2014_001; IGA MZ CR NT13587-4.

P13/2602.

Projekt MDS na severni a stfedni Moravé

Starostka D., Rohori P, Adamova D., Kadlckova E., Brejcha M., Janek D., Rytikova N., Jochymek R.,
Svarna M., Laské J., Vinklarkovéd K. (Oddéleni klinické hematologie, NsP, p.o.,Havifov; Hemato-
onkologicka klinika , FN, Olomouc; Hematologicko-transfuzni oddéleni, Slezska nemocnice, p.o.,
Opava; Hematologicko-transfuzni oddéleni, Krajska nemocnice T. Bati, a.s., Zlin; Hematologické
oddéleni, Nemocnice, a.s., Novy Ji¢in; Hematologicko-transfuzni oddéleni, Nemocnice s poliklinikou,
p.o., Karvina-Raj; Hematologickd ambulance, SdruZené zdravotnické zafizeni, p.o., Krnov;
Hematologicko-transfuzni oddéleni, Nemocnice, p.o., Tfinec; Hematologicko-transfuzni oddéleni,
Nemocnice, p.o., Frydek-Mistek; Oddéleni klinické hematologie, Méstska nemocnice, p.o., Ostrava;
Hematologicko-transfuzni oddéleni, Nemocnice, a.s., Hranice)

Uvod: Primarnim cilem projektu byl sbér udajii o vyskytu MDS a jeho 168bé& na severni a stfedni
Moravé. Sekundarnim cilem projektu bylo zpfesnéni diagnostiky a prognostické stratifikace MDS
v uvedeném regionu (druhé ¢teni cytologie, centralizace cytogenetické analyzy).
Metody: Udaje o nové diagnostikovanych pfipadech MDS a MDS/MPS byly evidovany po dobu 1
roku v regionu s populaci 2,2 mil. obyv. Sledované tdaje zahrnovaly: pohlavi, vék v dobé diagnézy,
kategorie MDS dle WHO klasifikace, rozliSeni na primarni a sekundarni MDS, IPSS, PS dle WHO,
komorbidita a zpUsob Iécby.
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Vysledky: Celkem bylo diagnostikovano 107 novych pfipadd MDS a MDS/MPS. Incidence MDS
a MDS/MPS byla 4,9 pfipadt na 100 tis. obyvatel (47.7 % muzd, 52,3% zen). Vékovy median v dobé
diagndzy byl 70 let (minimum 43 let, maximum 84 let). Vyskyt jednotlivych diagnostickych kategorii:
RCUD 15%, RARS 9,3%, RCMD 37,4%, RAEB-1 15%, RAEB-2 10,3%, 5g- syndrom 0,09%, MDS-
-U 0,09%, CMML-1 4,7%, CMML-2 4,7%, neklasifikovatelny MDS/MPS 1,9%. Diagnosticka shoda
1. a 2. ¢teni cytologie byla 92%. Diagnosticka shoda cytologie a histologického vySetfeni byla 74%.
Rozdéleni podle IPSS: riziko nizké 32,9%, intermediarni-1 44,7%, intermediarni-2 16,4%, vyso-
ké 6,0%. Rozdéleni podle PS (WHO): skére 0-24%, skére 1-50%, skére 2—11%, skére 3—15%.
Primarni MDS v 84,1%, sekundarni MDS v 15,9% (antineoplasticka Ié¢ba pro kolorektalni kar-
cinom, karcinom prsu, délozniho ¢ipku, seminom, sarkom, folikularni lymfom a DLBCL, cytosta-
ticka Iécba revmatoidni artritidy, psoriatické artritidy a ulcerézni kolitidy). Signifikantni komorbidita
se vyskytla u 72% nemocnych: kardiovaskularni (ICHS, hypertenze, CHSS, chlopenni vady, TEN,
ICHDKK, CMP) 52,3%, endokrinologickd (DM a hypothyreéza) 27%, gastrointestinalni (ulcerézni
kolitida, vfedova choroba, chronicka pankreatitida, cirh6za jater) 12,1%, vyznamna CHRI 5,6%,
revmatologicka onemocnéni 5,6%, plicni komorbidita (CHOPN, pneumokoni6za) 4,7%, neurolo-
gicka a psychiatrickd onemocnéni (RSM, epilepsie, schizoafektivni a depresivni porucha) 7,5%.
Nadorova duplicita se vyskytla v 16,8%, byl evidovan 1 pfipad nadorové triplicity. Lé¢ba zahrnovala:
pfistup watch and wait 42%, transfuze erytrocytd 50,5%, erytropoetin event. s G-CSF 17,8%, che-
moterapie 12,1% (rezim 7+3, hydroxyurea, etoposid, cytarabin), epigeneticka lé¢ba (5-azacytidin)
7,4 %, chelatace 4,7%, kortikoterapie 3,7%, allo-BMT 1,9% (aktualni kandidati allo-BMT 3,7%).

P14/2599.

Hodnotenie terapeutického efektu hypometylacnej lie€by na zaklade zmien morfologického
obrazu vysokorizikovych

Vasekova P, Plank L., Szépe P, Marcinek J., Balhdrek T. (Ustav patologickej anatémie, JLF UK
a UN, Martin — SVK; Martinské bioptické centrum, s.r.o., Martin — SVK)

Uvod: Blastické MDS (RAEB 1,2 a RAEB s fibrézou) a najnovsie aj MDS typu RCMD, ktoré podia
réznych udajov tvoria pribl. 25% a viac v8etkych MDS, patria k vysokorizikovym (,high risk“) MDS.
Obyc¢ajne vedu k progresivnemu zlyhavaniu kostnej drene (KD), s prehlbovanim cytopénii a rizikom
blastickej transforméacie do sekundarnej akutnej myeloidnej leukémie (AML). Ich lie€ba je proble-
matickéa a ochorenie mbze progredovat aj napriek lie¢be. Jedinou potencialne kurativnou terapiou
je transplantacia hemopoetickych kmenovych buniek (HSCT) a dnes sa popri chemoterapii (CHT)
Standardom lieCby stavaju aj hypometylaéné latky, najma azacitidin (AZA). Material a metodika:
V nasom registri sme identifikovali 65 pacientov s vysokorizikovym MDS s opakovane vy$etrenymi
biopsiami, ktoré boli farbené panelom histologickych a imunohistochemickych metéd. V nich sme
hodnotili terapeuticky efekt na zaklade zmien morfolégie — najmé podielu blastov v KD, resp. progre-
sie do AML a progresie fibrozy.

Vysledky: Subor tvorilo 65 pacientov (40 muzov a 25 zien), s priemernym vekom 63 rokov. Najc¢astej-
Si typ MDS bol RAEB 2 (20 pacientov), resp. RAEB so znamkami transformacie do AML (15 paci-
entov). 35/65 pacientov bolo lie¢enych AZA. Terapeuticky Ucinok — stabilizacia ochorenia v zmysle
neprogresie podielu blastov a/alebo fibrézy alebo redukcia blastov — bol zrejmy v 24/35 a progresia
ochorenia napriek lie¢be v 7/35 pripadoch, v dalsich 4/35 bola postterapeutick& biopsia nerepre-
zentativna. Len CHT bola podana celkovo v 19/65 pripadoch, s morfologicky zjavnym t¢inkom u 12,
s progresiou u 6 z nich a jedna biopsia bola nereprezentativna. U 11/65 pacientov bola aplikovana
lieCba AZA aj CHT. HSCT bola zrealizovana iba u dvoch pacientov, avSak u oboch doslo kratko po
lie€be k relapsu zakladného ochorenia.

Zaver a diskusia: Aj ked okrem HSCT stale nepozname kurativnu lie¢bu vysokorizikovych MDS, tak
zistené vysledky podporuju klinicky overovany benefit hypometyla¢nej lie€by vysokorizikovych MDS
v zmysle morfologicky verifikovatelnej stabilizacie, resp. neprogresie ochorenia.

Podakovanie: Praca bola podporena grantom UK ¢. 447/2013 a projektami MBRKM a BioMed Mar-
tin (ITMS kéd 26220220113, resp. 26220220187) — su rieSené na JLF UK a spolufinancované z pro-
striedkov EU.

P15/2597.

Mutace v transkripénim faktoru GATA-2 vede k unikatnimu imunofenotypovému profilu

v kostni dfeni a periferni krvi

Novékova M., Janda A., Wiodarski M. W., Kubricanova-Zaliové M., Frorikova E., Kalina T., Sukové
M., Campr V., Vodickové E., Zapletal O., Blatny J., Lejhancové K., Pospisilové D., Cerna Z., Kuhn
T, Zemanova Z., Trka J., Stary J., Hrusak O., Mejstrikova E. (CLIP-Klinika détské hematologie
a onkologie, UK 2.LF a FN Motol, Praha — CZE; Centre of Chronic Immunodeficiency (CClI), University
Medical Centre and University of Freiburg, Freiburg im Breisgau — DEU; Department of Pediatrics and
Adolescent Medicine, University of Freiburg, Freiburg — DEU; Klinika détské hematologie a onkologie,
UK 2.LF a FN Motol, Praha; Ustav patologie a molekularni mediciny, UK 2.LF a FN Motol, Praha;
Oddeéleni klinické hematologie, FN Motol, Praha; Oddéleni détské hematologie, Détska nemocnice,
FN, Brno — CZE; Détska klinika, FN, Hradec Kralové — CZE; Détska klinika, LF UP a FN, Olomouc
— CZE; Oddéleni détské hematologie, Détska klinika, FN a LF UK, Plzeri — CZE; Oddéleni détské
hematologie a hematoonkologie, FN, Ostrava — CZE; Centrum nddorové cytogenetiky, Ustav lékarské
biochemie a laboratorni diagnostiky, VFN a 1.LF UK, Praha — CZE)

Uvod: Pomoci sekvenovani nové generace byla identifikovana mutace v transkripénim faktoru
tickych bunék, monocytl, B a NK lymfocytd), MonoMAC (monocytopenie, mykobakterialni infekce)
a Embergerdv syndrom (lymfedém, sensorineuralni hluchota). Syndrom provazi fada imunofenoty-
povych abnormit. Polychromatickou pratokovou cytometrii jsme srovnavali nalezy a jejich stabilitu
v Case v periferni krvi (PK) a kostni dfeni (KD) u détskych pacientli s mutaci GATA-2, aplastickou
anémii (AA), MDS a vybranymi definovanymi primarnimi imunodeficity.

Pacienti a metody: Pomoci cytometrie jsme vySetfili bunééné populace v PK a KD (granulocyty,
lymfocyty, progenitory krvetvorby, B, T a NK lymfocyty). U ¢asti vzork(h zmérenych 12 parametro-
vym panelem jsme pouzili tzv. analyzu probability binning a hiearchické shlukovani pro definova-
ni diagnosticky podobnych kategorii. Pomoci PCR jsme vySetfili hladinu exciznich krouzkd B a T
bunééného receptoru umoznujici hodnoceni proliferacni historie B a T lymfocyt(. Mutace v genu
GATA-2 byla nalezena u 11 déti. U 7 pacientll byl primarni manifestaci GATA-2 deficitu MDS (4
RCC, 3 RAEB), u 2 pacientek byl primarnim projevem imunodeficit, v dospélosti obé dospély do
MDS. Jeden pacient je sledovan pro intersticialni plicni postizeni s vaskulitidou a chronickou EBV
infekci, jeho bratr se stejnou mutaci ma progresivni zmény v krevnim obraze. Do kontrolni kohorty
jsme zahrnuli 41 pacientll s MDS, 36 s AA, 25 s CVID, 3 s SCID, 17 s DiGeorgovym syndromem.
Vysledky. Nej¢astejsim nalezem u pacientll s GATA-2 mutaci byl nalez snizeni B lymfocytd v KD
a PK. Typické bylo chybéni B lymfoidnich prekurzord a naopak vyssi zastoupeni plazmatickych
bunék v KD a pamétovych forem v PK. Stabilni relativni monocytopenie byla nalezena u 4 pacient(.
Suprese B lymfocyt( je pfitomna i u ostatnich pacientl s MDS, u pacientll s GATA-2 mutaci nacha-
zime signifikantné niz$i hodnotu i ve srovnani s MDS. Pilotni data ukazuji na nizké hladiny KREC
u pacientd s GATA-2 a u nékterych pacientt s MDS.

Zavér: Zmeény v B lymfocytarnim kompartmentu jsou nejéastéjSim nalezem u pacient(i s GATA-2 mu-
taci. SniZzeni progenitori a imunofenotypové aberace jsou patrné jesté pred plnym rozvojem MDS.
Nizka hladina exciznich krouzk( B bunécéného receptoru naznacuje bohatou prolifera¢ni historii
v dusledku expanze B lymfocytd pfi nizké produkci.

Podpofeno IGA NT14534-3, GACR P301/10/1877, UNCE 204012

P16/2592.

Prognosticky vyznam cytogenetickych a molekularné-genetickych zmén u pacientd s MDS
Strnkovéd A., Dievojénkova B., Stoklasovéd M., Sablaturové T., Dostélova L., Burdovéd A., Skalikové
R., Markova D., Wrdbel M., Klodova D., Gumulec J., Adamova D., Brejcha M. (Laboratore AGEL a.s.,
Novy Ji¢in; CGB laboratore Ltd., Ostrava; Nemocnice, a.s., Novy Jic¢in; Fakultni nemocnice, Ostrava;
Slezska nemocnice, Opava)

Introduction: The myelodysplastic syndromes (MDS) are a group of hematopoietic disorders cha-
racterized by clonal hematopoiesis, impaired differentiation, peripheral-blood cytopenias, and a risk
of progression to acute myeloid leukemia. Conventional cytogenetic analysis (CCA) is one of many
prognostic factors included in International Prognostic Scoring System (IPSS). Patients and Me-
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thods: We investigated 728 patients (346 men, 382 woman) with primary MDS in years 2003—2013.
The CCA was performed on bone marrow samples using short time cultivation (24—48 hours). In-
terphase FISH (I-FISH) was carried out using DNA probes designed to detect 5q, 7q, 11q, 12p, 17p
and 20q deletions, trisomy 8, loss Y (MetaSystems Germany, Abbott Molecular).
Results: We cultivated 94 % of samples succesfully. Chromosomal aberrations were detected in
22 % of patients analyzed using CCA and I-FISH. CCA revealed chromosomal aberrations in 8 % of
patients with negative I-FISH results. For statistical analysis of our data we followed The New Com-
prehensive Cytogenetic Scoring System of chromosomal aberrations in MDS defined by Schanz
(Schanz J, et al. J Clin Oncol 2012) and we classified chromosomal abnormalities into five prognos-
tic subgroups: very good — 20 patients(3 %), good — 556 patients (81 %), intermediate 41 patients
(6 %), poor — 22 patients (3 %) and very poor — 43 patients (6 %).
Conclusion: Our comparison with New Comprehensive Cytogenetic Scoring System defined by
Schanz et al. 2012 will be discussed in the poster. However we were able to classify 686 of our
patients into this scoring system. According to our results it is important to combined both cytoge-
netic methods (CCA and I-FISH) to correct classification of patients into prognostic subgroups and
suggest appropriate therapy.

P17/2545.

Uloha sestfihovych variant mediatorové RNA pro cereblon a polymorfizmu A/G v poloze
29 nukleotidii pfed startem transkripce u genu pro cereblon v uUéinnosti lenalidomidu
u nizkorizikovych pacienttt MDS s del(5q)

Bokorové R., Polék J., Vostry M., Kostedka A., Hajkova H., Jondsova A., Neuwirtova R., Sikova M.,
Sponerové D., Cermék J., Cervinek L., Bfezinova D., Michalova K., Fuchs O. (Oddéleni molekuldrni
genetiky, UHKT, Praha; linterni klinika, VFN, Praha; Leukemicka skupina, FN, Brno; Centrum
onkocytogenetiky, VFN, Praha)

Vysoka exprese genu pro cereblon (CRBN) je dllezitym prognostickym faktorem pro Géinnost te-
rapie imunomodulaénimi latkami (IMiDs: thalidomid, lenalidomid a pomalidomid) u mnohocetného
myelomu. Lidsky gen pro CRBN obsahuje 11 exont kédujicich 442 aminokyselin. Cast exonu 10
a 11 obsahuje vazebnou oblast pro IMiDs. Prokézali jsme, Ze vysoké hladiny CRBN mRNA a to
varianty plné délky, jsou dllezitym biomarkerem pro uc¢innost lenalidomidu u nizkorizikovych paci-
entd MDS s del(5q). Pouzili jsme tfi komeréni testy pro kvantitativni TagMan PCR v redlném case
pro stanoveni relativni hladiny CRBN mRNA vzhledem k hladiné GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza) mRNA. Testy se liSily polohou primer(i a sondy. Zjistili jsme, Ze nejlepsi vysledky
poskytuje test s primery v oblasti exonu 8 a 10, ktery nedetekuje pomérné silné zastoupenou sestfi-
hovou variantu CRBN mRNA postradajici oba tyto exony. Daleko méné jsou zastoupeny sestfihové
varianty CRBN mRNA, kde chybi jen exon 8 nebo jen exon 10. Z vysledkd je jasné, Ze jen sestfihova
varianta CRBN pre-mRNA obsahujici exony 10 a 11, tedy vazebné misto pro IMiDs, je dulezita jako
prognosticky faktor pro Ié€bu pomoci IMiDs. Prudké snizeni hladiny CRBN mRNA béhem [écby
nizkorizikovych pacientd MDS s del(5q) pomoci lenalidomidu je spojeno se ztratou odpovédi pa-
cientll na 1é¢bu a s progresi nemoci do stadia RAEB. Zkoumali jsme téZ Ulohu A/G polymorfizmu
v poloze 29 nukleotidl pfed startem transkripce genu pro CRBN u 44 nizkorizikovych pacientl
MDS s del(5q) a u 10 zdravych kontrol. Nepotvrdili jsme vysledky francouzské skupiny Sardnal et
al. (Leukemia 27, 1610-1613, 2013), kde nizkorizikovi pacienti MDS s normalnim chromozomem 5
a s G v uvedené poloze — 29 Iépe odpovidaji na pisobeni lenalidomidu. Nizkorizikovi pacienti MDS
s del(5q), ktefi dle vSech dosud provedenych studii [épe odpovidaji na terapii lenalidomidem nez
nizkorizikovi pacienti MDS s chromozomem 5 bez delece dlouhych ramen totiz maji v nami analy-
zované skupiné vétsi zastoupeni A v uvedené poloze. Naopak na terapii lenalidomidem nereagoval
jediny homozygot na G v uvedené poloze v nasi analyzované skupiné 44 nizkorizikovych pacientl
MDS s del(5q). Podpofeno grantem IGA MZ CR NT/13836-4/2012 a projektem MZ CR na koncepéni
rozvoj védecké organizace (23736; UHKT Praha).

P18/2565.

Mutace v genu pro CALRETICULIN: novy marker esencialni trobocytémie a primarni myelofibrézy
Navrétilova J., Divoka M., Palova M., Hlusi A., Pospisilova D., Kucerova J., Indrak K. (HOK, FN,
Olomouc; Ustav biologie, LF UP, Olomouc; Détské klinika, FN a LF, Olomouc)

Role mutace JAK2 V617F v etiopatogenezi myeloproliferativnich neoplazii (MPN) je dobfe znama.
Donedavna zde v8ak byla vyznamna skupina JAK2-negativnich (JAK2-neg.) esencialnich trombo-
cytémii (ET) a primarnich myelofibr6z (PMF) s neznamou molekularni etiologii. Klampfl et al., 2013
a Nangalia et al., 2013 nedavno popsali, ze vétSina téchto JAK2-neg. MPN nemocnych je charakte-
rizovana somatickou mutaci v genu CALR pro calreticulin. Calreticulin je protein endoplasmatického
retikula s chaperonovou aktivitou, ma Ca2+ vazebnou kapacitu a podili se na regulaci signaini
transdukce a bunécéné adheze. Prestoze byla jeho role dlouho studovana i u nadort, objeveni mu-
tace CALR u MPN bylo prekvapujici. Bylo popsano, ze mutace charakteru kratké inzerce/delece
(ins/del) v exonu 9 CALR se nachazi v 70 % JAK2-neg. ET a u 60-80 % nemocnych s JAK2-neg.
PMF. Cilem bylo zavést metodu pro stanoveni mutace CALR u JAK2 neg. MPN a jeji zavedeni do
klinické praxe. Na mutaci v genu pro CALR bylo testovano 35 dospélych s diagnézou ET, PMF
a nespecifikované MPN a 10 déti s diagn6zou ET. VySetfovanym materidlem byla leukocytarni DNA.
U vSech pacientl byla alelové specifickou PCR (AS-PCR) potvrzena nepfitomnost mutace v genu
JAK2. Pro detekci ins/del mutaci v exonu 9 CALR byla zvolena jednokolova PCR s fluorescenéné
znacenymi primery (Chi et al., 2013) s naslednou fragmentaéni analyzou PCR produktu. Posu-
nové mutace byly nasledné potvrzeny pomoci Sangerova sekvenovani (Klampfl et al., 2013). Ze
14 dospélych pacientl s ET byla nalezena ins/del mutace u 7. Tfi ET pacienti nesli mutaci typu
52-bp delece a 4 méli pozitivni nalez inzerce. Z 11 pacienty s diagnostikovanou PMF neslo mutaci
9, 7 dele¢ni a 2 vykazovali mutaci inzeréni. U 10 pacientl s nespecifikovanou MPN byla mutace
v CALR prokazana u 8. U ET v détském véku nebyla mutace v genu CALR detekovana. U dospélych
pacientd MPN byl testovan pouze maly soubor JAK2-neg. nemocnych, nicméné prvni vysledky na
zastoupeni somatické mutace v genu CALR se shoduji se studiemi zahrani¢nich autor(i. Molekular-
ni analyzou individuélnich progenitord u vzacné formy détské ET jsme dFfive prokazali, Zze pfestoze
jsou vesmés JAK2 V617F negativni na urovni periferni krve, mohou mit ojedinéle homozygotni nebo
heterotygotni JAK2-pozitivni erytroidni progenitory. Mutaéni analyza v CALR dale naznadila, ze
détskda a dospéla forma ET mGzou reprezentovat odlisna stadia JAK2-neg. MPN.

Podporovano IGA MzCR NT13587-4, IGA_LF_2014_011 a IGA_LF_2014_001

P19/2562.

Vyuzitie metody Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) v diagnostike
myelodysplastického syndrému

Lukackova R., Hanusovska E., Tothova K., Blahova A., Pavlikova G., Lengyelova K., Tomasova R.,
Chorvatova L., Hojsikova I. (Oddelnie klinickej genetiky, Medirex,a.s., Bratislava — SVK)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) predstavuje heterogénnu skupinu hematologickych ochoreni,
charakterizovanu inefektivnou a dysplastickou hematopoézou. Ide najma o mutacie génov s nasle-
dujucou abnormalnou expresiou onkogénov a antionkogénov, désledkom ¢oho vznika deregulacia
proliferacie a apoptézy krvnych progenitorov. Diagnostika MDS je zlozita. U novo diagnostikovanych
pacientov je pritomnych az 30-50% klonalnych chromozémovych abnormalit. NajéastejSie su po-
stihnuté chromozémy 5, 7, 8, 11, 20,21 a Y. Velmi ddlezitu ulohu zohrava pri potvrdeni diagnézy
analyza karyotypu pomocou klasickej cytogenetiky, ktorda ma v§ak mnoho technickych limitacii. Ob-
rovsky prinos vo vyskume leukémii priniesla fluorescenéna in situ hybridizacia (FISH). V sucasnej
dobe sa do rutinnej diagnostiky Coraz ¢astejSie zavadzaju nové molekulové metodiky, ktoré zachytia
chromozémové abnormality s rozsahom pod detekénou hranicou klasickej cytogenetickej analyzy.
Metodou volby na sledovanie pritomnosti strat a ziskov genetického materidlu na chromozémoch
sa ukazala MLPA (Multiplex-dependent Probe Amplification). V jednej reakcii je mozné analyzovat
40-50 génov. V skuto€nosti MLPA nie je schopna detegovat translokacie chromozémov, je schop-
na odhalit chromozémové abnormality iba v pripade, Zze percento patologickych buniek presahuje
30-35%. Na druhej strane je tato analyza vhodna pri neuspesnej cytogenetickej analyze. Vyhodou
tejto techniky je simultdnna analyza viacerych vzoriek, rychlost a nizke vstupné naklady. Na sle-
dovanie minimalnej rezidualnej choroby (MRD) u pacientov je vhodné sledovanie hladiny expresie
génu WT1. Metody molekulovej bioldgie a cytogenetiky sa v dnesnej dobe kombinuju. Hlavnym ci-
elom predlozenej prace je poukazat na délezitost metddy MLPA pri stanovovani spravnej diagnézy,
porovnat korelaciu cytogenetickych a MLPA nalezov a nasledne sledovat korelaciu expresie WT1
génu s chromozémovymi aberaciami, urcit postupnost pouzitia jednotlivych molekulovo-cytogene-
tickych metdd pri diagnostike pacientov s MDS.
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P20/2532.

Monitorovanie rezistencie na tyrozinkinazové inhibitory u CML pacientov

Hanus$ovska E., Majerova L., Lukackova R., Flimelova K., Téthova K., Sninska Z. (Klinicka genetika,
Medirex, a.s., Bratislava — SVK; Klinika hematoldgie a transfuzioldgie, Univerzitna nemocnica,
Bratislava — SVK)

Chronické& myeloicka leukémia (CML) je charakterizovana fuznym génom BCR-ABL1, ktorého expre-
siou vznika konstitutivne aktivna tyrozinkinaza BCR-ABL. Disregulacia proliferacie a apoptdzy vedie
k masivnemu néarastu poctu myelickych buniek. BCR-ABL protein sa stal idedlnym cielom pre malé
molekuly: tyrozinkindzové inhibitory (TKI), ktoré blokuju vazbu ATP, alebo substratu do kindzovej do-
mény (KD) tyrozinkindzy a vedu k inhibicii bunkového rastu. Napriek tomu sa objavuje priméarna (ne-
ucinnost od zadiatku) aj sekundarna rezistencia na lie€bu. NajbeznejSi mechanizmus sekundarnej
rezistencie je reaktivacia BCR-ABL kinazovej aktivity v leukemickych bunkéach napriek pritomnosti
lieCiva. | ked rezistencia mdze byt zapric¢inena zvySenym efluxom lie€iva P-glykoproteinom (nadex-
presia MDR1génu), kyslym glykoproteinom, (AGP v plazme), organickym kationovym transportérom
(OCT), za najdblezitejSi mechanizmus ziskanej rezistencie sa povazuju bodové mutacie v kinazovej
doméne BCR-ABL1 génu, jeho amplifikécie a vacsie rearanZzmenty fuzneho génu. Monitoring pacien-
tov lie€enych s TKI je zaloZzeny na merani hladiny fuznych transkriptov BCR-ABL1 kvantitativhou re-
verznou Real Time PCR vo vzorkach periférnej krvi pacienta. V pripade vzrastu BCR-ABL transkriptov
(potvrdeného 2-nasobného vzrastu v 2 nasledujlcich vySetreniach), pripadne straty MMR ( 0,1%IS)
hocikedy, alebo pri suboptimalnej odpovedi v uréenom ¢asovom horizonte sa doporucuje analyzovat
mutacny status kinazovej domény BCR-ABL priamym sekvenovanim. V subore 329 CML pacientov
lie€enych v 1. linii imatinibom, 23% nedosiahlo v 18.mesiaci optimalnu lie¢ebnu odpoved', resp. do-
$lo k molekulovému relapsu. Analyzou KD-BCR-ABL sme detekovali 28 mutacii. Vysoko rezistentna
mutacia T315l sa u rezistentnych klonov potvrdila 5x. Zistena delécia exénu7 v ABL1 géne v Ph+ aj
Ph- buniek je vysledok alternativneho zostrihu mRNA a nie je spojena s rezistenciou na TKI, ako sa
pbévodne predpokladalo. Monitorovanie odpovede CML pacienta na lie¢bu s TKI je dblezité pre sprav-
ny manazment pacienta a v pripade zistenej rezistencie je signalom pre zmenu lie€by na TKI druhej,
alebo tretej generacie, pripadne podstipenie alogénnej transplantacie krvotvornymi bunkami.

P21/2652.

Metabolite profiling of leukocytes from patients with chronic myeloid leukemia

Zupkové M., Karlikovd R., Midova K., Galoczova M., Janeckova H., Friedecky D., Faber E., Adam
T. (Institute of Molecular and Translational Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University and Faculty Hospital, Olomouc; Laboratory for Inherited Metabolic Disorders, Institute of
Molecular and Translational Medicine, Olomouc; Dept. Hemato-Oncology, Faculty Hospital, Olomouc)

Background: Metabolite profiling refers to the interpretation of information-rich data with the aim
to understand metabolic processes. The goal of this work was to examine the influence of tyrosi-
ne kinase inhibitor on the metabolite profiling of leukocytes from chronic myeloid leukemia (CML)
patients. Material and method: Leukocytes from healthy controls (n=10), patients before treatment
(n=9), treated with hydroxyurea (n=5), imatinib (n=24), dasatinib (n=8) and nilotinib (n=10) were iso-
lated from whole blood and metabolites were extracted by the chloroform/methanol/water mixture.
Analysis of 400 metabolites was performed using high performance liquid chromatography (Ultimate
3000, Dionex) coupled with tandem mass spectrometry (QTRAP 5500, AB Sciex). Metabolites were
detected using multiple reaction monitoring in positive and negative mode, quantified using Mul-
tiQuant 3.0 software and statistically evaluated in R programme language with statistics packages.
Results and discussion: Total 171 metabolites were identified on the basis of its transition and re-
tention time in all leukocyte samples. Significant changes in metabolic pathways were found. Both
unsupervised and supervised statistic methods (PCA, PLS-DA, OPLS-DA, cluster analysis) sepa-
rated all the studied groups.

Conclusion: In this study metabolome of human leukocytes was defined and changes of metabolite
levels were observed in all groups of patients compared to healthy controls.

Acknowledgements: grants IGA MH NT12218, CZ.1.05/2.1.00/01.0030, LF UP 001-2014.
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Vedeni téhotenstvi u pacientek s chronickou myeloidni leukemii (CML) — reference z 1 centra
Skoumalova |., Faber E., Rohori P, Kuba A., Divoka M., Holzerova M., Jarosova M., Indrak K.,
Prochazka M. (HOK, FN, Olomouc; Porodnicko-gynekologicka klinika, FN, Olomouc)

Celkové preziti nemocnych s CML po 9 letech sledovani je 84-93%. Diky dobré kvalité zivota ne-
mocnych Zen je Castéji feSena otdzka téhotenstvi (jen malé procento Zen je v reprodukénim véku).
Prevalence téhotenstvi nemocnych s CML je 1/100 000 téhotenstvi. Pfedmétem naseho sdéleni
je monitorace a terapie téhotnych pacientek s CML. Prvni pacientka *1/1977; diagnéza stanovena
(dg.)12/1998, nizké riziko dle Sokala (nrS), lé¢ena interferonem (INF), imatinibem (IM) s dosazenim
kompletni cytogenetické (CCR) a velké molekularni odpovédi (MMR) 7/2004. Téhotenstvi 2005. Ne-
mocné oznamila graviditu ve 4. mésici, i pfes fadné pouceni uzivala IM, dale nasazen INF. Porod
zdravého chlapce 7/2005. CCR po gravidité 1/2007, MMR 7/2008. Dal§i nemocna *6/79; dg. CML
6/2002, nrS, diagnosa béhem téhotenstvi — UPT v 7. tydnu. Terapie INF, pfechodné MCR. Pro cy-
togenetickou progresi IM s dosazenim CCR 11/2004, kdy souc¢asné IM vysazen pro planovanou
graviditu. B€éhem gravidity Ié¢ba INF, porod zdravého chlapce cisafskym fezem 5/2006. Nasledné
lé¢ena IM s dosazenim CCR 12/2007, CMR 6/2007. Od roku 2009 opakované neulspésné pokusy
o graviditu, Uspéch az 12/2013 po preruseni IM od 10/2013 (dvojc¢ata po embryotransferu ), aktualné
nelécena. Treti nemocna *9/79; dg. CML 11/2006, Sokal stfedni riziko (srS), komplexni translokace
t(9;22;3) — dg. béhem gravidity, terapie leukaferezami a INF. Porod zdravého chlapce 7/2007. Po po-
rodu IM 600 mg, 800 mg. Pro suboptimalni CR dasatinib (DA) 100 mg od 1/2009 s dosazenim CCR
4/2009, MMR 3/2010. DA prerusen tydn po koncepci 5/2012. Lé¢ena INF se ztratou CR, porod zdra-
vého chlapce 1/2014. DA do terapie 4/2014 s dosazenim MMR 11/2013. Ctvrta nemocna *7/83;dg.
CML 6/2013 po probéhlém téhotenstvi béhem néhoz jen trombocytemie, nrS. Porod zdravého ditéte
12/2012. Terapie IM 400 mg s dosazenim CCR a MMR 9/2013. Aktualné 2. (neplanované) téhoten-
stvi (IM pferusen ihned pfi podezfeni na graviditu) zatim bez terapie. Posledni nemocna *10/77;dg.
CML 2/2011 po abortu v 7. tydnu, srS. Provedena leukaferéza, dale IM 400 mg, CCR 5/2011, MMR
9/2011. IM ex pro pokus o dal$i téhotenstvi, aktualné téhotna, INF od 15. tydne.

Zavér: priklady nasich nemocnych dokladaji moznosti Uspésného a bezpecného prabéhu tého-
tenstvi s narozenim zdravych déti. V naSem pfistupu je snaha ponechat nemocné v gravidité bez
1é¢by, resp. podavat INF s cilem zabranit hematologickému relapsu CML. Velkou dllezitost ma citliva
a adekvatni informace pacientek.

Podpofeno grantem IGA-LF-2014-001.
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Overcoming tyrosine kinase inhibitors (TKIs) resistance with interferon-alfa (INF-a) in high-
risk chronic myeloid leukemia (CML) Patients

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

Background: TKls have become a golden standard in current treatment of CML. TKIs resistance
is one of the major causes of treatment failure. Reports of complete cytogenetic response (CCyR)
and complete molecular response (CMR) after INF-a associated with excellent long-term prognosis
have been published. We report 3 high-risk (HR) CML patients treated with INF-a alone or in combi-
nation with TKI to successfully overcome TKI resistance.

Results: 1. 44-year-old male HR CML patient was treated with imatinib for 34 months achieving only
partial cytogenetic response. The patient was switched to dasatinib achieving major molecular response
(MMR), nevertheless T3151 mutation was detected shortly after 8 months of therapy. INF-a was initiated
immediately. First CMR was achieved in 17 months. Since then the patient has maintained fluctuating
MR between MMR and CMR and has continued INF-a for more than 60 months. 2. 59-year-old fema-
le HR CML patient was diagnosed in the accelerated phase with additional cytogenetic abnormalities.
After initial cytoreduction imatinib was started at maximum tolerated doses for 19 months and CCyR
and MMR were achieved, however cytogenetical relapse occured after 17 months and mutation M351T
was detected. The patient was switched to dasatinib reachieving CCyR and MMR. After 22 months on
dasatinib ber-abl trancript levels started increasing and M351T and F317L mutations were revealed. The
patient’s therapy was changed to nilotinib and after 3 months of solo nilotinib therapy INF-a was added
at minimal doses maintaining the patient in MMR for 12 months and achieving CMR after 13th month
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of treatment. 3. 39-year-old male HR CML patient was diagnosed in the accelerated phase. The patient
was treated with imatinib for 3 years. However, CCyR was achieved and maintained for 2 years. Then,
cytogenetical relapse occured and the patient was switched to dasatinib. Mutation T3151 was detected
after 5 months of treatment. INF-a was started and clearence of the mutated clone followed. At the same
time increase in ber-abl trancript levels was observed and thus nilotinib was added to INF-a. A significant
decline of ber-abl transcript was noted after two months of treatment.

Conclusions: Our clinical cases demonstrate the usefulness and safety of INF-a even in HR CML
patients harboring TKI resistant mutations including T3151 mutation when bone marrow transplan-
tation cannot be performed.

Supported by the grant IGA-LF-2014-001.

P24/2528.

Lower dosage of imatinib (IM) is sufficient to maintain complete molecular response (CMR)
in chronic myeloid leukemia (CML) patients with long-term toxicity of the treatment

Faber E., Skoumalova I., MareSova I., Divoka M., Mi¢ova K., Friedecky D., Adam T., JaroSova M.,
Indrék K. (Department of Hemato-Oncology, Faculty Hospital Olomouc, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University, Olomouc; Institute of Molecular and Translational Medicine, Palacky
University, Olomouc; Institute of Molecular and Translational Medicine, Laboratory of Inherited
Metabolic Disorders, Department of Clinical Chemistry, Faculty Hospital Olomouc, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc)

Background: Continuation with IM is currently the recommended strategy in all patients (pat.) with
CML and optimal treatment response. About 30% of pat. may have problems with long-term side-
-effects. Information about the response in pat. with complete molecular response (CMR) after IM
in whom the dose should have been reduced to relieve from toxicity is insufficient. Aim: Safety and
efficacy of IM dose reduction in pat. with toxicity and CMR was assessed retrospectively. Patients:
61 (29.8%) of 205 pat. treated with IM have achieved CMR. In 19 of them (31.2%; 13 females and
6 males aged 20—71; average m=47 years) the dose of IM was reduced due to toxicity. Sokal score
was low in 9, intermediate and high in 4 each and in 2 pat. unknown. Pat. achieved MMR and CMR
after average 13.3 and 27.7 months respectively. Duration of CMR before dose reduction was
16—123 (m=56.7) months. Reasons for the dose reduction were fluid retention, eye-lid swelling,
hemorrhage into conjunctiva, hematologic toxicity, muscle cramps, dyspepsia and complications
after surgery. Dose reduction was strictly individualized: in 3 pat. IM was interrupted, 9 pat. recei-
ved 400mg once to five times a week, 6 pat. 300mg three times weekly to daily and one pat. was
treated with 200mg of IM daily.

Results: After average observation of 37 (9—84) months CMR has been maintained in 13 (68.4%)
pat.: in three of them with single elevations of BCR-ABL level to MMR. In two other pat. the respon-
se fluctuated between CMR and MMR while continuation with lower dose. Three pat. have lost
CMR: one re-achieved it on full-dose IM, two maintain MMR on standard or lower dosage. Only
one pat. has lost MMR after interruption of treatment: CMR was gained after standard dose of IM
and is maintained on lower dose. In each pat. toxicity of the therapy was ameliorated during lower
dosage. Even during intermittent treatment pat. were able to achieve comparable IM plasma levels
with those achieved on previous standard therapy.

Conclusion: CMR has been maintained in 90 % of our pat. with CML suffering from long-term toxicity
of IM using lower dosage regimens. Remaining 2 pat. have maintained MMR. Lower dose of IM have
lead to reduction of side-effects and cost and may be used for the pat. who relapse after stopping of
IM in CMR. Prospective trials are necessary in order to confirm efficacy and safety of this strategy.
Acknowledgements: Supported by grants IGA MZ CR NT12218-4/2011 and UP LF-001-2014 and
2013-010.

P25/ 2548.

Transplantacie periférnych krvotvornych buniek pri CML v ére inhibitorov tyrozinkinazy
Sninska Z., Hatalova A., Bojtarova E., Mistrik M., Batorova A. (KHaT LFUK, SZU a UN,
Bratislava — SVK)

Transplantacia krvotvornych buniek pri CML predstavuje aj v su€asnosti v ére modernej ciele-
nej molekulovej lie€by jedinu kurativnu metddu, aj za cenu jej pomerne velkej toxicity a mortality.
Pocet transplantovanych pacientov z tejto indikacie v poslednych rokoch vyrazne klesa, vzhla-
dom na pouzitie inhibitorov tyrozinkinazy v prvoliniovej lieCbe. Alogénna transplantacia pri CML
je v sucasnosti zvazovand u mladych pacientov, s vysokym rizikom podla Sokala, Hasforda alebo
EUTOS, s nizkym transplantaénym rizikom podla EBMT a s dostupnym HLA zhodnym surode-
neckym alebo nepribuzenskym darcom. Pri zlyhani lie€by v8etkymi inhibitormi tyrozinkinazy, pri
progresii ochorenia do blastovej fazy a predovSetkym u pacientov s dokdzanou mutaciou T315I by
transplantacia mala byt metédou volby. V akcelerovanej a blastickej faze sa odporu¢a navodit ¢o
najlepsSiu cytogeneticki odpoved inhibitormi tyrozinkinazy a v tejto faze uskutocnit transplantaciu
s myeloablativnym pripravnym rezimom. Na Klinike hematolégie a transfuziolégie LF UK, SZU
a UN v Bratislave sme v obdobi od 1.1.2011 do 31.12.2013 uskutoc€nili alogénnu transplantaciu
u 4 pacientov (1 Zena) s CML vo veku 36-55 rokov. Interval od stanovenia diagn6zy do transplanta-
cie bol 16—124 mesiacov. V&etci pac. boli pred transplantaciou lie€eni inhibitormi tyrozinkinazy 1. aj
2.generacie. 3 z nich boli transplantovani v chronickej faze, 1 pac. po podani ICHT podla protokolu
GMALL po lymfoblastovom zvrate. U 2 pac. bola potvrdend mutécia T315l. U 3 pac. sme zreali-
zovali nepribuzensku, u 1 pribuzensku transplantaciu. V ramci pripravného rezimu bola u 1 pac.
podana schéma BuCy (v pripade pribuzenskej transplantacie), u 2 pac. BuCy+ATG a u 1 pacienta
TBI+Cy+ATG. Zdrojom krvotvornych buniek boli u vSetkych pacientov periférne krvotvorné bunky.
Zhoda v pohlavi bola u 2 pacientov. ABO kompatibilita bola u 1, ABO malé inkompatibilita u 2 a vel-
k& u 1 pacienta. Regeneraciu hemopoézy sme zaznamenali nasledovne: vzostup Le nad 1x109/I
den 16-22, vzostup Tr nad 50x109/l den 14—21. Pacienti boli prepusteni domov na 21.-33.der po
transplantécii. U Ziadneho pacienta sa nevyskytla akutna ani chronickéd GvHD.VSetci pacienti ziju,
dizka sledovania po transplantécii je 28—32 mesiacov. 3 pac. su v remisii, u 1 pac. s lymfoblastovym
zvratom pri$lo po 15 mesiacoch k relapsu ochorenia. Spravne indikovana a spravne na¢asovana
transplantacia predstavuje potencialne kurativny postup u pacientov po zlyhani predchadzajucich
lie€ebnych moznosti.

P26/2527.

Alogenni transplantace krvetvornych kmenovych bunék u pacientti s primarni myelofibrézou
- zkuSenosti jednoho centra

Palova M., Szotkowski T., Raida L., Indrék K., Szotkowska R. (HOK, FN, Olomouc)

Uvod: Primarni myelofibréza patfi do skupiny chronickych Ph-negativnich myeloproliferativnich cho-
rob spolu s esencialni trombocytémii a pravou polycytemii, které ve svém priibéhu také mohou
prechazet do fibrotického stadia. Progndza myelofibrézy je u stfedné a vysoce rizikovych pacientd
znacné nepfizniva. Transplantaéni pfistup provazeny vysokou mortalitou a morbiditou je v soucas-
nosti stale jedinou potencionalné kurativni modalitou.

Pacienti a metody: Retrospektivni analyza vysledkd alogenni transplantace krvetvornych bunék 4
pacientd s primarni myelofibrézou (n=3) nebo post-PV myelofibrézou (n=1), JAK2V617F pozitiv-
nich, provedenych v letech 2008-2012. V dobé transplantace byli nemocni ve vysSim stfednim
(n=2) nebo vysokém (n=2) riziku dle DIPSS skére ve véku 34, 40, 50, 61 let, ¢as od diagnézy se
pohyboval v rozsahu 1,5 roku az 7 let. Tfi pacienti dostali v pfipravé rezim s redukovanou intenzitou,
jehoz zakladem byl fludarabin v kombinaci s busulfanem (n=2) nebo melfalanem (n=1), dopinény
thymoglobulinem. 1 pacient byl pfed ASCT indikovan k nizce davkované radioterapii sleziny, 1 ke
splenektomii pro traumatickou rupturu. Transplantovany byly alogenni kmenové krvetvorné bunky
z kostni dfené (n=1) nebo periferni krve (n=3). V 1 pfipadé byl darcem HLA identicky pfibuzny
darce, 3 nemocni byli transplantovani od HLA-identického nepfibuzného déarce. Profylaxe reakce
Stépu proti hostiteli (GvHD) byla zajisténa cyklosporinem A (n=3), nebo v kombinaci s mykofenolat
mofetilem (n=1).

Vysledky: U v8ech pacientd doslo k pfihojeni $tépu s medianem vzestupu neutrofilnich granulocytd
> 0,5 x 109/ 14 dni (13—-28), trombocytt > 20x109/l 20dni (18-30). U vSech pacientli bylo dosazeno
negativity JAK2, parcialni regrese splenomegalie, transfuzni nezavislosti. Vyvoj bunééného chimeri-
smu byl monitorovan v populaci jadernych bunék periferni krve, u vSech bylo dosazeno chimeris-
mu nad 99%, u 1 pacienta se smiSenou chimérou po inflzi darcovskych lymfocytt (DLI). K rozvoji
akutni GvHD Il. — IV. stupné doslo u 2 pacientl s pfechodem do chronické GvHD. P¥i¢inou smrti 1

O/H[D|



pacienta bylo krvaceni do mozku pfi tézké imunitni trombocytopenii. Tfi pacienti ziji 11-70 mésicu
po transplantaci krvetvornych bunék.
Zavér: Alogenni transplantace kostni dfené muaze vést u pacientli s myelofibrézou k delSimu pre-
zivani bez relapsu/progrese choroby. Rezimy s redukovanou intenzitou mohou byt alternativou pro
nemocné vy$siho véku nebo s komorbiditou.

P27/2549.
Efekt lie€by ruxolitinibom u pacientov s primarnou myelofibrézou
Nosal’ M., Mistrik M., Babal P, Copakova L. (KHaT LFUK, UNB, SZU, Nem.sv.Cyrila a Metoda,

Bratislava — SVK; Nemocnica — Staré Mesto, UNB, Bratislava — SVK; UPA LFUK, Bratislava — SVK:

NOU,Bratislava — SVK)

Uvod: V sucasnej dobe sa predpoklada, ze primarna myelofibréza (PMF) vzniké zo ziskanych muté-
cii, ktoré su namierené na hemopoetickui kmenovu bunku a spésobuje dysregulaciu kinazovej signa-
lizacie, klonalnu myeloproliferaciu a abnormalnu cytokinovu expresiu. Tieto patogenetické procesy
sU nezavislé a tiez sa samostatne podielaju na fenotype choroby-stromalne zmeny kostnej drene,
na extramedularnej hemopoéze, inefektivnej erytropoéze a konstituénych symptémoch. Liek ruxo-
litinib — je JAK1/JAK2 inhibitor, ktory pre pacientov s PMF predstavuje vyznamny klinicky prinos.
Metoda: Uvadzame dva pripady pacientov. 74 ro¢ny pacient, u ktorého sa v roku 2007 diagnostiko-
vala PV, potvrdend histologicky, bez fibrozy kostnej drene. JAK2 V617F negat., s hrani¢nou spleno-
megaliou. Lie€ba: venepunkcie, opakované erytrocytofefézy, HYU, intolerancia INF-a pre flulike sy.
Postupny narast splenomegalie z 15x7x8 cm v XI1/2012 po umbilikus, potvrdend USG . Opakované
histologické vysetrenie XII/2012 potvrdilo PV s fibrézou k.d. l.st. JAK2 exén 12 pozit. V 111/2013
zahajend lie¢ba Ruxolitinibom 2x15 mg p.o. Po mesiaci lie¢by regresia lienu na USG 15.0x5.7 cm,
Uprava hodnét CKO, bez Leuko a Tr-pénie. Prechodna progresia splenomegdlie s dyskonfortom
v dutine brudnej po asi mesaénom preruseni liecby z dévodu neschalenia lieku ZP. Po opatovnom
nasadeni lieCby Jakavi v davke 2x15 mg regresia sleziny s Ustupom bolesti v oblasti lienu. Druhy
pacient 63 ro¢ny , v X/2012 sme diagnostikovali primarnu myelofibrézu JAK2 V617F pozit. Spociat-
ku bez hepatosplenomegalie, ktora sa objavila az v 1X/2013. Od zaciatku pritomna anémia stredne
tazkého.stupnia, podany ESA(Aranesp 300 ug 6 inj.v dvoch cykloch). Na treti krat schvalend lieba
ruxolitinibom 2x20 mg , ktori sme zacali 11/2014. Pacient lie¢bu toleruje dobre, postupne ustupuju
bolesti v oblasti lienu a dyskomfort v dutine brusne;j.

Zaver: PMF je choroba s mnohymi molekulovymi znakmi. V sucasnej dobe kurativnou metddou je
alloTKB. JAK2 inhobitory vedu k regresii lienu, ale samotné nemusia predstavovat dostato¢nu lie-
¢ebnu moznost, v kombindcii s inymi liekmi (napr.INF-a, statiny, HDAC-inhibitory, hydroxyurea) sa
ocakava ich dihodoby lie¢ebny uginok.

MNOHOCETNY MYELOM

P28/2627.

Imunitni paréza u MGUS - vztah suprese alternativniho paru imunoglobulinu a hladin
polyklonalnich imunoglobulini k rizikovosti MGUS

Pika T., Lochman P, Maisnar V., Solcové L., Tichy M., Zapletalova J., Minafik J., Héjek R., Séudla
V. (lll. interni klinika-NRE, FN, Olomouc; Oddéleni klinické biochemie, FN, Olomouc; IV. interni
klinika — oddéleni klinické hematologie, FN, Hradec Kralové; Oddéleni klinické biochemie, Oblastni
nemocnice, a.s., Trutnov; Ustav klinické biochemie a diagnostiky, FN, Hradec Krélové; Ustav lékarské
biofyziky a statistiky, LF UP, Olomouc; Klinika hematoonkologie, LF OU a FN, Ostrava)

Uvod: Monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu (MGUS) je potencialné maligni stav charakteri-
zovany nezhoubnou klonalni proliferaci plazmatickych bunék secernujicich monoklonalni imunoglo-
bulin. Mezi znamé faktory ur€ujici miru rizika maligni progrese patfi kvantita, typ M-proteinu a po-
mér volnych lehkych fetézcl imunoglobulinu (VLR) umozriujici stratifikaci jedinct s MGUS. Néktefi
autofi pokladaji i za mozny faktor progrese pfitomnou supresi hladin polyklonalnich imunoglobulin(i
(Plg). Cil: Cilem studie bylo provedeni porovnani hladin Plg a hladin alternativniho paru tézkych/
lehkych fetézct (HLC) s cilem ovérfeni stupné imunitni parézy v zavislosti na rizikovosti MGUS.
Metody: Sestava zahrnovala 159 vzorku sér od jedinct s MGUS (102 IgG, 57 IgA), ktefi byli v zavis-
losti na hladinach, typu M-proteinu a indexu VLR stratifikovani do 4 rizikovych skupin (nizké, nizké
stfedni, vysoké-stfedni a vysoké riziko transformace). Pro stanoveni hladin VLR, Plg a HLC bylo
vyuzito turbidimetru SPAplus.

Vysledky: Porovnanim miry suprese PIg u rizikovych tfid u IgG MGUS byly zjistény vySsi hladiny
IgA u jedincy s nizkym resp. nizkym stfednim rizikem ve srovnani se skupinou s vysokym stfednim
rizikem (p=0,0001 resp. p=0,047). Pfi porovnani hladin alternativnich HLC pard mezi rizikovymi sku-
pinami byly u jedinct s dominantni sekreci IgGk resp. IgGA zjistény vy$si hladiny alternativniho paru
IgGA resp. IgGk ve skupinach nizkého a nizkého stfedniho rizika nezli ve skupiné vysokého stfedni-
ho rizika (p=0,003 a p=0,006 resp. p=0,0006 a p=0,009). Pfi analyze skupiny MGUS s IgA izotypem
byly zjistény ve skupinéach s nizkym stfednim a vy$8im stfednim rizikem vy3Si hladiny IgG resp. IgM
nezli u jedincll s vysokym rizikem (p=0,0003 a p=0,03 resp. p=0,0002 a p=0,024). Pfi porovnani hla-
din alternativnich HLC parl byly u jedinct se sekreci IgAk zjistény vy$si hladiny alternativniho paru
IgAA ve skupiné nizkého stfedniho a vysokého stfedniho rizika nezli ve skupiné vysokého rizika
(p=0,01 resp. p=0,009). V pfipadé dominantni sekrece IgAX byly zjistény vyssi hladiny IgAk u jedincl
s nizkym stfednim rizikem nezli ve skupiné s vysokym rizikem (p=0,005).

Zavér: Odhalena souvislost miry imunosuprese v zavislosti na rizikovosti MGUS a zejména jasné
patrny pfinos stanoveni alternativnihno HLC paru pfinasi dalsi aspekt k pochopeni souvislosti bio-
logie, chovéani a pfipadné maligni evoluce MGUS s vyhodou ziskani dobfe méfitelného parametru.
S podporou grantu NT 12451/5, NT 14400 a fy The Binding Site.

P29/2618.

Vztah vybranych ukazatelil mikroprostfedi kostni diené k celkovému preziti u nemocnych
s mnohocéetnym myelomem

Minafik J., Golové Z., Petrovéd P, Badovsky J., Pika T., Zapletalova J., Séudia V. (Il interni klinika-
NRE, FN a UP, Olomouc; Student SVOC, LF UP, Olomouc; Oddéleni klinické biochemie, FN a UP,
Olomouc; Ustav lékarské biofyziky, FN a UP Olomouc)

Uvod: Myelomova kostni nemoc (MKN) je zavaznym projevem mnoho&etného myelomu (MM). Je
ovliviiovana fadou parametrd souvisejicich s mikroprostfedim kostni dfené, z nichz mnohé byly
identifikovany jako prognostické faktory MM. Cilem naseho hodnoceni bylo posoudit vztah sérovych
hladin vybranych ukazatel( k dobé do progrese a celkovému preziti.

Pacienti a metody: Ve skupiné 52 nemocnych s MM jsme posuzovali séroveé hladiny 6 vybranych parame-
trll — hepacytarniho rustového faktoru (HGF), syndekanu-1 (SYN), osteopontinu (OPN), makrofagového
inhibi¢niho proteinu 1a a 1B (MIP-1a, MIP-1B), osteoprotegerinu (OPG) a endostatinu (END). Ukazatele
byly hodnoceny ve vztahu k celkovému preziti (OS), dobé do progrese (TTP) a trvani remise (DOR).
Nemocni byli Ié¢eni chemoterapii s novymi plisobky (thalidomid, bortezomib a lenalidomid) a s pomoci
vysokodavkované chemoterapie s podporou autologni transplantace perifernich kmenovych bunék.
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Vysledky: Vyznamny vztah k OS byl prokdzan u HGF (p = 0,042), OPN (p = 0,006) a OPG (p = 0,029).
Nasledné byly vytvofeny ROC krivky k nalezeni optimalni ,cut-off* hodnoty. Pro HGF byla optimalni
hodnota 1919 ng/l. Nemocni s HGF < 1919ng/l méli vyznamné del§i OS nez nemocni s HGF >
1919ng/l (median 6,6 vs 3,1 let, p = 0,001). V pfipadé OPN, byla optimalni hladina 97 ug/Il. Nemocni
s pfiznivou prognézou méli OPN < 97 ug/l, zatimco jedinci s nepfiznivou prognézou méli OPN > 97
ug/l (median 8,0 vs 2,9 let, p < 0,0001). V pfipadé OPG byla optimalni hodnota 5,2 pmol/l. Nemocni
s OPG < 5,2 pmol/l méli pfiznivou prognézu oproti jedincdm s OPG > 5,2 pmol/l (median 6,1 vs
3,6 let, p = 0,015). Ve vztahu k TTP a DOR nebyl u zaddného z ukazatel nalezen vyznamny rozdil.
Pomoci logistické regrese a Coxovy regresni analyzy byl vytvofen model pro kratké preziti. Vyznam-
nymi prediktory kratkého preziti byly OPN > 101 ug/l a OPG > 5,2 pmol/l. Hladina OPN > 101 ug/I
vyznamné zvySovala riziko nepfiznivé prognézy 5,3 nasobné (95%Cl: 1,4-19,9; p = 0,013). Hladina
OPG = 5,2 pmol/l zvy$ovala riziko nepfiznivé prognézy 4,3 nasobné (95%Cl: 1,2-16,2; p = 0,030).
Zavér: Hodnoceni sérovych hladin ukazateld mikroprostfedi kostni dfené pfispiva k bliz§imu pocho-
peni biologickych mechanism( u jedincd s MM. Nase analyza odhalila 3 prognosticky vyznamné
ukazatele — jedinci s MM, u nichz byla zjisténa vysoka sérova hladina HGF, OPN ¢&i OPG, méli
vyznamné hor8i prognézu bez ohledu na pouzité |é¢ebné schéma.

Za podpory grantd IGA MZ CR NT 14393, NT14400, NT12451-5 a NT12215-4.

P30/2617.

Posouzeni vztahu sérovych hladin Dickkopf-1 k vybranym ukazatelim mikroprostiedi kostni
dfené a k prognéze u nemocnych s mnohocéetnym myelomem

Minafik J., Petrové P, Bacovsky J., Pika T., Zapletalova J., Séudla V. (lll. interni klinika-NRE, FN
a UP, Olomouc; Student SVOC, LF UR, Olomouc; Oddéleni klinické biochemie, FN a UP, Olomouc;
Ustav lékarské biofyziky, FN a UP. Olomouc)

Uvod: Glykoprotein Dickkopf-1 (DKK-1) je jednim z kliovych parametr(i homeostéazy kostniho meta-
bolismu. U nemocnych s mnoho€etnym myelomem (MM) byvéa exprimovan ve zvy$ené mife a vede
k rozvoji myelomové kostni nemoci (MKN) inhibici signalni drahy Wnt, ¢imz inhibuje osteoblastickou
formaci a aktivuje osteoklastickou destrukci kostni tkané. Cilem naseho hodnoceni bylo porovnat
vztah sérovych hladin DKK-1 k vybranym ukazateldm mikroprostredi kostni dfené a posoudit téz
jejich prognosticky potencial u jedincti s MM.

Pacienti a metody: Ve skupiné 128 nemocnych s MM jsme posuzovali sérové hladiny DKK-1 ve
vztahu k prognéze a k sérovym hladinam thymidinkinazy (TK), osteokalcinu (OC), kostni frakce
alkalické fosfatazy (bALP), parathormonu (PTH), C-terminélniho telopeptidu kolagenu typu | (ICTP),
N-termindalniho prokolagenu typu | (PINP), inzulinu podobného rustového faktoru 1 (IGF-1), hepa-
tocytarniho rlistového faktoru (HGF), receptoru pro interleukin-6 (IL-6R), syndekanu-1 (SYN), vas-
kularniho endotelidiniho rustového faktoru (VEGF), osteoprotegerinu (OPG), endostatinu (END),
makrofagového inhibi¢niho proteinu 1a a 1p (MIP-1a, MIP-1B), a angiogeninu (ANG).

Vysledky: Pomoci Spearmanovy korelaéni analyzy byl zjistén slaby signifikantni vztah mezi sérovy-
mi hladinami DKK-1 a TK (r = 0,274; p = 0,045); mezi ostatnimi vySetfenymi ukazateli nebyla zjisté-
na vyznamna korelace. PFi posuzovani prognostického potencialu DKK-1 pomoci Coxovy regrese
s naslednou Kaplan-Meierovou analyzou byl zjistén vztah k dobé do progrese (TTP) u nemocnych
|é¢enych s podporou autologni transplantace perifernich kmenovych bunék (ASCT). Jedinci s DKK-
1 >9399ng/l méli vyrazné del§i TTP nez nemocni s DKK-1 <9399ng/I (median 4,2 let vs 2,6 let, p =
0,008). U nemocnych lé¢enych konvenéni chemoterapii véetné novych Iéku s biologickym mecha-
nismem ucinku (thalidomid, bortezomib, lenalidomid) uvedeny vztah k prognéze prokazan nebyl.
Zavér: Sérové hladiny DKK-1 jsou nezavislym prognostickym ukazatelem u nemocnych s MM [é-
¢enych pomoci ASCT. Jedinci s nizkymi hladinami DKK-1 méli vyznamné krats$i dobu do progrese
nez nemocni s vysokymi hladinami DKK-1. Pouziti novych Iéku s biologickym mechanismem G¢inku
v8ak tento rozdil stira, zfejmé v disledku Sir§iho ovlivnéni mikroprostredi kostni difené.

S podporou grantli IGA MZ CR NT 14393, NT14400, NT12451-5 a NT12215-4.

P31/2541.

Cirkulujici MIR-34a a MIR-130a jako biomarkery extramedularni formy mnohocetného
myelomu

Kubiczkova L., Sedlarikova L., Kryukov F., Vrabel D., Nekvindova J., Radova L., Adam Z., Hajek R.,

Pour L., Sevéikové S. (UPF LF, MU, Brno; Ustav molekuldrni a translaéni mediciny, LF UP, Olomouc;
Ceitec, Brno; IHOK, FN, Brno)

Uvod: MikroRNA (miRNA), kratké nekodujici RNA, se podileji na patogenezi mnohogetného myelo-
mu (MM) a je mozné, Ze jsou zapojeny i do vzniku extramedularni formy MM (EM). Cirkulujici miRNA
jsou stabilni, kvantifikovatelné v télnich tekutinach a maji potencial stat se diagnostickym markerem,
jak bylo dfive prokazano u MM. Cilem této studie bylo identifikovat profil cirkulujicich miRNA pomoci
TagMan Low Density Arrays (TLDA) a kvantitativni PCR (qPCR) u pacientt s EM, MM a zdravych
darcl (ZD) a porovnat hladiny exprese deregulovanych miRNA s klinickymi parametry.

Metody: Celkové bylo do studie zahrnuto 100 vzork(l séra EM pacientl, nové diagnostikovanych
MM pacientd a ZD. TLDA screening 667 miRNA byl proveden u 5 EM, 5 MM a 6 ZD. Vybrané roz-
dilné exprimované miRNA (p<0,05) mezi vzorky EM a MM a mezi EM a ZD byly potvrzeny pomoci
gPCR s vyuzitim absolutni kvantifikace u 35 EM, 35 MM a 30 ZD. Byla provedena ROC analyza
kazdé sledované miRNA a jejich kombinaci a také korelace s biochemickymi parametry u EM a MM.
Vysledky MiRNA profilovani odhalilo 14 deregulovanych miRNA (v8. p<0,05, po korekci p<0,41)
mezi MM a EM a 20 miRNA deregulovanych mezi EM a ZD (vS. p<0,05, po korekci p<0,40). Hladiny
exprese miR-222, miR-130a, miR-34a a miR-195 byly dale ovéreny na vétSim souboru vzorkd EM,
MM a ZD. Hladina miR-130a byla vyznamné sniZzena, miR-222 a miR-34a naopak zvySena u EM
ve srovnani se ZD (v8. p<0,005); navic miR-130a byla snizena a miR-34a zvySena u EM oproti MM
(p<0,06). ROC analyza kombinace miR-130a a miR-34a odliSila EM od ZD se senzitivitou 74,3 %,
specificitou 90 % a AUC=0,879. Déle, tato kombinace miRNA pfi porovnani EM s MM odliSila EM se
senzitivitou 54,3 %, specificitou 80 % a AUC=0,675.V EM souboru, miR-130a pozitivné korelovala
s hladinou hemoglobinu a po¢tem trombocytd (rs=0,397 a 0,439, v§. p<0,05), a negativné s hladi-
nou monoklonalniho imunoglobulinu, B2-mikroglobulinu a C-reaktivniho proteinu (rs= 0,398,-0,427
a -0,488, v§. p<0,05). Hladina exprese této miRNA asociovala s vy$$im stadiem ISS (p=0,017).
MiR-222 pozitivné korelovala s hladinou laktat dehydrogenazy (rs=0,417, p<0,05); miR-222
a miR-34a byly v pozitivni asociaci s procentudini infiltraci kostni dfené plazmatickymi burikami
(rs=0,435 a 0,562, p<0,05).

Zavér: Nase vysledky ukazuji, Ze sérové miR-130a a miR-34a by se mohly stat slibnymi biomarkery
pacientt s extramedularni formou MM.

Grantova podpora NT14575, NT12130, NT14599, MUNI/11/InGA17/2012.
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NHL

P32/2644.

Hodnoceni postiZeni kostni difené u pacientti s malignimi lymfomy

Cmunt E., Trnény M., Karban J., Bulvasova A., Velenska Z., Stritesky J., Kubinyi J. (1. interni klinika,
VFN a 1. LF UK, Praha; Ustav patologie, VFN a 1. LF UK, Praha; Ustav nuklearni mediciny, VFN
a 1. LF UK, Praha)

Jednim ze zakladnich vySetfeni stagingu malignich lymfom( je vySetfeni kostni dfené. Porovnali
jsme zachytnost vysSetfeni riznymi metodami (biopsie, immunophenotypisace, PET/CT), shodu/ne-
shodu pfi vySetfeni bilaterdinim. Celkem bylo zhodnoceno 373 pacientd u kterych bylo provedeno
vySetfeni kostni dfené, v ramci stagingu probéhlo 271 vySetfeni, 102 pak béhem restagingu/kontrol
béhem/po 1é¢bé. U 320 pacientll bylo provedeno vySetieni bilateralng, u 53 unilateralné. Zakladni
diagnosa byla u 130 pac. difusni velkobunéény lymfom (DLBCL), u 83 pacientt folikularni lymfom,
u 56 pacientli lymfom plastové zony (MCL), u 23 pacientd klasicky HodgkinGv lymfom, u 15 MALT
lymfom, u 13 pacientd lymfom marginalni zony, v 11 pfipadech T-lymfom, 10 x B-NHL nespecifi-
kovany, 6x B-CLL resp. CLL/SLL.. Pfi hodnoceni bilateralnich biopsii byla jistd shoda (obé strany
stejné hodnoceni z hlediska infiltrace) nalezu na obou stranach v 305 pfipadech (95,3%), jista
neshoda (obé strany rozdilné hodnoceni infiltrace) v 7 pfipadech (2,2%), nejista neshoda (na jedné
strané nehodnotitelné) pak v 8 pfipadech (2,5%) Pokud jsme hodnotili po jednotlivych typech lym-
fom0 — u DLBCL ze 104 bilateralné provedenych biopsii byla jista shoda ve 102 pfipadech (98.1%),
zbytek (1,9%) jisté neshodny nalez; u folikularnich lymfomd z 72 byl u 68 pfipadl (94,4%) shodny
nélez, u 1 (1,4%) jisté neshodny a u 3 (4,2%) nejisté neshodny; u MCL z 37 bilateralné vySetfenych
byla shoda u 36 pacientl (97,3%). Stoprocentni shoda néalez( na obou stranach byla u pacientt
s Hodgkinovym lymfomem. Pfi porovnani nalezu bioptického s immunophenotypisaci byla neshoda
u DLBCL pouze v 5 pfipadech (3,8%) (1x neprovedena, 1x hrani¢ni), u FL v 10 pfipadech (12%);
u MCL, MZL a MALT lymfomU byla shoda nalezu biopsie a immunophenotypisace ve 100 %. Déle
jsme porovnavali s ndlezy PET/CT (byl proveden u 268 pacientl = 71,8%) Pfi hodnoceni PET/CT
je mozné, ze difusni postizeni kostni dfené (bez vyraznéjSiho drazdéni a vétSich metabolickych
zmén) se neprojevi na PET — mliZe tedy byti ¢astéji diskrepance ve smyslu PET negativni/biopsie
positivni. Takovych ndlezd byla zhruba polovina, u loziskového postizeni pak je moznost odbéru
biopsie z jiného mista.

P33/2608.

Potential prognostic and predictive factors in diffuse large B-cell lymphoma

Flodr P, Latalové P, Tichy M., Kubova Z., Papajik T., Svdchova M., Radova L., Jarosovd M. (UKMP,
LF UP, Olomouc; HOK, FN, Olomouc; UMTM, LF UP. Olomouc)

Evolving experimental platform in hematooncology and particular malignant lymphoprolifera-
tions is still searching for new and more valid prognostic and predictive factors with useful
sorting on the clinical, morphologic and molecular grounds. The proper bridge more close to
daily practice is so called translation medicine and in this point of view we have tried to sort
our cohort of diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) according to morphology (centroblastic,
immunoblastic and anaplastic subtype of DLBCL, bone marrow involvement), Hans classifier
(Hans et al., 2004) and expression of Bcl2, CD5, CD20, CD30 and NfkappaB family of proteins
(p50, p52, p65) with correlation to clinical (Ann Arbor stage, B-symptoms, IPI, aa-IPI, PFS, OS),
laboratory (peripheral blood count, LDH, Beta2-mikroglobulin) and molecular data (complex and
simplex karyotype). In our retrospective study 59 patients with de novo DLBCL (27 men and 32
women) with median age 64 years has been included. The criteria for patients” selection were
adequate formaline-fixed and paraffin-embedded (FFPE) material and available clinical data.
Classification and subclassification of DLBCL has been assessed according to WHO classifica-
tion scheme (WHO 2008). All statistical analyses were performed using software STATISTICA
10 (Statsoft, Inc.). Prognostic values of immunohistochemical detections have been analysed
with Cox regressive analysis (Cox 1972), Mann-Whitney and Kruska-Wallis test. The interval of
PFS and OS has been assessed according to Kaplan-Meier analysis. Acknowledgements for
my excelent mentor in general hematopathology Associate Professor Martin Tichy, MD, PhD, for

my excelent mentor in biology of EBV-associated lymphoproliferations Professor PG Murray, for
my excelent mentor in lymphoma biology Professor Marie JaroSova PhD, and IGA NT11103 and
Leukemia and Lymphoma Fund for kind support.

P34/2605.

Jak Ié¢éime B-bunécny lymfom, neklasifikovatelny, s rysy intermediarnimi mezi difuznim
velkobunéénym B-lymfomem a Burkittovym lymfomem

Michalka J., Janikové A., Sélek D., Petrova J., Krdl Z., Kfen L., Moulis M., Mayer J. (1. Interni
hematologické a onkologické klinika, FN a LF MU, Brno; Ustav patologie FN a LF MU, Brno)

Uvod: B-bunéény lymfom, neklasifikovatelny, s rysy intermediarnimi mezi difuznim velkobunéénym
B-lymfomem a Burkittovym lymfomem (DLBCL/BL) je zatim provizorni kategorii pro spektrum ne-
moci mezi dvéma hrani¢nimi lymfomy — difuznim velkobunéénym B-lymfomem (DLBCL) a Burkitto-
vym lymfomem (BL). Tyto lymfomy maji morfologické a genetické znaky obou DLBCL i BL, vétSinou
agresivni chovani a nejsou k dispozici zadné standardni doporu¢ené IéCebné postupy. Metodika:
Retrospektivné jsme zhodnotili klinicka data z naseho registru pacientli mezi lety 2010 — 2013 a vy-
hodnotili 1é¢ebny postup. Rozhodnuti o zplsobu Ié¢by zaviselo na véku pacienta, klinickém stadiu
nemoci a IPI skére. VSechny histologické vzorky byly revidovany zkuSenym patologem, ve vétsiné
pfipadl véetné vySetieni FISH a molekularné biologického vysetieni.

Vysledky: Od ledna 2010 do prosince 2013 evidujeme 30 pacientld s nové diagnostikovanym
DLBCL/BL, to predstavuje pfiblizné 3.4% vSech ne-hodgkinskych lymfomd (n=881). Jedna 86-leta
pacientka byla Ié€ena pouze paliativni radioterapii a zemfela do 1 mésice od stanoveni diagnézy na
progresi lymfomu. 10 z 30 pacientt (33%), primérného veéku 53 let (38—66 let), bylo I1é¢eno s inten-
zivnéjSim pfistupem, kdy Ié¢ba rezimem R-CHOP byla posilena o 3—4 cykly R-CODOX-M s nebo
bez R-IVAC do celkem 5-7 cykll chemoterapie. 2 pacienti (20%) z této skupiny zemfeli, prvni (53
let) mél potvrzeny tzv. double hit lymfom, byl primarné chemorezistentni a zemrel do 4 mésict od
diagndézy na progresi lymfomu. Druhy pacient z této skupiny (60 let) zemfrel kvdli toxicité 1écby kratce
po jejim ukonceni. 8 pacientl (80%) ze skupiny intenzivné lécenych je v kompletni remisi trvajici
3-30 mésicu. 19 z 30 pacientl (63%), primérného véku 71 let (57-86 let), dostalo standardni R-
-CHOP chemoterapii, v 9 pfipadech (47%) véetné 1-2 cykll vysokodavkovaného methotrexatu
nebo cytarabinu. 3 pacienti (16%) z této skupiny zemfeli béhem lé¢by nebo do 6 mésicu po jejim
ukonéeni na progresi, dal$i 3 pacienti (16%) zrelabovali do 1 roku od ukonceni lé¢by. 13 pacientl
(68%) z této skupiny je v kompletni remisi.

Zavér: Pres kratkou dobu sledovani nasSe data svéd¢i pro to, ze R-CHOP chemoterapie je méné
efektivni nez jeji kombinace s nékterym z intenzivnéjSich reziml jako R-CODOX-M ¢&i R-IVAC. Nej-
dulezitéjsi faktor, ktery ovlinil Ié¢ebny pfistup byl vék pacientll. Pro stanoveni vhodnych [é¢ebnych
doporuceni je potieba delsi doba sledovani a vétsi pocet sledovanych pacienta.

P35/2598.

Splenicky absces komplikujici imuno-chemoterapii pacienta s lymfomem plastové zony
Turcsanyi P, Papajik T., Starostka D., Formanek R., Szkorupa M. (HOK, FN, Olomouc; Odd.kI.
hematologie nem., Havifov; Klinika nukledrni mediciny, LF UP FN, Olomouc; I.chir.klinika FN,
Olomouc)

Kazuistika popisuje pfipad pacienta s lymfomem z plastovych bunék (MCL), pokrocilym klinickym
stadiem, v€etné postizeni sleziny u kterého |é¢ba byla komplikovana vznikem abscesu sleziny
jehoz substratem mohlo byt prokrvacené lozisko sleziny v dobé diagndzy. Diferencialni diagnos-
tika byla slozita kdy paraneoplastické fenomény i infekce maji ¢asto spole¢né laboratorni i klinic-
ké projevy. TaktéZ obtizné je rozliSeni zanétlivé afekce od nadorové aktivity za pomoci PET/CT
vySetfeni (pozitronova emisni tomografie/vypoc€etni tomografie). Diagn6za abscesu byla ovérena
splenektomii, za kryti ATB (antibiotik), coz se zdalo byt nejvhodnéjSim diagnosticko — terapeutic-
ky pfistupem. Nasledna imuno-chemoterapie po splenektomii probéhla bez zavaznych infekénich
komplikaci.
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P36/2581.

FISH a aCGH u souboru nemocnych s primarnim mediastinalnim B-bunéénym lymfomem (PMBCL)
MikeSova M., Nedomova R., Holzerova M., Flodr P, Prochazka V., Papajik T., JaroSova M., Prouzova
Z., Indrék K. (HOK, FN, Olomouc; Ustav klinické a molekularni patologie, FN a LF UP, Olomouc)

WHO klasifikace lymfoidnich neoplasii uréuje primarni mediastinalni B-bunécny lymfom (PMBCL)
samostatnou klinicko-patologickou jednotkou nehodgkinskych lymfomd (NHL). PMBCL vznika prav-
dépodobné z thymickych B-bunék, pfedstavuje asi 2 % vSech NHL a je ¢asto pozorovan u mladsich
nemocnych. Genetickym markerem PMBCL je zmnoZeni genetického materidlu subtelomerické ob-
lasti chromosomu 9p zahrnujici gen JAK2, pozorovany az u 75 % pfipad(. Dali rekurentni zmény
postihuji chromosom 2p15, mutace genu SOCS1 a CIITA lokalizované na chromosomu 16p. VSech-
ny tyto zmeény jsou davany do souvislosti s prognosou nemocnych. Cilem nasi studie bylo provést
molekularné cytogenetickou analyzu metodou FISH a arrayCGH souboru nemocnych s PMBCL,
urcit frekvenci a typy nebalancovanych zmén, analyzovat a urc¢it zmény geni JAK2, CIITA a MYC,
a pokusit se urcit rozsah amplifikované oblasti 9p. Souboru 34 pacient(i tvofilo 20 Zen a 14 muzd
s medianem véku pfi diagnose 32,5 rokl. Celkem 31 pacientu bylo vySetfeno metodou FISH s loku-
sové specifickymi sondami pro geny JAK2, CIITA a MYC. VySetfovanym materialem byla nadorova
tkan (18) nebo fezy z formalinem fixovanych parafinovych bloc¢kd tkané (13). arrayCGH byla prove-
dena u 20 pacientd, v 15 pfipadech byla DNA izolovana z ¢erstvé nadorové tkané, v 5 pripadech
z fez( parafinovych blo¢kl. Z 31 pacientli vySetfovanych pomoci FISH bylo u 20 pacientli (65 %)
pozorovano zmnozeni oblasti 9p24 zahrnujici gen JAK2, z toho u 16 pacientt (52 %) byl gen JAK2
amplifikovan. Zmény v genu CIITA byly prokazany u 8 (26 %) pacient(, pouze u 3 pacientd byla
pokazana prestavba genu CIITA (10 %). U 10 pacientll (32 %) bylo prokdzano zmnozeni poc¢tu
kopii genu MYC. Z celkového poctu 20 pacientt vysetfenych metodou arrayCGH byly pozorovany
nebalancované zmeény u 18 pacientli (90 %) se zna¢nou prevanou zisk( genetického materialu nad
ztratami. Nejcastéjsi zménou bylo zmnoZeni oblasti 9p pozorované u 13 pacientd . Urcili jsme mini-
malni zmnozenou oblast o velikosti 2,3 Mb, zahrnujici celkem 9 genu, mezi které patfily také geny
JAK2, PDCD1LG2 a JMJD2C. Na$e vysledky potvrdily vyznam metod FISH a arrayCGH pfi ur¢o-
vani genetickych zmén u PMBCL. Planované rozsifeni souboru muze pfinést vyznamné poznatky
pro vyhodnoceni prognostického vyznamu uréenych zmén a jejich roli v patogenezi onemocnéni.
Prace je podporovana grantem IGA NT 11103 a LF UP LF-2014-001.

P37/2524.

Hepcidin pri niektorych lymfoproliferativnych ochoreniach

Nosél' M., Pospisilové D., Holub D., Stefanikova Z., Stecovd A., Waczulikové 1., Slezék P. (Klinika
hematologie a transfuziolégie, LFUK, UNB, SZU, Nemocnica Staré Mesto, Bratislava — SVK; Klinika
hematologie a transfuziologie LFUK, UNB, SZU, Nem.sv.Cyrila a Metoda, Bratislava — SVK; Détska
klinika, LFUP a FN, Olomouc — CZE; Ustav molekulérni a translaéni mediciny, LF UP, Olomouc —
CZE; Medirex, s.r.o, Bratislava — SVK)

Uvod: Hepcidin je nizkomolekulovy peptidicky hormén objaveny pred viac ako 10 rokmi, ktory po-
zostava z 25 aminokyselin (AMK) a je hlavnym regulatorom homeostéazy zeleza (Fe). Ciel: v praci
sme chceli zistit ako sa chova metabolizmus Zeleza pri niektorych lymfoproliferativnych ochore-
niach. Cielom $tudie bolo porovnat zépalové markery IL-6 a CRP s hodnotami zasobného Zeleza
feritinu, solubilnym transferinovym receptorom, feritinovym indexom, hladinou hepcinu a dal$imi
sledovanymi parametrami.

Metdéda a pacienti: vySetrili sme 18 pacientov s lymoproliferativnymi ochoreniami. 15 pacientov
s Non-Hodgkinovym lymfémom, dvoch pacientov s mnohopocetnym myelémom a jedného paci-
enta s chronickou lymfocytovou leukémiou. Kontrolnt skupinu tvorilo 10 pacientov s inym internym
ochorenim, bez anémie a deficitu zeleza. U v8etkych pacientov sme vySetrili krvny obraz, hladi-
nu FeS, Feritin, Transferin, saturaciu transferinu, solub. Trf.rec., feritinovy index= sol. Trf.rec./ log.
feritin, CRP, IL-6, hladinu erytropoetinu a hladinu hepcidinu. Statisticky sme vyjadrili jednotlivé
parametre a vzajemné korelacie.

Vysledky: Pacienti mali nizSie hladiny sérového zeleza (p=0,0041), sérového transferinu (p=
0,038) a saturacie transferinu (p=0,023). Dalej sme zistili u pacientov vyssie hladiny feritinu
(p=0,0039) a vysSie hladiny hepcidinu (p= 0.02). Vyznamné negativne korelacie sme potvrdili

pre solubilny transferinovy receptor (sTrRe) v.s. sérové Zelezo (tau b= -0,43) a pre feritinovy
index v.s. sérové Zelezo (tau b=-0,53). Feritin v.s. transferin (Trf; tau b=-0,36) slaba negativna
koreléacia.

Zaver: zaznamenali sme S$tatisticky vyznamné hladiny niektorych parametrov metabolizmu Zeleza
pri lymfoproliferativnych ochoreniach. Zaujimavé by bolo opakované vySetrenie u lie€enych dihodo-
bo sledovanych pacientov (napr. po transplantacii kostnej drene). V buducnosti aj efekt antihepcidi-
novych protilatok, na vyvoji ktorych sa sucasne intenzivne pracuje.

P38/2604.

Sledovani minimalni rezidualni nemoci u pacientti s non-Hodgkinskymi lymfomy bez inicialni
infiltrace kostni dfené a/nebo periferni krve

Kalinova M., Frorikova E., Lokvenc M., Mejstrikova E., Klener P, Trnény M., Belada D., Mdcikova
H., Trka J., Kodet R. (Ustav patologie a molekuldrni mediciny, 2. LF UK a FN Motol, Praha; Klinika
détské hematologie a onkologie, 2.LF UK a FN Motol, Praha; I. interni klinika-klinika hematologie,
1. LF UK a VFN, Praha; Interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové; Interni hematologicka
klinika, FNKV, Praha)

Detekce minimalni rezidualni nemoci (MRN) u pacientd s hematologickymi malignitami pomoci
kvantifikace klonalné specifickych prestaveb gent pro imunoglobuliny (Ig) a T bunééné receptory
(TCR) patfi mezi standardizované laboratorni postupy. U pacientd s non-Hodgkinskymi lymfomy
(NHL) a dostupnymi inicialnimi vzorky kostni dfené (KD) a/nebo periferni krve (PK) s vyraznou infil-
traci nadorovymi burikami (detekovanou pomoci prdtokové cytometrie) Ize tento material pouzit jak
pro detekci klonality Ig/TCR, tak pro naslednou monitoraci MRN. Pacienti s nizkou inicialni infiltraci
(pod 1%), pfipadné bez infiltrace KD/PK v§ak nemaji vhodny materiél pro vytvoreni MRN eseje. Aby
i tito pacienti mohli profitovat z moznosti sledovani MRN, je zapotfebi najit alternativni diagnosticky
material. Pacienti s NHL jsou diagnostikovani na zakladé biopsie tkané, ve které je dle histologic-
kého zhodnoceni znam presny pocet nadorovych bunék. Vzorkem muiize byt zmrazena tkan, ¢astéji
je v8ak k dispozici pouze tkan fixovana ve 4% roztoku formaldehydu a zalita do parafinu (FFPE).
Obecné je FFPE material nevhodny pro molekularni analyzy kvili mozné degradaci nukleovych
kyselin pfi fixaci tkané. Cilem prace bylo testovani MRN eseji za vyuziti tkani (FFPE, zmrazenych)
u pacientll bez dostate¢né inicialni infiltrace KD/PK. U 7 pacientl jsme simultanné sestrojili MRN
esej jak za vyuziti tkdné (6x FFPE, 1x zmrazend), tak z infiltrovanych vzork( KD/PK, a nasledné
jsme porovnavali hladiny MRN stanovené pomoci obou eseji. Korelace mezi hodnotami hladin MRN
byla velmi dobra (Spearmandv korelaéni koeficient 0,975). Dale jsme vySetfili pacienty bez inici-
alni infiltrace nebo s nizkou infiltraci stagingové KD/PK (23xMCL, 1x DLBCL, 2x B lymfoblasticky
lymfom, 2x T lymfoblasticky lymfom a 2x ALCL). MRN eseje za vyuziti primarniho nadoru ukéazaly
hladiny ve stagingovych KD od negativnich az po 4,00E-01 (median 9,13E-03). Hladiny korelovaly
s hladinami méfenymi pomoci pratokové cytometrie. VSechny MRN eseje odvozené od vzork( tka-
né (17x FFPE, 13x zmrazena tkar) dosahovaly citlivosti nejméné 1E-4, ktera je pozadovana v ramci
kritérii EuroMRD. U pacientd s NHL bez inicialni infiltrace KD/PK nebo s velmi nizkou infiltraci jsme
diky dostupnosti vzorku primarniho nadoru byli schopni pfipravit MRN eseje a spolehlivé méfit hla-
diny MRN s citlivosti minimalné 1E-4.

Podporeno projektem (MZ) koncepéniho rozvoje vyzkumné organizace 00064203 (FN MOTOL),
IGA NT13072, OPPK CZ.2.16/3.1.00/24022 a PRVOUK-27/LF1/1.

P39/2635.
Biopticka analyza velkobunkovych lymfomov CNS
Midak J., Plank L., Farkasocd A., Balhdrek T., Szépe P, (Ustav patologie, JLF UK a UN, Martin — SVK)

Uvod: Maligne lymfémy (ML) CNS su zriedkavé — tvoria pribl. 5% v$etkych nadorov CNS a viac
ako 95% z nich patri do spektra velkobunkového B-lymfému (DLBCL). Biologicky méze ist o pri-
marny ML vznikajici v mozgu, mieche, alebo v oku — tzv. PCNSL, alebo o prejav systémovej
diseminacie DLBCL iného nez CNS pévodu. PCNSL predstavuje v klasifikacii ML podla SZO
(2008) samostatnu, klinicky agresivnu nozologicku jednotku. Ciefom prace je pilotna analyza vel-
kého suboru pacientov s velkobunkovym B-lymfémom CNS ako sucasti projektu zameraného na
DLBCL vSeobecne.
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Material a metédy: V naSom registri sme v rokoch 2004—-2014 identifikovali 84 pripadov ML CNS,
ktoré boli diagnostikované v neurochirugickych vzorkdch mozgu a miechy. Biopticky material bol
Standardne vySetreny panelom histologickych a imunohistochemickych (IHC) vySetreni. Zo suboru
84 pacientov 80 pripadov zodpovedalo CD20+ B-ML typu DLBCL a 4 pripady inym typom ML B-
a T-pOvodu. Zistené parametre morfologie a fenotypu tychto 80 pripadov boli korelované s dostup-
nymi klinickymi udajmi. V €asti pripadov (n=10) bola analyza doplnena aj o FISH analyzu prestavby
génov MYC, BCL2 a BCL6. Tato nie je mozné v pripadoch malej vzorky, v ktorych bolo tkanivo ,spo-
trebované*” bioptickym vySetrenim. VAESinu pripadov suboru tvorili vySetrenia konzultané, preto sa
snazime opétovne ziskat bloky tkaniva a doplnit chybajice, najmé FISH analyzy.

Vysledky: V 5 pripadoch iSlo o diseminéciu systémového DLBCL a 75 (93.8% vSetkych velkobun-
kovych B-ML) pripadov zodpovedalo definicii PCNSL, ktory bol morfologicky tvoreny pruhmi a agre-
gatmi blastov (prevazne centro- a imunoblastov) s ¢rtami angiocentrizmu. IHC analyza dokazala
vysoky vyskyt tripple“ pozitivitivnej expresie MUMT1, bcl2 a bcl6 proteinov (97.3%, 89.1, resp. 78.6%
vSetkych), pri zriedkavosti pozitivity CD10 antigénu (pribl. 15%). Realizovanymi FISH vySetreniami
(doteraz) 10 pripadov sme v 5 dokazali prestavbu génu BCL6 (n=3) a BCL2 (n=1), v ziadnom sme
nezistili prestavbu MYC génu, resp. dvoch génov sucasne.

Zaver: V subore boli v stlade so znamymi Udajmi zistené a) ,typicky“ fenotyp PCNSL a b) vysoko-
agresivne biologické parametre (prezivanie pacientov v rozsahu skor mesiacov nez rokov) PCNSL.
V dalSom sa pokusime parametre suboru doplnit o uvedené dalSie analyzy.

Podakovanie: Praca bola podporena grantom VEGA SR, ¢.1/0378/12 a projektami MBRKM a Bio-
Med Martin (ITMS kéd 26220220113, resp. 26220220187) — su rieSené na JLF UK a spolufinanco-
vané z prostriedkov EU.

CLL

P40/2633.

Epidemiologie a klinicky priibéh u nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii: analyza
u neselektované skupiny nemocnych

Motyekovd M., Simkovié M., Voddrek P, Belada D., Zék P, Smolej L. (IV. interni hematologicka
klinika, FN a LF UK, Hradec Kraloveé)

Uvod: Chronické lymfocytarni leukemie (CLL) je onemocnéni s extrémné variabilnim klinickym pra-
béhem. Vzhledem k tomu, Ze velka ¢ast nemocnych neni nikdy pro CLL Ié€ena a je proto sledovana
na regionalnich hematologickych pracovistich, jsou pfesna epidemiologicka data v literatufe vyji-
mecénd, nebot témér v8echny analyzy ze sekundarnich a terciarnich center jsou vyznamné zkres-
leny zvySenym podilem nemocnych s nepfiznivou prognézou. Cil: Analyza souboru nemocnych
s CLL diagnostikovanych v okrese Hradec Kralové (HK) od 1999-2013, zhodnoceni trend(i v epi-
demiologii a klinickém prabéhu. Pacienti a metodika: Od 1999-2013 bylo v okrese HK (162,820
obyvatel k 31.12.2011) diagnostikovano 193 nemocnych s CLL. K posouzeni trendl v epidemio-
logii a klinickém priibéhu byla kohorta rozdélena na dvé podskupiny dle data diagnézy: v obdobi
1999-2005 bylo diagnostikovano 90 pacientll (50 muzu, median véku 71 let; rozmezi 31-88), v ob-
dobi 2006—2013 103 nemocnych (66 muzl, median veku 67 let; rozmezi 41-89). Zakladni charak-
teristiky obou skupin jsou uvedeny v tabulce.

Vysledky: Primérna incidence CLL v okrese HK za 1999-2013 byla 7,9 nemocnych/100.000 oby-
vatel/rok; incidence v obou obdobich byla shodna. Nemocni s CLL diagnostikovani v obdobi 2006—
2013 byli vyznamné mladsi (median 67 vs. 71 let, p=0,037), byly méné ¢asté autoimunitni cytopenie
(p=0,03). Zastoupeni klinickych stadii, pohlavi ani vyskyt Richterovy transformace se v obou obdo-
bich vyznamné nelisilo. V porovnani s obdobim 1999-2005 nebyl rozdil v obdobi do zahajeni Iécby
1. linie (median 72 vs. 61 mésic), doslo vSak k vyznamnému prodlouzeni celkového preziti (median
nedosazen vs. 78 mésicu, p = 0,001).

Zavéry: Nase vysledky predstavuji skute¢na epidemiologické data neselektované populace nemoc-
nych s CLL. Analyza za uplynulych 15 let uk&zala vy$&i incidenci v porovnani s literaturou, snizovani
medianu véku v dobé diagndzy a pokles vyskytu autoimunitnich komplikaci. Velmi dilezitym aspek-
tem je vyznamné prodlouzeni celkového preziti, k ¢emuz pfispiva pouziti intenzivnich 1é€ebnych

modalit (zejména chemoimunoterapie) a kvalitni podpdrné Iécby. Alogenni transplantace je prova-

déna pouze u velmi malé ¢asti nemocnych.

Podporeno projektem PRVOUK P37/08, grantem IGA NT/13412-4 a rozvojovym projektem MZO
00179906 Ministerstva zdravotnictvi CR.

P41/2611.

Zilni tromboembolickd nemoc: éastd komplikace nemocnych s chronickou lymfocytarni
leukémii

Vodérek P, Simkovi¢ M., Motyékova M., Belada D., Smolej L. (IV. interni hematologicka klinika, FN
a LF UK, Hradec Kralové)

Uvod: Zilni tromboembolicka nemoc (TEN) je vyznamnou pFicinou morbidity a mortality nemocnych
s malignimi nadory. ZvySené riziko TEN bylo prokazano u rady hematologickych malignit. Data ty-
kajici se vyskytu TEN u nejcastéjSiho typu leukémie dospélych v euroamerické populaci chronické
lymfocytarni leukémie (CLL) jsou velmi omezena. Nedavna studie britskych autori (Whittle et al.,
Leuk Res 2010) v8ak uvadi vyssi vyskyt TEN u nemocnych s CLL v porovnani s béZnou populaci.
Cile prace: Zhodnotit vyskyt TEN a posoudit rizikové ¢&i prognostické faktory jejiho vzniku u ne-
mocnych s CLL. Nemocni a metodiky: Retrospektivné jsme analyzovali data nemocnych s CLL
sledovanych na IV. interni hematologické klinice FN a LF UK HK v letech 1999-2013. Celkové jsme
hodnotili 346 nemocnych (222 muzd, 114 Zen, vékovy median v dobé diagndzy 64 let). Nizké/stred-
ni/vysoké riziko dle Raiova modifikovaného stagingového systému bylo v dobé diagnézy pfitomno
u 41/47/12 % nemocnych. Do analyzy byli zafazeni pouze nemocni s radiologicky potvrzenou hlubo-
kou zilni trombdzou (ultrazvukové vySetfeni) nebo plicni embolii (pocitacova tomografie).
Vysledky: Pfi medianu sledovani 72 mésicl (rozmezi 26—138) doslo k minimalné jedné epizodé TEN
u 38 pacientt (11 %). Zakladni charakteristika souboru je uvedena v tabulce 1.). K rozvoji TEN doslo
po medianu sledovani 34 mésicl od stanoveni dagnézy CLL. Jednalo se o pacienty s nepfiznivym
profilem prognosticky ukazatell (pokrocilé stadium dle Raie, nemutovany stav IgVH a nepfiznivé
cytogenetické zmény). Nebyl pozorovan vztah vyskytu TEN k hyperleukocytdze a dalS§im zménam
v krevnim obraze. Zjevna vyvolavajici okolnost pro rozvoj TEN byla pozorovana u 4 pacientl (akutni
infekce). Pfitomnost 0/1/2/3 rizikovych faktord pro TEN bylo zjisténo u 2/16/14/6 nemocnych. V 17
pfipadech se jednalo o dosud nelécené pacienty, 10x se TEN vyskytla v prabéhu Ié¢by CLL a 7x
u dfive [é€enych nemocnych. NejcastéjSimi rizikovymi faktory kromé véku (n=24) byly kortikoterapie
(n=13), dal$i malignita (n=9) a obezita (n=7). K rekurenci TEN doSlo u 8 nemocnych (21 %). Celkové
preziti nebylo zavislé na vyskytu TEN.

Zaveér: Lze shrnout, ze vyskyt Zilniho trombembolismu u nemocnych s CLL je relativné vysoky. Ackoli
byl ve vétsiné pfipadd prokazatelny jiny rizikovy faktor pro rozvoj TEN nez Ié¢ba CLL, u 29 % ne-
mocnych nebyl pfitomen zadny rizikovy Cinitel nebo pouze vék > 65 let. Pravé tento nalez podporuje
predstavu o tom, ze je aktivita CLL spojena s rizikem rozvoje TEN.

P42/2601.

Méné casté prestavby gentl pro imunoglobulinové fetézce u nemocnych s CLL

Holzerova M., Krizova L., MikeSova M., Pikalova Z., Poczatkova H., Papajik T., Urbanova R.,
Prekopova ., Kropdckova J., Hanzlikova J., Indrék K., Jarosova M. (Hematoonkologicka klinika, FN,
Olomouc)

Chromosomové translokace zahrnujici imunoglobulinové geny (IG) jsou u chronické lymfocytarni
leukemie (CLL) rekurentni, av8ak jejich frekvence je nizka a pohybuje se kolem 5-8 %. Pfesto bylo
prokazano, ze translokace zahrnujici IG geny jsou spojeny s nepfiznivou prognézou a pokroc&ilym
stadiem onemocnéni. Cilem nasi studie bylo ur€it frekvenci IG pfestaveb u naseho souboru CLL
nemocnych a urcit partnerské geny vstupujici do translokaci. V obdobi let 2003—2013 jsme vySetfili
392 CLL nemocnych klasickou cytogenetikou a metodou FISH s panelem sond pro detekci deleci
11g-, 17p-, 13g-, 69-, trisomie 12, aberaci 8924 a pfestavby IgH (Abbott Molecular, Kreatech, Me-
taSystems). Pro mapovani zlomovych mist byly pouzity lokusové specifické sondy, sondy pro geny
IGL, IGK (DAKO) a BAC sondy (BlueGnome). Pfestavbu IG genu jsme prokazali u 18 (5 %) nemoc-
nych —7 muzli a 11 Zen, median véku 66,5, s klinickym stadiem Binet A (10 nemocnych), Binet B (3)
a Binet C (5). 15 nemocnych bylo vySetfeno v dobé diagndzy, 2 v prdbéhu onemocnéni — jeden pred
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zahéjenim terapie, druhy v relapsu onemocnéni. Cytogenetické vySetfeni prokdzalo zmény karyoty-
pu u 13 nemocnych, 2 nemocni méli normalni karyotyp a u 4 bylo vySetfeni neuspésné. Pfestavba
IG gend se vyskytovala spole¢né s deleci 13q14 (7x), trisomii chromosomu 12 (6x), deleci ATM (2x)
a deleci TP53 (1x). Translokace IgH byla potvrzena u 17 nemocnych, u jednoho nemocného byla
prokazana translokace IgL. Jako samostatna zména karyotypu byla translokace IgH prokazana u 4
nemocnych, spole¢né s jednou pfidatnou zménou u 11 nemocnych a u 3 nemocnych byla souc¢asti
komplexniho karyotypu. Nej¢ast&jSim partnerskym genem v translokaci s IG geny byl gen BCL2
v translokaci t(14;18) — 8x, v translokaci t(18;22) — 1x. U 3 nemocnych byly prokazany translokace
1(8;14), t(11;14) a t(14;19) s partnerskymi geny MYC, CCND1 a BCL3. U 4 nemocnych s translokaci
t(2;14), t(3;14), 1(6;14) a 1(9;14) jsme mapovali dosud nepopsana zlomova mista. Molekularné cy-
togenetickou analyzou jsme urcili pfestavbu IG gend u 18 (5%) nemocnych s CLL a uréili 4 dosud
nepopsana zlomova mista partnerskych chromosom.

Prace byla podpofena grantem IGA MZ CR NT 13 576 a grantem IGA LF 2014-001.

P43/2578.

Exprese markert funkéni inaktivity cytotoxickych T-lymfocytt (PD-1) u CLL koreluje se
stadiem onemocnéni

Novak M., Prochazka V., Pikalova Z. (Hematoonkologicka klinika, FN a LF UR, Olomouc)

Uvod: Interakce receptoru programované bunééné smrti (PD-1) se svymi ligandy (PD-L1, PD-L2)
je jednim z mechanizmd, které maligni populace vyuziva k Uniku pfed imunitni odpovédi hostitele.
Chronicka aktivace drahy programované bunécné smrti vede ke ztraté imunokompetence CD4+
i CD8+ T-lymfocytd, Ustici v defekt cytotoxického pusobeni, redukci produkce cytokinG a ztraté proli-
feraéni kapacity, coz komplexné oznacéujeme jako vycerpani (exhausting) efektorovych T-lymfocyt(.
Cil: Analyza exprese markeru PD-1 na subpopulacich T-lymfocytd nemocnych s CLL v rdzném sta-
diu onemocnéni a porovnani se zdravymi probandy. Metoda: Multiparametrick& pratokova cytome-
trie na pfistroji FACS Calibur (BD) s vyuzitim 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) byla gatovana z CD3+ T-lymfocyt( s akvizici minimalné 10 000 CD3+ bunék.

Vysledky: Bylo vySetfeno 15 zdravych proband(i (7 muzd a 8 Zen) a 52 nemocnych s CLL (36 muzd
a 16 Zen, median véku pfi vySetfeni 54 let, 30 vySetfeno pred zahajenim terapie, 22 ve stadiu ak-
tivniho onemocnéni/ relapsu onemocnéni ). Stfedni hodnota procentualniho zastoupeni CD8+/ PD-
1+ bunék z gatu CD3+ lymfocytl u zdravych darch krve byla 9,67%, u nelééenych nemocnych pfi
diagnoze 14,96 %, u aktivniho onemocnéni nebo relapsu 19,78%. Rozdil byl statisticky signifikantni
jak v porovnani se zdravymi probandy, tak v porovnani obou skupin nemocnych . U subpopulace
CD4+/PD-1+ bunék z gatu CD3+ lymfocytt dosahovala stfedni hodnota procentualniho zastoupeni
u zdravych darcd 13,22%, u nelécenych nemocnych pfi diagnéze 21,29%, u aktivniho onemocnéni
nebo relapsu 23,71%. Rozdil byl rovnéz ve vSech pfipadech statisticky signifikantni.

Zavér: Exprese markeru funkéni inaktivity je u nemocnych s CLL signifikantné vyssi, nez u zdravych
darcu. Procentudlni zastoupeni exprese receptoru PD-1 na imunokompetentnich subpopulacich T-
-lymfocyth navic koreluje se stadiem onemocnéni. Vysledky jsou v souladu s hypotézou aktivniho
pusobeni nadorovych bunék na adaptivni slozky hostitelovy imunity

Podpofeno grantem IGA-LF-2014-001

P44/2535.

Da sa chronicka lymfocytova leukémia lieéit interferonom? Kazuistika.

Hrubisko M., Oltman M. (Klinika hematoldgie a transfuziologie UN Bratislava — SVK; Thalion,
Gastroentero-hepatologické centrum, Bratislava — SVK)

Predstavujeme kazuistiku v su¢asnosti 66-rocného pacienta, u ktorého bola pred 13 rokmi (vo veku
53 r.) zistena hepatitida C a zaroven lymfocytéza. Odoslany na KHaT za u¢elom stanovenia dia-
gnézy a konzultacie ohladne planovanej lie€by interferonom-alfa (IFN). Zistena lahka leukocytdza
(Le) 12,7 G/l a relativna (65%) i absolutna (8,0 G/I) lymfocytéza (Ly). Trepanobiopsiou a imunofe-
notypizaciou bola potvrdena diagnéza B-chronickej lymfocytovej leukémie (CLL). KedZe ochorenie
bolo zistené v Stadiu A, nevyzadovalo hematologicku lie¢bu a pre terapiu IFN neboli ziadne kontra-
indikacie, pacient bol v rokoch 2001-2002 dvanast mesiacov lie¢eny kombinaciou IFN 3 mil.j. 3x/

tyzden + ribavirin 1000 mg/den. Z hepatologického hladiska bolo dosiahnuté zastavenie progresie
ochorenia. Pri hematologickej kontrole v aprili 2002 zistena parciadlna hematologicka remisia ocho-
renia — leukocyty v norme, hrani¢na relativna (62%) i absolutna lymfocytéza (4,4 G/l). Postupne
zaznamenavame progresiu CLL aZ na hodnoty Le 18 G/I, Ly 67%, abs. 12,2 G/I (2003). Pre progre-
siu hepatitidy bol pacient v rokoch 2003-2004 celkovo 12 mesiacov lie€eny kombinaciou Pegintron
120 ug a 7 dni + ribavirin 1000 mg/deri. Opét bola dosiahnuté hematologicka remisia (Le 6,1 G/I; Ly
37%; abs. 2,3 G/I). V dalSich rokoch sa pohybovali leukocyty v rozmedzi 14,9-6,7 G/l s lymfocyté-
zou 69—23%, po kratkodobom vzostupe Le i Ly v roku 2006 uz len s klesajucou tendenciou napriek
tomu, Ze pacient bol bez akejkolvek hematologickej alebo virostatickej lieCby. Kontrolné vySetrenie
kostnej drene (KD) v r. 2008 preukazalo normélne hodnoty Ly v KD (21,2%) bez pritomnosti buniek
s koexpresiou CD5/19/23. Nasli sa len bunky s koexpresiou CD 19/23 (5%), CD5/19 (6%) a CD5/23
(5%). Molekulové vysetrenie nepreukazalo ziadnu mutéciu. DalSich 5 rokov po tomto vySetreni boli
hodnoty krvného obrazu (KO) trvale v norme. Hodnoty KO z juna 2013 (pred opatovnym zacatim
lie¢by Pegintronom) boli: Le 6,67 G/I; Hb 130 g/I; Tr 97 G/I; Ly 23%; abs. 1,5 G/I. Od 08/2013 paci-
ent znova absolvoval 20 tyzdriov kombinovanej lie€by Pegintron + ribovirin + boceprevir, ktoru pre
neznasanlivost ukondil. Aktualny KO zodpoveda stavu po liebe: Le 3,5 G/I; Hb 128 g/I; Tr 154 G/,
Ly 39,6%, abs. 1,4 G/I.

Zaver: Napriek tomu, ze interferén nie je beznym liekom pre dg. CLL, v naSej kazuistike sme chceli
poukazat na zaujimavy pripad, ked je lieCba IFN schopna navodit dlhodobu 9 rokov pretrvavajucu
kompletnui hematologicku remisiu lymfoproliferativneho ochorenia.

P45/2603.

Analyza mutace NOTCH1 genu u souboru 100 pacienti s CLL

Poczatkova H., Humplikova L., Urbanova R., Krizova L., Kolackova M., Orviska M., Divoka M.,
Papajik T., Indrak K., JaroSova M. (Hemato-onkologicka klinika, LF UP a FN, Olomouc)

NOTCHT1 je protoonkogen, jehoz aktivujici mutace byly popsany u fady nadort jako akutni lymfoblasticka
leukemie (ALL), lymfom plaStové zény a chronicka lymfocytarni leukemie (CLL). Zatimco prognosticky
vyznam mutace u ALL je stéle kontroverzni, mutace NOTCH1 PEST domény u pacientt s CLL je spo-
jena s nepfiznivou prognézou a vySsim rizikem progrese do Richterova syndromu. 92 % vSech mutaci
v NOTCH1 PEST doméné jsou inzerce nebo delece a pouze 8 % jsou bodové mutace. NOTCH1 mu-
tace je pozorovana u 8-10 % CLL pacientt v dobé diagnézy, ¢asto ve spojeni s nemutovanym stavem
IgVH a trizomii chromozému 12. Cilem nasi prace bylo provést retrospektivni analyzu mutace NOTCH1
(c.7544_7545delCT) na souboru 100 pacient(l s CLL, urcit frekvenci mutace a vysledky porovnat s dalSimi
klinickymi a laboratornimi parametry. Analyzovany soubor 100 CLL pacientd tvofilo 66 muzi a 34 zen
s medianem véku 63 let (rozmezi 2787 let). U vSech pacientd byl vySetfen mutacni stav IgVH, provedena
klasicka cytogenetika a metoda FISH s panelem CLL sond. U vSech nemocnych byla vySetfena muta-
ce ¢.7544_7545delCT v PEST doméné metodou PCR-ARMS (amplification refractory mutation system).
Opakované byla mutace vySetfena u 9 nemocnych. Z celkového poctu 100 vySetfenych pacientt byla
mutace ¢.7544_7545delCT v PEST doméné NOTCH1 genu uré¢ena u 19 (19 %) pacientt (10 muzd a 9
zen). Celkem 18/19 mélo nemutovany stav IgVH, 6/19 bylo vySetfeno v dobé diagnézy, 10/19 pred léébou
1. linie a 3/19 pii relapsu onemocnéni. Celkem 14/19 NOTCH1MUTpozitivnich pacientd mélo trizomii 12,
dva spolecné s deleci ATM a jini dva s deleci TP53. Pouze jeden nemocny nemél kromé mutace zadnou
jinou zménu. Opakované vysetteni bylo provedeno u 9 pacientt po lécbé, z toho jeden po alloHSCT. Po
|é¢bé vymizela mutace v NOTCH1 genu u 4/9 pacient(l, z nich u 3 byla dosazena kompletni a u jednoho
parcialni remise. U jednoho pacienta negativniho v dobé diagnézy, byla mutace urcena po 7 letech bez
|é¢by. Zjistili jsme v souladu s literaturou, Ze vyskyt mutace c.7544_7545delCT v PEST doméné NOTCH1
genu u CLL nemocnych je Uzce spojena s nemutovanym stavem IgVH a trizomii 12. Opakované vySetfeni
nemocnych po lé¢bé ukadzalo vymizeni mutace u pacientd, ktefi po Ié¢bé dosahli kompletni nebo parcialni
remise. Richterova transformace nebyla prokazana u Zadného pacienta s mutaci v NOTCH1 genu.

Préce je podporovana granty: IGA MZ CR NT 13576 a IGA-LF-2014-001.

P46/2540.
ArrayCGH analyza deleci chromosomu 13q u pacient( s chronickou lymfocytarni leukémii
Kriazova L., Holzerova M., Hruba M., Mikesova M., Urbanova R., Papajik T., Indrak K., Jarosova M.
(HOK, FN, Olomouc; HOK, FN, Plzeri)
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NejCastéjSi cytogenetickou abnormalitou detekovanou pomoci fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH) je delece 13q14 vyskytujici se u ~50 % CLL pacientd. Jako solo aberace je delece 13q14
spojovana s dobrou prognosou. Prognosticky vyznam dalSich zmén jako jsou bialelicka delece
13914, monosomie 13 nebo prestavba chromosomu 13 jsou stale kontroverzni. Snaha o jednoznag-
né uréeni rozsahu delece, o uréeni vyznamnych gent lokalizovanych v deletované oblasti a klinicky
dopad zmén jsou stale pfedmétem studii. Cilem bylo provést arrayCGH analyzu souboru pacien-
tl s deleci 13q14, urcit rozsah delece a vzajemné porovnat nalezy u pacientll se solo aberaci,
s deleci 13q14 a jednou pfidatnou zménou a u pacientli s komplexnimi zménami. Sou¢asné urcit
nejmensi deletovanou oblast a rozsah deleci porovnat s nékterymi klinickymi parametry. Metodou
FISH s panelem CLL sond byl vySetfen soubor 671 pacientd. Z tohoto souboru bylo 51 pacient
s uréenou deleci 13q vySetfeno metodou arrayCGH (PK 46 pacientu, 4 pacienti KD a u 1 pacient
uzlina). V souboru 671 pacient( byla delece 13q14 uréena u 301 (45 %) pacient(. Z nich bylo vy-
Setfeno metodou arrayCGH 14 pacient(l se solo aberaci 13q14, 11 pacientl se dvéma zménami
a 26 pacientll s komplexnimi zménami. Soubor tvofilo 38 muzl a 13 Zen s medianem véku 62 let
(27 — 86 let). 17 pacientd mélo Binet stadium A, 10 pacientl stadium B, 17 pacientl stadium C
a u 7 pacientd neni stadium uvedeno. 31 pacientd mélo nemutovany status IgVH, mutovany stav
11 a u 9 pacientl nebyl mutaéni status vySetien. Celkem 9 pacient zemrelo. 10 pacientll mélo bi-
alelickou deleci 13914, 8 z nich spole¢né s monoalelickou deleci 13q14. arrayCGH urcila nejmensi
deletovanou oblast o rozsahu 850 kb v oblasti 13q14.2 — 13q14.3, oblast zahrnovala geny MIR15a
a MIR16-1, DLEU1, DLEU2, DLEU7. U jednoho pacienta byla delece 13q zjisténa pouze metodou
arrayCGH v oblasti 13921.1-g21.2 v rozsahu 1,1 Mb. U dvou pacientd byla prokdzana monosomie
13. ArrayCGH analyza souboru 51 CLL pacientt s deleci 13 uréenou metodou FISH potvrdila velkou
heterogenitu v rozsahu delece. Porovnani nalez(i delece s nékterymi sledovanymi parametry jako
mutaéni stav IGVH, klinické stadium, typ 13q delece a vyskytem dalSich chromosomovych zmén,
neprokazalo zatim pfimou souvislost s rozsahem delece, pouze u pacient s komplexnimi zménami
byla pozorovana tendence k vy$§imu vyskytu rozsahlejSich deleci.

Tato prace je podpofena granty: IGA MZ CR NT 13576 a IGA-LF-2014-001.

AKUTNI LEUKEMIE

P47/2646.

Izolovany myeloidni sarkom testis a retroperitonea

Martisova M., Roziakova L., Horvathova D., Mistrik M. (Klinika hematoldgie a transfuzioldgie LF UK,
SZU a UNB, Bratislava — SVK)

WHO klasifikacia z roku 2008 vy¢lenila myeloidny sarkém ako samostatnu entitu myeloidnych neoplazii,
definovanu pritomnostou myeloidnych blastov s/bez maturécie, formujlcich nadorovd masu destruuju-
cu pdévodnu tkanivovu architekturu. Vyskytuje sa v ¢ase diagnézy/relapsu AML, pri transformacii MDS
a progresii MPO. Velmi raritne sa popisuje izolovany MS, charakterizovany absenciou AML, MDS aj MPO
v trepanobioptickom vy$., ktory predchadza vyvoju AML v kostnej dreni. Naj¢astejSou lokalizaciou byvaju
mékkeé tkaniva, kosti, periost a lymfatické uzliny. Prognosticky vyznam MS zostava nejasny — napriek
tomu, Ze extramedularna manifestacia AML byva asociovana s horSou prognézou a kratSim prezivanim,
krivka 5-roéného prezivania s MS dosahuje 20-30%, ¢o je porovnatelné s AML bez EM Sirenia. Pred-
stavujeme kazuistiku 55-ro¢ného pacienta s anamnézou poruchy senzitivity a motoriky PDK a mesiac
trvajuceho nebolestivého zvacSenia pravého testis. Histologizacia tumoru po pravostrannej orchiektémii
potvrdila dg. myeloidného sarkdmu. Hemogram a mikroskopicky dif. leukogram boli v ¢ase dg. fyziologic-
ké, cytologické a trepanobioptické vySetrenie vylucilo infiltraciu KD primarnou aj sekundarnou malignitou.
Na CT brucha bola zachytena retroperitonealna tumor6zna masa Siriaca sa po prednom retroperitoneal-
nom liste po pravy ingvinalny kanal — suponovana identicka malignita (MS). Pri elevacii renalnych para-
metrov, bola USG vys. potvrdena dilatécia pravého dutého systému a obraz hydronefrézy II. — ll. stupnia
v dbsledku externého utlaku ureteru. PoCas Standardnej indukénej CHT (DA 3+7) do$lo k normaliz&cii
renalnych parametrov, s takmer kompletnou regresiou hydronefrézy 8. def po za€ati CHT a vymiznutie
neurologickej symptomatolégie. Tri tyZdne po ukonéeni ICHT bola CT vyS. potvrdena vyrazné regresia
tumoru. Pacient absolvoval 1.konsolidaénu CHT (HD-AraC) s planovanym vyuzitim regeneracie na zber

autolognych kmenovych buniek, stimulacia G-CSF v8ak nebola uspedna (poor mobilizer). Devét tyzdhov
po 1.KCHT doslo k zhorSeniu klinického stavu so vzostupom renalnych markerov, obnovenim utlakovej
symptomatolégie a D72/68 po 1.KCHT bola na CT popisana vyrazna progresia nalezu. Cytolégia a bio-
psia KD boli bez dékazu progresie do AML. Zahajena reindukénd CHT (EMA) mala velmi komplikovany
priebeh, bez dosiahnutia parcialnej remisie. Zvazovana paliativha RAT nebola realizovana. Pacient exito-
val 9 mesiacov po stanoveni dg. bez dokéazanej infiltracie KD neoplaziou zo spektra AML.

P48/2638.

Sérové hladiny cytokinii a adheznich molekul u pacientli s akutni myeloidni leukémii
s normalnim karyotypem

Kupsa T., Vasatovd M., Jebavy L., Zak P, Hordéek J. M. (Katedra véledného vnitiniho Iékarstvi,
Univerzita obrany Brno, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Hradec Kréalové; Ustav klinické biochemie
a diagnostiky, FN, Hradec Kralové; IV. Interni hematologicka klinika, FN a LF UK, Hradec Kralové)

Cil: Zhodnotit sérové koncentrace vybranych cytokin( a adheznich molekul v dobé diagnézy akutni
myeloidni leukémie (AML) a analyzovat zmény souvisejici s cytogenetickymi a molekularné-geneticky-
mi abnormalitami. Metodika: Soubor 51 pacientt s AML byl rozdélen na 2 skupiny zahrnujici pacienty
s normalnim karyotypem (CN-AML, n=24) a cytogenetickou abnormalitou (n=27) v dobé diagnézy. Tyto
skupiny se neliSily vékem (49.8 + 12.3 vs. 55.3 + 13.4 let), stfednim poctem leukocytll (44.8 + 37.9 vs.
21.0 + 25.7 x 1000/uL) ani znamkami zanétu - CRP (34.7 + 37.2 vs. 32.4 + 30.6 mg/L). Dale jsme zhod-
notili rozdily mezi podskupinou s mutovanym NPM 1 (n=5) a podskupinou s mutaci v NPM 1 a FLT3-ITD
pozitivitou (n=8). Ani tyto podskupiny se nelisily vékem, stfednim poctem leukocytti nebo CRP. Hodnotili
jsme sérové hladiny 22 cytokind a adheznich molekul: interleukiny (IL-1A, IL-1B, 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-
-alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y), epidermal growth factor (EGF), monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1), E-selektin, L-selektin, P-selektin, intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell ad-
hesion molecule-1 (VCAM-1). Biomarkery byly méfeny za pouziti biochip array technologie na analyza-
toru Evidence Investigator (Randox). Odchylky s (p) < 0.05 byly povazovany za statisticky signifikantni.
Vysledky: Ve skupiné CN-AML byly vy$si koncentrace E-selektinu (34.49 + 18.23 ug/L vs. 13.98 + 9.11
ug/L; p=0.0002), L-selektinu (2962 + 706 ug/L vs. 2187 + 1060 ug/L; p=0.009) a VCAM-1 (855.34 +
386.02 ug/L vs. 600.73 + 180.79 ug/L; p=0.04) a zaroven pokles hladin IL-7 (3.12 + 1.98 ng/L vs. 5.81
+ 3.66 ng/L; p=0.03) a EGF (7.36 + 7.06 ng/L vs. 21.08 + 23.98 ng/L; p=0.04). Ve skupiné CN-AML se
FLT3-ITD pozitivita pfi mutaci v NPM 1 projevila zvySenim hladin IL-1A (0.66 + 0.16 ng/L vs. 0.20 + 0.27
ng/L; p=0.04), IL-4 (1.69 + 0.89 ng/L vs. 0.34 + 0.54 ng/L; p=0.046), E-selektinu (54.76 + 16.32 ug/L vs.
25.06 + 7.61 ug/L; p=0.01) a P-selektinu (206.21 + 61.44 ug/L vs. 106.72 + 29.28 ug/L; p=0.04).

Zavér: Sérové hladiny IL-1A, IL-4, IL-7, EGF, E-, P-, L-selektinu mohou souviset s cytogenetickymi
a molekularné-genetickymi zménami u AML. K hodnoceni prediktivniho potencialu bude tfeba dal-
Sich studii na vétsim poctu pacientd.

Prace byla podpofena z Projektu specifického vyzkumu ,Analyza vybranych prognostickych marke-
rl u nemocnych s AML” a z projektu RO 1011 (FVZ).

P49/2625.

Moznosti detekce zlomovych mist u prestaveb zahrnujicich gen MLL

Zejskové L., Plachy R., Jancuskova T., Hardekopf D., Stika J., Kosyakova N., Liehr T., Zavielova
A., Zék P, Petecukové V., Novék J., Kozak T., Pekova S. (Praha — CZ, Jena —DE, Hradec Kralové)

Uvod: Gen MLL (mixed lineage leukemia) se nachazi na chromozomu 11 v oblasti 11g23. Pfestavby
genu MLL s rdznymi fuznimi partnery se vyskytuji jak u détskych, tak u dospélych pacientt s akutni
lymfoblastickou leukémii (ALL) i akutni myeloidni leukémii (AML) a patfi mezi prognosticky nepfi-
znivé. Detekce minimalni rezidualni nemoci (MRN) je dllezitym nastrojem pro sledovani lé¢ebné
odpoveédi u pacientl s akutni leukémii (AL) a umoznuje rizikovou stratifikaci pacientl. Exprese MLL
fuznich transkriptl je obvykle nizka a neumozriuje senzitivni sledovani MRN na trovni mRNA. Moz-
nosti je identifikace zlomovych mist a vySetfovani MRN na DNA urovni. V této praci bychom chtéli
prezentovat nase zkuSenosti s mapovanim MLL zlomovych mist.

Metody:Fuzni transkripty MLL/AF6, MLL/AF9, MLL/AF10 a MLL/ELL byly detekovany v zachytu onemoc-
néni u 4 dospélych pacientd s AML a fuzni transkript MLL/AF4 u 1 dospélého pacienta s ALL. Pro identi-
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fikaci zlomového mista jsme pouzili 2 r(izné pfistupy. Prvni zahrnoval long-range PCR z intronG spolu se
sekvenaci ziskanych produktd, u druhého postupu se vyuzila kombinace konvenéni mikrodisekce, sekve-
novani nové generace a long-range PCR spolu s naslednou sekvenaci produkt(l. Ziskané sekvence byly
vyuzity pro navrh pacient-specifické eseje a senzitivni sledovani MRN pomoci kvantitativni real-time PCR.
Vysledky: S pouzitim vySe uvedenych postupl jsme identifikovali zliomova mista prestaveb genu
MLL u 4 pacientl s AML a 1 pacienta s ALL. Prvnim pfistupem jsme na nukleotidové Urovni deteko-
vali zlomova mista MLL/AF6, MLL/AF9 a MLL/ELL, druhym pfistupem jsme ziskali sekvence zlomo-
vych mist MLL/AF10 a MLL/AF4. Diky identifikaci zlomovych mist jsme mohli s vysokou senzitivitou
sledovat MRN pomoci kvantitativni real-time PCR. Dynamika po¢tu reziduélnich bunék korelovala s
klinickym pribéhem onemocnéni.

Zaveér: Prestavby genu MLL mohou byt detekovany rGznymi metodami (napf. inverzni PCR, pan-
handle PCR). Na$e vysledky ukazuji dalsi moznosti identifikace pfestaveb zahrnujicich gen MLL
nezbytnych pro pfipravu pacient-specifické eseje pro senzitivni sledovani MRN u pacientd s AL.

P50/2557.

Incidence infiltrace CNS u akutni lymfoblastické leukémie a korelace vysledkil zobrazovacich
metod CNS, flowcytometrie a cytologie likvoru

Zabranska T., Jungova A., Jindra P, (Plzeri)

Uvod: Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) je maligni onemocnéni charakterizované proliferaci ne-
zralé lymfoidni populace. Incidence onemocnéni je v CR 1,2 pFipad(i/100 000 obyvatel a celk. cca 20
% vSech akutnich leukémii. Infiltrace CNS, byva pfitomna u asi 10% pacient s ALL a je povazovana
za prognosticky nepfiznivy faktor. Diagnéza infiltrace CNS byla dosud primarné definovana nalezem
element v likvoru (CSF), nicméné toto vysetieni je malo citlivé a proto jsou doplfiovana dalsi vySet-
feni, pfedevSim zobrazovaci (CT/MRI) a pfipadné cytoflowmetrické vySetfeni (FACS) CSF.

Cil: porovnani jednotlivych vys. metod postizeni CNS u ALL (CT/MRI vs FACS vs klasicka cytologie)
Soubor pacientd: Provedli jsme retrospektivni analyzu 77 pacientl s ALL konsekutivné diagnostiko-
vanych v letech 2003-2013 u kterych byl alespori nékterou z uvedenych metodik vySetfovana infilt-
race CNS. Pfitomnost infiltrace byla definovan jako pozitivita alespor jedné z uvedenych metodik a
byla zaznamenana u 14 pacient(i (20%). Celkové jsme zaznamenali celkem 20 pozitivnich pfipadd
infiltrace CNS (u 5 pacientl opak. relapsy).

Vysledky: Z celkem 20 pozitivnich zachytl infiltrace CNS u 14 pacientd, bylo u vSech provedeno
FACS CSF spolu s cytologii CSF, CT/MRI bylo provedeno pouze u 16 pfipadui. Cytologie byla pozi-
tivni u 17/20 (85%) s prdmérnym mnozstvim elementd v CSF 1205 elementd/ul (1-4533). U cytolo-
gicky pozitivnich byl vzdy pozitivni i FACS (17/20, 85%), zatimco CT/MRI bylo sou¢asné pozitivni
pouze u 8 z této skupiny (8/17, 47%). Sou¢asna pozitivita véemi metodikami byla u 8/20 (40%). U
5/17 (29%) cytologicky/FACS pozitivnich bylo CT/MRI negativni. Pozitivni CT/MRI pfi sou¢asné
negativité cytologie a FACS bylo u 3/16 pfipadu kde bylo CT/MRI provadéno (19%).

Median PFS a OS u CNS pozitivnich byl 6 mésict (4-18), respektive 17 més.(1-28). U CNS nega-
tivnich byl PFS 13 més.(3-118, p=0.05) a OS 20 més.(1-118, p=0.15).

Zavér: Na§ maly soubor potvrzuje obtiZznost jednozna¢ného stanoveni infiltrace CNS a doklada
vhodnost sou¢asného ovéreni vice metodikami. Nejcitlivéjsi zistava kombinace cytologie a FACS
analyzy, nicméné i zobrazovaci metody pfispivaji k vyssi citlivosti. Byl zaznamenan trend k horSimu
preziti u pacientl s infiltraci CNS.

P51/2534.

CD22 jako cil pro specifickou eliminaci leukemickych blastti ve studii IntReALL

Kanderova V., Kuzilkova D., Hrusék O., Mejstfikova E. (Klinika détské hematologie a onkologie, 2. LF
UK a FN Motol, CLIP-Cytometrie, Praha)

CD22, znak B-bunék, je vyuzivan jako cil pro specifickou terapii humanizovanou anti-CD22 mono-
klonalni protilatkou epratuzumabem. Byl prokazan klinicky efekt jak u autoimunitnich onemocnéni
(napft. SLE), tak i nékterych malignit, napt. B-NHL. V sou¢asné dobé je planovana studie pro relapsy
BCP ALL, kde se planuje zapojeni epratuzumabu v postindukéni fazi [é€by. Pfesny mechanismus
ucinku epratuzumabu a vliv chemoterapie na expresi molekuly CD22 na leukemickych blastech vSak
zatim popsany nejsou. V pilotnich experimentech jsme uréenim viability a méfenim absolutnich poétl
zivych bunék v kultufe identifikovali rezistentni leukemickeé linie (n=3) a linie, které vykazuji ¢aste¢nou

rezistenci na pusobeni epratuzumabu (n=2). Pro dal$i experimenty jsme zvolili B-lymfocyty izolova-

né z periferni krve zdravych darct (n=3), kde epratuzumab vyznamné snizoval pocet zivych bunék
(p<0.05). Protoze molekula CD22 vykazuje rychly ,turnover na bunééném povrchu, testovali jsme
i zavislost exprese CD22 na teploté, pfi které je vzorek protilatkou znac¢en (37, 25 a 4°C). Snizujici
se teplota vyrazné snizovala expresi CD22 (nebo afinitu pouzitych protilatek — epratuzumabu a klonu
S-HCL-1) (n=3). Déle jsme testovali kompetici obou klon{i o epitopy na molekule CD22. Zjistili jsme,
Ze se oba klony vzajemné zcela neblokuji, vazba epratuzumabu je ale ¢aste¢né snizena. Expresi
CD22 na leukemickych burikach je tedy nutné méfit nezavisle obéma klony protilatek (epratuzumab
a SHCL-1) pfi pokojové teploté. Pro pfesnou Ié€ebnou davku epratuzumabu je déle nutné expresi
CD22 kvantifikovat. Otestovali jsme nékolik kvantifikaénich postupt: méfeni PE Quantibrite beads,
CST beads a porovnani s nemaligni kontrolni populaci (zdravé B-lymfocyty). Z pribéznych dat se zda
byt optiméalnim vyuziti zdravé kontrolni populace, exprese CD22 na zralych B-burikéch je srovnatelna
mezi jednotlivci (n=11). Exprese CD22 pfi diagnéze BCP ALL je detekovatelna u vétsiny pacientl (>
98%), vzacné vyjimky tvofi néktefi pacienti s proB ALL. Buné¢nou signalizaci mediovanou epratu-
zumabem sledujeme pomoci tzv. single cell fosfo analyzy v ¢asovych bodech 0.5—15min po vazbé
epratuzumabu na CD22.V pozdéjSich ¢asovych bodech (15-30min) dochazi k internalizaci CD22 do
nitrobunéénych kompartmentd (méfeno konfokalni mikroskopii). Efekt epratuzumabu na expresi mo-
lekuly CD22 na leukemickych burikach a signalizaéni mechanismy jim spusténé jsou velmi dllezitou
soucasti hodnoceni ucinku cileného léiva. FP7 IntreALL, IGA NT13462, GAUK596912.

TRANSFUZNi PROBLEMATIKA

P53/2649. .
Granulocytaferéza s pouzitim Voluven : Co dalej v Slovenskej Republike?
Choudhury S., Samcova G., Svitekova K. (Ndrodna Transfuzna SluZba , Bratislava-RuZinov — SVK)

Uvod: Poster porovnava dva hydroxyetyl$krobové roztoky s priemernou molekulovou hmotnos-
tou 200000 Da (HAES-steril 10%) a 130 000 Da (Voluven 10%) pri produktivnej garanulocyta-
feréze so separatérom Cobe Spectra u darcov stimulovanych Filgrastimom 480 g s.c. Hydroxy-
ethylSkroby sa reverzibilne viazu po€as granulocytaferézy a ich molekulova hmotnost vyjadrena
v daltonoch ma vplyv na vyslednu vytaznost granulocytov. Dévodom pouzitia hydroxyethylSkrobu
s niz8ou molekulovou hmotnostou bola skuto€nost, Ze dodavatelska firma stiahla z trhu roztoky
s vy$Sou molekulovou hmotnostou. Metodika — Porovnavali sme vytaznost poc¢tu granulocytov
v TU z 26 granulocytaferéz za obdobie 0d02.07.2012 do 28.02.2013 s pouzitim HAES — Steril
10% a vytaznost 36 granulocytaferéz za obdobie 11.4.2014 do 28.02.2014 s pouzitim Voluven
10%). Porovnali sme iba granulocytaferézy, pri ktorych bol pouzity Filgrastim ako rastovy faktor.
Vysledky: Priemernéa vytaznost pri hydroxyethylSkrobovych roztokoch s 200 000 daltonovou mo-
lekulovou hmotnostou bola 3,27 x1010/ TU a pri pri hydroxyethylSkrobovych roztokoch s 130 000
daltonovou molekulovou hmotnostou bolo 2,41x1010/TU. Zo v$etkych produktov s pouzitim Volu-
ven 10% az 91,67 % produktov spinalo eurdpske odporiéanie pre minimalne mnozstvo granulo-
cytov t.j. 1 x 1010/ TU (3x za 36 granulocyztaferéz nedosiahli minimalne mnozstvo). Komplikacie
a vedlajSie ucinky pocas granulocytaferézy sa u darcov vyznamne nelisili.

Zaver: Granulocytové koncentraty z aferézy maju svoje miesto pri indikovanych pripadoch pri lokali-
zovanych zépaloch pri neutropénii. Predpokladana nizsia vytaznost pri pouziti 130 000 daltonovych
hydroxyethylSkrobovych roztokov sme upozornili aj kliniky pri objednavke granulocytaferézy. Viaceré
analyzy z minulosti ukazali, Zze uspesnost transfuzie granulocytov mohla suvisiet s mnozstvom se-
parovanych granulocytov v produkte. Pri nizSich vytaznostiach po pouZiti hydroxyletylSkrobovych
roztokov s molekulovou hmotnostou 130 000 daltonov sa pri granulocytaferéze otvaraju otazky pre
vSetkych zucastnenych o transfizii granulocytov. Zaroven sa vyskytuju aj etické otazky v suvislosti
so stimulaciou zdravych darcov pred granulocytaferézou, nakolko slovenské smernice umoziuju
stimulacie zdravych darcov pred produktivnou granulocytaferézou v indikovanych pripadoch.
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P54/2561.

Zmény komplementu a rheologickych faktorii po rheoferéze.

Bléaha M., Drsata J., Andrys C., Lanska M., Langrova H. (4. interni hematologické klinika, LF UK
a FN, Hradec Kralové)

Uvod: Nas pracovni tym se dlouhodobé zabyvéa Ié&bou pomoci rheoterapie. Jejim efektem je sni-
zeni viskozity plazmy a krve; vznikaji také pfiznivé zmény cytokind a odheznich molekul, zvy$ena
produkce NO endotelem i zlepSeni deformability erytrocytll. Nalezli jsme pozitivni vliv rheoferézy
(RHF) na pacienty s dyslipoproteinemii, poruchami prokrveni perifernich cév, o€nimi chorobami
a akutni ztratou sluchu. V poslednich 10 letech vSak vySla fada praci, které se zabyvaji Ulohou
komplementu pfi poruchach mikrocirkulace. Pokud jde ale o zmény slozek komplementu po RHF
— podrobné Udaje v literatufe dosud chybi. Uéelem této préace bylo zjistit, jak RHF ovliviiuje slozky
komplementu a zékladni reologické ukazatele.

Pacienti a metody: R. 2012—2013 jsme |é¢ili RHF 32 nemocnych, a to 16 pacientt s vékem podmi-
nénou degeneraci sitnice (AMD) — 10 muz( a 6 Zen v prdmérném véku 69,7 + 6,06 let ( 62 — 87)
a 16 pacientl s akutni ztratou sluchu —11 muzui a 5 zen ve véku 56,4 + 11,5 let (34 — 73). Nase
modifikace 1é¢by RHF: adaptace dvojité plazmaferézy (double plasma filtration) — plazma se zis-
kava pfi nasi modifikaci nikoliv filtraci, ale centrifugaci. Aktivita komplementového systému byla
analyzovana ELISA technikou. Faktor H byl stanoven pomoci jednoduché radialni imunodifuze.
Vysledky: Byly hodnoceny parové vzorky, odebrané vzdy pfed a po RHF, zmérené dvakrat. Po
RHF doslo k stastisticky vyznamnému poklesu u vSech tfi klasickych cest aktivace komplementu
(p<0,0001). Poklesla i aktivita slozky H komplementu (p<0,0001).

Zaver: Rheoferéza vede k poklesu aktivity sledovanych slozek komplementu. Zjisténé vysledky
maji v souc€asnosti jiz nejen vyzkumny, ale i prakticky klinicky vyznam, protoze jsou jiz vyvijeny
Iéky pro obnoveni rovnovahy v aktivité slozek komplementu — vysledky jsou vyuzitelné pfi hledani
lé€ebnych kombinaci k ustaveni vyhodnéjsi rovnovahy slozek komplementu. Jde o novy pfistup
k prevenci a 1é€bé uvedenych poruch v mikrocirkulaci.

PODEKOVANI: Prace byla podporovéna granty MZ CR Prvouk P37-4, 12 a IGA NT/14037-3,
NT/12287-5, NT/13475-4.

P55/2537.

DMT1-mutant erythrocytes have shortened life span, accelerated glycolysis and increased
oxidative stress

Zidova Z., Koralkova P, Mojzikova R., Kapralova K., Dolezal D., Divoky V., Horvathova M.
(Department of Biology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc)

Mutations in divalent metal transporter 1 (DMT1) are associated with moderate to severe hypochromic
microcytic anemia in human patients and a mouse model — mk/mk mice. We have previously reported
that DMT1 deficiency leads to an impaired erythroid differentiation hallmarked by accumulation of
immature forms of erythroblast, increased apoptosis of erythroid precursors and suppression of colo-
ny-forming capacity of erythroid progenitors that can be corrected by the addition of iron saturated che-
late Fe-SIH. In our following studies we focused on mature erythrocytes. We observed an accelerated
clearance of fluorescently labeled mk/mk red blood cells (RBC) from circulating blood when compared
to wt RBC, which indicates increased destruction of DMT1-mutant erythrocytes in vivo. It is known,
that mature RBC retain the ability to undergo stress-induced death (eryptosis). This process may be
triggered by iron deficiency. To determine the involvement of eryptosis in mk/mk RBC clearance, RBC
were exposed to different stress conditions in vitro. A significantly increased number of Annexin V-
-positive RBC was detected for mk/mk RBC when compared to wt RBC after 5 and 7 hour exposure
to hyperosmotic shock and glucose depletion, respectively. These results indicate shortened life span
of DMT1-mutant erythrocytes and their reduced ability to cope with the stress. To unravel the possible
underlying mechanisms we focus on two processes important for RBC survival; anti-oxidative defense
and anaerobic glycolysis. We observed 1.5 to 2-fold higher activity of glutathione peroxidase, catalase
and methemoglobin reductase and elevated levels of methemoglobin in mk/mk RBC in comparison
to wt RBC, indicating increased oxidative stress in mk/mk RBC. Increased activity of hexokinase (2.5
times) and pyruvatkinase (2.4 times) together with reduced ratio of ATP/ADP in mk/mk mice compared
with wt mice (from 2.89+0.56 pmol/L to 1.71+0.49 pmol/L) shows enhanced demand for glycolytically

derived ATP to maintain the stability of RBC membrane in mk/mk mice. Our analyzes suggest that
DMT1 deficiency negatively affects metabolism and life span of mature erythrocytes; two other aspects
of defective erythropoiesis contributing to the pathophysiology of the disease.

Grant support: Czech Grant Agency, grant No. P305/11/1745; Ministry of Health Czech Republic
Grant No. NT13587 and Internal Grant of Palacky University Olomouc (LF_2014_011).

P56/2577.

Bifazické koagulaéni kiivky u aPTT v diagnostice riznych typt inhibitord

Janek D., Slavik L., Ulehlova J., Kréové V., Pospisilové D., Prochdzkova J., Hlugi A.

(Nemocnice, Karvina-Réj; Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc; Détska klinika, FN, Olomouc)

Jednou z vyhod pouziti optickych koagulometrd je moznost vizualizace pribéhu koagulaéni reakce.
Krivky optické propustnosti vzorkd zobrazuji pribéh koagulacni reakce, zejména zacatek, rychlost
a konec tvorby srazeniny. Analyza atypickych kfivek (waveform analysis) poskytuje dalsi pfidatné
informace o hemokoagulaénim procesu u konkrétniho pacienta. Atypicky bifazicky prabéh primarni
kfivky aPTT testu (BPW — biphasic transmitance waveform) se dle literarnich zdrojd v minulosti
mohl pouzit jako dobry prediktor disseminované intravaskularni koagulace. Posledni generace ko-
agulometr(l navic disponuje detekci vzniku koagula pomoci prvni a druhé derivace méreni optické
propustnosti vzorkl. V naSem kazuistickém sdéleni bychom chtéli demonstrovat vyuziti této funkce
na atypickych kfivkach pro detekci inhibitoru u pacientd s hemofilii A, s inhibitory charakteru lupus
antikoagulans, pacientd s von Wilebrandovou chorobou a pacientl s deficitem f. XII.

Zavér: Nové softwarové moznosti koagulometrl vyuzivajici kombinace . a Il. derivace koagulaénich
kfivek mohou pfi vhodném nastaveni pfistroje 1) upozornit na atypicky pribéh detekce 2) umoznit
analyzu atypickych vzork( na pfitomnost defektu 3) zachytit vy$Si procento koagulacnich poruch.

POUZE K PUBLIKACI

2574.

Eosinofilie u polymorbidniho pacienta pfedchazela klinické projevy alergie o 18 tydni
Cerna M., Repovsky S., Chrastecky C. (Hematologicko-Transfuzni oddéleni a Interni oddélent,
Stredomoravska nemocnicni a.s., Nemocnice Prerov o.z.)

Pacient s anamnézou revmatoidni artritis na Salazopyrinu a ICHS arytmické formy s ablaci a
implantaci PM v 2009 prodé&lal v 3/10 masivni spontanni embolii plicni se zdrojem HZT v. poplitea
I.sin. Byl warfarinizovan do 3/12 s pfevodem na ASA, antikoagulaéni Ié¢ba byla warfarinem muse-
la byt opakované preruSena s pfevedenim na Fraxiparine inj. pro recidivujici tézké hematurie pfi
nefrolithiasis, ktera bohuzel neni k chirurgickému feseni.V 3/13 byla diagnostikovana recidiva em-
bolie plicni a pacient byl Ié¢en terapeutickou davkou LMWH. Od prvnich kontrol KO od 4.4.2013
dochazi postupné k progresi eosinofilie s hodnotami az 4,08 x10 na 9/l v 8/13. Byl komplexné
vySetfen v€etné CT bficha, medistina a plic ¢i vySetfeni na parazity s negativnimi nélezy. Koncem
8/13 se zacaly u pacienta objevovat svédivé zarudnuti po aplikacich Fraxiparine inj. Po pfevedeni
na Clexane inj. rychle vymizely tyto potize a doslo také regrese eosinofilie do normalnich hodnot.
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