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PREZIDENTSKE SYMPOZIUM

2791.
TTP — urgentni diagnosticky a Ié¢ebny problém
Indrak K., HIusi A. (HOK, FNOL a LF UP, Olomouc)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2807.
Autoimunitni hemolytické anemie v roce 2015
Cermak J., Pisacka M. (UHKT, Praha)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2817.
Moderni diagnostika a Ié¢ba ITP
Cervinek L. (IHOK, Brno)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2731.
Vysetreni kinetiky trombocytll — vyuziti v klinické praxi, vlastni zkuSenosti
Hlusi A., Papajik T. (Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UR, Olomouc)

Uvod: sledovani kinetiky trombocytil u pacientil s trombocytopenii patfi mezi méné &asta vyset-
feni, metoda neni pro rfadu pracovist bézné dostupna. Existuji dva zakladni pfistupy v provedeni
trombocytarnich kinetickych studii: vyuziti radioaktivné znacenych (1111In a 51Cr) autolognich nebo
alogennich trombocytl. V praci analyzujeme vysledky a pfinos vySetfeni pfezivani Tr v souboru
pacientll sledovanych na nasem pracovisti. Metoda: retrospektivni analyza 66 pripadu pacient( vy-
Setfenych ve FN Olomouc. K vySetfeni trombocytarni kinetiky byly pouzity 51Cr zna¢ené alogenni
trombocyty ziskané z buffy-coatu od dvou darcd. Pfi vlastnim vySetfeni jsou ex vivo radionuklidem
oznacené Tr reinfundovany pacientovi do obéhu. Nasledné pfi subsekventnim scintigrafickém ske-
novani je vypocitana doba prezivani Tr a je identifikovano misto jejich destrukce. Charakteristika
souboru: vySetfeno bylo 66 pacientl s trombocytopenii, 32 zen, 34 muzl s medianem véku 50 let
(6-82). Ve 33 pripadech Slo i primarni ITP (akutni 4, perzistentni 7, chronicka 22), v 15 pfipadech
o sekundarni ITP (asociovana s lymfoproliferaci nebo revmatickym onemocnénim). U 18 pacientl
bylo vySetfeni indikovano v ramci dif. diagnostiky nejasné trombocytopenie. Vysledky: Z celkového
poctu pacientl bylo zkracené prezivani krevnich desti¢ek prokazano u 45 (68%), vyrazné zkracené
prezivani Tr pod 1 den bylo zjisténo u 31 pfipadl (47%). Analyza vysledk( skupiny pacient( s prim.
ITP prokazala zkracené prezivani Tr u vSech pfipadd. Typ sekvestrace Tr byl v 67% Cisté splenicky,
v 21% predominantné splenicky, v 6% smiSeny a v 6% hepatalni. Splenektomii podstoupilo 11
pacientl. U 4 pacientd vysledek vySetieni ved| k rozhodnuti o neprovedeni SE. VSichni splenekto-
movani s Cisté splenickym typem sekvestrace dosahli trvalé CR. V podskupiné s ITP bylo pfezivani
vyznamné zkraceno u 10 pacientd, vysledek vySetieni vedl k indikaci SE u 3 pfipadu. Ve tfeti pod-
skupiné pacientd s nejasnou trombocytopenii bylo zkracené prezivani potvrzeno v 6 pfipadech.
Zavér: Vysledek vySetfeni mize pomoci zpfesnit a zefektivnit diagnosticko-terapeuticky proces. Dle
nasich zkuSenosti je provedeni trombocytarni kinetické studie pfinosné zejména pro dif. dg. nejasné
trombocytopenie a jako dopliujici instrument pro predikci Uspésnosti SE v pfipadech s Cisté nebo
predominantné splenickou sekvestraci Tr. VySetfeni pfezivani trombocytd nepatfi mezi standardni,
bézné dostupné metody. Rutinni vySetfovani neni dle platnych guidelines doporu¢ovano.

WIEDERMANNOVA PREDNASKA

2809.
Current concepts in the treatment of MDS
E. Hellstrém-Lindberg (Dept. of Hematology, Karolinska University Hospital, Stockholm — Sweden)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan
MDS/AA

2806.

Soucasné poznatky o epidemiologii, incidenci a diagnostice MDS
Cermék J. (UHKT, Praha)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2788.

Cytogenetika a molekularni cytogenetika MDS

Jarosova M. (Hemato-onkologicka klinika, LF UP a FN, Olomouc)
Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2814.

Novinky v patogenezi MDS - mutaéni analyza

Stopka T. (1. LF UK a VFN, Praha)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

MDS/AA/PNH

2812.
5q- syndrom
Neuwirtova R. (1. interni klinika, VFN, Praha)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2841.

Recent developments in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
Kulasekararaj A. (King”s College Hospital, London — UK)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2786.

Aplastické anémie - sou¢asné poznatky

Stary J. (Klinika détské hematologie a onkologie, 2. LF UK a FN Motol, Praha)
Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2720.

Chronicka myelomonocytarni leukemie - nové pohledy na patogenezi a cilenou Ié¢bu

Rohori P (HOK, FN, Olomouc)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan
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2672.
Myelodysplasticky syndrém - prehlad diagnostiky a lieCby
Rohori P. (Hematoonkologicka klinika, FN a LF UP, Olomouc)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) zahfnia skupinu klonalnych ochoreni krvotvornej kmerovej bun-
ky charakterizovanych zvy¢ajne periférnou (pan)cytopéniou, dysplastickymi zmenami prekurzoro-
vov v kostnej dreni a zvySenym rizikom prechodu do akutnej leukémie. Diagnostika MDS je zalozena
predovsetkym na kombindacii laboratérnych vysetreni (morfoldgia, cytogenetika, prietokova cytome-
tria, trepanobiopsia, ...). V lie€be MDS boli pouzivané hlavne dve zakladné modality: podporna lie¢-
ba (prevazna ¢ast pacientov) a alogénna transplantacia krvotvornych kmenovych buniek (mladsi
pacienti). V su¢asnosti sa terapeutické moznosti pre pacientov s MDS rozsirili - pouzivaju sa nové
lieky (hypometylaéné latky, imunomodulancia, nové chelatory), ktoré dokazu priaznivo ovplyvnit
prirodzeny priebeh choroby.

2743.

Péce o dutinu ustni v onkologické léché

Vokurka S., Starosta M. (Fakultni nemocnice, Hematologicko-onkologické oddéleni, Plzer; Dialog
Jessenius o.p.s., Praha)

Dutina ustni pfedstavuje oblast, které je u onkologickych a hemato-onkologickych pacientd nutno
vénovat zvySenou pozornost. Zasadni je vzajemna spoluprace pacienta a zdravotnik(, ¢asto napfi¢
spektrem obord. Postizeni dutiny Ustni zahrnuji poSkozeni zplisobené chemoterapii, radioterapii,
modernimi Iéky biologické Iécby, ale také reakci Stépu proti hostiteli (GVHD) po alogenni transplan-
taci krvetvornych bunék, infekce, osteonekrézu celisti, tumory a jiné. Mukozitida dutiny Ustni po
chemoterapii nebo radioterapii je zdsadnim tématem. Postihuje mnohé pacienty a zdsadné kompli-
kuje priibéh jejich 1é¢by. V moznostech prevence a lé¢by je vhodné védét o vyznamu péce stomato-
loga a/nebo zubniho hygienisty, dodrzovat opatfeni, kterd snizuji riziko poSkozeni sliznice stravou,
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uplatriovat zasady hygieny chrupu a slizni dutiny Ustni s vyuzivanim vhodnych pfipravkd, chladit

dutinu ustni pfi kratké i.v. infuzi alkeranu a fluorouracilu, lokalné aplikovat kortikoidy do mista aft6z-

nich defektd obzvlasté po IéEbé mTOR inhibotry (everolimus), zajistit mirnéni bolesti a nutriéni pfi-
jem. Dialog Jessenius je obecné prospésna spole¢nost plisobici od roku 2009 s cilem rozsifit infor-
movanost Siroké vefejnosti o zavaznych, pfedevsim onkologickych onemocnénich, o moznostech
prevence a péce. Projekty jsou zaméfeny na informaéni kampané, edukacéni brozury a seminare pro
verejnost, pacienty, mladez a zdravotniky. Jednou z oblasti zajmu je také problematika péce o dutinu
ustni, kde realizace edukacénich seminafu a prednasek je doplnéna také vydanim skript pro zdravot-
niky a brozurou pro onkologické pacienty. Skripta jsou uréena pro zdravotni sestry, asistentky
a oSetrovatelky pfedevSim v oboru onkologie, hematoonkologie, stomatologie a dentalni hygieny.
V Uvodu seznamuiji se zéklady anatomie a mikrobiologie dutiny Ustni a s postupem klinického vyset-
feni. Dominantni ¢asti je problematika postizeni dutiny ustni po chemoterapii a radioterapii s uvede-
nim podstaty problému, jeho klinickym obrazem a souvislostmi, s moznostmi prevence, lécby
a o8etfovani. Uvedena jsou také dalSi vyznamna postizeni dutiny Ustni, jako jsou infekce, reakce
Stépu proti hostiteli (GVHD) a osteonekréza celisti.

2666.
Problematické aspekty pfi komunikaci sestra - pacient
Hutakova B. (FN, Interni hematologicka a onkologicka klinika, Brno)

Non-compliance neochota spolupracovat, nevyhovéni, nedodrzeni Ié¢ebného rezimu. Radime sem
situace, kdy pacient je neochotny spolupracovat se zdravotnickymi pracovniky, nefidi se jejich poky-
ny, nedodrzuje pohybovy ani |é€ebny rezim nebo jasné odmita l1é¢bu. Non-compliance predstavuje
zavazny terapeuticky problém. Pomoci tfi kratkych kazuistik jsme se pokusili objektivizovat miru
oSetfovatelské nespoluprace u pacientl rliznych vékovych skupin a riznych diagnéz. Prvni kazu-
istika se tyka mladého muze, ktery byl hospitalizovan jeden mésic, druha kazuistika se tyka ado-
lescenta, ktery byl hospitalizovan opakované a tfeti kazuistika se tykd muze stfedniho véku, ktery
je hospitalizovan doposud bez prestavky a to jiz 9 mésicl. Tyto kazuistiky potvrzuji, ze dlouhodoba
nespoluprace muze vést k psychosomatickym problémdm, jak u pacienta, tak u zdravotnického per-
sonalu.

2699.

Vliv socialni opory na strach a tizkost ze smrti u seniorll

Vévoda J., Vévodové S. (Ustav spoledenskych a humanitnich véd, Fakulta zdravotnickych véd,
Univerzita Palackého, Olomouc)

Prodluzovani stfedni délky Zivota je jednim z faktord ovliviiujicich v Ceské republice nepfiznivé
demografické zmény. V pfistich nékolika desetiletich budou narlstat pocty seniord. Rapidni starnuti
populace by mélo byt nasledovano nezbytnymi reakcemi zdravotnickych a socialnich sluzeb. Tento
stav je jednim z dlvodu, pro¢ se u seniorl zabyvat socialni oporou a jejimu vlivu na miru strachu
ze smrti a miru Uzkosti. Pro zachovani dUstojnych poslednich chvil Zivota je dulezité zmapovat a re-
spektovat potreby, jez pokladaji seniofi v za dllezitéjsi. K pochopeni vzajemnych vztah( socialni
opory, miry uzkosti, miry strachu ze smrti a k identifikaci potfeb umirajicich by zvolen kvantitativni
vyzkum. Pouzity byly standardizované dotazniky: a) dotaznik socialni opory PSSS (Perceived Social
Support Scale) J. A. Blumenthala, b) Beck(lv inventar Uzkosti a c) $kala Collet-Lester Fear of Death
Scale (FODS) zjistujici miru strachu ze smrti. Dale byl pouzit dotaznik vlastni konstrukce zjistujici
potieby na konci Zivota vychazejici z potfeb umirajicich podle Haskovcové (2007). Zkoumany sou-
bor tvofilo 106 muzd a 102 Zen — senior(i/seniorek, zijicich v domacim prostredi na izemi Olomouc-
kého kraje, ochotnych a schopnych vyplnit dotazniky. Vékové rozpéti respondentli bylo mezi 65 a 86
lety. Z prdmérnych hodnot zji§ténych dotaznikem FODS (muzi 38,4 a zeny 42,2) vyplyva, ze vétsi
strach ze smrti maji Zeny. U Zzen byla naopak zji§téna niz§i mira Gzkosti nez u muzd. Tyto rozdily
jsou statisticky vyznamné. Z vysledku dale vyplynulo, Ze existuje signifikantni negativni korelace
mezi mirou socidlni opory a mirou Uzkosti a mirou strachu ze smrti. Se vzrastajici mirou socialni
opory klesa mira Uzkosti a strachu ze smrti. Za nejdilezitéjsi potfeby na konci Zivota seniofi oznadili
potfebu zemfit v klidu a dustojné, potfebu nezlstat v poslednich chvilich sam a potfebu podilet se
na rozhodnutich tykajicich se jejich péce. Jako nejméné dulezitou potfebu z nabizenych vnimaji

respondenti potfebu hovofit o smyslu Zivota a vyslovit obavy ze smrti, z umirani. Vysledky vyzkumu
ukazaly, Ze socialni opora je pro tuto skupinu absolutni nezbytnosti, coz dokresluje jedna ze zjis-

ténych nejdulezitéjSich potfeb seniorl - nezlstat sam. Zjisténi vyzkumu, pfestoZe jej nelze vnimat

jako plné reprezentativni, spolu se zhorSujici se demografickou situaci, by mély pfimét politické

aktéry ke zvySeni pozornosti vztahujici se k otdzkam podpory sociélni opory a jejimu poskytovani
na laické i profesionalni drovni.
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2693.

Signaling downstream of CALR and JAK2V617F - implications for disease development
Kralovics R. (Research Center for Molecular Medicine of the Austrian Academy of Sciences,
Vienna — Austria)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2714,

Inflammatory response of polycythemia vera hematopoietic progenitors differentiated from
patient-specific induced pluripotent stem cells

Stetka J., Luzna P, Lanikova L., Bartek J., Divoky V. (Department of Biology, Faculty of Medicine
and Dentistry Palacky University, Olomouc — CZ; Department of Histology and Embryology,
Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc — CZ; Laboratory of Cell and
Developmental Biology, Institute of Molecular Genetics of the ASCR Praha — CZ; Danish Cancer
Society Research Center, DK-2100, Copenhagen — Denmark)

Clinical observations recognize chronic inflammation as a component of development and progre-
ssion of JAK2 V617F mutation-positive polycythemia vera (PV). We used induced pluripotent stem
cell (iPSC) clones with distinct JAK2 genotypes derived from PV patient and immunohistochemistry
staining (IHC) of patients” bone marrow (BM) to determine the hierarchy of inflammatory signature
activation. PV iPSC clones (obtained from JT Prchal, Salt Lake City, UT; ) were re-differentiated into
CD34+ progenitors, analysed for intrinsic expression of inflammatory cytokines and for their inflam-
matory response to various genotoxic stimuli. We observed significant up-regulation of IFNg in JAK2
V617F-positive cells compared to wt cells, where its expression shifted from low level expressed
gene to highly expressed gene during differentiation. Although IFNg is a strong inducer of CXCL10
and CXCL9, we have not seen significant up-regulation of their expression, due to regular media
exchange or limited amount of cells in the culture, not allowing to reach sufficient IFNg threshold
concentration. We supplemented IFNg to a media to turn on the IFNg-mediated transcription. As our
IHC in BM of PV patients indicated that fibrotic tissue produces increased amount of TNFa, we also
tested the effect of IFNg in combination with TNFa on the induction of expression of pro-fibrogenic
chemokines. We observed a huge up-regulation of CXCL10 and CXCL9 in JAK2 V617F-positive
cells in the presence of IFNg and TNFa compared to wt cells. Combination of IFNg and TNFa inc-
reased expression of their own genes as well, to a significantly higher extent in JAK2 V617F-positive
cells in comparison to wt cells. Our previous studies of pre-leukemia mouse model showed that DNA
damage response (DDR) selectively activates inflammatory signature of oncogene-positive pre-leu-
kemia cells. We analysed inflammatory cytokine gene expression of JAK2 V617F progenitors after
X-ray irradiation. Our analysis revealed minor up-regulation of studied chemokines suggesting their
over-expression does not solely depend on robust DNA damage. On the other hand, inflammatory
factors reinforce DDR signalling threshold in JAK2 V617F progenitors. Our data suggest that V617F
activates inflammatory signature intrinsically in PV progenitors and upon cooperation with other
inflammatory factors released by stroma cells, the progenitors gradually progress from proliferative
to pro-fibrotic state. Support: Czech Science Foundation 14-10687P.



2749.

Oxidative Stress and Increased Destruction of Red Blood Cells Contribute to the
Pathophysiology of Anemia Caused by DMT1 Deficiency

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

Mutations inactivating divalent metal transporter 1 (DMT1) cause moderate to severe hypochromic
microcytic anemia in human patients and two rodent models. We have previously shown that DMT1
deficiency impairs erythroid differentiation, induces apoptosis of erythroid precursors and causes
the suppression of colony-forming capacity of erythroid progenitors. In further studies we analyzed
metabolic processes and survival of erythrocytes (RBC) in order to address potential involvement of
erythrocyte defect in the pathophysiology of the disease. It is known that nutritional iron deficiency
and certain types of congenital hypochromic anemia are associated with increased levels of reactive
oxygen species (ROS) and shortened life span of RBC that can be partially attributed to a program-
med cell death of RBC, so called eryptosis. We observed an accelerated clearance of DMT1-mutant
RBC from circulating blood in vivo when compared to wt RBC. In vitro, DMT1-mutant RBC showed
significantly increased Annexin V binding after exposure to hyperosmotic shock and glucose deple-
tion. These results confirmed increased phosphatidylserine exposure on the membrane of DMT1-
-mutant erythrocytes and their enhanced susceptibility to stress. Using flow cytometry we detected
significantly elevated intracellular Ca2+ content in DMT1-mutant RBC when compared to wt RBC,
which is consistent with the assumption that eryptosis is triggered via activation of Ca2+ cation cha-
nnels. In addition, DMT1-mutant RBC had higher levels of ROS than wt RBC despite significantly
increased activity of anti-oxidative defense enzymes. This indicates that exaggerated anti-oxidative
defense in DMT1-mutant RBC is not sufficient to eliminate ROS effectively. The contributing factor,
causing ROS generation that exceeds anti-oxidant capacity of the DMT1-mutant erythrocyte defen-
se system, is likely tissue hypoxia, as documented by increased expression of HIF-targets (hypoxia
signature genes) in the DMT1-mutant reticulocytes. Furthermore, accelerated anaerobic glycolysis
and reduced ATP/ADP ratio detected in DMT1-mutant RBC indicate enhanced demand for ATP to
maintain erythrocyte membrane stability. In conclusion we propose that increased oxidative stress
and accelerated destruction of RBC contribute to the pathophysiology of anemia caused by DMT1-
-deficiency. Grant support: Czech Grant Agency, 15-13732S; Ministry of Health Czech Repubilic,
NT13587; Internal Grant of Palacky University Olomouc, IGA_LF_2015_015.

2758.

Rare forms of congenital anemias in the Czech and Slovak populations: Advances in the
diagnosis of red blood cell enzymopathies

Koralkové P, Mojzikova R., Pospiilové D., Divoka M., Cermak J., Indrék K., Sukové M., Timr P,
StrieZzencova Laluhova Z., van Wijk R., Divoky V. (Department of Biology, Faculty of Medicine and
Dentistry Palacky University, Olomouc — CZ; Department of Pediatrics, University Hospital and
Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc — CZ; Department of Hemato-
Oncology, University Hospital and Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc
— CZ; Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague — CZ; Department of Pediatric
Hematology and Oncology of University Hospital Motol, Prague — CZ; Pediatric Department of
Hospital, Ceské Budéjovice — CZ; Children’s Faculty Hospital with Policlinic, Bratislava — SK;
Department of Clinical Chemistry and Hematology, University Medical Center, Utrecht — The
Netherlands)

Red blood cell (RBC) enzymopathies are rare genetic disorders associated with chronic nonsphe-
rocytic hemolytic anemias (HNSHA). The most common enzyme defects are glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) and pyruvate kinase (PK) deficiencies. Both disorders have been found to
be the most frequent erythroenzymopathies in the Czech and Slovak populations as well. In general,
RBC enzymopathies are not characterized by specific abnormalities in RBC morphology. Affected
individuals exhibit only common signs of hemolytic anemia (HA). Thus, routinely used hematology
methods are unable to point out a particular enzyme defect and RBC enzymopathies are considered
a “diagnosis of exclusion”. In 2010, the direct enzyme activity assays have been established in our
laboratory. They allow determination of specific activity of twelve RBC enzymes whose malfunction

or deficiency leads to HNSHA. These standardized spectrophotometric enzyme assays together
with conventional Sanger sequencing have become an essential diagnostic tool for laboratory dia-
gnosis of RBC enzymopathies. Identification of a causative mutation of a particular gene enables
proper genetic counseling which has an important potential for prenatal diagnosis. The standard
diagnostic procedure consists of four enzyme activity assays determining activities of G6PD, PK,
glucosephosphate isomerase (GPI) and hexokinase (HK). However, a complete panel of RBC en-
zyme assays is applied in many cases to exclude other but very rare enzymopathies causing HA.
Twenty-two patients of Czech and Slovak origin in a cohort of 70 congenital anemia patients were
diagnosed with different types of RBC enzymopathies. Except the most common enzymopathies,
G6PD and PK deficiencies (6 and 12 cases), 2 families with GPI and 1 family with rare HK deficiency
were identified. Both GPI and HK deficiencies were described for the first time in the Czech/Slovak
population. In addition, some mutations in genes coding G6PD (F216Y), PK (D293V, R518fs*12) and
GPI (S160P, R472C) are novel, not yet described in literature. Direct enzyme activity assays become
a gold standard in current clinical practice. Characterization of RBC enzymopathies by biochemical
and molecular analyses contributed to understanding of pathophysiology of this disorder and to the
improvement of the patients” diagnosis and therapy. Supported by Ministry of Health of Czech Re-
public, grant NT/13587 and Internal Grant Agency of Palacky University, grant IGA_LF_2015_015.

2832.

KLF1 transcription factor mutation as a rare cause of Congenital dyserythropoietic anemia
Pospisilova D., Sukova M., Stary J., lolascon A., Mojzikova R., Divoky V., Tichy T. (Détska klinika
Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice, Olomouc — CZ; Klinika détské hematologie a onkologie, II.
LF UK a Fakultni nemocnice, Praha-Motol — CZ; University of Napoli, Napoli — Italy; Department of
Biology, Faculty of Medicine, Palacky University, Olomouc — CZ; Department of Pathology, Faculty
of Medicine, Palacky University, Olomouc — C2)

Introduction. Congenital dyserythropoietic anemia is a rare hereditary blood disorder characterized
by ineffective erythropoiesis and typical morphological abnormalities of erythroblasts in the bone
marrow which are the cornerstone of diagnosis. In the last decade, a broad spectrum of causa-
tive mutations in genes with different physiological functions has been identified in CDA patients:
CDANT1, C150RF41, SEC23B, KIF23, GATA1. In 2010, mutation of the gene coding for Kriippel-like
factor 1 (KLF1), which regulates the expression of a wide spectrum of genes essential for erythro-
poiesis, was found in a patient with a severe form of CDA. Since then,, four new patients with KLF
gene mutation have been described. Case report. The patient was born with severe anemia, severe
hyperbilirubinemia, hepatomegaly, hypertrophic cardiomyopathy, no dysmorphic features. Exchange
transfusion was performed. At 3 months of age, analysis of bone marrow smears showed marked
hyperplasia of the erythroid lineage (68%), with bi- and multinucleated erythroblasts leading to a dia-
gnosis of CDAII. Electron microscopy examination showed various ultrastructural abnormalities,
especially atypical nuclear membrane and atypical cisternae. However, no mutation in tge CDAN1,
C150RF41, SEC23B genes was found. Surprisingly, KLF 1 gene sequence analysis showed he-
terozygous missense mutation ¢.973 G>A, p.E325K. This mutation has already been described
as causative for CDA IV in one patient [Arnaud (2010) Am J Hum Genet. 87:721-7]. Additionally,
polymorphisms in Exon 2 SNP rs2072597 T/C were found. No KLF mutation was found in both
parents, so the patient has a de novo mutation. HbF level is 10.8%, GDF15 levels were extremely
high, hepcidin levels were low. Interestingly, high level of erythrocyte-deaminase, a typical diagnostic
feature for Diamond-Blackfan anemia, was found. The patient, now 8 years old, is fully dependent
on transfusions and chelation therapy due to iron overload. Discussion and conclusions. The patient
has more severe anemia than previously described patients with KLF1 mutation. This shows big
phenotypic variability even in such a small cohort of patients with various KLF1 mutations. The
unique features of KLF gene mutations in CDA patients confirm the key role of KLF1 in erythroid
differentiation. The study of this disease-causing mutation in KLF1 provides further insights into the
roles of this transcription factor during erythropoiesis in humans.
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2695.
EONS - Evropska onkologicka spolecnost sester - Co o ni (ne)vite?
Nohavova I. (Spolecnost pro lé¢bu zavislosti na tabaku, Praha)

EONS (European Oncology Nursing Society, Evropska onkologicka spole¢nost sester): nyni slucuje 29
zemi a zastupuje 22 000 onkologickych sester. Onkologické sekce Ceské asociace sester je ¢lenem od
roku 2000 s aktivni spolupraci. EONS pracuje na modelu CARE strategie (Communication, Advocacy,
Research, Education), hlavni prace se odviji ve jmenovanych ¢tyfech pracovnich skupinach. Aktivity
jsou zamérfeny jak na individudlni ¢leny a jejich domovské sesterské organizace, tak na snahu ovliv-
nit evropskou legislativu. EONS nabizi onkologickym sestram a akademikim mnoho pfilezitosti, napt.
rGzné granty, vzdélavaci kurzy, konference a v neposledni fadé pfilezitosti k individualnimu zapojeni do
pracovnich skupin a jejich aktivit. Nezanedbatelnym pfinosem je také rozsahla sit evropskych kolegt,
ktera vybizi k vzajemné spolupraci. Je $koda, ze ¢eské onkologické sestry téchto moznosti zatim plné
nevyuzivaji. Vice na http://www.cancernurse.eu/

2799. Transfuzni oddéleni véera a dnes
Koukalova A., Vélkova J., Galuszkova D. (FNOL, Transfuzni oddéleni, Olomouc)

Uvod: Transfuzni oddéleni (TO) v Olomouci zahdjila &innost v roce 1949 jako sougast Krajské nemocnice
v Olomouci. Spektrum poskytovanych sluzeb bylo v rdamci nemocnic Olomouckého a Severomoravského
kraje. Na TO se pro odbéry krve do 90 let pouzivaly sklenéné odbérové lahve a vyslednym produktem
byla plna krev s exspiraci 21 dnd. V roce 1968 byly zakoupeny velkoobjemové centrifugy, které umoznily
vyrobu ¢erstvé mrazené plazmy, nativni plazmy a kryoproteinu. Od roku 1975 byl zaveden deleukotizo-
vany erytrocytarni koncentrat. Od roku 1990 nahradily sklenéné odbérové lahve jednorazové plastové
krevni vaky s exspiraci 35 dnd. V té dobé byl zaveden ve vyrobé proces Sokového mrazeni plazmy.
V roce 1992 byly zakoupeny separatory na plazmu a na trombocyty od firmy Haemonetics. V roce 2003
vytvofen samostatny odbérovy sal s 10 automatickymi separatory krevnich elementli a zahajen lé¢ebny
program. V tomto roce bylo provedeno 83 |é¢ebnych cytoredukénich erytrocytaferéz u 24 pacientu a té-
mér 6000 odbérd na 10 automatickych separatorech krevnich elementt. Dochazi k postupnému rozvoji
multikomponentniho darcovstvi. Dnes méame na oddéleni 13 separator(i, provadime ro¢né 15153 afere-
tickych odbéru. V tabulce ¢.1 je uveden pocet odbérd (vyjma autotransfuzi) v nékterych letech. Zmény
v transfuzni sluzbé se dotykaji i zplsobu vyroby trombocytl. Od 8/2009 zavedena vyroba smésnych
trombocyty. Zavér: Dynamicky rozvoj transfuzni mediciny v poslednich ¢&tyficeti letech je charakterizo-
van nejen narlstem objemu odebrané krve a jejich slozek, ale také vyznamnymi zménami ve vyrobé
transfuznich pripravk(. Cilem vSech zavedenych zmén je zvySeni bezpecénosti hemoterapie pro pacienty.

1997 2000 2001 2007 2014

Beznyodber 13938 13228 126489 108571 11710

Flazmaferéza 3185 508 1798 6603 13658

Trombocytaferéza 1224 1267 1384 1603 1326
Ervtrocytaferéza 0 g 113 a0 66

celkem 18347 15011 159490 19137 26760

2798.

Porovnani biosimilar Zarzio s Neupogenem

Semrova L., Hlinkové Z., Kaucka D., Chvojkova I., Radové V., Hartl P, Némcova A., Brandejsové
R., Kabatova Maxova K., Bystficka E., Jungova A., Vokurka S., Jindra P. (Hematologicko-
onkologické oddéleni, FN, Plzeri)

Filgrastim je lidsky rlistovy faktor stimulujici vyzravani a produkci granulocytt (G-CSF) a je Siroce
pouzivan v ramci prevence a lé¢by neutropénie po chemoterapii, pfi mobilizaci a sklizni perifernich
krvetvornych bunék a k urychleni reparace leukocytli po transplantacich krvetvornych bunék. Ne-
upogen je puvodni originalni ristovy faktor filgrastim a Zarzio je podobna, tzv. biosimilar, filgrastim
molekula stejného Ucinku. Je nutné nadale sledovat Ucinnost a bezpe¢nost biosimilar 1é¢iv. Kromé
pohledu lé¢ebného ucinku je ale vhodné vénovat i pozornost zkuSenostem z oSetfovatelské pro-
blematiky. Z téchto dvou pohledu jsme se rozhodli zhodnotit rozdil mezi Neupogen inj a Zarzio inj.
Byla zhodnocena délka obnovy hladin leukocytli u 148 pacientl po autologni transplantaci krvetvor-
nych bunék, kterym byl podavan Zarzio inj a u 148 pacientu, kterym byl po transplantaci podavan
Neupogen inj. Davka Zarzio a Neupogen byla standardni 5 ug/kg/den s.c. béhem neutropénie po
transplantaci az do dosazeni hodnoty neutrofild >1,5x10e9/l. V obou hodnocenych skupinach pa-
cient doslo k obnové poctu neutrofild 1,0x10e9/I primérné v den 12 (9-14) po transplantaci. Osm
sester nasi transplantaéni jednotky dale hodnotilo Zarzio a Neupogen s ohledem na naro¢nost
podminek skladovani, naro¢nost manipulace, aplikaci, vedlejsi ucinky a komplikace. Kvalita byla
porovnana za pouziti stupnice 1-5 (1 = mnohem lepsi, 2 = lepsi, 3 = stejné; 4 = horsi; 5 = mnohem
horsi). V8echny sestry hodnotily Zarzio vs. Neupogen jako stejné s ohledem na podminky sklado-
vani, aplikace, vedlej$i G¢inky u pacientd (pfiblizné 10% kostni bolestivost pfi reparaci krevniho
obrazu). Ve vztahu k manipulaci hodnotily 4/8 sester Zarzio jako lepsi a 3/8 sester pak za mnohem
automatického bezpeénostniho krytu jehly, ktery zajistuje ochranu proti poranéni injekéni jehlou po
aplikaci (viz obrazek). Sestry nezaznamenaly zadné technické komplikace spojené s injekci Neupo-
gen nebo Zarzio, ani zadné vyznamné komplikace a stiznosti u pacientd.

2705.
Brentuximab vedotin - nase zkuSenosti s podanim
Starostova L., Uvizlova E., Labudikova M., Papajik T. (HOK, FN, Olomouc)

Hodgkindv lymfom je maligni onemocnéni lymfatické tkané nejc¢astéji postihujici mladé lidi ve treti
a Ctvrté dekadé jejich Zivota. Incidence choroby je 2 — 3/100 000 obyvatel/ rok. Sou¢asna moderni
kombinovana chemoterapie a RT vyznamné zménila Uspésnost Ié€by této choroby, nebot jiz 1é¢bou
prvni linie dosahujeme u 85-90 % pacientl dlouhodobé remise. V pfipadé recidivy je pak az 50
% pacientll vyléceno podanim zachranné vysokodavkované chemoterapie s naslednou autologni
transplantaci kmenovych bunék. Stale nam ale z(stava skupina nemocnych, u nichz lé¢ba selha-
va a jejichz prognéza se stava nepfiznivou. Nové lécivo - konjugat protilatky a Iéku - brentuximab
vedotin se pro tuto ¢ast pacientl stava velkou nadéji v jejich boji s nemoci. Adcetris se sklada
ze tfi ¢asti — monoklondlni chimérické protilatky anti-CD30, cytostatika monomethylauristatinu E
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a spojovaci ¢asti. Uginek Iéku zadina vazbou konjugéatu na antigen CD30 a proniknutim cytostatika
pfes sténu burky, kde v lysozomu dochazi k odstépeni monomethylaurustinu E. Ten se pak navaze
na tubulin, narusi sit mikrotubull v burice, vede k zastavé bunééného cyklu a ke smrti nadorové
buriky. Ve svéteé jiz probéhla fada studii faze I/ll a dle jejich vysledkll se podani brentuximab vedotinu
ustdlilo na davce 1,8 mg/kg co 3 tydny, v sérii 8 az maximalné 16 cykld, a to v zavislosti na uc¢innosti
|é¢by nebo na projevech nezadoucich U¢ink(. Lék je aplikovan ambulantné formou 30 minutové i.v.
infuze, kdy je substance rekonstituovana v 250 ml FR. Podana premedikace je stejna jako u jinych
monoklondlnich protilatek. NeZzadouci reakce na infuzi byly pozorovany jen asi u 11 % pacientl
(zimnice, tfesavka, vyrazka €i dychaci obtize). Mezi nejCastéjsi vedlejSi nezadouci ucinky 1é€by patfi
neutropenie a senzoricka periferni neuropatie, ojedinéle jsou pak popisovany znamky syndromu na-
dorového rozpadu. Dle dlouhodobych vysledk( provedenych studii se tedy jevi terapie brentuximab
vedotinem jako bezpe¢na a pacienty dobfe tolerovana. V nasem centru byl v ¢asovém obdobi let
2013 — 2015 Adcetris podan 7 pacientim (3 muzi a 4 zeny) s medianem véku 39 let (23 — 44 let).
U v8ech se jednalo o rekurentni chorobu po nékolika liniich Ié¢by, v€etné autologni transplantace
kmenovych bunék (v 6 pfipadech ) a po alogenni transplantaci kmenovych bunék (v 1 pfipadé).
Podrobné zkuSenosti s podanim tohoto 1éku, s jeho nezadoucimi Ucinky a s efektem 1é€by u nasi
skupiny nemocnych, pak budou obsahem druhé &asti prezentovaného sdéleni.

2677.
Plazmaferéza a jeji vyznam
Jaklova Z. (lll. interni klinika FNOL, Olomouc)

Plazmaferéza(PF) je 1é€ebnd metoda nahrazujici krevni plazmu pacienta substituénim roztokem.
Nejcastgiji se pouziva CMP ¢&i 4-5% albumin. Dale potfebujeme vysoce propustnou membranu a pFi-
stroj, provadéjici PF. Indikaci k PF je cela fada,nejcastéji hematologicka,neurologicka a autoimunitni
onemocnéni. Prezentuji pfipad mladé sle¢ny, s dg.trombotickd trombocytopenicka purpura (TTP).
Jde o onemocnéni, s patofyziologickym zakladem tvorby mikrotombU v cévach. Mame dvé formy
TTP, vrozenou a ziskanou. U nasi pacientky se jedna o ziskanou formu TTP, kdy se v téle tvofi pro-
tildtky proti proteolytickému enzymu. V laboratofi se prokaze tézka trombocytopenie, hemolyticka
anemie a pfitomnost vysokého titru protilatek. V kazuistickém sdéleni vysvétluji princip PF, ( pFiprava
plazmy, prezentace pfistroje, priibéh a jeji u¢innost). Plazmaferéza je |é¢ebny postup, pfi némz
dojde k odebrani, [éEbé a naslednému navraceni plazmy do krevniho obéhu. U pacientky prezentuji
prabéh hospitalizace a provedené PF, v celkovém poctu 24 provedenych vykond .Kdy v kombinaci
s léCebnou terapii na hematologickém oddéleni, vedly k remisi onemocnéni. Co se tyka poctu a po-
rovnani provadénych PF, tak nejvice jsou zastoupeny autoimunitni onemocnéni, dale neurologické
a po nich hematologickd onemocnéni.

2833.

Novinky v profesni organizace sester CAS - Onkologicka sekce

Hrabdnkova-Navratilova D., Kajaba V. (1. interni klinika hematoonkologie, VFN, Praha; HOK, FN,
Olomouc)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

ADVANCES IN MOLECULAR HEMATOLOGY 2

2789.

Non-invasive detection of genomic imbalances in lymphoma by sequencing of circulating
cell-free DNA

Wiodarska I. (Center for Human Genetics, KU Leuven - University of Leuven, University Hospitals
Leuven, Leuven — Belgium)

The recently introduced non-invasive prenatal testing (NIPT) for fetal aneuploidy detection is based on
the analysis of circulating cell-free DNA (ccfDNA) in maternal plasma by either targeted sequencing or
whole genome methods. Using the latter approach, approximately 4000 NIPT were performed in our
center. In three cases, we observed aberrant genome representation profiles which could not be attribu-
ted to the maternal nor the fetal genomic constitution. Subsequent clinical and pathologic investigations
uncovered asymptomatic maternal cancers, diagnosed as ovarian carcinoma, follicular lymphoma and
classical Hodgkin lymphoma (cHL). Further FISH and/or array CGH studies of biopsy specimens sho-
wed that the genomic imbalances detected in ccfDNA match with imbalances present in tumor cells.
To further investigate the recurrence of this phenomenon in cHL, known to contain <1% of neoplastic
Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS) cells in tumor mass, ccfDNA was prospectively collected from nine cHL
cases (age 12-65y), at first diagnosis (n=8) or at relapse (n=1). Massive parallel sequencing of ccfDNA
identified genomic imbalances in eight cases. These aberrations have been further extensively validated
by FISH analysis of HRS cells in tumor specimens. The combination of FISH with CD30 immunostaining
showed the giant cells with abnormal hybridization patterns to be CD30-positive, identifying them une-
quivocally as HRS cells. The striking overall agreement between the genomic imbalances in ccfDNA and
those in HRS cells found by FISH, cogently proves that ccfDNA contains DNA derived from HRS cells. All
patients, including the pregnant patient, were treated with ABVD-based chemotherapy and all responded
as shown by early clinical and imaging evaluation. This was paralleled by rapid normalization of ccfDNA
profiles upon therapy initiation in all cases, underscoring the link between the abnormal ccfDNA profiles
and the HRS cell burden. Altogether, non-invasive massive parallel sequencing of ccfDNA allows a pre-
symptomatic identification of cancers during NIPT. In addition, the possibility to interrogate the genomic
status of HRS cells in ccfDNA opens important new perspectives for the exploration of the biology of
cHL as well as for the diagnosis and management of early and advanced cHL. This novel discovery will
facilitate the development of biomarkers and the design of clinical trials with novel biological agents, and
may advance targeted and precision therapy in cHL.

2675.

Mechanism-based combinations to overcome Ibrutinib Resistance in Mantle Cell
Lymphoma

Chiron D. (Institut de Recherche Thérapeutique de I'Université de Nantes, Nantes — France)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2700.

MicroRNA-150 influences microenvironmental interactions and prognosis of B cell
malignancies

Musilova K., Pavlasova G., Didi J., Seda V., Cerna K., Jez M., Brychtova Y., Doubek M., Mayer J.,
Arigoni M., Riccardo F., Calogero R., Pospisilova S., Kipps T., Janikova A., Mraz M. (Molecular
Medicine, CEITEC MU, Brno — CZ; Dept. of Internal Medicine - Hematology and Oncology,
University Hospital, Brno — CZ; Dept. of Biotechnology and Health Sciences, University of Torino,
Torino — Italy; Moores Cancer Center, University of California, San-Diego, CA — USA)

We and others have shown that deregulation of microRNAs (miRNAs) is associated with the biology of B
cell malignancies (Musilova & Mraz, Leukemia, 2015). MicroRNA miR-150 is of particular interest as its
expression level has been shown to determine BCR signaling propensity in chronic lymphocytic leuke-
mia (CLL) B cells (Mraz et al., Blood, 2014). The aim of this study was to analyze the role of miR-150 in
microenvironmental interactions and the prognosis of follicular ymphoma and other B cell malignancies.
First, we analyzed miR-150 expression in 90 follicular lymphoma (FL) samples (fresh frozen and forma-
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lin-fixed paraffin-embedded tissues [FFPE]). miR-150 expression was significantly lower in patients with
high Ki67 positivity (>20%; P=0.003) and a high FLIPI score (3-5; P=0.03). We also observed significantly
reduced miR-150 levels in FLs which transformed to diffuse large B cell ymphoma (DLBCL) compared
to the samples before transformation (P=0.01), and miR-150 was significantly less expressed in DLBCL
than FL (fold-change 4.1, P<0.001). FL patients with low miR-150 levels (<median) had significantly
shorter survival (6.2 years vs. not reached; P=0.007; HR 3.0 [CI: 1.3-6.8]). To determine the potential
reason for variable miR-150 levels in B cells, we tested the effect of microenvironmental interactions. In
this experiment, a short term (48hrs) co-culture of B cell lymphoma cells with stromal cells (HS-5) led to
down-regulation of miR-150 levels (P<0.05). Next we investigated the role of miR-150 in cell migration by
silencing a miR-150 target that we have identified, namely GAB1, in lymphoma cell lines. The transfecti-
on of siGAB1 resulted in a significant reduction of B cell migration towards stromal cells compared to the
control (Transwell assay, Corning; P<0.05), and reduced BCR signaling after anti-IlgM treatment (10ug/
ml, assessed by calcium influx).

In conclusion, low miR-150 levels associate with a shorter overall survival in FL, which could be
used as a reasonable prognostic marker. Interactions with stromal cells and/or the soluble factors
that they are producing down-modulates miR-150 levels in B cells, which further supports their
migratory potential and BCR signaling propensity.

Supported by: SoMoPro II-no. 4SGA8684; NGS-PTL(306242); EHA Fellowship award; IGA MZ CR
NT11218-6/2010; MUNI/A/1180/2014; CZ.1.05/1.1.00/02.0068; G.P. is a city of Ostrava scholarship
holder; M.J. is a Brno Ph.D. Talent Scholarship holder. Contact: marek.mraz@email.cz

2777.
The Predictive Strength of Next Generation Sequencing (NGS) Minimal Residual Disease
(MRD) Detection for Relapse compared with current Methods in Childhood Acute
Lymphoblastic Leukemia (ALL)
Kotrova M., Muzikova K., Mejstiikova E., Novakova M., Bakardjieva-Mihaylova V., Fiser K.,
Stuchly J., Pott C., Briiggemann M., Stary J., Trka J., Frorikova E. (CLIP, Department of Pediatric
Hematology/Oncology, 2nd Medical School and University Hospital Motol, Prague — CZ; Second
Medical Department, University Hospital Schleswig-Holstein, Campus Kiel, Kiel — Germany)
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MRD monitoring using antigen receptor-based quantitative PCR (qPCR) became a gold standard
in the management of ALL, despite being technically and financially demanding. MRD detection
based on NGS of antigen receptor genes rearrangements is a simple and cost-effective metho-
dology, which avoids labourious optimization of patient-specific assays. We established the MDR
detection by NGS of immunoglobulin heavy chain rearrangements on lon Torrent sequencers and
compared the MRD levels at BFM stratification timepoints with gPCR and flow cytometry (FC).
The libraries for sequencing were prepared from 450ng of bone marrow DNA using Biomed-2 FR3
primers (van Dongen, Leukemia 2003). For detection of reads containing the clonal sequence
from diagnosis we used our own bioinformatics algorithm. We sequenced 213 samples from 77
patients with childhood ALL treated according to the BFM protocols with the median coverage
719,904 reads per sample . Eighty-four (39.4%) samples were negative by both methods. Six-
teen (7.5%) samples were positive by NGS and negative by gPCR, and 16 (7.5%) samples were
positive by qPCR and negative by NGS. This caused a shift in risk group stratification in 30% of
patients, mainly between standard risk and intermediate risk group patients. The overall correlati-
on of both methods was good (R2=0.71). NGS approach detected significantly higher MRD than
gPCR at day 33 in patients who later relapsed (p=0.001). NGS-MRD positivity at day 33 seems to
provide a more accurate prediction of relapse (Fig. 1A). At day 78, the predictive value of NGS was
comparable to gPCR (Fig. 1B). Combined day 33 and 78 MRD used for defining of risk groups on
BFM trials gave similar results as qPCR (Fig. 1C). Similarly to FC, low NGS MRD defined a group
with excellent prognosis at day 15. NGS will speed up the process of MRD detection and provide
results at early time points, which is currently not possible due to labourious qPCR preparations.
The correlation of NGS and gPCR is good with the majority of the differrences below the sensitivi-
ty of both methods. With 500ng DNA analyzed the sensitivity of both methods is comparable. We
showed that day 33 NGS-MRD is significantly higher in patients who subsequently relapsed than
gPCR-MRD. The outcome of patients stratified into risk groups using combined d33/d78 MRD was
similar for NGS and gPCR. Supported by IGA NT14343, GAUK 394214.

2778.

Molecular Background of BCP-ALL Cases with an Early Switch to Monocytic Lineage
Dobidgové A., Fiser K., Sldmova L., Starkové J., Frorikova E., Zaliova M., Polgérova K.,

Figueroa M., Kalina T., Zuna J., Trka J., Stary J., Hrusak O., Mejstfikova E. (Department of
Paediatric Haematology and Oncology, CLIP Laboratory Centre, 2nd School of Medicine, Charles
University, Prague — CZ; Pathology, University of Michigan, Ann Arbor, Ml — USA)

Recently we identified a subtype of BCP-ALL with a switch towards monocytic lineage within the first
month of treatment (swALL) (Slamova, Leukemia 2014). During the lineage switch blasts lose CD19
and CD34 and gain CD33 and CD14 expression. The clonal relatedness of diagnostic and switched
monocytoid blasts was proved by Ig-TCR rearrangements. swALL cases are not associated with
MLL or BCR/ABL1 aberrations and lack any known genetic markers of lineage ambiguity (detected
by FISH or MLPA). We analyzed transcriptomes (RNASeq) of swALL samples at diagnosis (n=4)
and at d8 (n=4) where the immunophenotypic switching was already apparent as well as control
BCP-ALL (n=4). For methylome analysis we used Enhanced Reduced Representation Bisulfite Se-
quencing (ERRBS)(Akalin, PLoS Genetics 2012). Samples from swALL at diagnosis (n=7) and at

D



d8 (n=4) and control BCP-ALL (n=4) were processed. Comparison of transcriptomes of B-lineage
blasts from diagnosis between swALLs and control BCP-ALLs revealed a number of significantly
differentially expressed genes. Among them were genes related to lineage commitment like mar-
kers CD34, CD33 and transcription factors like CEBPA, CEBPD, KLF4, NANOG and GATAS3. All of
them were upregulated in swALLs. Genes downregulated in swALLs were e.g. ANXA5, VPREB1
and CD9. Hierarchical clustering separated not only swALL and control BCP-ALL, but also swALL
cells before and during the lineage switch. Changes in gene expression during the lineage switch
included downregulation of EBF1, CD19, CD34, FLT3, MYB, CD79a, BCR, PAX5, GATA3 and TCF3
genes and upregulation of AIF1, CD14, CD33 and MNDA. Analysis of epigenetic landscape of dia-
gnostic swALL cases in comparison with control BCP-ALLs showed significantly differentially methy-
lated sites in promoters of e.g. CEBPA, ANXA5 and GATA3, but also in other gene parts (e.g.in exon
of CEBPE). While the whole DNA methylation picture is still a challenge to draw both whole genome
methods could clearly separate swALL cases from control BCP-ALL using principal component ana-
lysis. In summary we show that immunophenotypic shift is associated with gene expression changes
of surface markers, lineage specific transcription factors and other genes. Some of the genes have
altered expression already at diagnosis. Expression of some key lineage genes is differentially regu-
lated on epigenetic level. Supported by: GAUK 914613, UNCE 204012, IGA NT13462-4

2772.

Use of BCR/ABL genomic breakpoint for MRD monitoring in childhood ALL and its
comparison with other standard methods

Hovorkova L., Zaliova M., Muzikova K., Fronkova E., Linhartova J., Machova Polakova K., Stary
J., Trka J., Zuna J. (CLIP Childhood leukaemia Investigation Prague, Department of Paediatric
Haematology and Oncology, Charles University Prague, 2nd Faculty of Medicine and UH Motol,
Prague — CZ; Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague — CZ)

Background: The precise role of minimal residual disease (MRD) in childhood BCR/ABL+ ALL is
unclear. However, MRD is used in HSCT indication according to EsPhALL - the worldwide protocol
for the childhood BCR/ABL+ ALL. There are two standard targets used for MRD monitoring - lg/
TCR rearrangements and the fusion transcript; however, as we showed previously, the correlation
between these two methods in some patients is unsatisfactory. We demonstrated presence of BCR/
ABL within the non-lymphoid (Ig/TCR-negative) population in the non-correlating samples and wor-
se prognosis of such patients (Zaliova, Leukemia 2009). Moreover, mMRNA quantification might not
always correspond to the number of positive cells. Here, we established MRD monitoring based on
the quantification of the patient-specific genomic (intronic) BCR/ABL fusion. Methods: We performed
multiplex long distance DNA PCR to find BCR/ABL breakpoint in 24 patients with minor-BCR/ABL
fusion. The patient-specific fusion sequence was used for MRD quantification by gPCR. We measu-
red 273 bone marrow (BM) and 129 peripheral blood (PB) samples (21 patients). The results were
compared with Ig/TCR and BCR/ABL transcript quantification. For correlation analysis the double
negative results were excluded. Results: We found genomic BCR/ABL breakpoint in 22/24 (92%)
patients. Analysis of MRD in BM samples confirmed poor correlation between Ig/TCR and BCR/ABL
mRNA quantification (R2=0.69; n=171). Moreover, we saw similar difference also when comparing
the two DNA methods (Ig/TCR vs. BCR/ABL DNA, R2=0.63; n=184). The correlation between BCR/
ABL mRNA and DNA approach was more satisfactory (R2=0.82; n=183). The correlation in PB sam-
ples was similar to BM results (R2=0.65, 0.66 and 0.79, respectively). Summary/Conclusion: The
BCR/ABL quantification at genomic level brings the most precise picture of leukaemic burden. Our
analysis confirmed that the poor correlation between BCR/ABL and Ig/TCR data is caused by the
presence of BCR/ABL in a wider clone than Ig/TCR. Moreover, in some patients (4/21) we observed
higher genomic BCR/ABL MRD compared to the transcript levels in consecutive samples sugges-
ting that treatment (possibly by imatinib) might in some patients influence the BCR/ABL expression.
The most reliable method for useful and reasonable MRD detection in BCR/ABL+ ALL needs to be
discussed within large therapeutic protocol and, importantly, with respect to clinical data. Support:-
GAUK 554214;MH CZ-DRO UH Motol 00064203
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2761.

Morfologie a patologie ¢ervené rady v nétéru periferni krve

Simeckovéd R., Mikulenkova D., Kalasové J. (UHKT, morfologicko-cytochemicka laboratof. Praha;
UHKT, Praha)

Erytrocyt je nejaderna burika bikonkavniho tvaru, ktera zodpovidajici za oxygenaci organismu. Za
fyziologickych podminek se tvofi v kostni dfeni, kde z prekurzorové kmenove burky vzniké proery-
troblast, dale bazofilni, polychromatofilni a ortochromni erytroblast. Prvni nejadernou burkou ¢erve-
né fady je retikulocyt. Je-li erytropoeza poskozena, dochazi k defektni ¢i snizené tvorbé erytrocytl
(napf. v rdmci myelodysplastického syndromu, &i aplastické anémie), nebo naopak pfi porusené
krvetvorbé v ramci myeloproliferativhich onemocnéni se ervené fady tvofi nadmérné mnozstvi (po-
lycytemia vera). Zakladni méfené hodnoty ¢erveného krevniho obrazu na analyzatoru jsou: celkovy
pocet erytrocytl (RBC), stfedni objem erytrocytu (MCV), stfedni obsah hemoglobinu v jednom ery-
trocytu (MCH) a v litru erytrocytt (MCHC), distribuéni Sife velikosti erytrocyttl (RDW) a hematokrit
(Hct). Popis Cervené fady je zakladni soucasti hodnoceni natéru periferni krve a spoleéné s namé-
fenymi hodnotami krevniho obrazu pomaha v diferencialni diagnostice hematologickych a hemato-
onkologickych onemocnéni.

2797.

Vzacné hemoglobinové varianty - morfologicka a molekularné geneticka diagnostika
Orviska M., Lapcikova A., Divoka M., Pospisilova D., Cermék J., Indrék K., Divoky V.
(Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UP, Olomouc; Détské klinika, FN a LF UR, Olomouc; UHKT,
Praha; Ustav biologie, LF UP Olomouc)

Laboratofe HOK v Olomouci, které jsou nyni nové centrem pro vySetfovani raritnich chorob, se jiz
vice nez dvacet let zabyvaji diagnostikou vrozenych a familiarnich anemii se zaméfenim na talase-
mie a hemoglobinopatie. Mezi zakladni vstupni vySetfeni patfi stanoveni hodnot krevniho obrazu
véetné podilu retikulocytl a morfologického zhodnoceni erytrocytll. Pfi podezieni na hemoglobino-
patii jsou diferencialné diagnosticky dllezité bioanalytické testy, pomoci kterych se stanovuji hladiny
hemoglobinu A2, hemoglobinu F a dale uréeni hemoglobinového spektra pomoci polyakrylamidové
proteinové elektroforézy. K prikazu pfitomnosti abnormalni hemoglobinové varianty ve vzorku (resp.
k potvrzeni nestabilni hemoglobinopatie) je provadén izopropanolovy test (zalozeny na formaci vidi-
telného hemoglobinového precipitatu) a barveni na pfitomnost Heinzovych télisek brilant kresylovou
modfi. Na zakladé vysledku téchto vySetieni je potom provadéna molekularné geneticka analyza na
urovni DNA (sekvenovani, MLPA — Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).V naSem sdé-
leni pfinaSime popis tfi zajimavych pfipad( priikkazu abnormalni hemoglobinové varianty: 1. 17leta
divka s HbH onemocnénim zpusobenym inaktivaci tfi alfa-globinovych genl s pozitivnimi inkluzemi
HbH; 2. rodina s nestabilni hemoglobinovou variantou Kéln s pozitivnimi Heinzovymi télisky a pozi-
tivnim izopropanolovym testem; 3. pacient s nosi¢stvim alely pro hemoglobin E. V nasi prezentaci
ukazeme postup jednotlivych vySetfeni pfi diagnostice hemoglobinopatii od hodnot krevniho obrazu
a morfologie az po molekularné genetickou analyzu. Grantova podpora: IGA_UP_LF_2015_001

2703.

Vztah erytroblastov v periférnej krvi a mortality u kriticky chorych

Macichova M., Grochova M., Firment J., Simonova J., Trenkler S., Mitnikové M., Raffaé S.,
Petrovi¢ova J. (OLM - POKH, Univerzitnd nemocnica L. Pasteura, KoSice — SK; I.Klinika
anestezioldgie a intenzivnej mediciny UNLP a LF, Kosice — SK; Oddelenie lekdrskej Statistiky,
UNLP LF, Kosice — SK)

UVOD: Za fyziologickych okolnosti erytroblasty nie st pritomné v periférnej krvi dospelych jedincov.
V §tudiach autorov Stachon A. a kol., Delson G. a kol. a Otsubo H. a kol. bola potvrdené pritomnost
erytroblastov periférnej krvi ako nezavisly prediktivny faktor mortality u kriticky chorych.V su¢asnej
dobe su erytroblasty stanovované pomocou krvinkovych analyzatorov, s detekénym limitom, ktory
sa pohybuje okolo 19/pl krvi Ciel prace: 1. vyhodnotit vyznam stanovenia erytroblastov u kriticky
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chorych na klinikach anestezioldgie a intenzivnej mediciny. 2. potvrdit alebo vyvratit tézu, Ze pri-
tomnost erytroblastov periférnej krvi je prediktivny faktor mortality u kriticky chorych. 3. Vysledky
skorelovat s dal§imi klinickymi a laboratérnymi indikatormi rizika ako je SOFA skére, APACHE I,
CRP, laktat a pomer neutrofily/lymfocyty. MATERIAL A METODY: V retrospektivnej, neintervenénej
Studii za obdobie 12 mesiacov boli u 338 pacientov vyhodnotené vysledky erytroblastov v periférnej
krvi vo vztahu k mortalite po¢as hospitalizacie na klinike anestéziolégie a intenzivnej mediciny.
VYSLEDKY: U NRBC pozitivnych pacientov sme zistili signifikantne vy$siu mortalitu 48,9 % (45/92)
oproti NRBC negativnym pacientom, u ktorych bola mortalita 23,5 % (58/246), p < 0,001.V skupine
pacientov so sepsou bola mortalita 50,6 % (40/79) u NRBC pozitivnych oproti 31,0 % (49/158), p <
0,001 u NRBC negativnych pacientov. Aj u pacientov s tazkou sepsou sme zaznamenali Statisticky
vyznamny rozdiel v mortalite u NRBC pozitivnych pacientov 56,0 % (28/50) a u NRBC negativnych
pacientov 34,4 % (31/90), p < 0,001. Prekvapujlco, u pacientov so septickym $okom bola mortalita
u NRBC pozitivnych 54,0 % (33/61) a u NRBC negativnych pacientov 42, 3% (33/78) podobna, p
=0,176. Riziko mortality stupalo so zvySujucim sa po¢tom vyplavenych erytroblastov do periférnej
krvi. ZAVER: Vyplavenie NRBC do periférnej krvi sa ukazuje ako prediktivny faktor rizika mortality
u kriticky chorych pacientov.

2665.

Vyznam morfologického hodnoceni erytrocyttll pfi anémii, kazuistika s ne¢ekanym zavérem
Vytiskova S., Mottlova V., Krocilova D. (Oddéleni klinickych laboratofi, Vojenska nemocnice, Brno;
Interni klinika, VN, Brno)

Uvod: Nage sdéleni je koncipované jako kasuistika pacienta, ktery se po piiblizné 5ti tydennim
vySetfovani bolesti v krajiné bfisni v riznych nemocnicich a klinikach v okoli Brna dostava na vy-
Setfeni k hematologovi do Vojenské nemocnice v Brné pro doSetfeni anémie, ndhodné zjisténé
pfi diagnostice jeho aktualnich bfiSnich potizi. Nejnizsi hodnota hemoglobinu, nez byl odeslan na
hematologii, ¢inila 92 g/l a byla t.¢. ,|éCena“ substituci zeleza bez toho, aniz by byla stanovena
pfi¢ina anémie. Na naSem pracovisti nasledné diagnostikujeme velmi necekanou zakladni pfici-
nu anémie. Cil prace: Poukazani na fakt, ze nedoSetfeni pfi€iny anémie a podcenéni morfologie
erytrocytl, mize vést ke zbytec¢né dlouhodobému vysetfovani pricin aktualniho zdravotniho stavu
pacienta. Nemocni a metodiky: Krevni obraz s retikulocyty vySetfen na hematologickém analyza-
toru Abbott CD Ruby a zakladni biochemické vySetfeni provedena na analyzatoru Abbott Architect
¢i16200. Specifick& biochemické vysetieni uroporfiriny, 5-ALA, koproporfiriny a sérové Pb vySetfeny
na Oddéleni klinické biochemie FN Brno. Vysledky: Rozsiteny krevni obraz bilé fady a trombocytl
naprosto v normé, ERY 4.25x1012/l, HGB 118 g/l, HCT 0.35, MCV 82.0 fl, MCH 27.8 pg, MCHC 339
g/l, RDW 17.2%, RETI 4.9%, RETI 208.3x109/I, PAT negativni, transferin 2.07 g/l, haptoglobin 0.49
g/l, bilirubin 8.0 umol/l, Zelezo 18.69 umol/l, ferritin 337.7 ug/l, saturace transferinu 36.1%, vitamin
B12 514 ng/l a folat 13,2 nmol/l. Morfologické hodnoceni natéru periferni krve: bazofilni te¢kovani
erytrocyt(l, stomatocyty, jinak vée norma. Morfologické hodnoceni natéru kostni dfené: erytropoeza
normoblastova, porucha hemoglobinizace, bazofilni teCkovani, mimo rozpocet Cetné fagocytujici
makrofagy. Specifické biochemické vysetfeni: uroporfiriny 4223 umol/24hod, 5-ALA 834 umol/l, ko-
proporfiriny 3080 umol/24hod, plumbémie 800 ug/l. Zavér: Diky typickému morfologickému nalezu
v periferni krvi a kostni dfeni jsme diagnostikovali velmi zavaznou pfi€inu nejen pacientovy anémie
a pacient byl odeslan na specifickou Ié¢bu do VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. Nadto diky
této diagnostice byla nasledné zajisténa lékarska péce i pro pacientovu nejblizsi rodinu (partnerka
a 2 déti predskolniho véku). Na rozkliovani diagnozy a ukazky morfologie v periferni krvi a kostni
dfeni se mlzete téSit v nasledném sdéleni.

CLL

2808.
Postaveni alogenni transplantace u CLL v éfe novych inhibitort
Lysak D. (Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzeri)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2734.

Revoluce v Ié¢ebném pristupu ke komorbidnim nemocnym s chronickou lymfocytarni
leukémii.

Smolej L. (IV. interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta UK, Hradec
Kraloveé)

Klinicky vyzkum chronické lymfocytarni leukémie (CLL) se donedavna soustfedil na mladsi nemoc-
né v dobrém stavu. CLL je nicméné& onemocnénim pfevazné starSich osob (median véku pfi sta-
noveni diagndzy je mezi 65-72 lety) a vétSina nemocnych ma jiz v dobé diagnézy CLL vyznamné
pfidruzené choroby. Rezim FCR (fludarabin, cyklofosfamid, rituximab) je standardem Ié€by u mladsi
fit CLL populace; u nemocnych vy8siho véku s vyznamnymi komorbiditami jej vS8ak nelze pouzit
v dusledku nepfimérené hematologické a infekéni toxicity. V fadé pripadl, zejména u nemocnych ve
véku 65-75 let, je rozhodovani o volbé konkrétniho Ié€ebného reZzimu obtizné. Ukazatele jako vykon-
nostni stav, vypoctena clearance kreatininu, pocet a tize pfidruzenych onemocnéni a individualni
posouzeni nemocného ndm muiZe toto rozhodovani usnadnit a stanovit lé¢ebny cil, na jehoz zakla-
dé je specificky typ l1éCby zvolen. Dvé velké randomizované studie faze Il prokazaly vyssi u€innost
kombinace chlorambucilu (CLB) s monoklonalni protilatkou proti CD20 (aCD20, obinutuzumabu &i
ofatumumabu) vGéi monoterapii CLB; kombinace aCD20+CLB vedla k vy$§imu poc¢tu kompletnich
lé€ebnych odpoveédi, prodlouzeni obdobi do progrese a v pfipadé obinutuzumabu také k prodlouze-
ni celkového preziti. DalSimi moznostmi Ié¢by komorbidnich nemocnych s CLL jsou nizkodavkovany
rezim FCR ¢&i kombinace zalozené na bendamustinu (bendamustin+ofatumumab, bendamustin+ri-
tuximab). Pfednaska bude zamérena na posouzeni celkového stavu a pfidruzenych onemocnéni
a moznostem lécby 1. linie u nemocnych s CLL vyznamnymi pfidruzenymi chorobami. Podporeno
grantem IGA MZ CR NT/13412-4, programem PRVOUK P37/08 a RVO MZ CR (FNHK, 00179906).

2697.

Akumulace mutaci v genu SF3B1 u pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii
vykazujicich dysfunkci p53 drahy

Hlozkova M., Navrkalova V., MalCikova J., Diviskova E., Brychtova Y., Doubek M., Mayer J.,
Trbusek M. (Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), Brno; Fakultni nemocnice, Brno)

Na patogenezi chronické lymfocytarni leukémie (CLL) se vyznamné podileji geny, jejichZ rekurentni
mutace byly objeveny v nedavné dobé diky novym sekvenaénim metodam. Jednim z téchto gent je
SF3B1 (sestfihovy faktor 3 podjednotka 1), ktery je dllezitou komponentou sestfihového aparatu.
Mezinarodni studie, na které se podilelo i naSe pracovisté (te Raa, Leukemia, 2014) naznacila, ze
se funkéni dopad téchto mutaci nejspiSe odrazi v narudeni stéZejni proapoptotické drahy aktivované
proteinem p53. Cilem na$i sou¢asné studie bylo (a) asociovat mutace v genu SF3B1 s vyskytem
defektl v genech TP53 a ATM u nasich CLL pacientli a (b) stanovit dopad SF3B1 mutaci na ¢as
do prvni terapie (TTFT). Mutace v hot-spot oblastech genu SF3B1 (exony 14-16) byly identifikovany
Sangerovym sekvenovanim. Mutace v genech TP53 a ATM (celé kédujici oblasti a mista sestfihu)
byly detekovany pomoci sekvenovani nové generace a Sangerova sekvenovani. Delece 11g a 17p
byly stanoveny pomoci I-FISH. Srovnani mezi biologickymi proménnymi bylo provedeno Fisherovym
pfimym exaktnim testem. TTFT byl analyzovan pomoci Kaplan-Mayerovych kfivek pfeziti. Mutaci
v genu SF3B1 jsme identifikovali u 50 z 240 pacientld (21 %). Ve 49 pfipadech se jednalo o za-
ménovou substituci, u zbyvajiciho pacienta pak o kratkou in-frame deleci. Tyto vystupy ukazuji, ze
v pfipadé mutaci v tomto genu se velmi pravdépodobné jedna o selekci smérem k modifikaci pro-
teinu SF3B1, nikoli o jeho Uplnou eliminaci. Vyskyt dal$ich sledovanych defektl byl nasledujici: ATM
mutace s deleci/bez delece 11q u 46/240 pac. (19 %), samotna 11g- bez ATM mutace u 92/240 pac.
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(38 %) a TP53 mutace s deleci/bez delece 17p u 51/240 pac. (21 %). Samotna 17p- se v souboru

nevyskytovala. Pozitivni a vyznamné asociace byly pozorovany mezi spole€nym vyskytem (a) mu-
taci v genech SF3B1 a ATM (P=0,042) a (b) mutaci SF3B1 a celkovou inaktivaci drahy ATM—p53
(mutace v ATM a/nebo TP53; P=0,006). Jinymi slovy, 60 % pacientll s SF3B1 mutaci vykazovalo
zaroven i inaktivaci stéZejni proapoptotické drahy. Median TTFT u pacient(l s mutaci SF3B1 &inil 18
meésicl a byl tak vyrazné krat$i nez u kontrolni skupiny bez jakychkoli defekt(i (38 mésicud; P=0,019).
Zjisténé poznatky podtrhuji vyznam mutaci v genu SF3B1 pro patogenezi CLL a progndézu pacient(.
ZUstava nejasné, pro¢ je vyskyt naruseného proteinu SF3B1 tak silné asociovan s inaktivaci zaklad-
ni proapoptotické drahy a jaky je biologicky dopad SF3B1 mutaci. Prace byla podpofena projekty
NT13519-4 a MUNI/A/1180/2014.

2783.

Komplexni karyotyp u pacientti s CLL

Krizova L., Holzerova M., Mikesova M., Dfimalova H., Urbanova R., Indrék K., Papajik T.,
Jarosova M. (HOK, FNOL a LF UP, Olomouc)

Chronické lymfocytarni leukemie (CLL) je nej¢astéjsi leukemii dospélého véku vyznacujici se hete-
rogennim pribéhem onemocnéni. Uréeni progndzy nemocnych je zalozeno na klinickych a labora-
tornich vysledcich, kde vyznamnou roli hraje cytogenetika. Mezi prognosticky nepfiznivé cytogene-
tické zmény patfi delece 17p, 11q zahrnujici geny TP53, ATM a BIRC3, delece dlouhého ramene
chromosomu 6 a také nalez komplexnich zmén v karyotypu (KZK). Komplexni zmény karyotypu byly
definovany jako ndlez 3 a vice zmén v karyotypu a vyskytuji se u 10 — 30 % pacientl s CLL. KZK
koreluji s vyskytem nemutovaného IGVH a s CD38 pozitivitou patologickych B-lymfocyt(. Cilem
nasi analyzy bylo zjistit frekvenci KZK v naSem souboru, vyhodnotit a zjistit klinicky rozdil mezi pod-
skupinami pacientll s KZK s deleci TP53 a bez této delece, vyhodnotit typy chromosomovych zmén
a frekvenci chromosomU v komplexnim karyotypu. Analyzovany soubor tvofilo 614 pacientl a KZK
byly pozorovany u 66 (11 %) pacientl. Téchto 66 pacientl bylo vySetieno metodami konvenéni cyto-
genetiky, FISH, M-FISH a arrayCGH. Soubor tvofilo 50 muzli a 16 zen s medianem véku pfi diagno-
se 60 let (34 - 87 let), 47 (71 %) pacientll bylo ve stadiu Binet B nebo C. Celkem 43 (65 %) pacientu
bylo v dobé vySetfenti jiz Ié¢eno. Mezi nej¢astéjsi rekurentni zmény v komplexnim karyotypu patfily
delece 13914 (73 %), delece ATM (50 %), delece TP53 (42,4 %) a zmnozeni genu MYC (36,4 %).
Mezi chromosomy nejéastéji vstupujici do translokaci, po¢etnich zmén a dicentrickych chromosomu
patfily chromosomy 2, 8, 13 a 18. Statistické hodnoceni celkového prezivani souboru 28 pacientd
s KZK s deleci TP53 a souboru 38 pacientl s KZK bez delece TP53 neprokazalo statisticky vy-
znamny rozdil v celkovém prezivani nemocnych obou podskupin. Tento rozdil nebyl prokazan ani pfi
hodnoceni vyskytu po¢tu zmén (3 zmény vs. 4 a vice zmén). Cytogeneticka analyza urc€ila frekvenci
vyskytu komplexnich zmén karyotypu u 11 % nemocnych. Nemocni byly pokrogilejSiho stadia B a C,
s nemutovanym stavem IGVH, ¢astéji Ié¢eni. Prokazali jsme, ze KZK jsou tedy dllezitym prognos-
tickym markerem u pacientt s CLL bez ohledu na deleci TP53. Tato prace je podpofena granty IGA
MZ CR NT 13576 a IGA-LF-2015-001.

2770.

Pruikaz oligoklonalni chronické lymfocytarni leukémie u pfipadi s jedinou fenotypové
homogenni populaci dle pritokové cytometrie — studie na trovni jednotlivych bunék
Brazdilova K., Plevova K., Skuhrova Francova H., Borsky M., Tichy B., Burckova K.,
Chmelikové M., Kantorova B., Skabrahova H., Brychtova Y., Mayer J., Doubek M.,

Pospisilové S. (Masarykova Univerzita, CEITEC - Stfedoevropsky technologicky institut, Brno;
Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno a Lékarska fakulta,
Masarykova univerzita, Brno; Masarykova univerzita, Brno)

Chronické lymfocytarni leukémie (CLL) je povazovana za monoklonalni nadorové onemocnéni.
Leukemicky klon je zpravidla charakterizovan 1 produktivni prestavbou tézkého fetézce (H) imu-
noglobulinu (IG) sdilenou véemi burikami klonu. V 2-5 % pfipadl je ale pfi rutinni analyze IGHV
detekovano vice produktivnich prestaveb. Pfi multiparametrickém flowcytometrickém vysetieni je
mozné u nékterych z nich prokazat oligoklonalitu na zakladé rozdilné exprese povrchovych znakud
(Plevova et al., Haematologica 2014). Av8ak v pfipadech vykazujicich uniformni imunofenotyp se

za nejpravdépodobnéjsi pfi¢inu doposud povazovala porucha alelické exkluze, ktera vede k expresi
dvou raznych produktivnich IGH v jedné burice. Nasim cilem bylo na urovni jednotlivych bunék
objasnit biologicky profil pfipadi CLL s vicec¢etnymi produktivnimi pfestavbami IGH a uniformnim
imunofenotypem. Z celkového poc¢tu 1634 pacientti s CLL jsme u 63 (3,9 %) identifikovali pfi analyze
IGHV dvé az tfi produktivni prestavby IGH. U vSech 63 jsme urcili pfepisované lehké rfetézce IGK,
resp. IGL. Flowcytometricky jsme vySetfili rozSifeny panel povrchovych znakl u 36/63 (57 %) pfipa-
da: U 14/36 (~40 %) pfipadl jsme prokazali oligoklonalitu, zatimco u 22/36 (~60 %) byla pozorovana
pouze jedna populace s uniformnim imunofenotypem. U 12/22 jsme metodou alelové specifické
kvantitativni PCR (ASO-qPCR) urcili pomérné zastoupeni IGH pfestaveb ve vzorku a jeho zmény
v Case. Na zékladé téchto vySetfeni jsme vybrali 2 testovaci vzorky, u kterych byla oligoklonalita
prokazana flowcytometricky, a 6 vzorkd s uniformnim imunofenotypem. Tyto vzorky jsme vySetfili
na urovni jednotlivych bunék pomoci techniky vyvinuté na nasem pracovisti. Touto technikou jsme
v kazdé analyzované burice detekovali pfepisované prestavby IGH, IGK a IGL. V ramci kazdého
vzorku jsme analyzovali 100-500 bunék v zavislosti na zastoupeni IGH prestaveb, stanoveném
pomoci ASO-gPCR.V obou testovacich i $esti vzorcich s homogennim imunofenotypem jsme takto
prokazali koexistenci 2-3 klonud. Technika navic poslouzila pro uréeni dfive nedetekovanych pre-
staveb a parovani retézcl IGH, IGK a IGL v burice, cozZ jsou cenné informace pro dal$i studium
IG receptort u oligoklonalni CLL. Touto praci dokazujeme, Ze oligoklonalita je nej¢astéjsi pfi¢inou
exprese vice€etnych produktivnich pfestaveb IGH u CLL, a to i v pfipadech s uniformnim imunofe-
notypem. Projekt je podporovan z grantti MUNI/A/1180/2014, IGA MZCR NT13493-4/2012 a MSMT
VaVPI CZ.1.05/1.1.00/02.0068.

2836.

Detekce klonalni heterogenity u chronické lymfocytarni leukemie pomoci hlubokého
sekvenovani nové generace

Schneiderova P, Jarosova M., Fillerova R., Dyskova T., Prochdzka V., Urbanova R., Papajik T,
Kriegové E. (Ustav imunologie, LF UP a FN, Olomouc; Hemato-onkologické klinika, LF UP a FN,
Olomouc)

Klinicky priibéh chronické lymfocytarni leukemie (CLL) je velmi heterogenni. Jednou z moznych pfi-
¢in je velka geneticka variabilita zahrnujici fadu vyznamnych cytogenetickych aberaci (139-, 11qg-,
trizomie 12 a 17p-) a také mutace v genech TP53, NOTCH1, ATM, SF3B1, BIRC3, DDX3X podile-
jicich se na patogenezi CLL. Souc¢asné vyzkumy naznaduji, ze kromé genetické variability ma na
prabéh onemocnéni vliv také klonalni heterogenita a jeji vyvoj v pribéhu nemoci. Metody pro uréeni
klonalni heterogenity pfedstavuje u CLL metoda FISH a v posledni dobé pfedevSim sekvenova-
ni nové generace. Cilem na8i prace bylo vyuzit hlubokého sekvenovani nové generace k detekci
klonalni heterogenity u pacientl s relabujicici formou CLL. Do studie jsme zafadili 42 pacientd
s progreduijici/relabujici formou CLL. VySetfovali jsme parové vzorky DNA pacientt ziskané v dobé
diagndzy a nasledné v dobé progrese/relapsu onemocnéni z periferni krve, kostni dfené nebo lym-
fatické uzliny. K vySetreni kédujici sekvence genu TP53 (exony 2-11) a dal$ich genl asociovanych
s CLL jsme pouzili technologii cileného sekvenovani nové generace (lllumina, MiSeq) s pramér-
nou hloubkou ¢éteni 10000x. U pacientl s progredujici formou onemocnéni jsme detekovali klonalni
evoluci béhem vyvoje onemocnéni. Tento trend je asociovan se $patnou prognézou a rezistenci
k chemoterapii. Metoda hlubokého sekvenovani nové generace umoznuje detekovat a sledovat vy-
voj klonalni heterogenity u pacientli s CLL. Identifikace minoritnich subklondl umozni identifikovat
rizikové jedince a sou¢asné nové lé€ebné moznosti umozni nasadit cilenou terapii u téchto vysoce
rizikovych pacientd. Grantovéa podpora: IGA MZ CR NT13576, IGA LF_UP_2015_009.



MONOKLONALNI GAMAPATIE 1

2805.
Multiple myeloma treatment - state of the art, controversies and furture perspectives’
Gimsing P, (Department of Haematology, Rigshospitalet, Copenhagen — Denmark)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2816.

Aktualni stav registru monoklonalnich gamapatii

Maisnar V., Klimes D., Pelcova J., Hajek R. (4. interni hematologicka klinika, FN a LF UK,
Hradec Krélové; Institut biostatistiky a analyz, MU, Brno; Ceska myelomové skupina; Klinika
hematoonkologie, FN, Ostrava)

Registr monoklonalnich gamapatii (RMG) Ceské myelomové skupiny je unikatnim projektem, jehoz
cilem je sledovani problematiky diagnostiky a Ié€by monoklonalnich gamapatii (MG) zatim pfedevsim
v Ceské republice. Svym rozsahem, ktery v sou¢asnosti &ita data celkové vice nez 6000 nemocnych
s MG, z ¢ehoz témér 4000 tvofi nemocni s mnohoCetnym myelomem, patfi RMG mezi 5 nejvétSich
registrl s obdobnou tématikou v Evropé. Od 1.5.2007 do sou¢asné doby zadava data do registru jiz
celkem 22 center spolupracujicich v ramci CMG, dnes se jiz jedna opravdu o mezinarodni databazi,
protoZe kromé 17 center z Ceské republiky jsou aktivni i 4 centra ze Slovenské republiky a planuje se
moznost pfipadného pfipojeni dalSich po vyfeSeni smluvnich vztaht s CMG. Aktualni stav Ize nalézt
na webové strance CMG www.myeloma.cz (lista RMG). Dnes jsou do RMG zadavéana diagnosticka
a klinicka data nejen od nemocnych s mnoho¢etnym myelomem a MGUS, jak tomu bylo v dobé vzniku
registru, ale nové jiz i od nemocnych s AL amyloidézou a Waldenstrémovou makroglobulinémii. Kazdé
referenéni centrum ma v soucasné dobé svého datamanazera, ktery je zodpovédny za zadavani dat
v daném centru. Kazdé centrum ma p¥imy pfistup pouze k vlastnim datdim, které jsou majetkem centra
resp. pfislusného zdravotnického zafizeni. Pfistup k datlim jiného centra pfi spole¢né analyze musi
projit pisemnym formalnim schvalovacim procesem vsech zu€astnénych. Velkym pozitivem RMG je
pribézné probihajici monitoring zadavanych dat organizovany CMG. Nemalé prostiedky, které udrze-
ni chodu RMG vyzaduje, se ndm dnes jiz zcela jisté vyplati. To je zfejmé s ohledem na vystupy, které
je nam tento registr schopen v sou¢asné dobé poskytnout (demograficka data, monitoring diagnostiky
a lécby, sledovani spotieby drahych €kl atd.) a kterd jsou v soucasnosti vyuzivany nejen k publi-
kaénim ucelum, ale také jako kvalitni podklad pro jednani se zdravotnimi pojiStovnami resp. dlilezity
zéklad pro pfipravu guidelines diagnostiky a lé¢by nemocnych s MG, rovnéz i vyukovych materald
vyuzitelnych jak v ramci pre-, tak i postgradualniho vzdélavani. Cilem naseho sdéleni bude seznameni
posluchacl s aktualnimi vystupy z RMG, které byly CMG realizovany v poslednich 2 letech.

2671.

Vyuziti platinovych rezim( v 1é¢bé mnohocéetného myelomu
Radocha J., Kateroglou S., Maisnar V. (IV. interni hematologicka klinika, LFUK a FN, Hradec Kralové)
el Uvod: Chemoterapie obsahujici platinu byly
v minulosti soucasti 1é¢by mnohocetného
myelomu. Konvenéni rezimy (ESAP) byly
prakticky uplné nahrazeny lé¢bou moderni-
mi léky. V soucasné dobé jsou polychemote-
rapie obsahujici platinu vyuzivany v ramci
— ESAP protokolt na platformé Total Therapy 3 vyvi-
il o2 nuté Arkansaskou skupinou. Cil: Analyza
ucinnosti rezimu ESAP a VTD-PACE u paci-
entl s relabovanym a refrakternim mnoho-
¢etnym myelomem. Pacienti a metody: Cel-
kem bylo analyzovéano 12 pacientu Ié¢enych
s AR B0 R0 00 T T protokolem ESAP a 12 pacientt protokolem
Eas (dny) VTD-PACE od roku 2008 do roku 2014. Byly

Survival probability (%)

analyzovany pocty lé¢ebnych odpovédi, délka 1é¢ebné odpovédi, doba do progrese onemocnéni.
Vysledky: V souboru pacientli [ééenych rezimem ESAP bylo 8 muzu a 4 Zzeny (median véku 62 let,
48-74 let). Median poctu Ié€ebnych linii byl 4 (2-11). Pouze 1 pacient (8 %) dosahl parcialni remise
onemocnéni. Median celkového preziti byl 215 dnd, median doby do progrese nehodnotitelny.
V souboru pacientl lIé¢enych rezimem VTD-PACE bylo 9 Zen a 3 muzi (median véku 62 let, 40-69
let). Median poctu lé¢ebnych linii byl 2 (1-3). 1 pacient (8 %) dosahl CR, 2 pacienti VGPR, 4 pacien-
ti PR a 2 pacienti MR. 3 pacienti nasledné podstoupili transplantaci (2 autologni a 1 alogenni). Me-
dian celkového preziti byl 381 dnl, median doby do progrese 191 dnu. Zavér: PouZiti platinovych
rezimd bez novych 1ékd nepfindsi klinicky benefit pro pacienty s pokrocilym mnoho¢etnym myelo-
mem. Rezim VTD-PACE jevi vy$8i ucinnost pfi ¢asnéjSim pouziti u této vysoce rizikové skupiny
pacientd, je vhodné v této indikaci vzhledem ke kratké dobé do progrese navazat dal§im lé¢ebnym
krokem (autologni ¢i alogenni transplantaci).

2820.

Myelom a teralite dialyza

Lachmanovd J., Straub J., Pohlreich D., Spi¢ka I. (Klinika nefrologie, VFN, Praha; I. interni klinika -
klinika hematologie, VFN, Praha)

Renalni insuficience patfi mezi ¢asté projevy myelomu. Az 11% pacient(l s nové diagnostikovanym
myelomem s rendlni insuficienci vyZaduje akutni hemodialyzu. PF¥i¢ina renalni insuficience u my-
elomu je dana nadprodukci volnych lehkych fetézcd (FLC) malignimi plazmatickymi burikami. Pfi
vysoké hladiné FLC v séru tyto precipituji v ledvinnych tubulech. Nasledna obstrukce tubult valci
zpUsobuje pfimé poskozeni tubularnich bunék s naslednou zanétlivou infiltraci a nakonec fibré-
zou ledviny. Riziko vzniku myelomové ledviny stoupa s koncentraci FLC v krvi a moci. V pfipadé
myelomové ledviny hraje kli¢ovou roli v 1é€bé co nejrychlejsi snizeni mnozstvi FLC v séru redukci
plazmocytl. Souc¢asné je nutné pfimo odstranit co nejvétsi mnozstvi FLC z krve. Toho Ize dosahnout
hemodialyzou se specialni teralite membranou vyrobenou speciélni technologii. Tato membrana ze
smési PEAS/PVP (polyarylethersulfonu+ polyvinylpyrrolidonu) se odliSuje od béznych dialyzaénich
kapsli specialni prostupnosti, ktera diky ,,velkym périm“ zaruéuje moznost odstranéni FLC, ale ne-
propousti latky nad 60kDa napf. srazeci faktory a imunoglobuliny. Ve VFN Praha jsme touto metodou
|&¢ili 11 pacientl - 8 muz( a 3 Zeny ve véku 37 — 75 let. Prvni dialyzu s teralite membranou jsme
provedli 13.4.2012. Frekvence dialyz byla zpo¢atku 1x denné a dale dle odpovédi ob den. Primérné
mnozstvi FCL pfed zahdjenim dialyzy bylo 12197 mg/I ( 5747 — 44125), po posledni dialyze 2852
(54 — 13574), bylo odstranéno 38 — 99% FLC. Primérny pocet hemodialyz s teralite membranou
na 1 pacienta byl 9 (5-19 ). Vysledky: u 5 pacientt doslo ke zlep$eni renalnich funkci, bez nutnosti
dalsi dialyzy, 6 pacientt se nadale dialyzuje. VSichni pacienti méli sou¢asné cytoredukéni rezim na
bazi bortezomibu. 5 pacientl bylo Ié¢eno vysokodavkovanou chemoterapii s naslednou autologni
transplantaci perifernich kmenovych bunék (ASCT). Zavér: Hemodialyza s teralite membranou spo-
lu s chemoterapii na bazi bortezomibu u nové diagnostikovanych pacientd s mnohoc¢etnym myelo-
mem s renalnim selhanim vedla u 45 % nemocnych k obnoveni renéini funkci. Zakladni podminkou
je moznost zajisténi této dialyzy co nejdfive s co nejvétsi eliminaci FLC.

2748.

Cirkulujici sérova miR-130a jako marker extramedularniho relapsu mnohocéetného myelomu
Sevéikova S., Besse L., Sedlafikové L., Kubaczkova V., Almasi M., Stankova M., Radov4 L., Penka
M., Adam Z., Pour L., Krejéi M., Hajek R. (Babékova myelomova skupina, Ustav patologické
fyziologie, LF MU, Brno; Oddéleni klinické hematologie, FN, Brno; Interni hematologicka

a onkologicka klinika, FN, Brno; Ustav klinické hematologie, Lékarska fakulta, Ostravska univerzita,
Ostrava)

Mnohocetny myelom (MM) je krevni nadorové onemocnéni pfedevsim pacientl starSich 65 let.
S pfichodem novych 1éka, jako jsou inhibitory proteazomu a imunomodulaéni Iéky, doslo k vyraz-
né zméné v preziti pacientl. Na druhou stranu se vSak zdsadné zvySuje vyskyt extramedularniho
relapsu (EM) téchto pacientd, ktery ma velmi $patnou prognézu. EM relaps je zplsobén mutacemi
v myelomovych burikach, které umoznuji pfeziti bunék mimo kostni dferi. mikroRNA (miRNA) jsou
kratké nekodujici jednofetézcové molekuly RNA, které jsou velice stabilni a snadno detekovatelné.

D



Nachazeji se i v télnich tekutinach, jako napf v séru, plazmé, moci aj. Cil Zjistit, zda cirkulujici
sérové miRNA mohou slouzit jako marker EM u pacientll s MM. Materidl a metody Analyza 667
miRNA byla provedena na 5 EM vzorcich, 5 nové diagnostikovanych MM vzorcich a 6 vzorcich séra
zdravych darct na platformé TagMan Low Density Arrays (TLDA) od Life Technologies. Nasledna
analyza sérovych vzorkl probéhla pomoci metody gPCR a miRNA specifickych primerd a sond na
144 vzorcich ve dvou nezavislych kohortéach (testovaci kohorta: 35 nové diagnostikovanych MM, 35
EM, a 30 zdravych darc(; validaéni kohorta: 14 nové diagnostikovanych MM, 10 MM v relapsu, 20
EM). Ve validaéni kohorté byli v§ichni MM pacienti vySetfeni pomoci PET/CT k vylou€eni pfitomnosti
EM. Pro normalizaci byla vybrana miR-106b, jakozto nejvice stabilni miRNA ovéfena pomoci Ge-
nEx softwaru. Hladina p<0,05 byla povazovana za signifikantni. Vysledky TLDA analyza ukazala 14
deregulovanych miRNA mezi MM a EM vzorky a 20 deregulovanych miRNA mezi EM a HD vzorky.
miR-130a byla vybrana pro dalSi validaci, protoze byla deregulovana mezi véemi skupinami. gPCR
potvrdila TLDA data, a to statisticky vyznamné snizenou hladinu miR-130a v MM a EM vzorcich
oproti HD vzorkim v testovaci kohorté (p<0,05) a navic statisticky vyznamné snizenou hladinu
miR-130a v EM vzorcich oproti MM ve validaéni kohorté (p<0.05). miR-130a v ROC analyze doka-
zala odlisit EM od MM s AUC = 0,598, specificitou 94,3 % a sensitivitou 25,7 % v testovaci kohorté
a s AUC = 0,723, specificitou 87,0 % a sensitivitou 50,0 % ve validacni kohorté. U EM pacientl
miR-130a negativné korelovala s infiltraci kostni dfené plazmatickymi burikami (p<0,05). Zavér Tato
prace ukazala, ze miR-130a ma potencial stat se snadno dostupnym, minimalné invazivnim marke-
rem EM relapsu u MM pacientt a pfispét tak k rychlejsi detekci této formy onemocnéni. Tato prace
byla podpofena grantem NT14575.

2793.

Detekce minimalni residualni choroby ze séra pacientli s mnohoéetnym myelomem
Sedlarikova L., Besse L., Kubaczkova V., Almasi M., Penka M., Adam Z., Pour L., Krej¢i M., Hajek
R., Sevéikova S. (Babakova myelomova skupina, Ustav patologické fyziologie, Lékarska fakulta,
Masarykova univerzita, Brno; Oddéleni klinické hematologie, Fakultni nemocnice, Brno; Oddéleni
klinické hematologie, Fakultni nemocnice, Brno; Interni hematoonkologicka klinika, Fakultni
nemocnice, Brno; Ustav klinické hematologie, Lékarska fakulta, Ostravska univerzita, Ostrava)

Uvod: Detekce minimalni residuéini choroby (MRD) je u mnoho&etného myelomu (MM) mozné po-
moci alelové specifické (ASO) real-time kvantitativni PCR (qPCR) ¢i droplet-digitalni PCR (dd-PCR)
zalozené na detekci specifické prestavby genu pro tézky fetézec imunoglobulinu (IGH) u klonalnich
plazmatickych bunék (PB). Tento pfistup je pro pacienty zatézuijici, jelikoz vyzaduje pravidelné odbé-
ry kostni dfené (KD). Bylo prokazano, ze nadorové odvozena volné cirkulujici DNA (cfDNA) ze séra
periferni krve (PK) mlze byt pouzita pro monitorovani nadorové zatéze a odpovédi na lécbu u pa-
cientl s malignitami. CfDNA tak maji potencidl stat se neinvazivnim markerem i pro MM. Cil: Cilem
studie bylo zaméfit se na mozné vyuziti cfDNA pro sledovani MRD u pacientd s MM. Metody: CfDNA
byla extrahovana z 1 ml vzorku séra pacientd s MM za pouziti Circulating Nucleic Acids Isolation Kit
(Qiagen). Déle byla kvantifikovana pomoci Qubit dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies) a délka
fragmentl byla hodnocena pomoci High Sensitivity dsDNA ¢ipl (Agilent). IGH prestavba specificka
pro pacienty byla identifikovana z genomové DNA z KD a CD138+ bunék z doby diagndzy, jak bylo
popsano (Ladetto et al., 2000). Pro kazdého pacienta byla stanovena hladina MRD z KD i PK pomo-
ci dd-PCR (Biorad) a gPCR (Applied Biosystems) s pouzitim ASO primer( a sond. Vysledky byly vy-
jadfeny jako pocet kopii na 1 pg celkové cfDNA a byly interpretovany v souladu s pokyny EuroMRD.
Vysledky: VytéZzek cfDNA byl v priméru 57,07 ng (12,5-132,5) a nejvice zastoupené frakce 180-220
bp, 350-400 bp a 700-10 000 bp. Hladina specifické cfDNA byla detekovana pomoci qPCR celkové
u 7 vzorkd z doby dg. a naslednych odbérd. Pouze 3/7 vzorku bylo kvantifikovatelnych, 4/7 vzorkl
bylo pozitivnich, mimo kvantifikovatelny rozsah (PNQ). Pomoci dd-PCR bylo vyhodnoceno 3/7 jako
kvantifikovatelnych a 1/7 jako PNQ. V sou¢asné dobé probiha identifikace IGH prestavby a analyza
cfDNA u dal$ich 10 pacientd s MM. Zavér: Nase data ukazuji na potencial vyuziti nddorové speci-
fické cfDNA pro monitorovani MM pacientl. AvSak pouziti vét§iho mnozZstvi séra je nezbytné k pre-
konani omezené citlivosti tohoto pFistupu. Potencialni vyhody a prediktivni hodnotu cfDNA je nutné
ovéfit na vétsim souboru pacientd. Podporfeno grantem IGA NT14575. Reference: Ladetto M et al.
Real-Time polymerase chain reaction of immunoglobulin rearrangements for quantitative evaluation
of minimal residual disease in multiple myeloma.Biol Blood Marrow Transplant. 2000;6(3):241-53.

AKUTNI LEUKEMIE

2785.
Lécba akutni lymfoblastické leukémie v détském véku
Stary J. (Klinika détské hematologie a onkologie, 2.LF UK a FN Motol, Praha)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2792.

Pokroky v diagnostice a Ié¢bé akutni lymfoblastické leukemie dospélych

Doubek M., Folber F.,, Hordéek J., Hrabovsky S., Sélek C. (Interni hematologické a onkologicka
klinika, LF MU a FN, Brno; IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové; Ustav
hematologie a krevni transfuze, Praha)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2735.

Sérovy profil cytokinli a adheznich molekul se li§i u pacient s nové diagnostikovanou
akutni myeloidni a lymfoblastickou leukemii

Horacek J. M., Kupsa T., Karesové |., Jebavy L., Zék P (Katedra vojenského vnitfniho lékarstvi
a vojenské hygieny, Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany, Hradec Kralové; Ustav
klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice, Hradec Kralové; 4. interni hematologicka
klinika, Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralové)

Uvod: Cytokiny a adhezni molekuly jsou studovany jako markery aktivace imunitniho systému u réiz-
nych chorob véetné hematologickych malignit. Poznatky ziskané z téchto studii by mohly umoznit
zlepsSeni diagnostiky a Ié€by téchto onemocnéni. Cilem studie bylo porovnani sérovych koncentraci 17
cytokinG a 5 adheznich molekul u pacientt s akutni myeloidni leukemii (AML), akutni lymfoblastickou
leukemii (ALL) a u zdravych jedinct. Metodika: Do studie bylo zafazeno 15 pacientt s noveé dg. AML,
15 pacientl s nové dg. ALL a 15 zdravych jedincl (darci krve). Hodnotili jsme sérové koncentrace 17
cytokint a 5 adheznich molekul: interleukiny (IL-1 alpha, IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-
10, IL-12, IL-13, IL-23), vascular endothelial growth factor (VEGF), tumor necrosis factor-alpha (TNF-
-alpha), interferon-gamma (IFN-gamma), epidermal growth factor (EGF), monocyte chemotactic pro-
tein-1 (MCP-1), E-selectin, L-selectin, P-selectin, intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular
cell adhesion molecule-1 (VCAM-1). VSechny anylyty byly méfeny bioCipovou technologii na analy-
zatoru Evidence Investigator (Randox). Hodnoty p<0,01 byly povazovany za statisticky vyznamné.
Vysledky: U pacientll s nové dg. AML jsme ve srovnani se zdravymi jedinci zjistili statisticky vyznamné
zvySeni sérové koncentrace VCAM-1, ICAM-1, E-selectinu a L-selectinu. U pacientd s nové dg. ALL
jsme ve srovnani se zdravymi jedinci zjistili statisticky vyznamné zvyseni sérové koncentrace IL-8, L-
-selectinu, VCAM-1, ICAM-1 a MCP-1. Dale jsme u pacientl s ALL zjistili statisticky vyznamné snizeni
sérové koncentrace IL-3 a IL-4. Pfi srovnani pacientll s AML a ALL jsme zjistili statisticky vyznamné
rozdily u IL-2, IL-4 a VCAM-1 (u AML byly vysSi koncentrace IL-2, IL-4 a niz8i koncentrace VCAM-1).
Rozdily v sérovych koncentracich ostatnich cytokin a adheznich molekul nebyly statisticky vyznam-
né. Zavér: Nase vysledky ukazuji, Ze sérové koncentrace nékterych cytokint a adheznich molekul jsou
vyznamné odli$né u pacientd s nové dg. akutni leukemii ve srovnani se zdravymi jedinci a maji vztah
k aktivité onemocnéni. Sérovy profil cytokind a adheznich molekul se li$i u pacientli s nové dg. AML
a ALL. Neni jasné, zda tyto zmény mohou slouzit jako prognosticky marker u akutnich leukemii. DalSi
studie na vétSim poctu pacientl a srovnani se zavedenymi prognostickymi faktory budou nezbytné.
Prace byla podporena z projektu RO 1011 (FVZ).

2737.

Indukéni chemoterapie akutni myeloidni leukemie (AML) zaloZena na vysokych davkach
cytosinarabinosidu — hodnoceni vysledki Iééby s dlouhodobym odstupem

Szotkowski T., Hubadek J., Sidova K., Vrbkova J., Sulavikova Z., Minafik J., Indrék K. (Hemato-
onkologické klinika, LF UP a FN, Olomouc; Ustav molekulérni a translacni mediciny, LF UP,
Olomouc)
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Indukéni chemoterapie ma zakladni roli v IéEbé AML. Kromé& nemocnych s promyelocytarni leukemii
je jiz vice nez Ctyfri desitky let zlatym standardem 1é¢by AML chemoterapie zalozena na kombinaci
cytosinarabinosidu (AraC) a antracyklint. Jednotlivé Ié¢ebné protokoly se li§i davkovanim téchto
|ékd a v nékterych pfipadech i pfidanim tfetiho cytostatika. AraC je dnes v indukci obvykle podavan
v kontinualni infuzi v davkach 100-200 mg/m2 télesného povrchu. Existuji i protokoly s vysokymi, tj.
gramovymi davkami tohoto cytostatika (HDAraC). Od této IéEby se ale v poslednich letech ustupuje
a v lécbé je nyni akcentovan vyznam vyssich davek daunorubicinu. Cilem této prace je hodnoceni
ucinnosti a ¢asné toxicity indukéni Ié€by AML zaloZzené na HDAraC a jejich porovnani s vysledky
1é¢by jinymi indukénimi chemoterapeutickymi rezimy u nemocnych Ié¢enych na Hemato-onkologic-
ké klinice FN Olomouc. Uginnost byla hodnocena poétem dosazenych kompletnich remisi, dasna
toxicita mérena délkou hospitalizace od zahajeni chemoterapie, poétem febrilnich dnd, délkou ATB
terapie, poétem podanych transfiznich pfipravkt a poétem umrti nesouvisejicich s progresi AML.
Indukéni léEba obsahujici HDAraC byla na naSem pracovisti podavana v letech 2002-2007, pfede-
v&§im mlad$im nemocnym a pacientim bez komorbidity, u kterych bylo mozné predpokladat lepsi
mocnych s AML (mimo M3). Median véku skupiny nemocnych Ié¢enych HDAraC byl 45 let. Komplet-
ni remise dosahlo celkem 28 (93,3%) nemocnych, 22 (73,3%) jiz po prvni indukéni éEbé, 4 nemocni
po zachranné chemoterapii podle protokolu FLAG a dva nemocni az po alogenni transplantaci kr-
vetvornych bunék (ATKB). V neselektovaném souboru vSech 82 nemocnych l1é€enych v nasledném
obdobi (2008-2012) protokolem 7+3 se standardnimi davkami antracyklinti a AraC byl median véku
56 let. Kompletni remise bylo dosazeno celkem u 56 (68,3%) nemocnych; u 40 (48,8%) po prvnim
cyklu indukce, u 11 (13,4%) po druhém cyklu indukce resp. po zachranné chemoterapii FLAG a u 5
nemocnych (6,1%) az po ATKB. Podrobné udaje budou prezentovany. Indukéni rezim 1é€by akutni
myeloidni leukemie zalozeny na HDAraC je ve shodé s literarnimi udaji vyznamné u¢innéjsi nez
rezim se standardnimi davkami cytostatik. Vy$Si toxicita tohoto rezimu nebyla potvrzena. Zavéry je
vS8ak nutné hodnotit s védomim vyrazné selekce souboru takto Ié¢enych nemocnych. Prace byla
podporena grantem IGA_LF_2015_001

2684.

Sérové hladiny vybranych cytokinii a solubilnich adheznich molekul koreluji u pacientt
s nové diagnostikovanou akutni myeloidni leukémii: Vliv TNF-ALFA a FLT3-ITD

Kupsa T., Vanék J., Vasatova M., Karesova ., Jebavy L., Zak P, Horddek J. M. (Katedra
vojenského vnitfniho Iékarstvi a vojenské hygieny, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Hradec
Kralové; Ustav informatiky a kvantitativnich metod, Univerzita Hradec Kralové; Ustav klinické
biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice, Hradec Kralové; IV. interni hematologicka klinika,
Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Univerzita Karlova, Lékarska fakulta, Hradec Kraloveé)

Uvod: Rezistence akutni myeloidni leukémie (AML) k terapii je prognosticky nepfizniva. Pfedpokla-
danym molekuldrnim mechanismem je mimo jiné interakce prozanétlivych cytokin(i jako je tumor
nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) s burikami endotelu a néasledna zvy3enéa exprese adheznich mole-
kul. Cil: Ovéfit hypotézu, Ze hladiny cytokin(i a solubilnich adheznich molekul koreluji u nemocnych
s AML. Metodika: Byl studovan soubor 53 pacienti s nové zjisténou AML (20 muzd, 33 Zen, vék
53,1 + 13,4 let, median 56,4 let). Dle standardni prognosticke stratifikace byla AML u 11 nemocnych
nizkého, u 22 stfedniho a 20 vysokého rizika. Sekundarni AML mélo 21 nemocnych, FLT3-ITD mu-
taci mélo 12 pacientt. Hodnotili jsme sérové hladiny 17 cytokind a 5 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), TNF-q, vascular endothelial
growth factor, interferon-gama (IFN-y), epidermal growth factor, monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1), E-selektin, L-selektin, P-selektin, intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular
cell adhesion molecule-1 (VCAM-1). Biomarkery byly méfeny pomoci biochip array technologie na
analyzatoru Evidence Investigator (Randox). Statistick& analyza byla provedena v R 3.1.2. Do ana-
lyzy jsme dale zahrnuli pocet leukocytl, vék, sekundarni plvod nemoci, FLT3-ITD, CRP a dosazeni
remise indukéni terapii. Odchylky s p < 0.05 byly povazovany za signifikantni. Vysledky: VCAM-1
koreloval s ICAM-1 (p < 0.0001), E-selektinem (p < 0.0001), poc¢tem leukocytd (p = 0.0005) a TNF-a
(p = 0.0035). E-selektin dale koreloval s poétem leukocytll (p < 0.0001), P-selektinem (p = 0.0032)
a MCP-1 (p = 0.0119). CRP korelovalo s IL-6 (p < 0.0001). Pocet leukocyti negativné koreloval

s IL-7 (p = 0.0318). FLT3-ITD byla spojena s vy$§im E-selektinem (p = 0.0010) a niz8im IL-7 (p =
0.0252). Nemocni se sekundarni AML byli starsi (p = 0.0008). Selhani indukéni 1é€by bylo spojeno
s nesignifikantnim zvySenim CRP a snizenim P-selektinu. Hlavni komponenta byla ovlivnéna po-
¢tem leukocytl (p < 0.0001), FLT3-ITD (p = 0.0017) and sekundarnim plivodem AML (p = 0.0439).
Zaveér: Hladiny nékterych cytokinli, adheznich molekul a poc¢et leukocyt vyznamné korelovaly u ne-
mocnych s noveé zjisténou AML. Porozuméni témto molekularnim mechanismim se mize stat zakla-
dem novych lé¢ebnych pfistupt v hematoonkologii. Prace byla podpofena z Projektu specifického
vyzkumu ,Analyza vybranych prognostickych markert u nemocnych s AML” a z projektu RO 1011
(FVZ).

Wilcoxon-Mann-Whitney P = 0.0010

G,
o
-
!
1
1
1
1
1
=
ow
1
1
o i
LLl ;
® T :
Ll .
1 i
i
EX o) 1
e i
1
=l
| |
0 1

FLT3ITD



KONFERENCE - ZDRAVOTNi LABORANTI 2

2694.

Cytologie lymfoproliferativnich onemocnéni

Starostka D., Kolacek D., Mikula P. (Oddéleni klinické hematologie, Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o.,Havifov)

Cytologické vySetreni je spolu s histologii/imunohistochemii, priitokovou cytometrii a genetickymi ana-
lyzami nedilnou souc&ésti komplexni diferencialni diagnostiky lymfoproliferativnich onemocnéni. Velkou
vyhodou cytologického vySetfeni je snadnost a rychlost analyzy, stejné jako u ostatnich diagnostic-
kych modalit hraje u této metody dulezitou roli zkusenost laboratornich pracovnik(. U cytologie jsou
vySetfovanym materidlem natéry periferni krve a kostni dfené, otiskové preparaty lymfatickych uzlin
nebo preparaty télesnych tekutin (punktat ¢i mozkomisni mok) zpracované cytocentrifugaci, které jsou
néasledné barveny panoptickym barvenim podle Pappenheima (barviva May-Griinwald, Giemsa-Ro-
manowski) a vySetfovany ve svételném mikroskopu. Stanovuje se pocetni zastoupeni patologickych
lymfocytd; hodnocené morfologické prvky pfi 1000-nasobném zvétSeni zahrnuiji: velikost bunék, pomér
cytoplazmy a jadra, tvar a lokalizace jadra, charakter jaderného chromatinu, pfitomnost nukleoll, bar-
vitelnost cytoplazmy, pfitomnost intracytoplazmatickych vakuol, granuli nebo inkluzi. Prezentace dale
podrobné shrnuje a obrazové dokumentuje cytologické rysy vybranych zralych lymfoidnich neoplazii.

2795.

Diagnostika CLL - kazuistika

Zadrazilova V., Kropackova J., Novosadova A., Dfimalova H., Novék M., JaroSova M. (Hemato-
onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je nej¢astéjsi leukémii dospélych na zapadni polokouli a pfedsta-
vuje 25 — 30 % ze vSech leukémii. Sou¢asné poznatky o patogenezi CLL potvrzuji, Ze se jedna o velmi
heterogenni onemocnéni, kdy néktefi nemocni umiraji béhem nékolika roku od diagndzy a jini ziji desit-
ky let bez potfeby lé¢by. Komplexni laboratorni diagnostika je nezbytna nejen k potvrzeni diagnézy, ale
i k ureni progn6zy nemocnych a na zakladé prognézy k volbé spravného, na miru nemocného Sitého
(personalizace lé€by), léCebného pfistupu. Cilem sdéleni je na pfikladu kazuistiky nemocného s CLL
ukazat vyznam a roli laboratornich metod v diagnostice a ur€eni prognézy CLL nemocnych. Diagnostika
CLL je laboratorné spojena s analyzou krevniho obrazu popfipadé kostni dfené a vysledkem imunofe-
notypizacniho vySetfeni. P¥i rutinnim vySetfeni periferni krve se ¢asto setkdvdme s ndhodnym zjisténim
leukocyt6zy tvorené lymfocyty (>5x109/1), v krevnim natéru pozorujeme uniformni ,zralé“ lymfocyty a Gu-
mprechtovy stiny. Klonalitu lymfocyt(l potvrdi pratokova cytometrie na zakladé typického imunofenotypu
CD5+, CD19+ a CD23+. Vyznamnou roli v ur€eni progndzy hraje cytogenetika a molekularni genetika.
Kromé klasické cytogenetiky vyzadujici k analyze dostatek mitéz, ma pro ur€eni prognézy CLL, tedy
onemocnéni s malou bunéénou proliferacni aktivitou a fadou bunék v GO fazi, vyznam metody FISH
a arrayCGH, které nevyzaduji k analyzy mitézy. Metody molekularni genetiky zaloZzené na sekvenovani
uréuji mutaéni stav IGVH. Kombinace vysledkl cytogenetiky a molekularni genetiky, kterd umozriuje
uplatnit moderni prognostickou stratifikaci, dovoluje zpfesnit prognézu nemocnych a i individualizaci lé-
&ebného pfistupu. Prace je podporovana grantem IGA NT 13576 a grantem LF UP IGA 2015-001.

2794.

Akutni monoblasticka a monocytarni leukémie - prezentace dvou kazuistik

Dynterova A., Pdnkova L., Fatorova I., Jurenkova A., Smolej L. (Interni a hematologicka klinika FN,
Hradec Kralové)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2730.

Stanoveni cytotoxické aktivity NK bunék na pritokovém cytometru

Vrbova J., Holubova M., Miklikova M., Lysék D., Jindra P. (Hematologicko-onkologické oddélent,
FN, Pizeri; Biomedicinské centrum, Lékarské fakulta UK, Plzer; Cesky ndrodni registr dércti kostni
drené, Plzeri)

Imunoterapie je |é€ebny proces vyuzivajici Siroké spektrum slozek imunitniho systému od nespe-
cifickych mechanizmi az po vysoce specifické monoklonalni protilatky. Toto odvétvi moderni me-
diciny se stava soucasti bézné klinické praxe a je pfedmétem mnoha klinickych hodnoceni. NK
buriky jsou souéésti nespecifické imunitni odpovédi a maji pfevazné protivirovou a protinddorovou
aktivitu. V protinadorové imunoterapii maji vyznamné zastoupeni a jejich vyuziti je pfislibem pro
mnoho onkologickych pacientl. Cilem prace je prokazat cytotoxicky potencial NK bunék a opti-
malizovat testovani jejich uc€innosti pro pfipravované klinické hodnoceni. Na testovani cytotoxické
aktivity NK bunék byla pouzita priitokova cytometrie a stanoveni podilu mrtvych nadorovych bunék
(bunécéna leukemicka linie K562). Pro rozliSeni mrtvych a zivych bunék byl pouzit marker 7AAD
(Exbio, CR) a na detekci cilovych nadorovych bunék flourescenéni proba CFSE (Life Technologies,
USA). Nejprve byla uréena optimalni koncentrace CFSE. Buriky (20x10e6) byly oznaéneny 0,625
resp. 1 resp. 2uM CFSE a druhy den zamrazeny v koncentraci 2x10e6 bb/ml v FBS (Gibco, USA)
s 10% DMSO (Wak-Chemie, USA). Pfed pouzitim byly buriky po rozmrazeni pfes noc re-kultivovany
v RPMI +10%FBS (oba Gibco). Ko-kultivace s efektorovymi NK burikami probihala v testovacich
pomérech (K562:NK) 1:0,25; 1:0,5; 1:1; 1:5; 1:10 a 1:20 v SCGM médiu (CellGenix, USA) s 5% FBS
a 1000IU IL-2 (Novartis, CR) po dobu 4h, 6h a 8h. Podil mrtvych nadorovych bunék byl stanoven
jako rozdil dvojité pozitivnich (7AAD+CFSE+) bunék v ko-kultufe a v kontrole (znaené K562 bez
NK bunék). Zamrazeni CFSE znagenych bunék nezpulsobilo snizeni viability bunék. Intenzita CFSE
po rozmrazeni a re-kultivaci klesala, proto byla optimalni koncentraci CFSE zvolena 2uM. Cytoto-
xicka aktivita bunék byla zavisla na mnozstvi NK bunék. U pomérli nad 1:5 (v€etné) se mnozstvi
mrtvych K562 pohybovalo nad 50%. U nizSich pomérud byl vidét pokles na 40% pro 1:1, 30% pro
1:0,5 a 20% u 1:0,25. Rozdily mezi jednotlivymi poméry se pfi delSi dobé ko-kultivace zmenSovaly.
Byl optimalizovan postup testovani cytotoxické aktivity NK bunék, ktery bude pouzit v ramci testo-
vani kvality lécivého pFipravku. Prace byla podpofena grantem CNRDD a MZ CR - RVO (Fakultni
nemocnice Plzen - FNPI, 00669806).

2773.

Zajisténi hemoterapie pro pacienty po transplantaci kostni dfené/perifernich kmenovych
bunék (TKD/TKB)

Vodickova M., Kalmanova P, Holuskova I., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc)

Uvod: Na nasem transfuznim oddéleni provadime rutiné vySetfeni pacientli po transplantaci kostni
drené/perifernich kmenovych bunék (TKD/TKB) od roku 2000. VySetfeni provadime v ramci pred-
transfuzniho vy$etfeni, kompletniho imunohematologického vySetfeni a jako samostatné vysetie-
ni krevni skupiny na zadost zadatele. Cilem je zajiSténi adekvatni a co nejucinnéjsi hemoterapie
a minimalizace erytrocytarni aloimunizace pro transplantované pacienty. Material: krevni vzorek
pacienta odebrany do KSEDTA Metodika: Prvni informaci o planované TKD/TKB dostava vedouci
imunohematologickych laboratofi prostrednictvim zpravy od Iékafti Hematoonkologické kliniky. Na
podkladé téchto informaci vypracuje kartu pacienta po TKD/TKB véetné doporu¢ené hemoterapie.
Substituéni hemoterapie vychazi z toho, jedna-li se o velkou ¢i malou event. smiSenou inkompatibili-
tu. VySetieni transplantovaného pacienta zahrnuje vySetfeni krevni skupiny v ABO systému a vyset-
feni RhD antigenu. VySetfeni provadime dle moznosti na analyzatorech Techno TwinStation nebo
Swing TwinSampler firmy BioRad nebo manualné. Rovnéz u vSech novych hematoonkologickych
pacientd potencialné vhodnych k transplantaci vySetfujeme Rh a Kell fenotyp na kartach sloupcové
aglutinace firmy Grifols. V pfipadé, jedna-li se o pfibuzenskou TKD/TKB, byva na nasem transfuz-
nim oddéleni vySetfena i krevni skupina darce. Vysledky: Od roku 2000 bylo u nas preSetfeno cel-
kem 314 pacient( po alogenni transplantaci kostni dfené/perifernich kmenovych bunék. Ve 130 pfi-
padech se jednalo o pfibuzenskou transplantaci a ve 184 pfipadech byla provedena transplantace
od nepfibuzenského darce. Stejnoskupinove bylo transplantovano 110 pacient(, nestejnoskupinovée
204 pacientll. U 149 pacientl jsme opakované preSetfovali krevni skupinu v ABO a RhD, bylo pro-
vedeno celkem 846 téchto vySetfeni. Zavér: Zajisténi hemoterapie pro transplantované pacienty se
fidi doporuénim transfuziologa a vychazi z typu inkompatibility mezi darcem a pfijemcem. Problé-
my nastavaji v pfipadé aloimunizace pfijemce, kdy je nutno toto doporuc€eni revidovat a zohlednit
aktualni imunohematologicky nalez (nové vytvofend aloprotilatka). Vzhledem k pozadavku ozéafeni,
nutno vybirat erytrocytarni transfuzni pfipravky do 14.dne od odbéru, deleukotizované.
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CML/PH- MPN

2811.
Jak bezpe€na je Iééba CML tyrosin kinazovymi inhibitory?
Mayer J., R&dil Z., Zaékova D. (Interni hematoonkologické klinika, FN, Brno)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2766.

Bude digitalni PCR technologii pfisti generace pro presnou a citlivou kvantifikaci BCR-
ABL1 a monitorovani hluboké molekularni odpovédi u CML?

Zizkové H., Zemanové K., Klamové H., Zach J., Motlové E., Saussele S., Mahon F., Machovéa

Polédkové K. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Ill. Med. Klinik, Universititsmedizin
Mannheim, der Universitét Heidelberg, Mannheim — Germany; Hépital Haut Lévéque, Centre

Hospitalier Universitaire, Bordeaux — France)

Citlivé a standardizované monitorovani hluboké molekularni odpovédi (MR) zaloZzené na méfeni
hladiny transkriptu BCR-ABL1 je zasadni pro Ié¢bu pacientll s CML. Sou¢asna metodika méfeni je
zalozena na RT-qPCR. Stéle vice laboratofi v§ak testuje novou metodu absolutni kvantifikace - di-
gitalni PCR (ddPCR), ktera mlize zvysit pfesnost a citlivost méfeni. Cilem prace je porovnat citlivost
a presnost metod ddPCR a RT-gPCR pfi kvantitativnim stanoveni hladin transkriptd BCR-ABL1,
a porovnat hladiny BCR-ABL1 na urovni mRNA a DNA metodou ddPCR. Metoda RT-qPCR pouzi-
vana v nasi EUTOS MR4.5 laboratofi je standardizovana a prepoctovy koeficient pro vyjadfovani
vysledkl v mezinarodnim méfitku (IS) s pouzitim kontrolnich gent ABL1 nebo GUSB je pravidelné
validovan. Pro metodu ddPCR byl pouzit Systém QX-200 (Biorad). Pro porovnani pfesnosti kvantifi-
kace metod byly hodnoceny poméry poctu kopii genti (BCR-ABL1/ABL1 a BCR-ABL1/GUSB) dete-
kované u 6 WHO standardtl ERM-AD623. Singleplex RT-gPCR poskytovala poméry v rozmezi 0,63
- 1,11 (Me=0,85), singleplex ddPCR 0,92 - 1,29 (Me=1,02) a multiplex ddPCR 0,93 - 1,0 (Me=0,99).
Metody RT-gPCR a ddPCR byly porovnany méfenim vzorkl pacientd s CML Ié¢enych TKI s hladi-
nami BCR-ABL1 mRNA v rozmezi 0,01 - 10% IS. K porovnani vysledkl byla pouzita Bland-Altma-
nova statistickd metoda — vysledna charakteristika antilog bias byla 0,54 pro 31 parovych méreni.
Pro porovnani citlivosti detekce BCR-ABL1 bylo testovano 66 vzorkd 7 pacientl zafazenych do
studie EURO-SKI (Europe Stops TKI in CML) od okamziku potvrzeni MR4.0 a déle po vysazeni
1é¢by TKI. Srovnanim 37 parovych vysledk z méfeni RT-qPCR a ddPCR u vzorku s hladinou BCR-
-ABL1 mRNA <0,01% IS byla zji§téna vysledna hodnota antilog bias 0,23. Metodou RT-qPCR bylo
detekovano 26/66 BCR-ABL1 negativnich vzorkud, metodou ddPCR pouze 6/66. Hladina DNA BCR-
-ABL1 byla analyzovana u 26 vzork(l 4 pacientt ve studii EURO-SKI pomoci pacient-specifickych
test(. Hladiny BCR-ABL1 na trovni mRNA a DNA spolu vyznamné korelovaly (r=0,9038, p<0,0001).
Obé metody poskytovaly srovnatelné vysledky pfi kvantifikaci hladiny BCR-ABL1 mRNA v rozmezi
0,01 - 10% IS. U vzorkd MR4.0-MR5.0 detekovala ddPCR pfiblizné o 1 rad vyssi hladiny BCR-ABL1
mRNA ve srovnani s RT-gPCR. Citlivéjsi méreni ddPCR s presnéjsi kvantifikaci mlze pfinést za-
sadni informaci pfi rozhodovani o pierugeni 1é¢by TKI. Podporovéano: MZCR pro koncepéni rozvoj
VO (00023736) a EURO-SKI Research Consortium

2721.

Plasma and leukocyte metabolomics of patients with chronic myeloid leukaemia

Friedecky D., Karlikovéa R., Miéové K., Hrda M., Siroka J., Vrobel I., Gardlo A., Najdekr L., Faber E.
Adam T. (Institute of Molecular and Translational Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University, Olomouc; Department of Hemato-Oncology, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University in Olomouc, University Hospital, Olomouc; Department of Clinical Chemistry,
University Hospital, Olomouc)

Metabolomics refers to the interpretation of information-rich data with the aim to understand metabolic
processes and to find changes in metabolite levels as a potential biomarkers of the disease. The aim of
this work was to examine the influence of tyrosine kinase inhibitors and hydroxyurea on the leukocyte
and plasma metabolite profiles from patients with CML compared with healthy controls. Leukocytes and

plasma samples 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 prepared from whole blood and metabo-
lites were extracted by the chloroform/methanol/water mixture. Analysis of 400 metabolites was perfor-
med using high performance liquid chromatography (Ultimate 3000, Dionex) coupled with tandem mass
spectrometry (QTRAP 5500, AB Sciex). Metabolites were quantified using MultiQuant 3.0 software
and statistically evaluated in R programme language with statistics packages. For metabolisation study
plasma samples were taken from patients on treatment by imatinib (24h after dose of 400mg). Resullts:
Total 170 metabolites were identified on the basis of its transition and retention time in all leukocyte and
plasma samples. Significant changes in metabolic pathways were found. Both unsupervised and super-
vised statistic methods (PCA, PLS-DA, OPLS-DA, cluster analysis) separated all the studied groups. In
this study metabolome of human leukocytes and plasma was defined and changes of metabolite levels
were observed in all groups of patients compared to healthy controls. It has diagnostic potential for in-
dividualized treatment of patients with adverse effects or resistance on treatment. Support: IGA MZCR
NT12218-4/2011, MSMT CZ.1.05/2.1.00/01.0030 and MSMT CZ.1.07/2.3.00/30.0004.

2687.

Significance of anemia in patients with CML at diagnosis and during the tratment with
imatinib outside the clinical trials: CAMELIA Registry experience

Faber E., Muzik J., Janousova E., Dufkova T., Jindra P, Cmunt E., Sninska Z., Demitrovi¢ova L.,
Mikuskové E., Chudej J., Markuljak 1., Paldsthy S., Stecové N., Téthova E., Dusek L., Indrék K.
(Department of Hemato-Oncology, Faculty Hospital Olomouc, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University, Olomouc; Institute of Biostatistics and Analyses, Faculty of Medicine, Masaryk
University, Brno,; Department of Hemato-Oncology, University Hospital, Pilsen; Ist Internal
Department, University Hospital, Prague; Institute of Hematology and Blood Transfusion, University
Hospital, Bratislava — SK; Department of Hemato-Oncology, National Cancer Institute, Bratislava

— SK; Department of Clinical Hematology, University Hospital, Martin — SK; Department of Clinical
Hematology, University Hospital, Department of Clinical Hematology, University Hospital, Banska
Bystrica — SK; Department of Clinical Hematology, University Hospital, Presov — SK; Department of
Clinical Hematology, University Hospital, KoSice — SK; HEMKO Ltd., Kosice — SK)

Attention of physicians caring for CML patients is seldom focused on anemia as it was not shown to
be an independent prognostic factor and it may have different causes during the course of disease.
We retrospectively evaluated prognostic and clinical importance of anemia in CML patients treated
with imatinib in CAMELIA Registry. Anemia was defined by hemoglobin level lower than 120g/l. Single
center survey of quality of life in 32 CML patients with and 31 without anemia was performed. For
statistical testing Mann-Whitney test and Fisher exact test, for survival analysis Kaplan-Meier method
with log-rank test were used. Anemia was identified at diagnosis in 211 (45%) from 469 patients in
first chronic phase of CML treated with imatinib. Anemia had strong correlation with higher risk scores
in all prognostic systems (Sokal, Hasford, EUTOS; p<0.001). Patients with anemia had significantly
higher numbers of WBC (median=175.6 vs 48.0 p<0.001) and more frequent splenomegaly (p<0.001).
Response to the treatment was similar: major molecular response was achieved in 72.5% and 68.7%
of patients without and with anemia, respectively. However, when assessing overall survival with the
end-point death caused by CML, anemia was associated with worse outcome (log-rank test p=0.013).
There were 23 deaths caused by CML among 31 dead patients with anemia (74.2%) but only 11 out
of 28 deaths (39.3%) in the group of patients without anemia (p=0.009). During the treatment with
imatinib anemia was identified in 91 (19.4%) patients at one or more occasions. There was no corre-
lation with the anemia or risk scores at diagnosis. There was a trend towards association of anemia
with age over 60 years (24.4% vs 16.9%; p=0.063). Anemia during the treatment was not associated
with response to treatment, but has significant impact on quality of life: patients spent more time in bed
(p=0.014), less time outside the flat or house (p<0.001), they suffered more from dyspnea (p=0.022)
and there were trends for lower Karnofski score (p=0.057), unemployment (p=0.077) or sport capa-
city (p=0.079). Anemia at diagnosis in CML patients from CAMELIA Registry was frequent and was
associated with the high-risk features. A significant association of anemia at diagnosis was found with
CML-related death rate. During the treatment, anemia was found in 20% of patients, affected more
frequently elderly patients and had negative impact on quality of life.
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2732.

Individualizovana terapie IFN a omezeni selekéniho tlaku tyrosin kindzovych inhibitor
(TKI) vede k dosazeni MMR a eliminaci mutovaného BCR-ABL transkriptu u vysoce
rizikovych pacientti s CML

Polivkové V., Rohori P, Cufik N., Klamovd H., Cernd O., Divokd M., Zach J., Novék M., Marinov
1., Soverini S., Faber E., Machové Polakové K. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha —
CZ; Hemato-onkologicka klinika, Fakultni nemocnice, Olomouc — CZ; Interni hematoonkologicka
klinika, Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, Praha — CZ; Institute of Hematology “L. e A.
Seragnoli”, University of Bologna, Bologna — Italy)

Pacienty s CML, u kterych z divodu rozvoje multi-rezistentni mutace T315l v kindzové doméné (KD)
BCR-ABL neni efektivni terapie TKI, je mozné Iécit ponatinibem nebo provést transplantaci kostni
dfené.V nékterych pripadech v8ak tyto [é€ebné postupy nelze pouzit. Alternativou je pak 1écba IFN-
-alfa samostatné nebo v kombinaci s TKI. Pfi uziti imunomodulaéniho |Iéku s U€inkem nezavislym
na BCR-ABL predpokladame represi rezistentniho mutovaného klonu. Sledovali jsme vliv ukonéeni
terapie TKI a nasazeni IFN-alfa u pacientd s multirezistentnimi mutacemi v KD BCR-ABL. Terapeu-
ticky efekt byl hodnocen na zakladé sledovani dynamiky mutované BCR-ABL mRNA, zmén v imu-
nitni odpovédi indukované terapii a celkové 1é¢ebné odpovédi. Dynamika mutovaného transkriptu
byla sledovana u 6 pacientu. Bylo provedeno 54 sekvenaénich analyz cDNA KD BCR-ABL (median
6 vzorkud/pacienta). Vychozim materidlem pro méfeni byly celkové leukocyty z periferni krve, sek-
venace byla provadéna ultrahlubokym sekvenovanim nové generace (GS Junior, Roche). Zakladni
analyzy imunoprofili méfené pomoci prltokové cytometrie sledovaly populace CD4+, CD8+, re-
gulaénich T-lymfocytl a NK bunék a byly provedeny u 5/6 pacient(i v pribéhu zmén terapie. U 3/6
pacientt doslo po preruseni terapie TKI a pouziti IFN-alfa k poklesu hladiny mutovaného transkriptu
BCR-ABL pod hranici detekce a k dosazeni velké molekularni odpovédi. U 1/6 pacientu byla terapie
IFN-alfa ukonéena po vymizeni BCR-ABL transkriptu T315l a pacient v kompletni cytogenetické
odpovédi byl dale 1é€en nilotinibem bez detekce mutace T3151 v dalSich 18 mésicich. U jednoho
pacienta v MMR byl pozorovan pokles CD3+ T-lymfocytl a zvySena hladina NK bunék. U dalSich
byla pozorovana zvysena hladina NK bunék pravdépodobné v souvislosti s aktivaci imunitniho sys-
tému predchozi terapii dasatinibem, ktera byla posilena pouzitim kombinace IFN-alfa a TKI. U 2/6
pacienttl nevedlo preruseni TKI terapie a nasazeni IFN-alfa k poklesu mutovanych BCR-ABL tran-
skriptt ani dosazeni Ié¢ebné odpovédi. Pacienti s vysoce rezistentnimi mutacemi k 1é¢bé TKI mohou
dosahnout CCgR a MMR na zéakladé individualizované terapie IFN-alfa. U pacient(, ktefi reagovali
na zménu lécby vymizenim mutovaného BCR-ABL klonu, bylo [é¢ebné odpovédi dosazeno aktivaci
antileukemické imunitni odpovédi. Vysoce citlivé detekce mutovaného BCR-ABL transkriptu poméaha
optimalizovat individualizovanou terapii. Podporovano: MZCR pro koncepéni rozvoj VO (00023736),
IGA NT1389 MZCR a IGA LF UP 01-2015.

2828.

Mutace genu pro calreticulinu u détskych paceintd s esencialni trombocytémii
Pospisilova D., Divoka M. (Détska klinika, Lékarska fakulta a Fakultni nemocnice, Olomouc;
Hemato-onkologicka klinika, Lékarska fakulta a Fakultni nemocnice, Olomouc)

Uvod: Esenciélni trombocytemie (ET) patfi mezi Ph-negativni chronické myeloproliferace (MPN),
které jsou v détském veéku extrémné vzacné (incidence 1:10 000 000). Genové mutace JAK2 V617F
a MPL W515, typické pro MPN, jsou u déti s ET pfitomny vyznamné méné Casto nez u dospélych:
JAK2mut pouze u 15-40% pfipad, MPLmut v 10% pfipadu. V r. 2013 byly identifikovany mutace
v exonu 9 genu pro calreticulin (CALR), které byly prokazany u 70-80 % JAK2 a MPL negat. dospé-
lych pacientd s ET. Data o vyskytu této mutace o déti jsou zatim ojedinéla, dosud bylo publikovano
pouze 6 pfipadl déti a mladych dospélych s ET s mutaci genu pro CALR. Pacienti a metody: U 16
pacientd s ET diagnostikovanou ve véku 6-17 let (median 14 let, 7 chlapcl a 9 divek), u kterych
nebyla prokazana mutace genu pro JAK2 ani MPL byly vySetfeny mutace genu pro CALR pomo-
ci screeningu mutace a nasledné ovéfeny Sangerovym? sekvenovanim exonu 9. Bylo provedeno
srovnani klinickych a laboratornich ndlezt u pacientl s pozitivnim a negativnim nalezem muta-
ce. Vysledky: mutace genu CALR byla prokdzana u 5/16 (35%) vySetfenych pacientli, Diagnéza
u v8ech pacientd s pozitivnim nalezem mutace byla zji§téna nahodné, zadny z pacientd nemél pfi

diagndze klinické pfiznaky mikrovaskularni obstrukce nebo trombotické komplikace. Mezi pacienty
s pozitivnim a negativnim nalezem nebyl rozdil ve véku nebo poctu trombocytd pfi diagnéze, nale-
zu hypersenzitivity na EPO ani EECs. Napadnym nalezem vsak je vyskyt retikulinové fibrézy 2-3.
stupné. u dvou pacientt a prechod do myelofibrézy u dalSich dvou pacientek s pozitivnim nalezem
mutace s odstupem -27let od stanoveni diagnozy. Diskuze: vzhledem k dosud malému poctu dét-
skych pacientl s ET s pozitivnim nalezem mutace genu pro CALR zatim nelze stanovit jednozna¢né
zavery. Pozornost rozhodné zasluhuje ¢asté asociace mutaci CALR s vyskytem retikulinové fibrézy
a progresi do myelofibrézy pfi sledovani pacientd, které je v kontrastu s dosud publikovanymi udaji
u ET v détském véku a o nutnosti dlouhodobého klinického sledovani i pfi nenapadném klinickém
nélezu. Zvy$enou tendenci vyvoje myelofibrézy u détskych pacientll s mutaci CALR mUze potvrdit
pouze studie s dostate¢né reprezentativnim poétem pacienta.

MONOKLONALNI GAMAPATIE 2

2779.

Nemoci zplsobené protilatkovou aktivitou monoklonalniho imunoglobulinu — zkusenosti
s jejich lécbou

Adam Z., Krejci M., Pour L., Michalkova E., Sandecka V. (Interni hematologicka a onkologicka
klinika, LF MU a FN, Brno)

Monoklonalni imunoglobulin predstavuje ve vétsiné pfipadl jen marker masy klonalnich plazmocytl
¢i lymfoplazmocytu, nevyvolavajici autoimunitni projevy. U malé ¢asti osob s monoklonalnim imuno-
globulinem se muZzeme setkat s vazbou této protilatky na nékteré télu vliastni antigeny a klinickymi
projevy autoimunity, zprostfedkovanymi pravé touto monoklonalini protilatkou. Monoklonalni imuno-
globuliny typu IgM zplsobuji autoimunitni projevy ¢astéji, nez monoklonalni imunoglobuliny typu
1gG anebo typu IgA. V souboru nasich pacientd s monoklonalnimi gamapatiemi jsme od roku 2000
pozorovali 1 pfipad pemphigu, ktery zpGsoboval monoklondlni imunoglobulin typu IgA, 4 pfipady
koznich mucinéz (skléredému a skleromyxedému) provazené pfitomnosti monoklonélniho imuno-
globulinu, 3 pfipady nemoci chladovych aglutinint,1 pfipad myopatie, 4 pfipady kryoglobulinémie,
z toho dva pfipady smiSené kryoglobulinémie, 2 pfipady Schnitzlerova syndromu. Nejasna souvis-
lost je mezi monoklonalnim imunoglobulinem a nékterymi projevy histologicky fazenymi do skupiny
juvenilniho xantogranulomu. Monoklonalni gamapatii a néjakou z forem juvenilniho xantogranulomu
jsme pozorovali u 4 osob. Cilem sdéleni je poukazat na tyto velmi vzacné nemoci a prezentovat
vlastni zku$enosti s jejich IéEbou a podat pfehled sou€asnych znalosti.

2744.

Laboratorni a klinické aspekty proteinové analyzy u nemocnych s nové diagnostikovanou
Waldenstréomovou makroglobulinémii

Pika T., Lochman P, Hefmanova Z., Jurériova J., Minafik J., Séudla V. (Hematoonkologicka klinika,
LF UP a FN, Olomouc; Oddéleni klinické biochemie, FN, Olomouc; Ustav imunologie, LF UP a FN,
Olomouc)

Uvod: Waldenstrémova makroglobulinémie (WM) je vzacné onemocnéni, které je charakterizované
infiltraci kostni dfené nadorovymi bufikami lymfoplazmocytarniho lymfomu a produkci monoklonal-
niho imunoglobulinu (MIg) IgM izotypu. Cil: Cilem studie je detailni analyza hladin Mlg u nemocnych
s noveé diagnostikovanou WM s vyuzitim konvenéni elektroforézy, nefelometrickych a turbidimetric-
kych technik, a analyza vztahu k vybranym laboratornim parametrdm onemocnéni (viskozita, kryo-
precipitace). Metody: VySetfeny soubor zahrnoval 15 vzorkd sér od nemocnych s WM s izotypem
IgM kappa. Stanoveni Mlg gelovou elektroforézou (SPE) bylo provedeno systémem Sebia Hydrasys
s pomoci souprav Sebia Hydragel 30 Protein(e). Pro imunofixaéni analyzu byly vyuZity soupravy
Hydragel 4 IF. Pro turbidimetrickou analyzu hladin tézkych/lehkych Fetézc imunoglobulinu (HLC)
bylo uZzito souprav HevyLiteTM Human IgMk, s vyuzitim turbidimetru SPAplus. Pro nefelometric-
kou analyzu HLC paru bylo uzito nefelometru BN Il a souprav HevyLiteTM IgMk. Vysledky: Median
koncentrace celkové bilkoviny (CB) séra &inil 95,3 (73,4 — 131,6 g/l). Pfi srovnani hladin IgM Mlg
stanovenych SPE (5 — 60 g/l) a hladin IgMk stanovenych systémem SPAplus (9 — 155 g/l) resp. BN
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11 (9,3 — 262 g/l) byly zjistény pozitivni korelace (r = 0,928, p < 0,0001) resp. (r = 0,803; p < 0,001),
avSak s medianem diferenci 144% resp. 156% (ICC 0,213). Pfi srovnani hladin MIg detekovanych
SPE a turbidimetricky stanovenych hladin celkového IgM (7,8 — 105,7 g/l) byly zjistény pozitivni
korelace (r = 0,942, p < 0,0001) s medianem diferenci 87%. Identicky, v pfipadé srovnani SPE a ne-
felometricky stanovenych koncentraci IgM (8 — 102 g/l) byly zjistény pozitivni korelace (r = 0,946, p <
0,0001) s medianem diferenci 72%. Suprese hladin polyklonalnich imunoglobulinG byla zjisténa u 7
nemocnych s aktivni formou onemocnéni, ve 4 pfipadech byly zjistény kryoprecipitaéni vlastnosti
Mlg. Median viskozity séra byl 2,36 mPa.s (1,8 — 5,63), hodnoty viskozity korelovaly s hladinami Mig
(r=0,764, p =0,001) i hladinami CB séra (r = 0,786, p = 0,001). Zavér: Detekce a kvantifikace Mg
patfi mezi stéZejni aspekty v diagnostice a sledovani lé¢ebné odpovédi u nemocnych s WM. Vysled-
ky provedené analyzy potvrzuji, ze stanoveni vysokych koncentraci IgM Mlg pomoci analyzy HLC
paru ¢i stanovenim celkového IgM je spojeno s vyraznym nadhodnocenim koncentraci. Standardni
metodou analyzy MIg tedy nadale zlistava SPE. S podporou grantu IGA CR NT 12451/5, NT 14400.

2803.

Fenotypovy profil Waldenstromovy makroglobulinémie

Rihové L., Vianska P, Bezdékové R., Suské R., Stejskalova M., Pour L., Adam Z., Penka M.,
Hajek R. (Oddéleni klinické hematologie, FN, Brno; Babakova myelomové skupina pfi Ustavu
patologické fyziologie, LF MU, Brno; Interni hematologicka a onkologicka klinika, FN a LF MU,
Brno; Klinika hematoonkologie, FN a LF OU, Ostrava)

Uvod: Waldenstrdmova makroglobulinémie (WM) je relativné méné Gasto se vyskytujici lymfoproli-
ferace z B lymfocytU, kterd je charakterizovana pfitomnosti monoklonalni gamapatie typu IgM a in-
filtraci kostni dfené lymfoplazmocytarnim lymfomem. Klonalni lymfocyty tvofi heterogenni skupinu
skladajici se z B lymfocytl, lymfoplazmocytoidnich bunék a plazmocytl (PC). Vzhledem k tomu, ze
pro potvrzeni diagn6zy WM je imunofenotypizace nezbytna, vySetfeni pomoci pritokové cytometrie
by mélo byt provedeno u kazdého pacienta s IgM monoklonalni gamapatii. Cil: Flow cytometricka
analyza asymptomatickych i symptomatickych WM zaméfena na stanoveni fenotypu klonalnich B
lymfocytl a charakterizaci PC. Pacienti a metody: Celkové bylo analyzovano 29 nelécenych paci-
entl s potvrzenou WM (29x kostni dfen, 25x periferni krev); median véku 71 let (rozsah 34-82). Po-
moci polychromatické priitokové cytometrie na pfistroji BD FACS Canto Il s reanalyzou softwarem
Infinicyt byl zhodnocen fenotypovy profil CD19+CD138- lymfocytli a CD38+/++CD138+/- leukocytl.
Vysledky: Median relativniho poctu B lymfocytl v periferni krvi byl nizky oproti kostni dfeni [4,5 %
(rozsah 0,0-53,2) vs. 30,2 % (4,3-63,3)], kdy kostni dfeni zpravidla dominuji zralé klonalni B lymfo-
cyty typu kappa. Jako nejvyznamnéjsi znaky, umoznujici detekci WM klonu na pozadi normalnich
B lymfocytl, se jevi snizend exprese CD22 a slaba pozitivita CD25, exprese CD27 byla v rozporu
s literarnimi udaji nizka. Ponékud problematickeé je stanoveni tzv. lymfoplazmocytoidnich bunék [0,1
% (0,0-1,6)], které v rdmci prdtokové cytometrie nejsou jednoznacné identifikovany a prolinaji se
s populaci PC. PC jsou nalézany v pomeérné nizkém zastoupeni [0,3% (0,0-4,3)], ale pfestoze vyka-
zuji normalni CD19+ fenotyp, jsou u vétsiny pacientt klonalni. U 16% (4/25) pacient( byly nalezeny
pouze polyklondlni PC, a tedy zfejmé nedo$lo k plazmocelularni diferenciaci WM klonu. Shrnuti:
V rdmci WM jsou identifikovany rizné klonalni subpopulace zahrnujici B lymfocyty a jejich diferen-
cované formy. Prltokova cytometrie umozriuje odliSeni téchto subpopulaci na zakladé fenotypové-
ho profilu povrchovych znakud se sou¢asnym stanovenim cytoplazmatické klonality, coz je uzite¢né
nejen pro jednoznacné stanoveni diagndzy, ale také pro pfipadné stanoveni rizika progrese WM.

2834.

Castlemanova choroba — multicentricky typ

Adam Z., Szturz P, Pour L., Krej¢i M. (Interni hematologickd a onkologicka klinika, LF MU a FN,
Brno)

Multicetricka Castlemanova choroba je indolentni onemocnéni zatim neobjasnéné pficiny, typicka je
lymfadenopatie postihujici uzliny ale také slezinu a vyjimeéné i jatra. Nemoc zplsobuje pravidelné
B-symptomy: no¢ni poceni, neinfekéni subfebrilie az febrilie, Ubytek hmotnosti. K ¢astym pfiznakdm
patfi také patologickd unava (fatigue) a také pfiznaky zavazné anémie. U osob s Castlemanovou
chorobou mohou byt projevy narusené imunity, napfiklad vaskulitida ale i dal$i nadory. K vySetfeni

na specializované pracovisté pfivede tyto pacienty nalez zvySené koncentrace celkové bilkoviny,
Gasto presahujici 100 g/l a zmnozeni imunoglobulin. Na rozdil od mnohoéetného myelomu jsou
imunoglobuliny ale polyklonalni. K pravidelnym laboratornim znakdm multicentrické formy Castle-
manovy nemoci patfi anémie, zvySena hodnota marker(i zanétu (sedimentace, CRP).V nasem sdé-
leni popisujeme celkem 6 nemocnych s multicentrickym typem Castlemanovy choroby. Ctyfi pacienti
maji ukoncenou Ié¢bu a dostali se do kompletni remise nemoci, dva z nich po kombinované lécbé
obsahujici thalidomid, 1 pacient po 1é¢bé obsahujici lenalidomid, 1 pacient po Ié¢bé mabtherou.
U Sestého pacienta zatim neni Ié¢ba ukon€ena. Cilem sdéleni je upozornit na problémy s diagnosti-
kou i s 1é¢bu této velmi vzacné hematologické choroby, velmi ¢asto provazené polyklonalnim zmno-
Zenim imunoglobulind.

2745.

Klinické, laboratorni a diferencialné diagnostické aspekty amyloidéz

Pika T., Latalova P, Séudla V. (Hematoonkologické klinika, LF UP a FN, Olomouc; Ustav klinické
a molekularni patologie, LF UP a FN Olomouc)

Amyloidézy predstavuji heterogenni skupinu onemocnéni, jejichz spole€nym rysem je depozice in-
solubilnich fibril patologického ¢&i fyzikalné/chemicky pozménéného fyziologického proteinu ve formé
amyloidovych depozit, zaujimajicich strukturu beta — skladaného listu. Doposud bylo identifikovano
priblizné 30 amyloidogennich proteind. RozliSujeme amyloidézy na ziskané (AL, AA, wiTTR) a dé-
diéné, vazané na mutace genl kodujicich dany protein (mTTR, AFib). Dle charakteru postizeni pak
piny monoklonalnich gamapatii. Jedna se o vzacné onemocnéni, incidence pfedstavuje pfiblizné
5-12 nemocnych na milion obyvatel/rok. U ¢asti nemocnych (10-20%) byva onemocnéni asociovano
s mnohocetnym myelomem nebo Waldenstrémovou makroglobulinémii. AL je charakterizovana ex-
tracelularni depozici amyloidovych mas tvofenych fragmenty nebo kompletnimi molekulami mono-
klonalnich lehkych fetézcl imunoglobulind produkovanych klonalnimi plazmocyty. Imbibice tkani
amyloidem vede k Ubytku bunécnych elementd, tkarové dezorganizaci a nasledné poruse funkce
postizenych organli — nej€astéji ledvin, srdce, jater a periferniho nervového systému. Detailni typi-
zace amyloidovych mas, identifikace plazmocytarniho klonu, posouzeni funkce postizenych organt
a stanoveni monoklonalniho imunoglobulinu patfi mezi stéZejni aspekty v diagnostice nemocnych.
Senilni amyloidéza (WtTTR) je systémova amyloidéza zplisobena depozici molekul nativniho tran-
sthyretinu (TTR, prealbumin) manifestujici se pfevazné srdec¢nim postizenim charakteru restriktiv-
ni kardiomyopatie s klinickym obrazem chronického srde¢niho selhani. Diagnostika a diferencialni
diagnostika spociva v dusledné typizaci typu amyloidu v bioptickém materiélu, vylouc¢eni AL typu
amyloiddzy, pfipadné i hereditarnich forem amyloidéz. Lé¢ba je symptomaticka, specificka terapie
je zatim vyuzivana v ramci klinickych studii. AA amyloidéza predstavuje ziskanou formu amyloid6zy
v dusledku depozice molekul sérového amyloidu A (SAA), pfi¢emz nadprodukce tohoto proteinu
je vazana na ziskané chronické (revmat. artritis, endokarditis) ¢i hereditarni zanétlivé stavy (FMF,
TRAPS syndrom). Lécba spociva v dlsledné kontrole zanétlivého stavu. Hereditarni amyloidézy
spojené s depozici mutovaného transthyretinu (mTTR) €i fibrinogenu (AFib) pfedstavuiji vzacné typy
amyloid6z s nutnosti specifického diagnostického a Ié&ebného pfistupu. S podporou grantu IGA CR
NT 12451/5, NT 14400.

2787.

Rodinny vyskyt mnoho¢etného myelomu, nahoda nebo geneticka dispozice?

Bacovsky J., Minafik J., Pika T., Scudla V., Divoka M., Jarosova M. (Hemato-onkologicka klinika,
Olomouc)

Cil: Incidence rodinného myelomu je velmi vzacna. Existuji pfimé i nepfimé dlikazy o vrozenych pre-
dispozicich vedoucich ke vzniku MGUS a MM. Pfi vzniku a manifestaci familiarniho MM se mohou
uplatiiovat faktory zevniho prostfedi, vrozené znaky metabolismu a reparaénich procesd, zmény
na drovni genomu, geneticka dispozice. U studovanych sourozencl s MM jsme zkoumali, co maji
spole¢ného, zda se mohly uplatnit rizikove faktory zevniho prostfedi, zda mohou hréat roli zmény vro-
zené. Analyzovali jsme zmény cytogenetické a shromazdili material z kostni dfené a periferni krve
pro SNPs array sekvenovani lokust 3p22, 7p15.3, 2p23.3. Pacienti a metody: V uplynulych letech
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jsme diagnostikovali a Ié¢ili tfi rodiny s vyskytem MM u sourozenct. Byly to u 1.rodiny 2 sestry , u 2.
rodiny 2 bratfi a jejich 1 sestfenice a u 3.rodiny 1 sestra a 1 bratr. Vék pfi stanoveni diagnézy MM
byl: u dvou sester 57 let,u dvou bratrti : 70 a 67 let ,u sestry a bratra : 55 a 57 let . Shromazdili jsme
vzorky DNA a RNA z kostni dfené nemocnych s MM a z periferni krve jejich potomku pro genetic-
ké analyzy. Perspektivni se jevi vySetfeni molekularné biologické: SNPs array sekvenovani lokusud
3p22, 7p15.3, 2p23.3. Vyznamnou roli hraji rovnéz vrozené znaky metabolismu jako je autosomalné
dédi¢na hyperphosphorylace proteinli ,Paratag-7 (paraprotein target 7), protein , ktrery se vaze na
paraproteiny detekované u MGUS, MM a WM. Vysledky: U tfi rodin s vyskytem MM u nékolika ¢lend
bylo provedeno cytogenetické vySetfeni a byly zaznamenany abnormalni karyotypy.U zadného ne-
mocného s MM nebylo zjisténo rizikové prostiedi, nebo styk s toxickymi latkami s vyjimkou koufeni.
U vySetfenych potomkd nemocnych nebyl prokdzan paraprotein v séru, rovnéz vysetfeni volnych
lehkych fetézcd bylo normalni. Shromazdili jsme vzorky DNA a RNA z kostni dfené nemocnych
s MM a z periferni krve jejich potomkl pro genetické analyzy Zaveér: Incidence rodinného myelomu
je velmi vzacna. Zachytili jsme tfi rodiny s vyskytem MM u nékolika ¢lend. Studium rodinného MM
umoznuje hledat nové zatim neznamé patogenetické mechanismy a stanovit cile k jejich terapeutic-
kému ovlivnéni. MGzeme nabidnout moznost vySetfeni rodinnych pfislusnikd rodin s vyskytem MM
k vylou€eni monoklonalni gamapatie a zaroven ziskat jejich vzorky DNA k dalSimu podrobnéjSimu
vySetfeni . Za podpory grantu IGA —UP-LF 2015-001

MDS

2784.
Vyznam biopsie kostnej drene u pacientov s MDS
Vasekova P, Plank L. (Ustav patologickej anatomie, Jesseniova lekdrska fakulta, Martin — SK)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2810.
Validované postupy pro diagnostiku myelodysplastického syndromu priatokovou cytometrii
Marinov I. (UHKT, Praha)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2685.

Klonalni heterogenita u nemocnych s myelodysplastickymi syndromy (MDS) a komplexnimi
karyotypy.

Zemanova Z., Michalova K., Bfezinova J., Lhotska H., Svobodové K., Sdrova I., Lizcova L.,
Izakové S., Ransdorfovd S., Krejéik Z., Belickova M., Siskova M., Jondgové A., Neuwirtova R.,
Cermak J. (Centrum nédorové cytogenetiky, Ustav lékafské biochemie a laboratorni diagnostiky,
VFN a 1.LF UK, Praha; Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; I. Interni klinika, VFN a 1.LF
UK, Praha)

V dobé stanoveni diagnézy MDS miizeme u nékterych pacientl pozorovat sou¢asné riizné cytoge-
netické subklony odvozené od jednoho zékladniho klonu. Heterogenni klony mohou byt detekovany
u v8ech subtypl MDS, nejvy$si vyskyt je v§ak u nemocnych s komplexnimi karyotypy. Prognosticky
vyznam cytogenetickych subklon(i u nelé¢enych pacientd s MDS neni zndmy a ani mechanismy
vzniku komplexnich aberaci u MDS nejsou dostate¢né prostudované. Cilem bylo sledovat klonalni
heterogenitu u nové diagnostikovanych pacientd s MDS a komplexnimi karyotypy, studovat me-
chanismy vzniku komplexnich aberaci a posoudit frekvenci a klinicky vyznam pfibuznych a nepfi-
buznych cytogenetickych klont. Provedli jsme celogenomovou analyzu bunék kostni dfené u 182
nemocnych s komplexnimi karyotypy (>3 aberace) nalezenymi pfi diagn6ze MDS (93 muz(, 89 Zen;
median véku 67 let). Komplexni aberace jsme studovali metodou FISH (Abbott) a mFISH/mBAND
(MetaSystems). Nebalancované genomové zmeény jsme uréili pomoci ¢ipti CytoChip Cancer SNP
180K (BlueGnome) a/nebo Human CytoSNP-12 arrays (lllumina). Klonalni heterogenitu jsme po-
zorovali u 143/182 pacientl (78,6%). U vétsiny z nich (97,3%) jsme detekovali pfibuzné subklo-
ny obsahujici deleci 5q a dal$i aberace. Pét nemocnych (2,7%) mélo kombinaci pfibuznych klond

s del(5q) a s dal§imi zménami a nepfibuznych klonl bez del(5q). U 65,3% pacientd jsme pozorovali

fragmentované a chaoticky pfestavéné chromosomy (chromothripsis), a to bud' v zékladnim klonu

nebo v jednom &i vice subklonech. Nemocni s chromothripsis méli statisticky horsi celkové preziti
(median 3 mésice; p=0,042). U 44% pacientd byl komplexni karyotyp spojen se ztratou heterozygo-
sity (LOH) 17p (gen TP53). Pozorovali jsme vyssi frekvenci LOH17p u nemocnych s chromothripsis
(p=0,05). Rozdil ve frekvenci LOH17p ve skupiné s a bez klonalni heterogenity jsme v tomto sou-
boru nepozorovali (p=0,782). Vysledky studie potvrdily, Ze klonalni heterogenita je ¢astym nalezem
u nemocnych s MDS a komplexnimi karyotypy. Na vzniku komplexnich aberaci se pravdépodobné
podileji dva mechanismy, tj. klonalni vyvoj a/nebo chromothripsis. Znaky chromothripsis mizeme
pozorovat jak v zakladnim klonu tak i v jednotlivych subklonech a je ¢asto asociovéana s vySsi frek-
venci LOH17p a $patnym OS. Pfitomnost geneticky heterogennich subklon( je pravdépodobné
jednou z pficin rezistence na Ié¢bu a velmi $patné prognézy nemocnych s MDS a komplexnimi ka-
ryotypy. Podpofeno RVO-VFN64165, GACR P302/12/G157, PRVOUK-P27/LF1/1, MZCR00023736

2708.

Molekularné cytogeneticka analyza prestaveb genu ASXL1 u nemocnych s deleci 20q
Brezinova J., Sarova ., Lhotskd H., Ransdorfové S., Izakové S., Svobodova K., Markova J.,
Zemanova Z., Cermak J., Jonasovéd A., Podskalské L., Michalové K. (Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha; Centrum nadorové cytogenetiky, Ustav lékaf'ské biochemie a laboratorni
diagnostiky, VFN a 1.LF UK, Praha; I. Interni klinika VFN a 1.LF UK v Praze)

Gen ASXL1 je jednim z nejéastéji mutovanych gent u myelodysplastického syndromu (MDS), my-
eloproliferativnich neoplazii (MPN) a akutni myeloidni leukémie (AML). K mutacim muZze dochéazet
kdekoli, nejCastéji je postihovan 12. exon a to formou mutaci zkracujicich proteinovy produkt. Alte-
race genu ASXL1 jsou spojovany s agresivnéjSim prlibéhem onemocnéni a $patnou prognézou.
V roce 2014 jsme u nemocného s MDS prokazali isodicentricky deletovany chromosom 20, u néhoz
doslo v dusledku delece dlouhych ramen ke vzniku fuzniho genu ASXL1/TSHZ2. Cilem této studie
bylo pomoci molekularné cytogenetickych metod urcit ziomova mista a rozsah delece genu ASXL1
v kostni dfeni pacientd s deleci 20q [del(20q)]. Ve skupiné 26 nemocnych (20 x MDS, 2 x MPN, 2 x
myelofibréza, 2 x trombocytopenie; 20 muzl, 6 Zen, median veéku pfi diagnéze 69 let) s potvrzenou
del(20qg) jsme mapovali zlomova mista metodou FISH s vyuzitim sedmi BAC (bacterial artificial
chromosome) sond (BlueGnome), pokryvajicich oblast 20q11.21 az 20q13.2. Delece 20q byla sa-
mostatnou aberaci u 19 nemocnych, u dvou nemocnych byl potvrzen isodicentricky deletovany
chromosom 20q, dal$i jiné chromosomové aberace jsme potvrdili u péti pacientt. Proximalni zlom
del(20q) v genu ASXL1 (lokalizace 30.95-31.03 Mb od telomery kratkych ramen, v pruhu 20gq11.21)
jsme identifikovali u osmi nemocnych a to jako jeden vétsi a jeden maly signal BAC sondy RP11-
-358N2 (30.93-31.12 Mb). U dalSich osmi (31 %) byl pfitomen pouze jeden signal, prokazuijici ztratu
celé alely genu ASXL1, u jinych deseti pacientl z(istal gen na deletovaném chromosomu 20 zacho-
van. Metodou array CGH (Cytochip Cancer 180K, BlueGnome) jsme identifikovali zZlomové misto/
deleci genu ASXL1 u 13 nemocnych v DNA ziskané z bunék kostni dfené. Nej¢asté&jsi zlomové
misto se nachazelo ve/za 4. exonem (Ctyfi nemocni), exon 12 byl deletovany u vSech vy$etfenych
se zlomem v genu ASXL1. Ve skupiné nemocnych s ¢astecné ¢i uplné deletovanym genem ASXL1
zemfrelo Sest, ve skupiné se zachovanym genem dva nemocni a tim se podpofil pfedpoklad horsi
progndzy pi alteraci tohoto genu. V souboru jsme kombinaci molekularné cytogenetickych a mole-
kularné genetickych metod prokézali zna¢nou heterogenitu zlomovych mist s ¢astym proximalnim
zlomem v genu ASXL1. Parcialné ¢i Uplné deletovany byl tento gen u 62 % nemocnych. Klinicky
a prognosticky vyznam prestaveb a ztrat genu ASXL1 pro pacienty s deleci 20q déle vySetfujeme.
Podpoteno granty MZCR 00023736, RVO-VFN64165, GACR P302/12/G157.



2726.

Vysoka hladina mRNA pro cereblon o pIné délce je dlilezita pro G¢innost lenalidomidu

u pacienti s myelodysplastickym syndromem typu del(5q) nebo s del(5q) a zaroven trizomii
chromozomu 8 v samostatnych bunéénych klonech

Fuchs O., Polak J., Vostry M., Bokorové R., Kostecka A., Hajkova H., Neuvirtova R., Siskové M.,
Cermék J., Sponerové D., Lauermannové M., Sélek C., Soukupova J., Mikulenkova D.,

Cervinek L., Bfezinové J., Michalové K., Jonasové A. (Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha; 1.interni klinika-klinika hematologie, VFN, 1. Iékarska fakulta UK, Praha; Leukemicka
skupina, FN, Brno; Cenrum Onkocytogenetiky, VFN Praha, 1.Iékafska fakulta UK, Praha)

Cereblon (CRBN) je receptorem pro substrat v komplexu kulin 4-E3 RING ubikvitin ligazy. CRBN ob-
sahuje v C-koncové ¢asti odpovidajici ¢asti exonu 10 a exonu 11 vazebné misto pro imunomodulaéni
latky (IMiD, /thalidomid, lenalidomid a pomalidomid/). Snizeni exprese CRBN je spojeno s rezistenci
na lenalidomid a krat§im prezitim u pacientll s mnoho¢etnym myelomem. Dlezitost exprese CRBN
u pacienti s myelodysplastickym syndromem (MDS) a jeji vliv na terapii lenalidomidem neni zatim
objasnéna. V této praci jsme pokracovali v nadem predchozim studiu (vysledky publikovany v Eur
J Hematol). Rozsifili jsme pocet studovanych pacientli a navic studovali i nékolik pacientt MDS
o nizkém riziku bez del(5q), ozna¢enych non-5g- a pacienttdl MDS s del(5q) a trizomii chromozomu
8, ktefi byli na terapii lenalidomidem. Vyhodnotili jsme expresi CRBN v mononuklearnich burikach
izolovanych z perifereriferni krve [44 nizkokorizikovych pacientd MDS s izolovanou deleci 5q (59-),
53 non-5g- s normalnim karyotypem, 14 pacientll MDS s del(5q) a zaroven trizomii chromozomu 8
v samostatnych bunécénych klonech /del(5q)_+8/, 11 pacientd MDS s trizomii chromozomu 8 /+8/
a 35 zdravych kontrol] a z kostni dfené [27 pacient( s 5g-, 25 non-5g-, 10 del(5q)_+8, 13 pacientd
MDS +8 a 39 zdravych kontrol]. Pacienti s 5g- maji ve srovnani s non-5q- a zdravymi kontrolami
nejvyssi hladinu CRBN mRNA v mononukleérnich burikach a 90,4% jich odpovida na terapii lenali-
domidem. Naproti tomu nikdo z péti pacientt non-5g- Ié¢enych v ramci studie MDS-005 nereagoval
na terapii lenalidomidem a vsichni méli nizsi hladinu CRBN mRNA odpovidajici medianu u této sku-
piny. Hladina CRBN mRNA byla stanovena pomoci kvantitativni “best coverage TagMan PCR assay*
za pouziti celkové cDNA a primer(i navrzenych v exonu 9 a 10 CRBN a sondy na sekvenci v exonu
9. Tento systém umoznil detekci transkriptu CRBN mRNA o pIné délce a naopak nestanovil vari-
antu CRBN mRNA postradajici exon 10 (kédujici pro vazebné misto lenalidomidu a IMiD obecné)
vzniklou alternativnim sestfihem CRBN pre-mRNA. Ukazali jsme, Ze vysokéa hladina CRBN mRNA
o plné délce v mononuklearnich burikéch kostni dfené i periferni krve nizkorizikovych pacientd MDS
s izolovanou deleci 5q a také v del(5q)_+8 odpovida vysoké ucinnosti lenalidomidu u téchto paci-
entl. Navic jsme zjistili, Zze pacienti, ktefi pfestali odpovidat na lenalidomid a progradovali do RAEB
formy MDS a AML vykazali prudké snizeni hladiny CRBN mRNA. Prace byla podpofena grantem
NT/13836-4/2012 od IGA, MZ CR.

2802.

Prvni zkuSenosti v Ceské republice s lenalidomidem v terapii anemickych nemocnych

s myelodysplastickym syndromem s deleci dlouhého ramene 5. chromozomu

Jondsovd A., Cervinek L., Bélohldvkovd P, Cermak J., Rohori P, Cernd O., Hochova |.,
Kacmarova K., Janousova E. (1.interni klinika, hematologie 1. LF UK a VFN, Praha; Interni
hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno; IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec
Kréalové; UHKT, Praha; Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc; Hematologicka klinika, 3.
lékarské fakulty UK a FN Kralovské Vinohrady, Praha; Oddéleni klinické hematologie FN Motol,
2. lékarska fakulta UK, Praha; Ceskd MDS skupina; Institut biostatistiky a analyz Masarykova
Univerzita, Brno)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je jedno z nej¢astéjSich hematologickych onemocnéni ve véku
nad 60 let. Pfes intenzivni vyzkum je v8ak terapie této heterogenni krevni choroby velmi kompliko-

na do lenalidomidové listy Ceského MDS registru. Jde o nemocné chronicky transfundované s dg
MDS s niz8im rizikem a 5q- aberaci. Lé€eno bylo 34 nemocnych z toho 31 Zen a 3 muzi s media-
nem véku 69 (46-80 let). Dvacet sedm (79,4%) nemocnych mélo diagnosu 5g- syndromu, 5 RCMD
(refrakterni anemie s multilinearni dysplasii), 1 refrakterni anemie s excesem blastd (RAEB 1) a 1
myelodysplasticky syndrom/myeloproliferativni syndrom (MDS/MPS). V cytogenetickém vysetieni
izolovanou deleci 5q mélo 82,4%, kombinaci s dalsi 1 aberaci mélo 14,6% a vice nez jedna dalsi
aberace byla pfitomna pouze u 1 nemocného (2,9%). Median doby od diagnézy do zahajeni terapie
lenalidomide byl 15 mésicti s rozmezim 1-199. Sestnact nemocnych bylo primarné Ié&eno erytropo-
etiny (EPO) a pouze jeden z téchto nemocnych mél na EPO prechodné trvajici odpovéd ve smyslu
navy$eni hemoglobinu a pfechodné transfuzni nezavislosti. Lenalidomid jako terapie prvni linie byl
pouzit u 47% nemocnych. Median trvani terapie lenalidomidem byl 10 mésicl (rozmezi 1-54).V na-
Sem souboru jsme zaznamenali odpovéd na terapii representovanou dosazenim kompletni transfuz-
ni nezavislosti u 90,4% nemocnych. Lenalidomid byl u vétsiny nemocnych velmi dobfe tolerovan.
Na tomto, byt zatim malém souboru prezentujeme vysokou efektivitu tohoto preparatu a zakladni
principy a problematiku terapie lenalidomidem.

2752.

Vliv chelatacni Ié€by deferasiroxem na hematologické zlepseni u MDS

Bélohlévkova P, Kupsa T., Voglové J., Zak P, (IV. interni hematologicka klinika, LF UK a FN, Hradec
Kraloveé)

Uvod: Chelataéni lééba je jiz nékolik let soudasti podpurné 1éEby pacientd s myelodysplastickym
syndromem (MDS) nizkého rizika pfi zndmkach sekundarniho pretizeni zelezem. V nékolika studi-
ich byl popsan sou¢asné efekt 1é¢by deferasiroxem na hematologické zlepseni parametrl. Nejvy-
raznéji byl tento efekt pozorovan na zlepseni parametrl ¢ervené fady (6 — 45% pfipadl zlepseni),
ale bylo popséano i zlepseni hodnot leukocytt - neutrofilli a trombocytll. Pfesny mechanismus tohoto
jevu neni pfesné znam a pravdépodobné se jedna o komplexni pochody. U deferasiroxu byl popsan
pfimy vliv na neoplasticky klon, deferasirox ma dale vliv na snizeni oxidativnich radikal(i ve dfeni
a uvolnéni zasob Zeleza ze dfené a rovnéz inhibuje transkripéni faktor NK- B, ktery se podili na
celé fadé bunécnych pochodll. Soubor: Od ¢ervna 2008 do zafi 2013 zahajilo na nasem pracovisti
chelataéni |é¢bu deferasiroxem 19 pacienttd s MDS nizkého rizika, 8 pacientli nadale v Ié¢bé po-
kraGuje. Skupinu tvofi 11 muzl a 8 Zen s medianem véku pfi zahajeni |éCby 72 let (rozpéti 57 — 83
let) a medianem IPSS 0 (rozpéti IPSS 0 -1). Median poctu transfuzi pfi zahajeni 1é¢by byl 28 TU ery
mas (rozpéti 24 — 150 TU) a median vstupni hodnoty feritinu byl 2370 pg/l (rozpéti 1738 — 4888 pg/l).
Vyraznéjsi pokles feritinu byl zaznamenan az po 1 roce Ié¢by, kdy median hodnoty feritinu byl 1537
ug/l (rozpéti 512 — 4 358 pg/l). Toxicita chelatace byla pfitomna u 11 pacientl (58%) a nejcastéji se
jednalo o mirné zhorSeni rendlnich funkci (6 pfipad(). Ve 3 pfipadech byla pfitomna GIT toxicita
a ve 2 pfipadech kozni projevy (svédéni, exantem). U zadného pacienta nebyla polékova toxicita du-
vodem ukonceni 1éCby, avSak méla vliv na davkovani deferasiroxu, respektive nemoznost navyseni
davky deferasiroxu. Zavér: V nasi skupiné pacient( [é¢enych deferasiroxem jsme u 3 (16%) pacientd
pozorovali také hematologické zlepSeni, protoZe doSlo ke zdvojnasobeni intervalu podavani transfu-
zi. U zadného pacienta jsme ale nepozorovali zlepSeni parametr( leukocytd a trombocyt(.

vana. V poslednich letech se objevily dva nové terapeutické pfistupy a to imunomodulaéni 1é¢ba
a demetylacni terapie. Zvlasté imunomodulaéni Ié€ba, representovana preparatem lenalidomidem,
znamena velky pokrok v 1é€né anemickych nemocnych specificky s 5q9- aberaci. Odpovéd, prede-
v8im dosazeni transfuzni nezavislosti, se pohybuje v plivodnich studiich kolem 60-80%. U nas byla
tato terapie zahajena v roce 2008. Presentujeme analyzu nemocnych, jejichz data jsou uklada-
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2690.

Lécba relabovaného a refrakterniho Hodgkinova lymfomu

Mécikova H. (Interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady a 3.Lékarska
fakulta UK, Praha)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2751.

Prognostické faktory Hodgkinova lymfomu v éfe intenzifikované terapie

Lukasova M., Prochazka V., Raida L., Sicova K., Papajik T. (Hemato-onkologicka klinika, LF UP
a FN, Olomouc)

Uvod: Terapie Hodgkinova lymfomu, klasické varianty (cHL) je v CR v soudasnosti vedena logi-
kou riziku uzplsobené intenzifikované terapie. Lécba je stratifikovana na zakladé kritérii Némecké
skupiny pro studium HL (DHSG). Vypoveédni hodnota klasickych prognostickych schémat (IPS) je
v této populaci omezena. Cil: Analyza prognostického pfinosu klinickych a laboratornich parametrd
v populaci nemocnych s cHL IéEenych v éfe intenzifikované terapie Metoda a vysledky: Analyzovali
jsme neselektovanou kohortu 322 nemocnych s dg. cHL lé¢enych mezi léty 1997-2012 na HOK
FNOL v Olomouci. Populaci tvofilo 159 muz, 163 zen s medianem véku pfi dg. 32,3 roku (16,7-74,8

r r
UT E RY roku). Histologicky subtyp byl stanoven u 318 (99 %) nemocnych: nodularni sklerosa v 199 (63 %),
smiSena bunécénost v 107 (34 %), cHL bohaty na lymfocyty v 8 (2,5 %) a lymfocytarni deplece ve
v 4 pfipadech (1 %). Dle DHSG kritérii bylo 26 (8 %) nemocnych identifikovano jako ¢asné, 107 (33
2 C E RVN A 2 0 1 5 %) jako stfedni a 189 (59 %) jako pokrogilé stadium lymfomu. Chemoterapie byla podana u 320 (99
. %) nemocnych a to: BEACOPP u 192 (60 %), Stanford-V v 84 (26 %), ABVD v 28 (9 %) a COPP

v 16 (5 %) pfipadech. Lécebna odpovéd byla hodnotitelna ve 303 (94 %) pfipadu, z toho 270 (89 %)
nemocnych dosahlo CR, 25 (8 %) PR, 5 (2 %) SD a tfi nemocni na |é¢bé progredovali. Pfi medianu
sledovani zijicich nemocnych 92,9 mésict doslo k progresi / relapsu lymfomu u 76 (23,6 %) a umrti
u 49 (15,2 %) nemocnych. Interval do progrese choroby (PFS) dosahl v 10-letech 71,0 % (95% Cl
0,65-0,77) a celkové preziti (OS) v 10-letech pak 79,9 % (95% CI 0,74-0,86). Univaria¢ni analyza
kategorizovanych proménnych sdruzenych v IPS (vék>45 let, klinické stadium IV, muzské pohlavi,
lymfopenie<0,6*10/9 na |, albumin<40 g/I, Hb<105 g/l, leukocytéza>15*10/9 na l) a v DHSG (FW=>30
resp. 250 mm/h, bulk, pocet uzlinovych lokalit>3) potvrdila pouze klinické stadium IV (HR 2,68;
p=0,002), albumin (HR=2,49; p=0,009), lymfopenii (HR 2,96; p=0,004) a FW (HR 3,22; p=0,001)
jako prediktory OS. Multivaria¢ni analyza identifikovala klinické stadium (HR 4,16; p=0,022) a lym-
fopenii (HR 7,47; p<0,001) jako nezavislé prediktory OS. Zavér: Analyza klinickych a laboratornich
parametr(i v populaci nemocnych Ié¢enych podle kritérii DHSG identifikovala dva nezavislé predik-
tory celkového preziti. Revalidace konvenénich prognostickych faktord je prvnim krokem k individu-
alizované péci o nemocné s cHL. Dedikace: IGA-LF UP-2015-001

2768.

Imunohistochemicka expresia CD30 antigénu v difiznom velkobunkovom B-lymféme a jeho
variantoch: analyza 205 CD30 pozitivhych pripadov

Plank L., Szépe P, Balhdrek T., Micak J., Farkasova A. (Konzultacné centrum bioptickej
diagnostiky malignych lymfémov v SR - Ustav patologickej anatémie, JLF UK a UN, Martin — SK)

Uvod: Dékaz pozitivity CD30 (,CD30+%) je diagnostickou &rtou klasického Hodgkinovho lymfému
(cHL) a v poslednom obdobi sa stal aj nadejnym cielom anti-CD30 lie¢by u pacientov s refraktérnou
a relabujucou chorobou typu cHL. Mozno ogakavat, Zze dékaz CD30 antigénu sa stane prediktivne
doélezitym aj v T- a B-lymfémoch. Incidencia CD30+ v difiznom velkobunkovom B-lymféme (DLBCL)
dnes nie je presne zndma. Materidl a metodika: Z registra konzultaéného centra sme vybrali 205
konzekutivnych pripadov DLBCL a jeho variantov, v ktorych v rdmci panelu fenotypovej diagnostic-
kej analyzy bola verifikovand pozitivita CD30+. Pripady boli rozdelené do typov a variantov podla
klasifikacie SZO a podla expresie CD30+ do skupiny A) s pozitivitou menej ako 5%, B) 5-50% a C)
viac ako 50% nadorovych buniek. Vysledky: CD30+ bola naj¢astejSie bola zistena v anaplastickom
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variante DLBCL /36% vsetkych/, najviac v non-GCB podtype /81% z nich/, pri¢om vo viac ako 2/3
anaplastického variantu bola pozitivita antigénu CD30 vo viac ako 50% buniek. Po 24% vsetkych
CD30+ pripadov bolo zo spektra PMBL /s priblizne rovnakou frekvenciou pozitivity v skupinach
A)-C)/ a zo spektra DLBCL, centro-, imunoblastovy a neklasifikovatelny variant, pricom aj tu bola
zistena priblizne rovnaka frekvencia CD30+ v skupinach A)-C) a to aj vnutri fenotypov GCB verzus
non-GCB. V zriedkavych ML ,8edej zény medzi cHL a DLBCL" prevladla CD30+ vo viac ako 50%
nadorovych buniek. Okrem toho ojedinelé DLBCL pripady s najvy$§im stupfiom CD30+ vykaza-
li fenotyp CD20-, resp. CD20+/CD5+. V pripadoch s opakovanou biopsiou sme len v 1 pripade
pozorovali stratu CD30 pozitivity v biopsii z recidivy, inak bola konstantna. V pripadoch koinciden-
cie DLBCL s FLG3a typu bola CD30+ pritomna len v bunkach DLBCL. Diskusia a zavery: Imple-
mentacia dékazu CD30 do ,rutinneho” panelu bioptickej analyzy DLBCL vedie k zisteniu pomerne
vysokej incidencie profilu CD30+, a to nielen v anaplastickom /sice naj¢astejSie/, ale aj v inych
variantoch /menej éasto/ DLBCL. Statisticky najéastejsia je expresia CD30+ v anaplastickom vari-
ante DLBCL s non-GCB fenotypom, kde byva pritomna obycajne vo viac ako 50% buniek nadoru.
Expresia CD30+ v raz pozitivnom pripade DLBCL sa zda byt ,stabilna“, len zriedkavo sa v priebehu
ochorenia ,straca“. Zistené vysledky mézu v budtcnosti prispiet k rozSireniu terapeutickych modalit
refraktérnych DLBCL. Podporené grantom Centra excelencie CEPV Il (ITMS kéd 26220120036),
ktory je spolufinancovany z prostriedkov EU.

2796.

Automaticka analyza obrazu ukazuje vysokou variabilitu v denzité CD30+ HRS bunék

u nodularni sklerézy klasického Hodgkinova lymfomu

Prouzova Z., Prochdzka V., Capkova Z., Dyskova T., Kriegové E., Cenklova V. (Ustav klinické

a molekularni patologie, LF UP a FN, Olomouc; Hemato-onkologicka klinika, LF UP a FN,
Olomouc; Vyzkumné centrum Olgen, Ustav imunologie, LF UP a FN, Olomouc; Ustav lékafské
biofyziky, LF UR, Olomouc)

Klasicky Hodgkintv lymfom (CHL) je histologicky charakterizovan predominujicim benignim po-
zadim tvofenym elementy mikroprostfedi, na kterém jsou nepravidelné roztrouseny velké maligni
bunky HRS morfologie (Hodgkinovy, Reed-Sternbergovy buriky. Jejich mnozstvi ¢ini 0,1 — 10 %
celé bunécné populace. Vztah mezi HRS burikami a burikami mikroprostfedi ma bezprostfedni vliv
na existenci a proliferaci nadoru. Studiemi bylo prokdzano, ze vysoka hustota LAM (lymphoma-as-
sociated macrophages) v dobé diagnézy predstavuje negativni prognosticky faktor. Denzita HRS
bunék a vztah mezi bunkami HRS a LAM dosud nebyly studovany. Analyzovany byly vzorky z doby
diagnézy od 14 pacient( s CHL, subtypem nodularni skler6zy (CHL-NS). U Sesti pacientd do$lo bé-
hem sledovani k relapsu CHL, nebo byli refrakterni na Gvodni terapii (RR kohorta), 8 pacientl bylo
vybrano jako ,relapse-free” kontroly (RF). Hodnoceny byly fezy se zakladnim barvenim — hemato-
xylin-eozin (HE), dale skla s imunohistochemickym barvenim pomoci CD30 (HRS), CD68 (LAM).
Tyto byly naskenovany pristrojem TissueFAXS (TissueGnostics, Vienna, Austria) a ziskana data
dale zpracovana TissueQuest softwarem. Po naskenovani vzorku byla manualné odlisena (gatova-
na) nadorova tkan (TTS — total tumor sample). Fibrézni, nekroticka ¢i znehodnocena tkan nebyla
k dalsi analyze pouzita. TTS ve vzorcich zaujimala 17,7+11,9 mm2 s bunécnou populaci &itajici
457257+397599 elementt, pficemz TTS u RR kohorty (19,2 mm2) a RF kohorty (17,9 mm2) se
nelisily (p=0,86). Celkova bunécna denzita u RF pfipadud byl vy$si nez u RR (27679 vs 20861 bunék
na mm2, p=0.09). Denzita CD30+ HRS byla 2,4x vy$Si u pacientd RF nez RR (429 vs 180 bunék na
mm2, p=0.055). Ackoliv byla denzita CD68 pozitivnich makrofagu u kohorty RF a RR srovnatelna
(2372 a 2716 bunék na mm2, p=0.66), pomér CD30+/CD68+ bunék byl vyssi u RF skupiny (0,31)
nez u RR pacientli (0,07, p=0.044). MnoZstvi LAM na jednu HRS buriku bylo 33,1 u RR skupiny,
zatimco u RF skupiny jen 12,1 (p=0,1). Distribuce bunék u cHL je velmi variabilni a automatizovana
analyza velké plochy vzorku pfinasi pfesnéjsi hodnoceni mnozstvi a hustoty jednotlivych bunék.
V nasi praci prokazujeme vyznamné rozdily v celkové bunécné denzité, hustoté CD30+ HRS bunék
a poméru HRS:LAM v diagnostickych biopsiich. Vy88i pomér HRS:LAM u RR CHL poukazuje na
moznost rozdilnych interakci mezi HRS a burikami v nddorovém mikroprostredi, které mohou mit
prognosticky vyznam. Podpofeno: IGA-LF-2015-001

2729.

Uziti PET-CT po 2 cyklech indukce k individualizaci Ié¢by mladsich pacientl s vysoce
rizikovym DLBCL: studie PET-RIMCEB ¢eské Kooperativni lymfomové skupiny

Pytlik R., Belada D., Salek D., Mocikova H., Kubackové K., Papajik T., Matuska M., Janikové A.,
Sykorova A., Kubinyi J., Kubikova I., Bélohlavek O., Trnkova M., Trnény M. (1. interni klinika,
VSeobecna faklutni nemocnice, Praha; IV. interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice,
Hradec Kralové; Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno Bohunice;
Interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, Praha; Onkologicka klinika,
2. LF UK a Fakultni nemocnice Motol, Praha; Hemato-onkologicka klinika, Fakultni nemocnice,
Olomouc; Klinika hematoonkologie, Fakultni nemocnice, Ostrava-Poruba; Ustav nukledrni
mediciny, Vseobecna fakultni nemocnice, Praha; Oddéleni nuklearni mediciny a PET centrum,
Nemocnice Na Homolce, Praha)

Uvod. PET-CT po dvou az &tyfech cyklech Ié&by zlepsuje odhad prognézy pacientt s difusnim vel-
kobunéénym B-lymfomem (DLBCL). Ve studii PET-RIMCEB jsme studovali, zda vysledek tohoto
vystreni muze byt pouzit k individualizaci 1é¢by mladsich rizikovych pacientl. Metodika. Pacienti
s DLBCL ve véku 18-60 let, aalPIl 2-3 byli 1é€eni dvéma cykly R-MegaCHOP dle dfive publikova-
ného schématu. Po dvou cyklech bylo provedeno PET-CT (PET2). PET pozitivita byla definovana
jako rezidualni akumulace radiofarmaka vy$Si nez akumulace jater. VSichni pacienti dostali 3. cyklus
R-MegaCHOP. PET2 pozitivni pacienti byli dale Ié€eni zachrannou 1é¢bou (R-ESHAP, R-DHAP ¢i
R-ICE) a konzolidovani rezimem BEAM + ASCT. PET2 negativni pacienti byli randomizovani do ra-
mene A (3x R-CHOP) nebo ramene B (3x R-CHOP + BEAM + ASCT). Pacienti s Uvodné masivnim
postizenim (tumor >10 cm) €i rezidualni PET pozitivitou na konci Ié¢by byli dale konzolidovéani radio-
terapii. Nabor probihal od kvétna 2010 do srpna 2012 a byl pfed¢asné ukonéen pro malé mnozstvi
pacientd. Primarni enpoint bylo preziti bez progrese (PFS) ve 2 letech. Vysledky. Zahrnuto bylo 46
pacientd, 21 muzl (46%) a 25 Zen, vékovy median byl 46.5 roku (20-60 let). 44 pacientll mélo PET-
-CT po 2 cyklech, z toho 19 (43%) bylo PET2 negativnich. Z nich bylo 11 randomizovano do ramene
A (R-CHOP) a 8 do ramene B (R-CHOP + ASCT). Celkem 7 pacientli zafazenych do ramene B
bylo transplantovano, jeden zemfel na toxicitu pred transplantaci. Zbylych 25 (57%) pacientt bylo
PET2 pozitivnich a byli 1é¢eni zachrannou lé¢bou. Dva z téchto pacientd zemfreli na toxicitu. PFS pro
v8echny zafazené pacienty bylo 67% a celkové preziti (OS) 80%. Celkem u 10 pacientt doslo k pri-
marni progresi ¢i relapsu: 6/11 progresi bylo v rameni A, 1/8 v rameni B a 3/25 u PET2 pozitivnich
pacientt. PFS i OS bylo stejné pro PET2 pozitivni i PET2 negativni pacienty (p = 0.83 a p = 0.13).
PET2 negativni pacienti zafazeni do ramene B s transplantaci méli nesignifikantné lepsi 2-lety PFS
nez PET2 negativni pacienti v rameni A bez transplantace (87.5% v. 45%, p = 0.096) a vyznamné
lepSi 2-leté preziti bez relapsu lymfomu (100% v. 45%, p = 0.02), bez vlivu na celkové pfeZiti (p =
0.17). Zaveér. Autologni transplantace v prvni kompletni remisi zlepSuje preZziti bez relapsu lymfomu
u PET2 negativnich pacient(, bez signifikantniho vlivu na PFS a OS. Vysledky jsou ovlivnény malym
poétem zafazenych pacientli. EudraCT 2009-016136-12 Podpora grantl IGA MZ CR NT 12193/5,
13072/4 a PRVOUK-27/LF1.
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2815.

Postaveni alogenni TKB v 1é€bé myelodysplastického syndromu

Zéak P, Zavrelova A., Bélohldvkova P, Radocha J., Videk B. (IV. interni hematologicka klinika, FN
a LF, Hradec Kralové)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2706.

Transplantace kmenovych bunék krvetvorby u déti pro nepfriznivé formy
myelodysplastického syndromu v CR — dlouhodobé vysledky

Keslovd P, Sedldéek P, Sukova M., Formankova R., Riha P, Smisek P, Srdmkov4 L., Janeckova D.,
Slamova L., Mejstfikova E., Michalova K., Zemanova Z., Stary J. (Klinika détské hematologie

a onkologie, 2.LF UK a FN v Motole, Praha; Centrum nédorové cytogenetiky, ULBLD, VFN, Praha)
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Myelodysplasticky syndrom (MDS) je heterogenni, v détském véku vzacné onemocnéni krvetvor-
by, pfedstavujici pouze 4% hematologickych malignit. U nepfiznivych forem MDS (pokroCily MDS,
MDS s nepfiznivou cytogenetikou ¢i sekundarni MDS) je kurativni metodou |é¢by transplantace
kmenovych bunék krvetvorby. Ceska republika je zapojena do mezinarodni skupiny EWOG MDS.
V ramci sledovani po&inaje studii EWOG MDS 98 v priib&hu let 1999 - 2014 bylo v CR provedeno
36 transplantaci u 29 pacient( s dg. primarni pokro¢ily MDS nebo RCC s nepfiznivou cytogeneti-
kou (RCC s cytogenetickou zménou n=8, RAEB n=14, RAEBt n=5, MDR-AML n=2). Nej¢ast&jsim
cytogenetickym nalezem byla monozomie 7. chromozomu u 12 pacientd (41,4%), u 3 pacientl byla
zjiSténa GATA2 mutace. Pro sekundarni MDS bylo transplantovano 9 pacientd. Pramérny vék pfi
transplantaci pro primarni MDS byl 10,1 roku (1,0 — 19,9), u sekundarniho MDS 12,9 roku (4,8-19,9).
U primarnich MDS bylo 8 transplantaci od shodného sourozeneckého darce, 19 (65,5%) od nepfi-
buzného darce a 2 od haploidentickych darcu, u sekundarnich MDS bylo 8 darch nepfibuznych, 1x
byl pouzit haploidenticky otec. Primérna doba od diagnozy do transplantace byla 0,6 roku. Pfi dobé
sledovani v prdméru 6,2 roku (0,1 — 15,3) je celkové preziti (OS) skupiny primarnich MDS 72,4%,
EFS 58,6%. 7 pacientll podstoupilo 2. (1x3.) transplantaci pro relaps (5 pacientl) ¢i nepfihojeni
Stépu. Pfipravny rezim pfi 1. transplantaci byl ve vSech pfipadech myeloablativni (24x s busulfanem,
1x s pouzitim celotélového zareni, 4x s treosulfanem). Celkova TRM (transplant related mortality) je
24,1%, ¢asna D+100 6,9%. Akutni GVHD gr.ll-1V byla dokumentovana u 72,4% pacient(, chronic-
ka GVHD u 52% pacientd. U skupiny pacientli se sekundarnim MDS je EFS i OS 44,4% pfi dobé
sledovani 0,1 — 9,1 roku. Détsti pacienti s primarné nepfiznivym typem MDS maji vysokou 8anci na
vylé€eni transplantaci kmenovych bunék krvetvorby, relaps onemocnéni po transplantaci mize byt
|éCen retransplantaci s nadéji na uspéch (v naSem souboru Ziji 4/5 pacientd). Dokumentujeme vyssi
vyskyt akutni i chronické GVHD. Pacienti se sekundarnim myelodysplastickym syndromem zejména
po solidnich nadorech maji vyrazné horsi prognozu. Vzhledem k malému poctu détskych pacientl je
mezinarodni spoluprace a zapojeni do studie EWOG MDS dlilezita s cilem dale zlepSovat vysledky
téchto pacientd. Podporfeno projektem (Ministerstva zdravotnictvi) koncepéniho rozvoje vyzkumné
organizace 00064203 (FN MOTOL)

2725.

Cyklofosfamid nasledovany busulfanem jako pripravny myeloablativni rezim pred alogenni
transplantaci krvetvornych bunék u 20 pacientli s akutni myeloidni leukémii: toxicita

a efektivita

Krejci M., Hadrabova M., Racil Z., Semerad L., Weinbergerova B., Tomiska M., Mayer J. (Interni
hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno)

Uvod: Busulfan nasledovanym cyklofosfamidem (BU/CY) je efektivni myeoloablativni pFipravny re-
zim pred alogenni transplantaci krvetvornych bunék (SCT). Limitaci toho rezimu vSak zGstava he-
matologicka i nehematologicka toxicita s moznym rozvojem venookluzivni nemoci (VOD), coz mize
vést k zavaznym komplikacim v ¢asném potransplantaénim priibéhu. Podle nékterych zahrani¢nich
autorll (Cantoni et al, BMT,2011:344-348; Rezvani et al., BBMT,2013;1033-1039) obracené pora-
di cytostatik, tedy podani cyklofosfamidu nasledované busulfanem (CY/BU) mlize vést ke snizeni
jaterni toxicity a lepSim Ié¢ebnym vysledkim. Nasledné jsou prezentovany nase zkusenosti s rezi-
mem CY/BU ve skupiné 20 nemocnych s akutni myeloidni leukémii (AML). Metody: Bylo analyzova-
no 20 pacientll (pac.) s AML, jako pfipravny rezim byl pouzit CY/BU, cyklofosfamid v davce 60mg/
kg/den intravendzné po 2 dny a nasledné peroralni busulfan se vstupni davkou 4 mg/kg/den po dobu
4 dna, bylo provadéno monitorovani hladin busulfanu s cilem dosazeni ustalené koncentrace v roz-
mezi 800-900 ng/ml. Median véku pac. byl 31 let, typy darcd a pouzité stépy byly nasledujici: HLA
identicky sourozenec, n=5; nepfibuzensky darce, n=15; periferni krvetvorné burky, n=20. Vysledky:
Nejcastéjsi nehematologické toxicity dle CTC kritérii byly infekce stupné llI/IV u v§ech 20 pac. a gas-
trointestinalni toxicita (stupen Ill u 11 z 20 pac.). Nebyl pozorovan zadny pfipad vyskytu VOD, byla
pfitomna pouze mirna hepatoxicita (st. I-Il) u 30% pac. Median doby pfihojeni Stépu (neutrofily nad
0,5x10E9/1) byl 17 dni, vSichni pac. dosahli pfihojeni. Kompletni remise bylo dosazeno u 18 z 20 pac.
(90%), progrese AML byla u 2 nemocnych (10%). Kumulativni mortalita bez souvislosti s relapsem
(NRM) po 100 dnech, 1 roce a 2 letech od SCT byla 0%, 10% a 15%. Pfi medianu sledovani 27
meésicl od provedeni SCT Zije 70% nemocnych (14/20), z toho je 13 v remisi, 1 s relapsem AML:
Celkem 6 pac. zemrelo (3 umrti na NRM, 3 umrti na progresi/relaps AML). Median doby do progrese

(PFS) byl 25,9 mésice; PFS v 1 roce a ve 3 letech od SCT je 64% a 44%. Median celkového preziti
(OS) nebyl dosazen, OS v 1 roce a ve 3 letech od SCT je 79% a 55%. Zavér: Pfipravny rezim CY/
BU mé akceptovatelnou nehematologickou toxicitu, v naSem souboru nemocnych nebyl pozorovan
vyskyt VOD, mortalita bez souvislosti s relapsem ke dni +100 byla 0%. Efektivita rezimu je vysoka,
bylo dosazeno 90% kompletnich remisi, ve 3 letech od provedeni alogenni transplantace je celkové
preziti 55%.

2712.

Reduced-intensity transplantation as a part of standard treatment strategy in patients aged
60 to 70 years with acute myeloid leukemia — single centre experience.

Karas M., Steinerovad K., Lysak D., Vokurka S., Hrabétova M., Jungova A., Jindra P.
(Hematologicko-onkologické odd., FN, Plzeri)

Background: outcome of patients (pts) over 60 years of age with AML treated only with intensive
chemotherapy is poor. To improve treatment results reduced-intensity transplantation (RIT) was
establish as a part of treatment strategy for pts aged 60 t070 years with AML in our centre. With the
aim to evaluate transplant feasibility and the role of RIT in the treatment of pts aged 60 to 70 years
with AML we analysed outcome of such pts in our centre from 2003. Patients and methods: from
1/2003 to 11/2014 AML was diagnosed in 188 pts aged 60 to 70 years. 120 pts were intensively tre-
ated and 61 pts with median of age 63 years (range, 60-68 years) with AML in 1st CR (35 pts), in 2nd
CR (5pts), with resistant AML (9 pts) and with AML beyond CR (12 pts) underwent RIT (30% HLA
identical related, 41% HLA matched unrelated, 26% HLA mismatched unrelated, 3% haploidentical
related). Source of stem cells was in 85% peripheral blood and in 15% bone marrow. The conditio-
ning regimen was fludarabine and melphalan, (14 pts with ATG). CsA and MTX were used as GVHD
prophylaxis except haploidentical RIT where posttransplant CPA and combination of CsA and MMF
was used. Results: the main reasons of impossibility to implement RIT in treatment of older pts with
AML were death during remission induction treatment (39%), resistant AML (24%), non-availability
of donor (16%), severe comorbidities (12%) and refusal of RIT (9%). However 51% of intensively
treated pts eventually underwent RIT. All pts engrafted and achieved complete remission (CR). 37
pts (60%) developed aGVHD and among 50 evaluable pts 22 (44%) of them developed chGVHD.
With median follow-up 46 months (range, 4-123 months) 27 pts (44%) are alive (26 pts in CR). 14 pts
(23%) relapsed and 13 of them died. 21 pts (34%) died due to NRM, 2 (3%) of them till day 100 after
RIT and 11 (18%) of them till day 365 after RIT. The estimated probabilities of 3-years EFS and OS
are 44% and 47%. 3-years OS for all intensively treated elderly pts was 38%. Conclusion: our data
show that half of intensively treated pts aged 60 to 70 years with AML were able to undergo RIT and
that RIT even in case of unrelated or HLA mismatched donor is associated with acceptable NRM
and encouraging disease control of unfavourable AML. The relatively high percentage of transplan-
ted pts undoubtedly influenced the overall results of the group of intensively treated elderly patients
with AML with a median survival of 15 months and estimated 3-year OS of 38%.

2709.

Outcome of karyotypic normal FLT3-ITD mutated AML patients treated intentionally with
upfront alloHCT - single center experience

Jindra P, Karas M., Lysak D., Vokurka S., Jungova A., Steinerova K., Mohammadova L.,
Hrabétovda M. (HOO, FN, Plzer)

Patients with karyotypic normal (CN) FLT3-ITD mutated AML have dismal prognosis and the only
curative option seems to be alloHCT. However, the timing of alloHCT is still matter of debate and
some advocates HCT only beyond 1st CR. The consistent policy since 2003 in our centre is to refer
all FIt3-ITD+ AML pts to upfront alloHCT in CR1 (either related or unrelated). PATIENTS: With the
aim to evaluate the outcomes of this strategy we have retrospectively analysed 50 consecutive
adults with FLT3-ITD+ CN-AML allografted in our centre from 2003-2014 either with matched sibling
(MSD, n=17) or unrelated donors (UD, n=33). Conditioning regimen was either RIC (Flu-MEL, n=36)
or myeloablative (BU-Cy, n=14). The median age of cohort was 53 years (23-68). The original aim
of our policy was to perform HCT in CR1 (n=39), however in some patients due to various reasons
(donor availability, disease resistance or patient preference), HCT was performed in more advanced
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stage (n=11, 2xCR2, 2xPIF, 7xREL). Median interval from dg. to HCT was 5 months. RESULTS: With
median follow up of 46 months (range 5-129) altogether 24 pts (48%) has died mainly of relapse
(n=15, 63%). The probabilities of OS and LFS at 3 years were 50% and 48%. Cumulative inciden-
ces of relapse (RI) and TRM at 3 years were 32% and 16%, respectively. All patients transplanted
outside CR1 has died mainly of relapse (8/11), the median survival for transplanted in CR was not
reached whereas for transplanted beyond CR1 was 4 months. The analysis has revealed that HCT
at CR1 was the main factor significantly correlating with better OS (RR 0.3, p=0.0253), LFS (RR
0.359, p=0.001) and lower RI (RR 0.251, p= 0.0001). The type of donor (related versus UD) as well
as type of conditioning has no influence on OS and LFS, higher TRM associated with UD and BuCy
was offset by lower relapse incidence. The presence of cGVHD was associated with improved OS
and LFS (RR 0.2, p=0.0172 and RR 0.3, p=0.0253) due to the lower Rl. CONCLUSION: Despite
the limitations of a retrospective single center based study, our data suggests alloHCT is a valuable
therapeutic option for FLT3-ITD mutated CN-AML patients and is able to provide durable remission.
The benefit is most pronounced in patients allografted in CR1. Until prospective studies are comple-
ted, our study strongly supports to prioritize the allografting in CR1 regardless of donor type in this
subset of AML patients.

2713.

Pre-transplant quantitative monitoring of NPM1 mutations significantly predicts outcome
of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation in normal karyotype AML in complete
remission

Karas M., Steinerovad K., Lysak D., Vokurka S., Hrabétova M., Jindra P. (Hematologicko-
onkologické oddéleni FN, Plzeri)

Background: the level of minimal residual disease (MRD) affects prognosis of AML patients (pts)
treated with intensive chemotherapy alone. But impact of MRD in the setting of allogeneic hemato-
poietic stem cell transplantation (alloHSCT) especially in pts with normal karyotype AML (NK-AML)
in complete remission (CR) is less clear. With the aim to evaluate the potential role of pre-transplant
MRD we studied impact of pre-transplant MRD level on outcome of alloHSCT in 60 pts with NK-AML
harboring NPM1 mutation in CR. MRD level was determined using quantitative real-time polymerase
chain reaction (QPCR) for detection of NPM1 mutation. Patients and methods: from 2/2005 to 9/2014
60 consecutive pts with median of age 54 years (range, 30-66 years) with NK-AML harboring NPM1
mutations (53% FLT3/ITD positivity) in 1st CR (45 pts) and 2nd CR (15pts) underwent myeloablative
(16 pts) or reduced-intensity (44 pts) alloHSCT (27% HLA identical related, 50% HLA matched
unrelated, 23% HLA mismatched unrelated). Source of stem cells was in 80% peripheral blood
and in 20% bone marrow. MRD level was determined using gPCR for detection of NPM1 mutations
before start of conditioning regimen from bone marrow. Pre-transplant prognostic factors (age,type
of donor, donor recipient sex combination,CMV status, type of conditioning regimen, source of stem
cells, number of CR, FLT3/ITD status, MRD level) were included in the univariate and multivariate
statistical analysis.Results: all pts engrafted with ongoing CR after alloHSCT. 36 pts (60%) develo-
ped aGVHD and 24 pts (40%) developed chGVHD. With median follow-up 52 months (range, 4-101
months) 35 pts (58%) are alive. 16 pts (27%) relapsed and 13 of them died. 12 pts (20%) died due to
NRM. The estimated probabilities of 3-years EFS and OS are 54% and 59%. Statistical analysis sho-
wed that only age over 63 years and MRD level affected alloHSCT outcome in multivariate analysis.
Pre-transplant MRD level 10 NPM1mut/10000 ABL copies had the strongest statistical significance.
The estimated probabilities of 3-years relapse incidence, EFS and OS were for pts with low MRD
level (< 10 NPM1mut copies) 6%, 72% and 75% and for pts with high MRD level (> 10 NPM1mut co-
pies) 31%, 35% and 40%. Conclusion: our data show that pre-transplant quantitative assessment of
NPM1 mutation in pts with NK-AML harboring NPM1 mutation in CR provides important prognostic
information, which as an independent prognostic factor predicts transplant results.
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2674.
State of the art Ié€by lymfomu plastové zény
Prochédzka V. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2753.
Soucasné moznosti transplantacni IéEby u lymfomu plastové zény
Vélkovéd V. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Edukaéni sdéleni — abstrakt nepozadovan

2750.

Kompletni metabolicka odpovéd po terapii jako nezavisly prediktor prognézy u pacientt

s MCL

Obr A., Prochazka V., Henzlova L., Buriankova E., Papajik T., Kapitariova Z. (Hemato-onkologicka
klinika, LF UP a FN, Olomouc; Klinika nuklearni mediciny, LF UP a FN, Olomouc)

Introduction: Data analyzing prognostic value of the metabolic response after therapy using positron
emission tomography (fPET) in MCL patients are controversial. A role of total metabolic tumor volu-
me measured at time of diagnosis (TMTVO0) has not been evaluated yet. Methods: We analyzed 46
consecutive MCL patients (pts.) treated in a single center from 4/2006 to 4/2014. The median age
at diagnosis was 65.4 (40.9-81.7) years; male-to-female ratio 2.1:1. Ann Arbor stages | through IV
were observed in 2, 4, 3 and 37 pts., respectively. MIPI scores: low 2 (4 %), intermediate 18 (39 %)
and high in 26 pts.(57 %), respectively. 27 pts.(59 %) were treated with R-CHOP-21 regimen, 18 pts.
(39%) received an intensive sequential protocol (MTX, AraC containing). 5 pts.(11 %) were treated
with R-AraC/R-CHOP-21 regimen, 2 (4 %) with FCR therapy. 16 pts.(35 %) were consolidated with
high-dose therapy and ASCT. PET-CT were done before chemotherapy and after treatment com-
pletion (fPET). In 1 patient was not fPET assessable (death during induction). The PET results were
expressed as positive/negative and using a 5-point Deauville scale (D1-5). Results: Treatment re-
sponses were as follows: CR, PR and SD in 26 (57 %), 14 (30 %) and 2 (4 %) patients, respectively.
4 pts.(9 %) progressed on therapy. After a median follow-up of 33.5 months, 22 pts.(48 %) relapsed
or progressed and 16 (35 %) of them died. 5-y OS reached 68.0% (95% CI 0.53-0.83), 5-y PFS
was 38.9% (95% CI 0.22-0.56). Using visual criteria, fPET was negative in 27/45 (60%) cases. With
Deauville criteria fPET scores were: D1-2 in 23 (50 %), D3 in 8 (17 %) and D4-5 in 14 (30 %). Low
Deauville score (D1-2) was associated with superior 5-y PFS (65.0%) compared to D3-4 (22.2%,
p=0.007). Visually negative fPET led to superior 5-y PFS (18.3% vs 64.3%, p=0.005). There was
a trend to superior OS in D1-2 and visually negative groups (p=0.10 and p=0.086, respectively).
NPV and PPV of fPET for PFS were: 74.1% (vis) and 79.3% (D), 77.8% (vis) and 68.2% (D), re-
spectively. Cox regression analysis identified fPET as predictor for lymphoma relapse/progression
independent on the MIPI score (HR 0.49, p=0,018). Mean TMTVO0 was 810.8+871.7 cm3, we found
any difference in PFS in low vs high tumor burden patients (p=0.50). Conclusions: Complete me-
tabolic response after therapy is associated with superior PFS in MCL patients. TMTVO seems not
to be important for a prognostic assessment. Supp. by grants LF-2015-001 and IGA-MZ NT/13072

2727.

Cytomorfologie a imunofenotyp 16 pfipadt lymfomu z plastovych bunék

Starostka D., Kolacek D., Mikula P. (Oddéleni klinické hematologie, Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o.,Havifov)

Uvod: Lymfom z plastovych bunék (MCL) je zrala B-lymfoidni neoplazie charakteristickd overexpresi
cyklinu D1 a vétSinou spojena s translokaci t (11; 14). M& klasickou centrocytarni morfologii nebo se
vyskytuje v nékteré ze 4 morfologickych variant (varianta klasické, pleomorfni, malobunééné, podobna
lymfomu z marginalni zény a blastoidni). VétSina pfipadu je pan-B+, SmigM+IgD+, lambda+, CD5+,
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FMC7+, CD43+, bcl-2+, cyklin D1+, SOX-11+, CD23-, CD10-, CD200-. Charakteristika souboru: 16
pfipadll nové diagnostikovaného histologicky verifikovaného lymfomu z plastovych bunék (muzi 11,
zeny 5), vzorky periferni krve, kostni dfeng, lymfatické uzliny a cerebrospinalniho likvoru. Metodika
vySetfeni: Cytologické hodnoceni po klasickém panoptickém barveni. Flowcytometrickd imunofenoty-
pizace (pfistroj FACS Canto Il vyrobce Becton-Dickinson) po pfipravnych procedurach v rezimu lyse-
-wash. Multiparametrova analyza povrchové exprese diagnostickych marker( (pozitivita a semikvanti-
tativni intenzita exprese - kategorie nizka, stfedni, vysoka) na nadorovych lymfocytech ve zkumavkach:
CD45 PerCp-Cy5.5/CD3-FITC/CD4-PE-Cy7/CD8-APC-Cy7/CD16+56-PE/CD19-APC, CD19-PerCp-
-Cy5.5+kappa-FITC+lambda-PE/CD200-PE-Cy7/CD95-APC, CD19-PerCp-Cy5.5+CD23-PE+FMC7-
-FITC/CD79b-APC/CD5-PE-Cy7, CD20-APC-Cy7/CD10-PE/CD43-APC/CD35-FITC/CD38-PE-Cy7,
CD20-PerCp-Cy5.5+CD22-PE+CD103-FITC/CD25-PE-Cy7/CD11c-APC (protilatky vyrobce Becton-
-Dickinson). Vysledky (vyskyt v poctu 16 pfipadu): Cytomorfologie: varianta klasicka a pleomorfni 7/16,
malobunécna 6/16, blastoidni 2/16, marginal-zone like 1/16. Imunofenotyp (pfevazujici intenzita expre-
se jednotlivych znak(l): CD19 — stfedni 15/16, CD20 - vysoka 16/16, CD22 — vysoka a stfedni 15/16,
CD79b — vysoka a stfedni 15/16, kappa — vysoka a stfedni 8/8, lambda — vysoka a stfedni 7/8, CD5
— vysoka a stfedni 13/16, CD23 — negativni 16/16, FMC — 7 - vysoka a stfedni 8/15, CD43 — negativni
14/16, CD35 — vysoka a stfedni 11/16, CD38 — vysoka a stfedni 14/18, CD10 — negativni 15/16, CD25
— negativni 9/16, CD11c — negativni 16/16, CD103 — negativni 16/16, CD200 — negativni 14/16. Zavér:
Pouzity imunofenotypizacni panel je vhodny pro diagnostiku drtivé vétSiny pripadd MCL. Kli¢ovymi
diferencialné diagnostickymi prvky pfi odliSeni MCL od jinych B-lymfoproliferaci jsou: cytomorfologie,
povrchova exprese (pozitivita/negativita) CD5, CD23, CD79b, CD43, CD38, CD10, CD200; intenzita
povrchové exprese CD19, CD20, CD22, CD79b, a lehkych fetézct Ig.

2771.

Ibritumomab-tiuxetan v Ié¢bé folikularniho lymfomu: analyza dat Kooperativni lymfomové
skupiny

Prochézka V., Benesova K., Pytlik R., Papajik T., Janikova A., Belada D., Trnény M. (Hemato-
onkologicka klinika, FN, Olomouc; I. interni klinika, VSeobecna fakultni nemocnice, Praha; Interni
Hemato-onkologicka klinika, FN, Brno; IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Krélové)

Uvod: Radioimunoterapie (RIT) ibritumomab-tiuxetanem predstavuje atraktivni koncept cilené te-
rapie namifené proti CD20 antigenu (ibritumomab), ktery je potencovan u€inkem beta-zafeni na
protilatku konjugovanym izotopem (90Y, tiuxetan). Optimalni nacasovani RIT a vybér vhodné popu-
lace nemocnych s folikularnim lymfomem (FL) je stale diskutovan. Cil: Analyza vysledkd terapie ibri-
tumomab-tiuxetanem na neselektované kohorté nemocnych s FL z registru Kooperativni lymfomové
skupiny CR. Metoda a vysledky: Byla analyzovana data nemocnych s dg. FL, ktefi byli Ié¢eni pomoci
RIT v primoterapii nebo nasledném relapsu. Soubor tvofilo 64 nemocnych (37 zen a 27 muzud) s FL
grade | (31), I (20), II1A (7), u 6 (10 %) nebyl grade ur¢en. Klinické stadium pfi dg. bylo pokrogilé (I1l/
IV dle Ann Arbor) u 60 (94 %) pfipad(. Median véku pfi dg. dosahl 58 let (33-79 let), median véku pfi
aplikaci RIT 60,8 let. Median doby od dg. po aplikaci RIT byl 2,9 roku. RIT byl aplikovan jako soucast
1. linie terapie (R0) u 22 (35 %), v prvnim relapsu u 27 (R1, 43 %) a ve druhém, pfipadné dalSim
relapsu (R2+) u 15 (24 %) nemocnych. Lé€ebna odezva po RIT byla hodnocena u 63 nemocnych
(99 %): CR dosahlo 42 (49 %), PR 12 (19 %), SD 3 (5 %) a 6 nemocnych na |é¢bé progredovalo (10
%). Procento celkové |é¢ebné odpovédi (ORR) dosahlo 68 %. Procento CR bylo vyssi u RO (78 %)
nez uv R1 (70 %) a v R2+ (48 %, p=0,15). Median doby sledovani Zijicich pacientt dosahl 5,2 roku,
doba do 1. progrese/relapsu od diagnézy (PFSdg) dosahla 3,3 roku (95% CI 2,6-3,9 roku), doba cel-
kového preziti od dg. (OSdg) 9,9 roku (95% ClI 7,5-11,1 roku). Po aplikaci RIT zrelabovalo celkem 58
% nemocnych. Median doby do progrese po IT doséhl 3,1 roku, median PFS po RIT (PFS-RIT) 2,7
roku. Doba do progrese po RIT byla signifikantné del§i u nemocnych Ié¢enych v primoterapii (RO)
nez v relapsu (R1, R2+). Median PFS-RIT u RO nebyl dosazen, u nemocnych v R1 doséhl 1,3 roku
av R2+ 1,6 roku (p<0,001). Celkové preziti (OS-RIT) bylo delSi u nemocnych l1é€enych v RO (median
nedosazen) nez v naslednych relapsech (R1 4,4 roku, R2+ 6,1 roku, p=0,023). Dosazeni CR po RIT
mélo vyznamny vliv na pfeziti do progrese (median PFS-RIT 0,9 vs 3,7 roku, p=0,007), byl zde trend
i k delSimu celkovému preziti (median OS-RIT 4,4 vs 6,5 roku, p=0,09). Zavér: Radioimunoterapie je
efektivni Ié€ebny postup i u relabovanych nemocnych s FL. Z terapie profituji vice pacienti v éasnych
fazich nemoci. Dedikace: MZCR IGA NT 12193 a IGA-LF UP-2015-001.

TRANSPLANTACE 2

2716.
Nove poznatky v transplantacnej liecbe aplastickych anemii
Rusinakova Z. (HOK, FN, Olomouc)
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2741.
Alogénna transplatacia krvotvornych buniek v lieébe PNH
Bojtarova E. (Klinika hematologie a transfuzioldgie, LF UK, SZU a UN, Bratislava — SK)
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2790.

Single-Nucleotide Polymorphisms (SNPs) of the NF-kB1 Gene Are Associated with Acute
Graft-versus-Host Disease (aGvHD) in Allografted Patients

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

Introduction SNPs of the key cytokines and chemokines involved in the pathogenesis of aGvHD
have become an object of major interest recently. The transcription factor NF-kB has been implica-
ted in the regulation of cellular stress and inflammatory signals. Therefore we focused on candidate
NF-kB1 gene SNPs (rs3774937 C/T and rs3774959 A/G) in association with aGvHD. Patients and
methods In our single-center study we analyzed 70 patients allografted for the following hema-
tological malignancies: AML (37%), ALL (14%), CLL (13%), MDS (13%), CML (6%), NHL (6%),
IMF (3%), CMML (4%), and other hematological disorders (4%) between 2009-2014. The median
age of the study group was 51 (21-62) years. Patients were allografted after myeloablative (11%),
non-myeloablative (14%) and reduced (intensity/toxicity) conditionings (74%). GvHD prophylaxis
was done by solo cyclosporine-A (80%), cyclosporine-A with mycophenolate mofetil (19%) and
cyclosporine-A with short-methotrexate (1%). “In vivo” T-depletion with thymoglobuline was used in
64% of recipients. Patients were allografted from HLA identical donors (related 46%) with median
age 37 (18-63) years. Genotyping of NF-kB1 SNPs was performed with Sequenom MassARRAY
platform using allele-specific MALDI-TOF mass spectrometry assay (Sequenom, San Diego, CA,
USA). Primers were designed using the Sequenom SNP Assay Design software version 3.0 for
iPLEX reactions. Results Out of 70 patients 46 patients (66%) are still alive, 24 patients (34%) died
(12 died of transplant-related complications). The median post-transplant follow-up was 1.6 (0.1-4.5)
years. AGvHD developed in 21 patients (30%), grade IlI-IV in 7 of them (10%). Because of strong
linkage disequilibrium observed between both NF-kB1 SNPs, the genotypes of all but five patients
may be explained by combination of two major NF-kB1 gene haplotypes (NF-kB1-I: rs3774937*C/
rs3774959*A, NF-kB1-II: rs3774937*T/rs3774959*G). Importantly, the univariate analysis showed
that patients homozygous for NF-kB1-I haplotype (rs3774937*C/rs3774959*A) are more probable
to suffer from aGvHD than NF-kB1-1l homozygous patients (p = 0.002). Conclusion This is the first
report showing the association of NF-kB1 gene SNPs with aGvHD. Our pilot data suggesting that
patients homozygous for NF-kB1-I haplotype may be in higher risk for aGvHD should be indepen-
dently replicated. Supported by IGA MZCR NT12454 and IGA-LFUP-2015-001

2724.
Vyuziti mesenchymalnich stromalnich bunék k Ié¢bé steroidné refrakterni reakce Stépu
proti hostiteli po alogenni transplantaci hemopoetickych kmenovych bunék
Lysék D., Holubova M., Karas M., Hrabétova M., Steinerova K., Vokurka S., Jungova A., Pachner
M., Jindra P (Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzeri)

i)



Reakce $tépu proti hostiteli (GVHD) predstavuje zavaznou komplikaci u pacientd po alogenni

transplantaci hemopoetickych kmenovych bunék. GVHD $patné reagujici na imunosupresivni [é¢bu

ma vliv na kvalitu Zivota a ovliviiuje i celkovy vysledek transplantaéni 1é¢by. Jednou z modernich metod

|é¢by resistentnich forem GVHD je aplikace mesenchymalnich stromalnich bunék (MSC) a vyuziti
jejich imunomodulaénich vlastnosti. V ramci klinického hodnoceni (EudraCT 2013-003626-88) jsme
MSC aplikovali 10-ti pacientim s GVHD po alogenni transplantaci. Jednalo se a pacienty s AML/MDS
(4), ALL (1), CLL (3), MPN (2), ktefi podstoupili pfibuzeneckou HLA-kompatibilni (7), haploidentickou
(1) nebo nepfibuzeneckou transplantaci s HLA neshodou (2). Doba od transplantace do podani MSC
byla 7 més (2-30), indikace pro zafazeni do studie byla kortikoresistentni (6 pac, aGVHD) nebo korti-
kodependentni GVHD (4 pac, cGVHD). MSC byly aplikovany v jednorazové infusi v davce 2,4 (0,9-3,8)
x10e6/kg. Odpovéd na lécbu byla hodnocena v den 14, 30, 30 a 100 a déle v 6-ti a 12-ti mésicich. MSC
byly vyrobeny podle zasad spravné vyrobni praxe. Cilem klinického hodnoceni bylo ovéfit bezpe€nost
a ucinnost aplikace MSC v dané indikaci. Zavaznost GVHD pred aplikaci odpovidala klinickému stadiu
3 u akutni resp. 2 (1-3) u chronické GVHD s davkou kortikoid 0,72 mg/kg/den (0,14-1,0). V den 14
bylo dosazeno PR u nemocnych s aGVHD a SD v pfipadé cGVHD. Davka kortikoidl byla snizena u 6
pac (na 65% plvodni hodnoty, 21-84%). V den 100 bylo hodnoceno 7 pacient(i: 4 PR, 2 SD a 1 CR,
davka kortikoidd snizena u vSech nemocnych (na 14%, 12-68%). Dva nemocni ¢asné zemfeli (den
17, 22) na infekéni komplikaci. Opétovna aktivita GVHD byla zaznamenana u 3 nemocnych (den 60,
meés 12, 20). Pfi aplikaci MSC ani v dalSim sledovani nebyly zaznamenany zadné nezadouci ucinky.
MSC nesnizovaly rychlost rekonstituce lymfoidnich subpopulaci. V den 14 byla u ¢asti nemocnych
detekovana vy$si hladina TREG a naopak snizeni hladiny prozanétlivych Th17 lymfocytl v porovnani
se stavem pred podanim MSC. Prvni zkuSenosti s [é¢bou GVHD pomoci MSC potvrdili bezpe¢nost
této imunoterapie a minimalné u ¢asti pacientl pfiznivy efekt se snizenim zavaznosti GVHD a davky
kortikoidd. Autofi se podéli o své zkuSenosti s technologii pfipravy MSC a prvnimi vysledky pfi sle-
dovani klinické i laboratorni imunitni odpovédi. Prace byla podpofena grantem MZ CR-RVO (Fakultni
nemocnice Plzen-FNPI, 00669806) a grantem Nadace pro transplantaci kostni dfené.

2801.

Vysokodavkovana imunoablaéni terapie v 1é€bé autoimunitnich onemocnéni, nové indikace
Kozék T., Novék J., Bortlik M., Duricova D., Petedukové V., Dobrovolny J., Rahmqtové S., Lukas M.
(Interni hematologicka klinika, 3. LF Univerzity Karlovy, Praha; ISCARE, Praha; UHKT, Praha)

Systémova sklerodermie a roztrousena skleréza jsou obtizné zvladatelna autoimunitni onemocnéni
(AID), navozujici tézkou invaliditu a v pfipadé systémové sklerdzy i kratkou dobou preziti pfi kon-
venéni terapii. U jinak nezvladatelnych forem téchto onemocnéni je individualné indikovana vysoko-
davkovana imunoablaéni terapie s podporou autolognich krvetvornych bunék. Efekt imunoablaéni
terapie je zalozen predevSim na konceptu tzv. resetu vlastniho imunitniho systému, ktery v mnoha
pfipadech navodi klinickou remisi onemocnéni a nebo obnovi responsivitu ke konvenéni nebo biolo-
gické lé¢bé. V mezinarodnim registru transplantovanych AID dominuji tyto dvé diagndzy, méné jsou
indikovany systémovy lupus erythematodes a jina autoimunitni onemocnéni. Crohnova choroba se
dostala mezi indikace vysokodavkované terapie v poslednich 5 letech, zejména po zvefejnéni prv-
nich analyz randomizované studie ASTIC. Indikace jsou v8ak vysoce individualni s pfihlédnutim
k moznym rizikim vykonu, v€etné fatalni komplikace, ktera se ve studii ASTIC také objevila. Na nasi
klinice jsme provedli po indikaci mezioborovou indikaéni komisi uspé&snou, nekomplikovanou mobi-
lizaci, separaci a naslednou pozitivni selekci CD34+ bunék u dvou pacienti s Crohnovou chorobou.
Poté byli pacienti (1 muz, 1 Zena) podrobeni vysokodavkované submyeloablativni terapii s podporou
CD34+ bunék. Prvni pacient je 8 mésicl po zcela nekomplikované transplantaci a doslo u ného ke
klinickému zklidnéni onemocnéni a opét byla navozena odpovéd na anti-TNF terapii. Druha paci-
entka je nedlouho po transplantaci a zhodnoceni klinického prabéhu s odstupem bude k dispozici
v dobé kongresu OHD.

2739.

Recovery of mucosal-associated invariant T cells after myeloablative chemotherapy and
autologous peripheral blood stem cell transplantation

Novak J., Dobrovolny J., BroZova J., Kozak T. (IHK, FNKV, Praha)

Immune reconstitution after high dose chemotherapy and stem cell transplantation plays a key role

in restoring immunocompetence including defense against infection, immune regulation, and onco-
-immune surveillance. In this work we examined the recovery of Mucosal associated invariant T
(MAIT) cells, recently discovered innate-like T cells, after various types of myeloablative chemothe-
rapy and autologous peripheral blood stem cell transplantation (PBSCT) in 29 patients. We show
that MAIT cells are relatively resistant to myeloablative conditioning. The median amount of MAIT
cells rises to 43% around day +30 and is sustained through further measurements on days +60 and
+100. Moreover, MAIT cell recovery reaches 100% of pre-treatment values in 33% of patients alrea-
dy by day +60. The only factor affecting recovery of MAIT cells is age, younger age being associated
with earlier MAIT cell recovery. The pre-treatment quantity of MAIT cells carries a prognostic impact
on the early post- transplantation course. Patients with high levels of MAIT cells pre-treatment have
significantly lower peak CRP levels (79.45 mg/L versus 150 mg/L) post-treatment, reflecting a cli-
nical trend of less severe infectious complications (less febrile days and less days on intravenous
antibiotics). Moreover, high MAIT cell amount was associated with the clinical trend of less severe
mucosal injury (less days on total parenteral nutrition and lower peak mucositis grade) and signifi-
cantly lower peak liver transaminase levels. Altogether this data suggests that a high proportion of
MAIT cells survive myeloablative chemotherapy and maintain their capacity to fight against infecti-
ons on mucosal surfaces.
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P1/2760.

Vyroba trombocytarnich pfipravkil na transfuznim oddéleni FN Olomouc

Prochdzkova O., Skotakova A., Vymétalova R., Koukalova A., Galuszkova D. (Transfuzni oddélent,
FN, Olomouc)

Uvod: Na transfuznim oddé&leni vyrabime trombocytarni transfuzni p¥ipravky (TP) metodou pfistro-
jovych aferetickych odbéri a dodateénym zpracovanim buffy-coatl (BC) — smésné trombocytarni
TP. Pfi vyrobé upfednostiiujeme pouziti ndhradniho roztoku SSP+ (PASIII) pfed plazmou, ¢imz sni-
zujeme riziko alergickych reakci. Od ¢ervence 2011 jsme presli na vyrobu vyhradné deleukotizo-
vanych trombocytarnich TP. Pomér vyroby trombocytl z aferetickych odbért klesa, naopak stoupa
vyroba trombocyt z BC. Pro klinické pracovisté HOK na vyzadani vyrabime i trombocyty k preziva-
ni. Tento pfipravek slouzi ke klinickému vySetfeni pfezivani trombocytl v ob&hu pacienta. Metodika:
Vyroba trombocytarnich TP probiha v rutinnim provozu. Zaméstnanci flexibilné reaguji na pozadav-
ky klinickych oddéleni, mame nastaveny i statimovy rezim - pfipravek vyexpedujeme do tfi hodin. P¥i
urgentnim pozadavku vyrabime i o vikendech a svatcich. Nasimi odbérateli jsou klinicka oddéleni
FN Olomouc a spadova oblast. Trombocyty z aferézy jsou odebirany na odbérovém tseku, poté jsou
predany do vyroby, kde je rozpInime na pozadovany pocet jednotek T.U., rozplfiujeme i mensi mnoz-
stvi jako pediatrickou jednotku. V roce 2014 jsme vyrobili 2545 T.U. trombocytd z aferézy. Smésné
ryr v s trombocytarni TP vyrabime smisenim 5 BC stejné krevni skupiny, pouzijeme jednorazovou soupravu
PO ST E ROV A C AST tzv. ,chobotnici“ a nahradni roztok.V roce 2014 jsme vyrobili 813 T.D. Po vyrobé jsou trombocytarni
TP skladovany na validovanych tfepackach pfi teploté +20°C az +24°C. Soucasti vyroby TP je kont-
rola jakostnich parametrd — sledujeme objem, mnozstvi trombocytl na T.U., rezidudlni leukocyty po
deleukotizaci, hodnotu pH méfenou na konci doby pouzitelnosti. Pozadavek — musi vyhovét 90 %
TP. Kontrola sterility musi vyhovét ve 100 %. Kontrolujeme i neporusenost obalu a fenomén vifivosti
Lswirling“. Po spInéni téchto pozadavku jsou trombocytarni TP propustény kvalifikovanou osobou ke
klinickému pouziti. Trombocyty k pfezivani - je pouze doplrikova vyroba TP.V roce 2014 jsme vyrobili
3 jednotky. Zavér: Trend vyroby trombocytarnich TP ma stoupajici tendenci, v roce 2014 vzrostla vy-
roba o 16 % proti roku 2013. Stoupa i pomér vyroby TBSDR — z celkové produkce vyroby roku 2014
na 24,2 %. Jakostni parametry u aferetickych odbérd vyhovély v 98 %, u smésnych TP ve 100 %.
Kontrola sterility vyhovéla ve 100 %. Nasi snahou je vyrabét kvalitni trombocytarni TP, zlepSujeme
podminky skladovani, transportu, sledujeme svétové trendy vyroby transfuznich TP.

P2/2757.

Verifikace pfed akreditaci dle normy CSN EN ISO 15189:2007 v Laboratofi infekénich
markert Transfuzniho oddéleni FN Olomouc

Oklestkova D., Sramkova B., Sekaninové P, Vymétalové R., Galuzskova D. (Transfuzni oddélent,
FN, Olomouc)

Uvod: Cilem tohoto sdéleni je poskytnuti souhrnného prehledu pfipravy laboratofe k akreditaci.
Ugelem vySetfeni v Laboratofi infekénich markerl je sérologické vySetfeni pacientli a darci tkani
na pfitomnost infekci pfenosnych krvi. Vyznamnou soucasti pfipravy k akreditaci je verifikace pro
jednotliva vySetieni s ohledem na doporuéeni Spoleénosti pro Iékafskou mikrobiologii Ceské Iékar-
ské spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné. Materidl: srazlivy krevni vzorek Metodika: verifikované
metody: HBsAg Qualitative Il, anti-HCV, anti-HIV Ag/Ab Combo, Syphilis TP, anti-HBc II. Byly na-
staveny jednotlivé kroky verifikace pro kazdou metodu a analyzator: potvrzeni spravnosti, potvrzeni
reprodukovatelnosti, mezipfistrojové reprodukovatelnosti, potvrzeni ndvaznosti na referenéni vzorky
a potvrzeni navaznosti na EHK. Byl vyhodnocen pridmér jednotlivych vySetfeni, smérodatna odchyl-
ka a varia¢ni koeficient pro vSechny vy$etfované infekéni markery. Vysledky byly porovnany s udaji
z pfibalovych letakl jednotlivych infekénich marker(. Pozadovali jsme 100% shodu udajd. Vysled-
ky:Verifikace byla provadéna na analyzatoru Architect i2000 a Architect i2000SR metodou CMIA
(Chemiluminiscenéni imunoanalyza na mikroc¢asticich). Zavér: Proces verifikace metod predstavuje
ve spojeni s akreditaci dle normy CSN EN ISO 15189:2007 zkvalitnéni Grovné poskytovanych slu-
zeb pro zadatele laboratornich vysSetreni.
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P3/2765.

CD22 as a target for antibody therapy of resistant forms of childhood B-cell precursor acute
lymphoblastic leukemia

KuZilkova D., Kanderova V., Kalina T., Hrusak O., Mejstrikova E. (CLIP, Klinika détské hematologie
a onkologie, 2.1ékafska fakulta UK a FN Motol, Praha)

Epratuzumab, a humanized anti-CD22 antibody, is being used for treatment of several autoimmu-
nity diseases (systemic lupus erythematosus) and non-Hodgkin lymphoma. Because of its low side
effects epratuzumab was integrated into IntReALL 2010 protocol for treatment of relapsed childhood
B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL). The CD22 protein is expressed on B-
-lymphocytes and shows inhibitory effect on B-cell receptor (BCR) signaling. Although the function
of CD22 on B-lymphocytes is described, the mechanism of action of epratuzumab on healthy and
malignant B-lymphocytes and the effect on CD22 expression and detection during epratuzumab tre-
atment remains poorly understood. The aim of the study is to determine (i) the effect of epratuzumab
on CD22 expression, (ii) the optimal clone for the detection of CD22pos cells after epratuzumab tre-
atment and (i) the mechanism of action of epratuzumab on healthy and malignant B-lymphocytes
and BCP-ALL cell lines. We tested the ability of anti-CD22 antibody (clone S-HCL-1) to distinguish
CD22pos cells in peripheral blood (PB, n=4) after epratuzumab treatment. We detected a partial
competition between the two clones (S-HCL-1 and epratuzumab), the fluorescence intensity of S-
-HCL-1 after preincubation of cells with epratuzumab decreased only by 30%. This can be partially
caused by internalization of CD22 upon epratuzumab binding. Epratuzumab decreased the prolife-
ration of B-lymphocytes isolated from PB of healthy donors (n=3) in vitro, no effect was observed in
BCP-ALL cell lines (n=5). Moreover, in vitro epratuzumab treatment reduced the G0-G1 transition
of B-lymphocytes isolated from PB of healthy donors (n=2; 4.15% vs. 8% of cells in G1-phase) with
no signs of increased apoptosis. Next we examined the effect of epratuzumab on BCR signaling.
We detected phosphorylation of Syk (Y525/526) and Erk1/2 (T202/Y204) kinases after 5 and 15min
of stimulation. In BCP-ALL cell lines (n=2) Syk kinase, but not Erk1/2, was detected in its phospho-
rylated form. Using the S-HCL-1 clone we were able to detect CD22pos cells after epratuzumab
treatment. BCP-ALL cells lines are not appropriate models to study the mechanism of action of epra-
tuzumab in vitro, probably because of their independence on external stimuli. In contrast, signaling
pathway activation and also proliferation and cell cycle of B-lymphocytes isolated from PB of healthy
donors is influenced by epratuzumab. Supported by FP7IntReALL,IGA NT13462, P302/12/G101

P4/2715.

Leukemia-associated antigens as alternative markers of minimal resiual disease

Polak J., Petrbokova R., Hajkova H., Valkova V., Soukupova J., Markova M., Vitek A., Schwarz J.,
Novékové L., Soukup P, Srbové D., Sélek C. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

The follow-up of minimal residual disease (MRD) markers by means of application the quantitative
reverse transcriptase polymerase chain reaction (QRT-PCR) is of prognostic importance in AML
patients. The monitoring of the specific fusion genes and/or the mutated gene NPM1 is applied for
MRD monitoring in AML patients. Unfortunately, these specific markers are available only in approxi-
mately 55% of all AML patients, so there is necessity to found sufficiently highly overexpressed MRD
marker at the time of diagnosis; it means overexpressed at least 2 orders above the upper normal
limit in diagnostics samples. Quantitative estimation of the WT1 gene transcripts level in peripheral
blood of majority (72%) AML patients is well known and widely used for monitoring MRD. In order
to find another and/or additional MRD markers we had analysed expression of selected leukemia-
-associated antigens (LAA) at diagnosis. The selected LAA: PRAME, MSLN, XAGE-1/GAGED?2,
ST18, CSPG4, CA9 and the prognostic marker BAALC were found highly overexpressed: PRAME
in 37%, MSLN in 5%, ST18 in 8%, XAGE-1 in 7%, CSPG4 in 5% and BAALC in 9% of 169 sam-
ples of AML patients at the time of diagnosis. These selected LAA transcripsts were measured in
9 cases of AML patients during the course of disease and strong correlation with disease status
and WT1 expression was found. In some instances these LAA as MRD markers were superior to
WT1 tracking and/or they were the only available MRD markers in patients with low expression of

WT1 at diagnosis. Consequently, the follow-up of selected LAA concomitantly with the WT1 gene
or independently could detect the impending relapse more efficiently. Thus, our results support the
idea that the selected LAA could be used as sensitive MRD markers. In conclusion, the application
of selected LAA as reliable markers of MRD was confirmed. Supported by the project for conceptual
development of research organization (00023736) from the Ministry of Health of the Czech Republic.

CLL

P5/2670.

Cytometricka analyza markert drahy programované bunécné smrti u chronické lymfatické
leukémie

Novak M., Prochazka V., Papajik T. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Prezentujeme cytometrickou analyzu interakce receptoru PD-1 (Programmed Death-1) s ligandem
PD-1L u nemocnych v riznych fazich CLL s rozdilnym Binet statusem v porovnani se zdravymi darci
krve.U CD4+PD-1+ bunék byl prok&zan signifikantni rozdil mezi zdravymi dobrovolniky (HV) a obé-
ma skupinami nemocnych: HV vers. neléceni,(0.412x109/L a 0.674x109/L,p=0.037) a HV vers. ne-
mocni s refrakterni/relabovanou CLL, (0.412x109/L a 0.769x109/L, p=0.009) Porovnani nelé¢enych
s relabovanymi/refrakternimi odhalilo niz§i zastoupeni CD4+PD-1+ u nelé¢enych, rozdil vSak nebyl
signifikantni: 0.674x109/L vers. 0.769x109/L; p=0.455. U CD8+PD-1+ byl nalezen signifikantni roz-
dil mezi HV a obéma skupinami nemocnych: HV vers. neléceni, 0.298x109/L vers. 0.494x109/L;
p=0.007 a HV vers. nemocni s refrakterni/relabovanou CLL, 0.298x109/L vers. 0.645x109/L;
p=0.032. Porovnani nelé¢enych s relabovanymi/refrakternimi ukazalo nizsi zastoupeni CD8+PD-1+
u nelécenych, rozdil vSak nebyl signifikantni: 0.494x109/L vers. 0.645x109/L;p=0.254. Srovnani
absolutniho poétu CD4+PD-1+ u jednotlivych skupin v riznych stage dle Bineta neprokéazalo signi-
fikantni rozdil: Binet A 0.5846x109/L vers. Binet B 0.5783x109/L (p=0.942), Binet A 0.5846x109/L
vers. Binet C 0,5264x109/L (p=0.769) a Binet B 0.5783x109/L vers. Binet C 0,5264x109/L
(p=0.713). Signifikantni rozdil absolutniho po¢tu CD8+PD-1+ T-lymfocytdl mezi nemocnyni v rdz-
nych stage dle Bineta nebyl nalezen: Binet A 0.4339x109/L vers. Binet B 0.4336x109/L (p=0.973),
Binet A 0.4339x109/L vers. Binet C 0,4090x109/L (p=0,816) a Binet B 0.4336x109/L vers. Binet C
0,4090x109/L (p=0,816). Poc¢ty CD4+ a CD8+ T-lymfocytli s koexpresi PD-1 vykazuji vzrastajici
tendenci od HV pres doposud nemocné k pacientim s refrakterni/relabovanou CLL. Signifikant-
ni rozdil absolutniho poétu CD4+PD-1+ ani CD8+PD-1+ T-lymfocytd mezi jednotlivymi skupinami
nemocnych v rlznych stage dle Bineta nebyl nalezen. Nejvyssi zastoupeni CD4+PD-1+ i CD8+
PD-1+ populaci bylo prokazéano u nemocnych s aktivnim onemocnénim a v relapsu, coz podporuje
teorii, dle které je nadorovy klon nador schopen cestou drahy PD-1 /PD-L1 navozovat stav nadorové
tolerance. Jelikoz rozdil v expresi receptoru PD-1 mezi jednotlivymi stage dle Binet nebyl zjistén,
predpokladame, Ze faze onemocnéni odrazi stuper ovlivnéni mechanizmi protinadorové imunity
cestou navyseni exprese markerd drahy programované bunééné smrti. Podpofeno grantem IGA-
-LF-2014-001

P6/2800.

Delece 14q, vzacna rekuretni aberace u pacienti s CLL

Truhlikové L., Sablaturové T., Stoklasové M., Strnkova A., Drevojankové B., Burdova A.,
Hodslavska V., Sitkova R., Klodova D., Wrobel M., Bodzasova C., Zuchnicka J., Adamova

D., Heinzové V., Zivné J., Rytikové N., Brychtova Y., Brejcha M. (Laboratof Iékafské genetiky,
Vzdélavaci a vyzkumny institut AGEL, o.p.s. - pobocka Novy Ji¢in, Laboratore Agel, Novy Ji¢in;
Nemocnice Novy Ji¢in a.s., Hematologicka ambulance, Novy Jicin; Fakulni nemocnice Ostrava,
Klinika hematoonkologie, Ostrava, Slezské nemocnice v Opavé, Hematologicko-transfuzni
oddéleni, Opava; Nemocnice Hranice a.s., Hematologicko-transfuzni oddéleni,Hranice; SdruZené
zdravotnické zafizeni Krnov, Hematologickd ambulance, Krnov; Fakulni nemocnice Brno, Interni
hematologicka a onkologicka klinika, Brno)

Uvod Delece 14q je raritni aberace vyskytujici se pfedevsim u B-bun&énych neoplazii, nejéas-
téji je detekovana u chronické lymfocytarni leukémie (CLL; Mitelmanova databaze 2013). Deleci
14q se pro jeji sporadicky vyskyt zabyva jen malé mnozstvi studii. VétSinou je popisovana jako
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intersticialni s variabilni velikosti, ale mnoho pfipadd ma spole¢na mista zlomu v oblasti 14q24.1
a 14932.3 (Reindl et al., 2010, PospiSilova et al., 2007). Pacienti a metody Cytogenetické vySet-
feni vzork( periferni krve nebo kostni difené bylo provedeno u 552 CLL vzorkl. Karyotyp byl sta-
noven z kultury stimulované CpG-oligonukleotidy a IL-2. FISH vySetfeni bylo provedeno na nesti-
mulovanych kulturach s panelem sond pro delece 11q, 13q, 17p a trizomii 12. U pacientd s deleci
14q byla hodnocena i pfestavba genu IGH a rozsah delece chromozomu 14 byl stanoven metodou
mBAND. Vysledky Karyotyp byl stanoven u 92,8 % (512/552) vzorkd. Delece 14q byla zachycena
ve 2,3 % (12/512), v 11 pfipadech byla intersticialni. Nejéastéjsi mista zlomu byla 14q24 (10/12)
a 14g32.3 (8/12), v 8 pripadech doslo k deleci v genu IGH. U sedmi pacientl byly s del(14q) iden-
tifikovany dalSi aberace, ve dvou pfipadech byly spojeny s komplexnim karyotypem. IGVH status
byl nemutovany u 9 pacient(. Zavér Podle Reindl et al. je delece 14q spojena s kratsim ¢asem do
doby zahajeni 1é¢by. Navic v pfitomnosti trizomie 12 méla negativni vliv na celkové preziti. V nasi
skupiné pacientl jsme zaznamenali podobna mista zlomu s ndpadnym sdruzovanim v oblasti
14924 a 14932.3, vazbu s nemutovanym IGVH a vyskyt delece 14q jak s dalSimi aberacemi, tak
jako izolovanou zménu karyotypu.

P7/2769.

Asociace mutace SF3B1, rekurentnich genetickych aberaci a stereotypniho receptoru
subset #2 nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii

Urbanova R., Dfimalova H., Krizova L., Holzerova M., Turcsanyi P, Zinrékova P, Kubova Z.,
Prochézka V., Jarosova M., Maresova I., Vrbkova J., Papajik T. (Hemato-onkologicka klinika LF UP
a FN, Olomouc)

Uvod: U tietiny nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) je popsan vyskyt stereotypnich
B-bunéénych receptort (BCR). Jednim z nich je subset #2, nesouci subgen IGHV3-21 a charak-
teristickou, kratkou CDR3 sekvenci. Je u néj popsan nepfiznivy prlibéh nemoci bez ohledu na
mutacéni stav IGHV, Casty vyskyt mutaci v genu SF3B1, pficemz tato mutace je spojovana s pokro-
¢ilosti a agresivnim pribéhem nemoci. Pokroky v technologiich sekvenovani nové generace (NGS)
umoznily pochopit molekuléarni evoluci a klonélni vyvoj nemoci. Sdruzeni nékterych rekurentnich
genetickych aberaci, genovych mutaci a stereotypnich BCR naznaluje cesty klonalni evoluce, coz
je dllezité s ohledem na nové moznosti cilené Ié¢by. Je popséana asociace mutace SF3B1, delece
11q a subsetu #2. Cilem prace bylo popsat klinicky pribéh onemocnéni pacientl se subset #2 ve
vztahu k vyskytu genetickych aberaci a mutaci SF3B1. Material a metody: Byla provedena analyza
mutaci genu SF3B1 na drovni transkriptu pomoci pfimého Sangerova sekvenovani z mononukle-
arni frakce bunék periferni krve nebo uzlin celkem 20 vzork( 13 pacientl pred l1é¢bou a v pribéhu
vyvoje nemoci. VySetfovana oblast zahrnovala exony 13-16. U v§ech pacientli byla provedena kla-
sicka cytogenetika a FISH s panelem CLL sond. Vysledky: Vyskyt subgenu IGHV3-21 u souboru
417 noveé diagnotikovanych nemocnych z let 2000-2011 na HOK LF UP a FN Olomouc byl 7 % (29
pacientd). U vSech nemocnych se subgenem IGHV3-21 popisujeme kratky interval do zahajeni
|é¢by (TFS), 9 mésicl (rozmezi: 4 — 63). Subset #2 byl pfitomen u celkem 13 nemocnych (45%),
median celkového preziti (OS) 98 mésicl (rozmezi: 64 — nedosazen). Nebyl prokazan rozdil v OS
nemocnych s IGHV3-21 v zavislosti na pfitomnosti subset #2 (p<0,938) ani rozdil v TFS (p<0,134).
Mutovany stav IGHV byl pfitomen u 8 ze 13 nemocnych se subset #2 (61,3 %), ale pouze u 7 ze 16
nemocnych (43,8 %) bez subsetu #2, s vysokou mirou homologie, s medianem poc¢tu mutaci 3,4
a 3,3 % u podskupin. U nemocnych se subset #2 byl prokazan vy$si vyskyt delece 13q (81 %) a 11q
(31 %), pficemz vyskyt delece 13q a 11q v souboru véech nemocnych byl 46 % a 19 %. U celkem 8
nemocnych se subset #2 byla prokazana mutace SF3B1 (61,5 %). Median OS nemocnych s mutaci
SF3B1 byl 64 mésicu (rozmezi: 31 — nedosazen) a u nemocnych bez mutace 107 mésicl (rozmezi:
75 — nedosazen). Zavér: Ve shodé s literaturou popisujeme sdruzeni stereotypniho BCR subset #2,
delece 13q, 11qg a mutace SF3B1, ale bez asociace s muta¢nim stavem IGHV.

P8/2763.

Mutaény status IGHV ako prognosticky faktor u CLL

Skirkova L., Hikkel I, Cermak M., Copakova L. (Ndrodny onkologicky tistav Bratislava, Oddelenie
lekarskej genetiky, Bratislava - SK)

Uvod: Chronicka lymfocytovéa leukémia B- typu (B- CLL) je lymfoproliferativne ochorenie, ktoré vzni-
k& malignou transformaciou periférnych pamétovych antigén skusenych a aktivovanych B lymfocy-
tov v krvi, kostnej dreni pripadne inych hemopoeticky a non- hemopoetickych organoch. Predstavuje
25-30 % vSetkych leukémii, priom vacsina pacientov ma v ¢ase diagndzy viac ako 65 rokov. Posti-
huje 2-krat CastejSie muzov ako zeny. Asi 80 % pripadov CLL mé& abnormélny karyotyp. Medzi najvy-
znamnejSie genetické prognostické faktory u CLL patria mutacie TP53 génu, IGHV mutacny status
a Strukturalne a numerické chromozémové aberacie. Medzi prognosticky relevantné chromozémové
aberacie patri del13q14, 11922-23 (nesuca gén ATM) a 17p13 (nesuca gén TP53), dalej trizémia
chromozému 12. Iba delécia 13q14 ovplyviiuje prognézu v porovnani s norméalnym karyotypom
priaznivo, ostatné aberacie ovplyviuju prognézu nepriaznivo. Nezavisly prognosticky marker ocho-
renia, ktory po¢as ochorenia zostava stabilny je mutacny status génov kddujucich variabilné oblasti
génov pre tazké retazce imunoglobulinov (IGHV). Homoldgia vo > 98 % sekvencii, tj. IGHV nemu-
tované koreluje s horSou prognézou a kratsim prezivanim. Naopak pritomnost somatickych mutacii
vo viac ako 2 % sekvencii, tj. IGHV mutované je povazované za prognosticky priaznivé (potencialne
indolentna forma B-CLL). Sekvenéna homoldgia 98 % predstavuje klinicky ,cut-off “ medzi dobrou
(mutovany status) a zlou (nemutovany status) prognézou. Postup: Analyzu mutaéného statusu IGHV
vykonavame na podklade doporuceni pracovnej skupiny ERIC (European Research Initiative on
CLL). Ako material pouzivame periférnu krv, alebo kostnu dreri v EDTA. Vysledky : V priebehu rokov
2011 az 2014 sme na Oddeleni lekérskej genetiky Narodného onkologického tstavu (NOU) vySetrili
mutacny status IGHV u 184 CLL pacientov (116 muzov a 68 zZien). Identifikovali sme 46 % pripadov
s mutaénym statusom mutovanym a 54 % s nemutovanym, z toho boli pri hranici ,cut off ,, ! (98+
0,5 %) 3 % pripadov. Prestavbu zahrrujicu regién VH3-21, ktora predstavuje nepriaznivi progn6zu
nezavisle od muta¢ného statusu sme identifikovali v 4 % pripadov. Kombinaciu IGHV mutované plus
11g- a/alebo 17p- predstavujucu obzvlast nepriaznivi prognézu sme identifikovali v 18 % pripadov.

P9/2733.

Mikroprostfedi u chronické lymfocytarni leukémie: prognosticky vyznam cirkulujicich
angiogennich faktora.

Smolej L., Voddrek P, Andrys C., Simkovié M., Motyékové M., Belada D.,Zék P. (IV. interni
hematologicka klinika, Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta UK, Hradec Kralové)
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Uvod: Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je mimoFadna riiznorodosti klinického prabéhu. Angio-
geneze patfi mezi nezbytné procesy v patogenezi malignit véetné CLL. VySetfovani parametri angio-
geneze by mohlo zlepsit zpfesnéni individualni prognézy nemocnych. Cile: hodnoceni plazmatickych
koncentraci angiogennich cytokind u CLL a posouzeni jejich prognostického vyznamu. Nemocni
a metodiky: Vysetfili jsme plazmatické koncentrace fibroblastového riistového faktoru-2 (FGF-2), cév-
niho endotelového rtstového faktoru (VEGF), solubilniho endoglinu (sCD105), endostatinu a angiopo-
etinu-2 (Ang-2) metodou ELISA u nemocnych s nelééenou CLL (median véku 63 let, 69 % muz()
(FGF-2 a VEGF, n=181; sCD105, n=175; endostatin, n=137; Ang-2, n=130). Zdravi darci krve (n=80)
tvofili kontroIni skupinu. Koncentrace angiogennich faktord vy$si nez horni mez 95% intervalu spoleh-
livosti kontrolniho souboru byly oznageny za zvySené. Vysledky: VSechny cirkulujici cytokiny kromé
endostatinu byly vyznamné vy$si u nemocnych s CLL viéi kontrolam (FGF-2 a sCD105: p<0,0001;
VEGF, p=0,0004; Ang-2: p=0,001). Koncentrace sCD105 se zvySovaly s pokrocilosti choroby (Rai
nizké vs. stfedni vs. vysokeé riziko p=0,024 a p=0,033). Nemocni s progredujici chorobou méli vyznam-
né vyssi koncentrace sCD105, endostatinu a Ang-2 v porovnani s nemocnymi se stabilnim pribéhem
(sCD105: p=0,0008; endostatin: p=0,019; Ang-2: p=0,015). Nemocni s nemutovanymi IGHV geny méli
vyznamné vysSi Ang-2 (p=0,023). Celkové preziti bylo vyznamné kratsi u nemocnych se zvySenou
koncentraci Ang-2 (median 70 mésicl vs. nedosazen, pomér rizik 0,23 [95% interval spolehlivosti
0,11-0,48], p=0,0004). Zavér: NasSe vysledky ukazuji na komplexni aktivaci angiogennich signalnich
drah u CLL, souvislost s prognostickymi faktory a vyznam pro klinicky prabéh. Ang-2 a sCD105 se
NT/13412-4, grantem Vnitfni soutéze Lékarské fakulty UK v Hradci Kralové ,Prognosticky vyznam
exprese HLA-G na bunkach chronické lymfocytarni leukémie* a programem PRVOUK P37/08.

CML/PH-MPN

P10/2746.

Detekcia mutacii v géne CALR u pacientov s ET a PMF

Mikuldsova Z., Leitnerova M., Skirkova L., Copakova L. (Oddelenie lekarskej genetiky, Narodny
onkologicky ustav v Bratislave, Bratislava - SK)

Uvod: Do skupiny Ph negativnych myeloproliferativnych neoplazii (MPN) radime podla klasifikacie WHO
z roku 2008 polycytémiu vera (PV), esencidlnu trombocytémiu (ET) a primarnu myelofibrézu (PMF).
V roku 2005 bola u viacerych Ph- MPN objavena aktivatna mutécia v exéne 14 génu JAK2, ktorej
pritomnost potvrdzuje klonalitu ochorenia. Dochadza pri nej k substitticii aminokyseliny valinu (V) na fe-
nylalanin (F) v pozicii 617 aminokyselinovej sekvencie (V617F) a ma za nasledok konstitutivnu aktivaciu
JAK2 kinazovej domény. Tato mutacia sa vyskytuje u 95% pacientov s PV a u priblizne 50%-60% pacien-
tov s ET a PMF. U pacientov s PV sa dalej m6zu vyskytovat mutacie v exéne 12 génu JAK2 a u 5%-10%
pripadov s ET a PMF a nemutovanym génom JAK2 je mozné identifikovat aktivaéné mutacie v exéne 10
génu MPL. ZvySnych 30%-45% pacientov s MPN vSak donedavna nemalo Ziadny molekulovy marker.
Koncom roku 2013 boli objavené mutéacie v exéne 9 génu CALR, kédujuceho protein kalretikulin, ktoré
sa vyskytuju u priblizne 56%-88% pacientov s nemutovanym JAK2 a MPL génom. Stanovenie mutacii
v géne CALR teda vyrazne posilnilo su¢asnu diagnostiku ET a PMF. Predpokladé sa, Ze tento molekulo-
vy marker méze mat i prognosticky vyznam. Nedavne Studie naznacuju, ze pacienti s mutaciou v géne
CALR mézu mat indolentnejSi priebeh ochorenia ako pacienti s mutaciou JAK2 V617F. Cielom nasej
prace bolo zavedenie molekulovo-genetického vySetrenia mutacii v exdne 9 génu CALR prostrednic-
tvom HRMA (High Resolution Melting Analysis) - analyzy kriviek topenia s vysokou rozliSovacou schop-
nostou u pacientov s diagnézou ET a PMF. Material a met6dy: Na geneticku analyzu mutécii v exéne 9
génu CALR sme pouzili vzorky DNA izolované z periférnej krvi 40 dospelych a troch detskych pacientov
so0 suspektnou diagnézou ET alebo MPN s nie presne definovanym podtypom. Exén 9 sme vysetrili pro-
strednictvom HRMA. Verifikaciu pozitivnych vzoriek sme realizovali Sangerovym sekvenovanim DNA.
Vysledky: Mutacie v exéne 9 génu CALR sme zachytili u troch pacientov (dvoch dospelych a jedného
detského pacienta s ET), ¢o predstavuje ~7%. V dvoch pripadoch sa jednalo o inzerciu 5bp a v jednom
pripade sme identifikovali deléciu 52bp. Zaver: Na naSom oddeleni sme zaviedli molekulovo-genetické
vySetrenie nového markera, identifikovaného u pacientov s ET a PMF. Vzhladom k tomu, Ze nas subor
pozostaval z pacientov so suspektnou diagnézou, sme pozitivitu zachytili iba u ~7% z nich.

P11/2722.

Prognostické indexy u Chronické myeloidni leukemie — existuje prostor ke zlepseni? Faber
E., Fiirstové J., Fiirst T., Muzik J., Janousova E., Dufkova T., Cermékova Z., Indrék K. (Hemato-
onkologicka klinika FN a LF UR, Olomouc; 1. LF UK, Praha; Katedra matematické analyzy

a aplikaci matematiky PiF UR, Olomouc; Institut biostatistiky a analyz LF MU, Brno; LF UP,
Olomouc)

V soucasné dobé se pro odhad prognézy nemocnych s CML pfi stanoveni diagnézy pouzivaji 3
systémy — Sokaldv, Hasforddv a skére European LeukemiaNet (ELN) EUTOS, které potvrdily svou
validitu v rdznych studiich. Pfitom Sokaldv index byl publikovan jiz v roce 1984 na zakladé analyzy
813 pacientd lécenych chemoterapii, zatimco Hasfordovo skére bylo uréeno pro odhad prognézy
nemocnych s CML lé¢enych interferonem alfa. Snaha evropskych statistik( sdruzenych v ELN najit
lepSi skore pro pacienty Ié€ené inhibitory tyrosinové kindzy (TKI) vyustila v identifikaci skére EU-
TOS, které je sice velmi jednoduché, ale hufe identifikuje pacienty se Spatnou prognézou a nenfi
také optimalni pro odhad jejich preziti. Jak si nedavno spravné vSimli korejsti autofi (Int J Hemat
2014;100:132), pacient muze byt podle rliznych systému zafazen do rdznych rizikovych skupin.
O tento fakt se opiraji také naSe analyzy, k nimz jsme vyuzili nejprve nemocné lécené v jednom
centru a poté databazi CAMELIA. Analyzy byly provadény pomoci Kaplan-Meierovych kfivek, pfi-
¢emz statistickou vyznamnost rozdilli jsme posuzovali podle log rank testu a konkordance méfené
Harrellovym indexem c. K identifikaci nového skére byla dale provedena multivariaéni Coxova re-
gresni analyza. Prvni analyza byla provedena na skupiné 194 netransplantovanych pacientd s CML
|é&enych v Olomouci TKI. 117 muzli a 77 Zen s medianem véku 53 let (vékové rozpéti 17-88 let) bylo
|é¢eno po dobu 90 mésicl (median). 74 (38 %) pacientl bylo predlééeno interferonem. Vypovédni
hodnota nové navrzenych skérovacich systému byla ovéfena v databazi CAMELIA na skupiné 469
pacientd v chronické fazi CML lé¢enych imatinibem v prvni linii. Nami navrzené skére, které kombi-
nuje hodnoty Sokalova, Hasfordova a EUTOS skére, oddéluje s vysokou statistickou vyznamnosti 3
skupiny pacientd s rliznou pravdépodobnosti celkového preziti (mrti pouze na CML) a preziti bez
udalosti. V obou pfipadech (OS i EFS) je predikéni sila ndmi navrzeného skore lep$i nez u vSech
dosavadnich prognostickych skére, s nejvy$Sim Harrellovym indexem konkordance. Je tfeba zdi-
raznit, Ze nové skére neobsahuje zadné parametry, jejichz kritické hodnoty (,cut-off“) by byly pfizpu-
sobeny (,nafitovany“) nasi skupiné pacient(. V databazi CAMELIA bylo dale validovano dal$i skére
s lepsi predikci nez dosavadni systémy opirajici se o veék, procento eozinofild a hemoglobin. Bude
diskutovana hodnota téchto vysledkd a mozny dalsi postup.

MONOKLONALNI GAMAPATIE

P12/2767.

Multiple myeloma and bone marrow microenvironment — immunohistochemical study.
Flodr P, Minafik J., Pika T., Badovsky J., Létalova P, Pusciznové P, Séudla V. (UKMP LF UPOL
a FNOL, Olomouc; HOK LF UPOL, FNOL, Olomouc)

Aim: Neoplastic milieu is an integral part of all malignant diseases including multiple myeloma and
plays variable role in their development, retention/adhesivity, resistency or sensitivity to a therapeu-
tic approach, homing and also paraneoplastic manifestations. Relatively genetical stabile milieu may
play more important role in a new specific molecular therapeutic approaches and therefore should
be contextually studied with neoplastic cells as complex neoplastic tissues. The expressions of 11
proteins were analysed in consecutives multiple myeloma specimens. Materials and methods: Bone
marrow trephine biopsy specimens with multiple myeloma were included in our prospective study.
FFPE tissues were processed in app. 5microm sections and placed on charged slides. The indirect
immunohistochemical staining was applicated after antigen retrieval and commercial primary anti-
bodies were used for a detection of observed proteins. Standard secondary antibody and ABC me-
thod were included in visualisation. The expression of MIP1alfa, Annexin A2, TRAP, DKK-1, RANK,
RANKL, OPG, Sclerotisin, Activin A, NFkappaB proteins (p50, p52, p65), p62 (sequestosome 1),
and MMP9 was analysed. Results: Bone marrow multiple myeloma specimens showed variable
positivity of MIP1alfa in 61% (cut-off point 20%), Annexin A2 in 28% (myeloma cells, cut-off point
30%) and in 40% (stromal cells, cut-off point 5%), TRAP in 64% (cut-off point 5%), DKK-1 in 20%
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(cut-off point 30%), RANK in 44% (cut-off point 30%), RANKL in 66%, OPG in 3,6% (cut-off point
5%), Sclerotisin in 100% (cut-off point 90%), Activin A in 36% (cut-off point 30%), cytoplasmic po-
sitivity of p50 in 24%, p52 in 84% (cut-off point 10%), p62 in 100% (cut-off point 10%), p65 in 76%
(cut-off point 10%) and positivity of MMP9 in 56% (cut-off point 30%). Conclusions: Our preliminary
study showed variable expression of observed proteins in multiple myeloma and its bone marrow
microenvironment that implicate different biological “stage”, development and/or stromal plasticity in
this complex hemato-oncological disease including myeloma cells itself and myeloma bone disease.
The knowledge of engaged signaling pathways may suggest more specific or tailored therapeutic
approches in a particular patient and also in his stabile or progressive multiple myeloma disease.
Conclusions:Supported by NT 14393

P13/2740.

Fenotypovy profil plazmocelularni leukemie

Bezdékova R., Vsianské P, Suska R., Kucerovd P, Pour L., Penka M., Hajek R., Rihové L.
(Oddéleni klinické hematologie, FN, Brno; Interni hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno;
Babékova myelomova skupina, Ustav patologické fyziologie MU, Brno)

Plazmocelularni leukemie (PCL) je vzacna a agresivni choroba charakterizovana v periferni krvi
cirkulujicimi plazmatickymi burikami (cPC). Primarni PCL (pPCL) nevznikd z mnohocetného my-
elomu (MM), nicméné sekundarni PCL (sPCL) je leukemickou tranformaci MM. Detekce cPC
pomoci priitokové cytometrie je dllezita pro diagnostické stanoveni a odliSeni PCL od reaktivni
plazmocytézy. Identifikace fenotypového profilu - charakteristického pro PCL - mGze byt pfinosna
pro jeji véasnou detekci. Pacienti a metody: Bylo analyzovano 86 pacientl (12 pPCL, 10 sPCL
a kontrolnich 64 MM). V periferni krvi (PK) a kostni dfeni (KD) byly identifikovany CD38+CD138+
PC, na nichz byla pomoci pritokové cytometrie analyzovana exprese CD19, CD20, CD27, CD28,
CD44, CD56, CD117 a nestinu (cutt-off pozitivity: 20 %). Vysledky: Median zastoupeni PC v PK
byl srovnatelny pro pPCL (26,7 %) a sPCL (26,8 %); v KD byla infiltrace PC vy88i u sPCL (55.6
%) oproti pPCL (39,2 %) a MM (5,8 %). U sPCL nebyly nalezeny zddné CD19+ a/nebo CD20+ PC
ve srovnani s pPCL (pozitivita 16,7 % CD19+ nebo CD20+ pfipadl v PK; 18,2 % CD19+ a 27,3
% CD20+ pfipadlt v KD) a MM (4,7 % CD19+ a 11,7% CD20+ pfipadd v KD). CD56+ PC byly
v KD nalézany €astéji u MM (87,5 %) nez u pPCL (54,5 %) a sPCL (66,7 %); v PK pak bylo CD56
pozitivnich 58,3 % pfipadu pPCL a 50,0 % sPCL. Mnozstvi CD27+ pfipadd v KD bylo nejvyssi
u MM (MM 51,6 %; pPCL 9,1 %; sPCL 28,6 %); v PK pak byla nalezena stejna pozitivita pro oba
typy PCL (25,0 %). V pozitivité na CD28 nebyl zjistén rozdil pro KD (30,0 % pPCL; 42,9 % sPCL
a 22,6 % MM) ve srovnani s PK (16,7 % pPCL vs. 28,6 % sPCL). U obou typ PCL byl v KD expri-
movan znak CD44 ve 100 % pfipadl, u MM jen v 70,7 %; pozitivita CD44 v PK byla nizsi u pPCL
(8,7 %) nez u sPCL (100,0 %). Znak CD117 byl ¢astéji exprimovan v KD u sPCL (50,0 %) a MM
(43,5 %) ve srovnani s pPCL (10,0 %), v PK byla nalezena podobna pozitivita pro oba typy PCL
(8,3 % pPCL vs. 14,3 % sPCL). Nestin byl vysoce exprimovan u sPCL (80,0 %) a pPCL (75,0 %),
méné u MM (36,1 %); exprese v PK se u obou typll PCL pfili§ nelisila (57,1 % pPCL vs. 66,7 %
sPCL). Shrnuti: Fenotypovy profil pPCL a sPCL se v PK ani KD pfili§ nelisil vyjma ztraty znaku
CD19 a CD20 u sPCL a snizené exprese CD117 u pPCL. Pfi srovnani s MM byla u obou typi PCL
nalezena snizena exprese CD56 a CD27 se zvySenou expresi CD44 a nestinu. Fenotypovy profil
CD56-CD27-CD44+Nestin+ by mohl byt specificky pro klonaini PC nalézané u mimodferiového
rozsifeni.

P14/2738.

Cirkulujici mikroRNA v moé¢i u mnohoéetného myelomu

Sedlarikovd L., Besse L., Kubaczkova V., Novosadova S., Almasi M., Bezdékova R., Stankova M.,
Radova L., Penka M., Adam Z., Pour L., Krejéi M., Hajek R., Sevéikova S. (Babakova myelomova
skupina, Ustav patologické fyziologie, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno; Oddéleni
klinické hematologie, Fakultni nemocnice, Brno; Oddéleni klinické hematologie, Fakultni
nemocnice, Brno; Stfedoevropsky technologicky institut, Masarykova univerzita, Brno; Interni
hematoonkologicka klinika, Fakultni nemocnice, Brno; Ustav klinické hematologie, Lékarska
fakulta, Ostravska univerzita, Ostrava)

Uvod: MikroRNA (miRNA) jsou kratké jednofetézcové RNA a vyznamné regulatory genové ex-

prese. Dfivé jiz bylo prokazano, ze se u€astni také patogeneze mnohoc¢etného myelomu (MM).

V soucasnosti se pozornost klinik(l i védeckych pracovnikll zaméfuje pfedev§im na cirkulujici
miRNA, které je mozné detekovat v rlznych télnich tekutinach jako napf. sérum, plasma ¢i mo¢.
Cirkulujici miRNA v modi jsou velice stabilni a diky kvantifikovatelnosti maji také potencial stat
se volné dostupnym neinvazivnim biomarkerem tohoto onemocnéni. MM je systémové one-
mocnéni, které postihuje i celou fadu dal$ich organ, jako jsou napft. ledviny. Je tedy mozné, ze
cirkulujici miRNA identifikované v mo¢i pacientli mohou korelovat s onemocnénim. Cil: Cilem
studie bylo identifikovat miRNA, které cirkuluji v moci, a které by byly schopné odliSit pacienty
s MM od zdravych darcu (ZD). Material a metody: Do studie bylo zahrnuto 76 vzork(i moci. Ana-
lyza potencialné biologicky zajimavych miRNA byla provedena pomoci platformy Serum/Plasma
Focus MicroRNA PCR Panel (Exigon) na 8 vzorcich moc¢i nové diagnostikovanych pacientll MM
a 8 vzorcich moci ZD. Na zakladé vysledkd byly vybrany rozdilné exprimované miRNA (p<0,05)
mezi skupinami pacientd MM a ZD a tyto byly ovéfeny citlivéj§i metodou qPCR s vyuzitim re-
lativni kvantifikace pomoci cel-miR-39 u 30 nové diagnostikovanych MM, 15 ZD a 15 pacientl
s renalnim karcinomem (RCC). Vysledky: Pfi miRNA profilovani bylo nalezeno 20 deregulova-
nych miRNA (p<0,05 pro vSechny miRNA) mezi MM a ZD. Pro validaci bylo vybrano 8 z nejvi-
ce deregulovanych miRNA. Hladiny exprese téchto miRNA byly dale ovéfeny na rozséhlejsim
souboru vzorkl pacientd s MM a ZD. Do analyzy byli zafazeni také pacienti s RCC pro odliSeni
miRNA spojenych s MM. Na zakladé vysledkl byla pouze hladina miR-22 vyznamné zvySena
v moci pacientd s MM ve srovnani se ZD (p<0,012) a ve srovnani se vzorky moci u pacientl
s RCC (p<0,009). Zaver: NaSe predbézné vysledky ukazuji, ze specifické miRNA cirkulujici
v mo¢i by mohly mit potencidl stat se diagnostickym biomarkerem pacientd s MM. Podpofeno
grantem IGA NT14575.

P15/2723.

Vyznam hloubky kompletni remise u mnohocetného myelomu po indukéni Ié¢bé ve vztahu
k ¢asnosti progrese/relapsu

Zabranska T., Jungova A., Jindra P. (Hematoonkologické oddéleni, FN, Plzeri)

Uvod: Mnoho&etny myelom (MM) je zhoubnd, obtizné trvale lééitelna malignita z B-lymfocytl. Zd4
se, ze hloubka dosazené remise koreluje s délkou jejiho trvani.V této souvislosti se logicky kumuluji
data vyznamnosti dosazeni remise i na Urovni molekularné-genetické ¢i imunofenotypické (absence
minimalni rezidualni nemoci — MRD).MRD v kostni dfeni mizeme detekovat pomoci flowcytometrie
(s hranici citlivosti na hladiné 1x10e-4). Imunofenotypicka kompletni remise (iCR) je definovana
splnénim podminek konvenéni CR spolu s negativnim vysledkem vySetfeni free light chains v séru
a nepfitomnosti klonu plazmatickych bunék v kostni dfeni pfi vySetfeni min.1076 bb. pfi pouziti >
4-barevné pritokové cytometrie. Cil: Ovérfeni vyznamu iCR po indukéni 1é¢bé u pacientd s MM
na ¢asnost progrese/relapsu. Soubor pacientl: Provedli jsme retrospektivni analyzu u 25 pacien-
tl s MM konsekutivné diagnostikovanych v letech 2010-2013 , u kterych bylo po indukéni 1é¢bé
dosazeno konvenéni CR a bylo provedeno flowcytometrické vySetieni kostni dfené k hodnoceni
event. pfitomnosti MRD (metodika dle EMN — European myeloma network) Vysledky: V souboru
bylo 14 muzd a 11 Zen, primérny vék byl 60 let. Pacienti byli Ié¢eni indukénim rezimem obsahujici
u 12/25(48%) thalidomid a u 13/25(52%) bortezomib, vSichni byly nasledné zajisténi vysocedavko-
vanou chemoterapii (HD-Melphalan 200mg/m2) s autologni transplantaci. Celkem 8 pacientl (32%)
s CR po indukci dosahlo i iCR (dale MRD-ve), zatimco 17 pacientt (68%) mélo nadale flowcyto-
metricky detekovatelnou MRD v kostni dfeni na hladiné 1x10e-2 az 1x10e-4 (MRD+ve). Imunofe-
notypizaéni data po autologni transplantaci nebyla k dispozici. Mezi obéma skupinami nebyl stati-
sticky rozdil v pohlavi (p=0.34), v rizikové cytogenetice (p=0.63) ani v pouzitém indukénim rezimu
(p=0.73). Median PFS u MRD+ve byl 23 mésicl (12-48) a u MRD-ve 35 mésicl (15-57), rozdil PFS
mezi obéma skupinami vSak nebyl statisticky vyznamny (p=0.73). Zavér: V naSem malém souboru je
naznacen trend k del$imu PFS u pacientd MRD -ve, nicméné absence statistické signifikance mize
byt dana jednak relativné malym souborem a pfipadné efektem nasledné HD-terapie. Je vhodné
dalsi sledovani na vét§im souboru pacientd a s podrobnéjs$i flowcytometrickou monitoraci ve véech
fazich lécby (tedy i po HD-Melphalan).
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P16/2698.

Molekularno-cytogeneticka analyza vybranych regiénov chromozému 8 u pacientov s MM
a ich porovnanie v ¢ase diagnézy a relapsu/progresii

Vincovéa M., Holzerova M., Migkové P, Pika T., Séudla V., Jarodova M. (Hemato-onkologické klinika
FN, Olomouc)

Mnohopocetny myelém (MM) je druhé najCastejSie maligne hematologické ochorenie spésobené
proliferaciou a akumulaciou terminalne diferencovanych plazmatickych buniek v kostnej dreni. Ge-
ném klonalnych plazmatickych buniek MM sa vyznacuje enormnym mnozstvom genetickych zmien
s prognostickym vyznamom. Do skupiny abnormalit s vysokym rizikom patria hypodiploidie s ¢asty-
mi prestavbami tazkych imunoglobulinovych retazcov (IgH) zahriujucich gény CCND3, MAF, MAFB
a FGFR3/MMSET. Progresia ochorenia je sprevadzana mnozstvom sekundarnych chromozomal-
nych zmien, z ktorych naj¢astejSie su prestavby génu c-MYC, del(13q), del(17p), strata 1p a/alebo
amplifikacia 1qg. Cielom na8ej Studie bolo ur€it typ a frekvenciu zmien chromozému 8, ich vztah
k priebehu ochorenia a nakoniec vysledky porovnat s vybranymi klinickymi charakteristikami. Analy-
zovany subor tvorilo 62 pacientov s MM vysSetrenych v ¢ase diagnézy a relapsu/progresii ochorenia
metdédou konvenénej cytogenetiky, dalej metdédami FICTION a FISH so Specifickymi sondami pre
detekciu aberacii génov c-MYC, TRAIL-R1, -R2. Zmeny chromozému 8 boli preukazané u 53% pa-
cientov. Prestavby génu c-MYC boli detegované u 14 pacientov, po¢etné zmeny génu c-MYC u 23
pacientov a delécia oblasti 8p21.3 u 12 pacientov v ¢ase relapsu/progresie, avSak az 73% tychto
zmien bolo pozorovanych uz v ¢ase diagnézy. Hodnotenie tychto zmien v suvislosti s klinickym vyvo-
jom naznaduje suvislost s hor§im klinickym priebehom ochorenia a prevahou monoklonalneho IgG
typu. Frekvencia a prognosticky vyznam sledovanych zmien chromozému 8 demonstruju délezitost
ich zaradenia do rutinnych FISH vySetreni. Tato praca je podporovana z grantov: IGA MZ CR NT
14400 a IGA-LF-2015-001

P17/2682.

Riziko progrese monoklonalni gamapatie (MGUS) do mnohoéetného myelomu - vysledky
jednoho centra.

Havlové E., Jungové A., Lavickova A., Slechtova J. (Ustav klinické biochemie a hematologie, FN,
Plzeri; Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzeri)

Uvod: Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) je asymptomatickou formou neopla-
zie z plazmatickych bunék . Je charakterizovana pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu v krvi
a klonalni akumulaci plazmatickych bunék v kostni dfeni pfi nespinéni diagnostickych kritérii pro
mnohocetny myelom, AL-amyloid6zu &i jinou B-lymfoproliferaci. Incidence tohoto onemocnéni je
v CR 2-4/100 tisic obyvatel starich padesati let. Prevalence se zvy$uje s vékem. Riziko pfechodu
MGUS do mnoho&etného myelomu (event. jiné lymfoproliferace — M.Waldenstrém, ..) je dle Ceské
myelomové spole¢nosti (CMG) asi 7% s medianem doby do transformace 3 roky. Mezi rizikové
faktory progrese do mnohocetného myelomu patfi non IgG subtyp, hladina paraproteinu nad 15 g/,
vysoké LD, hemoglobin méné nez 120g/l, poc¢et plazmocytli nad 5% a patologicka hodnota poméru
kappa/lambda (< 0,26 nebo >1,65). Cil: Zjisténi rizika progrese na souboru pacientl jednoho centra
zatim nezafazeného do RMG registru (Registr monoklonalnich gamapatii CR). Soubor pacientdi:
Provedly jsme retrospektivni analyzu 103 pacientd s MGUS diagnostikovanych mezi roky 1989-
2014.V souboru bylo 31 muzi a 72 zen (0.4:1) , primérny vék v dobé stanoveni diagnézy MGUS byl
63 let. NejcastéjsSim typem byl IgG kappa 44/103 (42,7 %), IgG lambda 41/103 (39,8%), IgA kappa
7/103 (6,8 %), IgA lambda 7/103 (6,8 %), ostatni typy (biklonalni gamapatie) 4/103 (3,9 %). Median
hodnot hladiny paraproteinu byl 5,6 g/l (1-30) a median doby sledovani byl 54 mésicl (4-306). Vy-
sledky: V souboru 103 pacient(i do$lo k progresi do mnohoc¢etného myelomu u 7 pacientl (6,7 %).
Pouze 2 pacienti byli non 1gG subtyp , naopak nejrizikovéjSim nalezem byla hladina paraproteinu.
75 pacientd mélo vstupné hladinu vice nez 15 g/I. U 2 pacient( (33%) byly nalezeny zmény na 17.
chromozomu(prognosticky negativni zména), naopak u 1 pacienta (17%) néalez pfiznivy - t(11;14).
Median do progrese byl 53 mésict (9-130). Vyhledavani rizikovych faktor( je u pacientd s MGUS
s dllezité pro moznost predikce pfechodu do MM a tim i ¢asnéj$iho zahdjeni Ié¢by. Krivky pravdé-
podobnosti preziti bez nemoci (PFS) byly zpracovany Kaplan-Meier metodikou.

P18/2681.

Hodnoceni histomorfometrie u nemocnych s nové diagnostikovanym mnohoéetnym
myelomem

Minafik J., Uberall I., Petrova P, Hefmanova Z., Puséiznova P, Hrbek J., Pika T., Bacovsky J.,
Hefman M., Séudla V. (Hemato-onkologicka klinika LF UP a FN, Olomouc; Ustav patologie, LF UP
a FN, Olomouc; Oddéleni klinické biochemie, LF UP a FN, Olomouc; Ustav imunologie, LF UP

a FN, Olomouc; Radiologicka klinika, LF UP a FN, Olomouc)

Cil: Cilem naseho hodnoceni bylo posouzeni histomorfometrickych ukazatell kostni dfené u ne-
mocnych s nové diagnostikovanym mnohocetnym myelomem. Pacienti a metody: Celkem byla
hodnocena histomorfometrie u 37 nemocnych s nové diagnostikovanym mnoho¢etnym myelomem.
Hodnoceny byly nasledujici ukazatele: procento objemu kompakty ve vztahu k celé kosti (norma
20%), procento objemu kostnich tramc( tvofené osteoidem — objem osteoidu (norma 2%), procento
povrchu kostnich trdmcl kryté osteoidem (norma 20%), Sitka kostnich trabekul (norma 200um),
pocet osteoklastll na mm2 (norma 0,2). Vysledné hodnoty byly korelovany se stézenimi sérovymi
ukazateli kostniho metabolismu — vapniku (Ca), fosforu (P), N-terminalniho propeptidu prokolagenu
typu | (PINP), karboxyterminalniho telopeptidu kolagenu | (ICTP), Crosslaps (CTx), osteokalcinu
(OCN), parathormonu (PTH), kalcitoninu (CAL), 25-hydroxyvitaminu D (D2), 1,25dihydroxyvitaminu
D (D3), kostni frakce alkalické fosfatazy (bALP), sklerostinu (SCL) a matrix metaloproteinazy 9
(MMP9). Ke statistické analyze byl pouzit Mann-Whitney U-test na hladiné statistické vyznamnosti
p<0,05. Vysledky: Celkem 16 vzork( nebylo z divodu Spatné kvality dale hodnotitelnych. U zbylych
21 vzork( presahovala kompakta normu v 10/21 pfipadd (48%), objem osteoidu byl u v§ech jedinct
v rozmezi normy, stejné jako procento povrchu kostnich tramc kryté osteoidem. U jednoho nemoc-
ného (5%) se sou¢asnym selhanim ledvin a sekundarni hyperparathyre6zou byla vyrazné zvySena
$irka kostnich trabekul. V 10/21 pfipadu (48%) byl zaznamenan zvys$eny pocet osteoklastli na mma2.
Signifikantni rozdil byl v rdmci korelaéni analyzy zjistén pouze u Ca (p=0,037), signifikantné niz&i
hodnoty byly zjistény ve skupiné pacientl se zvy$senym % objemu kompakty (mediany 2,25 vs 2,37).
Nebyla prokézana signifikantni zména parametrli v souvislosti se zvySenym poctem osteoklastu.
Zaveér: Histomorfometrie poskytuje u nemocnych s mnoho¢etnym myelomem predevsim informaci
0 objemu kompakty a poc¢tu osteoklastll na mm2. Zavedena metodika nicméné neumozrovala pfi
nedostate¢né kvalité vzorku relevantni zpracovani témér u poloviny vzorku. Ziskané ukazatele navic
nemély kromé inverzniho vztahu objemu kompakty a sérového vapniku zadny jiny vyznamny vztah
k stéZejnim sérovym parametrim kostniho metabolismu. P¥i hodnoceni kostni nemoci bude zfejmé
tfeba upravit techniku odbéru i histomorfometrického posuzovani k dosazeni validnich vysledkd
pouzitelnych v klinické praxi. S podporou grantu NT14393 a IGA-LF-2015-001

P19/2680.

Pilotni hodnoceni korelace rozsahu kostniho postizeni u mnohocetného myelomu

s panelem vybranych biomarkert Oncology |

Minarik J., Kriegova E., Schneiderova P, Zapletalova J., Pusciznova P, Hrbek J., Hefmanova Z.,
Pika T., Bacovsky J., Hefman M., Séudla V. (Hemato-onkologicka klinika, LF UP a FN, Olomouc;
Ustav imunologie, LF UP a FN, Olomouc; Ustav biofyziky a statistiky, LF UP a FN, Olomouc;
Radiologicka klinika, LF UP a FN, Olomouc)

Cil: Cilem naSeho hodnoceni bylo prvotni posouzeni vztahu rozsahu kostniho postizeni u nemoc-
nych s mnohocetnym myelomem (MM) a monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (MGNV) s vy-
branymi nadorovymi ukazateli. Pacienti a metody: Celkem bylo posuzovano 92 ukazateld z panelu
Oncology | 96x96 (Olink, Uppsala, Sweden). Hodnocené ukazatele jsou znamy vztahem k fadé
nadorovych onemocnéni a souviseji s angiogenezi, bunéénymi signalnimi drahami, kontrolou rdstu
a diferenciace, pfipadné se zanétlivymi stavy. K hodnoceni byla pilotné pouzita technika Proximity
Extention ImmunoAssay (PEA). Celkem bylo hodnoceno 25 nemocnych s MM a 5 jedinct s MGNV,
u vSech byly paralelné posuzovany hladiny analytd v kostni dfeni i v séru. Byl analyzovan vztah
posuzovanych ukazatell k aktivité MM a zejména ve vztahu k rozsahu myelomové kostni nemoci
(MKN). Ke statistickému zhodnoceni byly pouzity nasledujici metody: Mann-Whitney U-test, Krus-
kal-Wallis test a Spearmanova korelaéni analyza na hladiné p<0,05 a Principal Component Ana-
lysis (GenEx, SSPS). Vysledky: U 58 analytd byly hodnoty v séru signifikantné odli$né od nalezu
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v kostni dfeni, u zbylych 34 analyt byly hodnoty obdobné. U 9 analyt(i byla sérova hladina ovlivnéna
pfitomnosti renalni insuficience (ve 3 pfipadech byly rozdily signifikantni, v ostatnich 6 na hranici
statistické vyznamnosti). Z celkového poctu jsme nalezli 19 ukazateld, které mély signifikantni roz-
dily u MGNV a MM. Nékteré z parametr( korelovaly se stddiem onemocnéni jak dle Durie-Salmona
(D-S), tak dle mezinarodniho prognostického indexu (ISS). Korelace byly nalezeny i ve vztahu k typu
a hlading M-proteinu a volnych lehkych fetézc (VLR). S rozsahem MKN korelovaly ze sérovych
ukazateltl C-C motif chemokine 19 (CCL-19), Fms-related tyrosine kinase 3 ligand (FIt3-L), am-
phiregulin (AR), epididymal secretory protein E4 (HE4) a C-X-C motif chemokine 13 (CXCL13),
z dfenovych ukazatelG pak AR, HE4, CXCL13, CD40 ligand (CD40L), kallikrein 11 (hK11), C-C motif
chemokine 19 (CCL19), early activation antigen CD69 (CD69) a vimentin (VIM). Zavér: Metodika
PEA je velmi citlivd a umozniuje posuzovat analyty s velkym dynamickym rozsahem véetné hodnot
mimo rozsah kalibraéni kfivky. U 9 parametrd byly sérovné hladiny ovlivnény rendlni insuficienci.
| pfes maly rozsah souboru bylo mozné vytipovat perspektivni ukazatele se vztahem k aktivité mno-
hocetného myelomu, jeho vnitfnim vlastnostem i k rozsahu kostniho postizeni. Za podpory grantu
NT14393a IGA-LF-2015-001.

P20/2679.

Srovnani hladin sérového sklerostinu a matrix metaloproteinazy 9 u mnohoéetného
myelomu a monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu

Minarik J., Hefmanova Z., Petrova P, Hrbek J., Zapletalova J., Pusciznova P, Pika T., Bacovsky J.,
Hefman M., Séudla V. (Hemato-onkologicka klinika, LF UP a FN, Olomouc; Oddéleni klinické
imunologie, LF UP a FN, Olomouc; Oddéleni klinické biochemie, LF UP a FN, Olomouc;
Radiologické klinika, LF UP a FN, Olomouc; Ustav biofyziky a statistiky, LF UP a FN, Olomouc)

Cil: Cilem naseho prospektivniho hodnoceni bylo srovnani vybranych ukazateld kostniho metabolismu
pfi hodnoceni rozsahu myelomové kostni nemoci (MKN) u nemocnych s mnoho¢etnym myelomem
(MM) a monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (MGNV). Pacienti a metody: V souboru 108 jedin-
cl (28 jedinct s MGNV, 12 jedincl s doutnajicim MM a 68 nemocnych s aktivnim MM) jsme srovnavali
hladiny novych ukazatell obratu kostniho metabolismu, sklerostinu (SCL) a matrix metaloproteinazy
9 (MMP9). Hodnoceni SCL bylo provedeno pomoci metody enzymové imunoeseje (ELISA) na analy-
zéatoru EVOLIS od firmy Bio-Rad, MMP9 byla hodnocena soupravou Human MMP-9 Platinum ELISA.
Rozsah kostniho postizeni byl hodnocen pomoci konvenéni radiografie (RTG), magnetické rezonance
(WB-MR) a nizkodavkové vypocetni tomografie (LD-CT). Byly posuzovany rozdily v sérovych hladi-
nach SCL a MMP9 u nemocnych s doutnajicim a aktivnim MM a u MGNV a ve vztahu ke stadiu MM
a k pfitomnosti extramedularniho postizeni. Hodnoty SCL a MMP9 byly korelovany s ostatnimi uka-
zateli kostniho metabolismu — sérovou hladinou vapniku (Ca), fosforu (P), N-terminalniho propeptidu
prokolagenu-I (PINP), karboxyterminalniho telopeptidu kolagenu typu | (ICTP), crosslaps (CTX), os-
teocalcinu (OC), parathormonu (PTH), kalcitoninu (C), 25-hydroxyvitaminu D (D2), 1,25 dihydroxyvita-
minu D (D3) a kostni frakce alkalické fosfatazy (bALP). Ke statistickému posouzeni bylo pouzito Mann-
-Whitneyho U-testu, Kruskal-Wallisova testu a Spearmanovy korelaéni analyzy, na hladiné statistické
vyznamnosti p  0,05. Vysledky: Mann-Whitneyho U test neprokdzal u MMP9 ani SCL signifikantni
rozdil mezi soubory MGUS a MM. Kruskal-Wallistv test neprokazal signifikantni rozdily mezi MGUS,
MM aktivhim, MM doutnajicim, MM v relapsu a MM v remisi. Nebyla prokézana signifikantni zavislost
mezi MMP9, SCL a stadiem onemocnéni. Nebyl prokazan vztah mezi rozsahem postizeni skeletu ani
extramedularnim postizenim a MMP9 nebo SCL. Spearmanova korelaéni analyza prokazala slabou
pozitivni korelaci mezi MMP9 a Ca (r=0,197; p=0,041), mezi SCL a P (r=0,203; p=0,035), mezi SCL
a ICTP (r=0,263; p=0,011) a slabou negativni korelaci mezi SCL a ALPb (r=-0,247; p=0,013). Zavéry:
Hodnoty MMP9 a sklerostinu slabé koreluji s nékterymi vybranymi ukazateli kostniho metabolismu.
V posuzovaném souboru ale nemély zfejmy vztah k aktivité onemocnéni, velikosti nadorové masy ani
k rozsahu myelomové kostni nemoci hodnocené pomoci RTG, WB-MR a LD-CT. Za podpory grantu
NT14393 a IGA-LF-2015-001.

P21/2669.
Raritni imunofenotypy u mnohocéetného myelomu
Novék M., Pika T., Minafik J., Badovsky J., Séudla V. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Prezentujeme tfi pfipady mnohoc¢etného myelomu s raritnimi imunofenotypy, identifikované v Labo-
ratofi pritokové cytometrie HOK FN/LF Olomouc. Prvnim pfipadem je muz FK. (1950) s typizac-
nim nalezem 1,78% plazmocytl v kostni dfeni, z nichz 90,3% neslo imunofenotyp CD38+CD138+
CD56-CD19+ kappa chain. Kombinace markert CD56-CD19+ je typicka pro fyziologické plazmocy-
ty a jeji vyskyt na patologické populaci je mozno povazovat za extrémné raritni. Druhou nemocnou
je Zena MB (1944) s nalezem 8,79% plazmocytl v kostni dfeni, 23% z nich exprimuje imunofenotyp
CD38+CD138-CD56+CD19+CD28+CD117+ kappa chain. Marker CD138 spolu s CD38 definuje
plazmocyty, analytické protokoly pritokové cytometrie pro detekci monoklonalnich gamapatii byvaji
nastaveny na gatovani populace CD38+CD138+, coz mUze ve vyjimecnych pfipadech jako je tento
vést k falesné negativité. V obou téchto pripadech se jednalo o pozdni refrakterni/rezistentni fazi
onemocnéni spojenou s dediferenciaci nadorové populace Tretim pfipadem je muz MD (1926) s pfi-
tomnosti 21,7% plazmocytl v kostni dfeni. 97% plazmatickych bunék nese imunofenotyp CD38-
-CD138+CD56+CD19- lambda chain. Aberantni imunofenotyp byl spojen s inicidlnim pokrocilym
postizenim a s rendlnim selhanim, morfologicky plazmablasticky typ Ve v8ech tfech pfipadech se
jedna o agresivni formy onemocnéni s raritnimi imunofenotypy, které bud exprimuji markery fy-
ziologickych plazmocytl, nebo postradaji néktery ze znak( definujicich plazmocyty. Laboratorni
diagnostika bez dukladné analyzy metodami mnohobarevné pritokové cytometrie, zahrnujici znaky
identifikujici plazmocyty, markery patologického imunofenotypu a klonalitu lehkych fetézcl v jedné
zkumavce, mlize v takto atypickych pfipadech vést k problémdm s identifikaci malignich bunék.
Vyzkum byl financovan z prostfedkl grantu IGA MZ CR r.&. NT12451.

AKUTNI LEUKEMIE

P22/2707.

Sledovani minimalni rezidualni nemoci pomoci MLL-PTD u pacientd s AML

Hrochové K., Chmelarova M., Lanska M., Viskové A., Pliskové L. (UKBD, Fakultni nemocnice,
Hradec Kralové; IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové; GeneriBiotech)

Akutni myeloidni leukémie dospélych (AML) je klonalni maligni onemocnéni hematopoetické tkané,
charakterizované akumulaci abnormalnich (leukemickych) blasti a porusenou tvorbou normalnich
bunék krvetvorby. Mechanismus neoplastické transformace neni detailné objasnén. Jde nejspiSe
o vice na sebe navazujicich krokl, béhem nichz zfejmé leukemicky klon vznika v kostni dfeni a je
nésledné vyplavovan do periferni krve. Genetické zmény nadorovych bunék maji rozhodujici vy-
znam v uréeni prognézy AML ve smyslu Sance na dosazeni Ié€ebné odpovédi a sledovani minimaini
rezidualni nemoci (MRN). Jednim z marker( vhodnych pro sledovani MRN je i pfitomnost MLL-
-PTD ( mixed lineage leukemia — parcialni tandemové duplikace). Pro MLL-PTD pfestavbu je cha-
rakteristické zachovani vSech proteinovych domén kdédovanych MLL protoonkogenem. Pfitomnost
MLL-PTD u pacientli s AML je obecné spojovana s velmi $patnou prognézou. Ve spolupraci v fir-
mou GeneriBiotech se nam podafilo vyvinout assaye pro sledovani exprese MLL-PTD. Tyto assaye
umoznuji analyzu nejcastéji se vyskytujicich zloml (e9e3, e10e3, e11e3). Celkové jsme vysetfili 45
pacientd v dobé diagndézy, z nichZ jsme u 4 pacientl prokazali MLL-PTD. U téchto pacient( je dale
sledovana MRN pomoci navrzenych assayi. U jednoho pacienta jsme prokézali po¢atek relapsu jiz
3 mésice pfed zménou imunofenotypizace. Tato metodika je citliva, reprodukovatelna, jednoduchéa
a vhodna pro rutinni sledovani MRD.

MDS

P24/2759.
Morfologické nalezy u pacient s MDS - kasuistiky
Zuchnicka J. (Klinika hematoonkologie FN Ostrava a LF Ostravské univerzity, Ostrava)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je skupina klonalnich hematopoetickych onemocnéni charakte-
rizovanych inefektivni hematopoezou a dysplazii jedné nebo vice krvetvornych linii. Diagnéza MDS
se opira z podstatné ¢asti o morfologicky nalez v natéru periferni krve a kostni dfené. Hodnoceni na-
lez( pacient s MDS provadime podle aktualni WHO klasifikace, ktera je zaloZena na procentudlnim
zastoupeni blastd v kostni dfeni a periferni krvi, typu a stupni dysplazie a pfitomnosti prstencitych
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sideroblastl. Kromé morfologického nélezu pfinasi dalsi dllezité informace histologické vysSetfeni
kostni dfené, cytogenetické a molekularné genetické vysetieni. Ve vlastnim sdéleni prezentujeme
hodnoceni natérli periferni krve a kostni dfené nékolika pacientll - jako kasuistiky s nazornou ob-
razovou dokumentaci (fotografie z mikroskopu), zachyceni charakteristickych morfologickych zmén
v jednotlivych krvetvornych liniich, zafazeni MDS dle WHO klasifikace. Pfiklady pacient(i se sekun-
darni myelodysplazii.

P25/2711.

Role DNA reparacnich mechanismu v patogenezi myelodysplastického syndromu

Vdlka J., Beliékova M., Vesela J., Stara E., Planetové B., Jonasova A., Cermék J. (Ustav
hematologie a krevni transfuze (UHKT), Praha; I. interni klinika — klinika hematologie VFN a 1. LF
UK, Praha)

PREDPOKLADY A CILE: Nedavné studie ukazaly pfitomnost mutaci DNA u vétsiny pFipadii myelo-
dysplastického syndromu (MDS). To naznacuje, ze abnormalni mechanismus DNA reparace mlize
predstavovat jak pfi€inu, tak nasledek maligni transformace. V nasi praci zkoumame moznou roli
zmén DNA reparacnich genl v patogenezi MDS. METODY: Exprese genli v CD34+ burikach byla
méfena pomoci RT Profiler PCR Array (Qiagen). Polymorfismy a mutace byly studovany metodou
cileného sekvenovani nové generace. Expresni analyza 84 vybranych DNA reparaénich genu byla
provedena na vzorku 18 MDS pacientll a naslednd analyza vybranych gend pak na kohorté 80 pa-
cientl. Exomovéa sekvenace 84 DNA reparaénich gend byla provedena u 16 pacientl. VYSLEDKY:
Srovnanim genové exprese mezi CD34+ burikami pacientl a kontrol byly identifikovany ¢tyfi odlisné
exprimované DNA reparac¢ni geny (p<0,05). Snizena exprese byla zjisténa v genech RAD51, RPA3
a XRCC2, zvySena exprese byla zjisténa v genu MPG. Gen RAD51 vykazoval ve srovnani s kontrol-
ni skupinou vys$si expresi u pacientl s nizce rizikovymi formami MDS (p=0,0004) a naopak snizena
exprese byla detekovana u vysoce rizikovych MDS pacientd (p=0,0002). Skupina pacientd s RCMD
vykazovala expresi srovnatelnou s kontrolni skupinou. Expresni profil genu XRCC2 mél podobnou
charakteristiku jako profil genu RAD51. U genu RPA3 byla exprese signifikantné snizena bez ohledu
na formu MDS (p<0,0001), pfitom zustal zachovan trend postupného snizovani exprese s rostouci
zavaznosti MDS (p<0,0001). Exomova sekvenace odhalila Sest polymorfismu (SNP) signifikantné
asociovanych s citlivosti k onemocnéni: rs4135113 (gen TDG, OR 4,41, p=0,03), rs12917 (MGMT,
OR 3,33, p=0,003), rs2230641 (CCNH, OR 2,35, p=0,01), rs2228529 a rs2228526 (ERCC6, OR
2,06, p=0,04, respektive 2,15, p=0,03), rs1799977 (MLH1, OR 1,86, p=0,04). Pfi rozdéleni pacientl
dle cytogenetiky jsme pozorovali vyznamné zvySeni zdvislosti téchto polymorfisma s pritomnosti
MDS u pacientl s vysoce rizikovou cytogenetikou (OR 4,1-9,7, p<0.0001). ZAVERY: Nage prace
demonstruje, Ze zménéna exprese reparac¢nich gend v CD34+ burikdch mize byt zodpovédna za
tvorbu a hromadéni mutaci u hematologickych malignit. Dale jsme identifikovali genetické varianty,
které mohou pfispivat k patogenezi MDS zvy$enim individualniho rizika nemoci. Podporeno granty
(NT/13899, NT/14377, a NT/14539) a projektem Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky pro kon-
cepéni rozvoj védeckych organizaci (00023736).

P26/2818.

Vyskyt méné ¢astych chromosomovych aberaci u nemocnych s MDS

Holzerova M., Balcdrkova J., Mikesova M., Krizova L., Prekopova I., Kropackova J., Hanzlikova J.,
Rohori P, Pikalova Z., Indrék K., Papajik T., JaroSova M. (Hemato-onkologicka klinika, FN,
Olomouc)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonalni onemocnéni pluripotentni kmenové burky, charak-
terizované klinickou, biologickou i morfologickou heterogenitou. Chromosomové aberace se vysky-
tuji u 30-50 % primarnich MDS a spole¢né s morfologickymi a klinickymi parametry jsou souc¢asti
mezinarodniho prognostického skérovaciho systému (IPSS). Pro uréeni chromosomovych aberaci
se rutinné pouziva klasické cytogenetické vySetfeni kostni dfené a metoda fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH). Doporuceny zakladni FISH panel uréuje ztraty genetického materialu na chro-
mosomech 5q, 7q, 20q a zmnozeni chromosomu 8.V letech 2000-2014 jsme vySetfili celkem 193
noveé diagnostikovanych nemocnych s MDS, 105 muzd, 88 Zen, s medidnem véku v dobé vySetfeni
65 rokl. Celkem 32 nemocnych bylo vySetfeno opakované v souvislosti s progresi onemocnéni. Cy-

togenetickeé vySetfeni bylo uspé&sné u 187 nemocnych. Normalni karyotyp byl nalezen u 93 (49,7 %)
nemocnych, zatimco chromosomové zmény u 94 (50,3 %) nemocnych. Metodou FISH bylo vySetre-
no 161 nemocnych a zmény s pouzitim panelu MDS sond byly prokazany u 79 (50 %) nemocnych.
Na zakladé cytogenetického ndlezu, ktery byl doplnén dalS§im vySetfenim pomoci FISH a mFISH,
byly u 17 nemocnych ur€eny nové, panelem neur¢ené zmény. Celkem u 38 nemocnych s alespon
jednou zménou detekovanou panelem pro MDS byly prokazany dalsi, pfidatné zmeény. V praci bude-
me detailné analyzovat méné ¢asté chromosomové zmény u MDS pacientli a vyhodnotime nékteré
klinické parametry téchto nemocnych. Prace je podporovana grantem IGA_LF_2015_001.

P27/2683.

Vyuziti I-FISH k molekularné cytogenetické analyze CD34+ bunék ziskanych z periferni krve
nemocnych s MDS.

Ransdorfové S., Bfezinové J., Sdrovd 1., Belickova M., Jondsova A., Neuwirthové R., Zemanova
Z., Cermak J., Michalové K. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Ustav hematologie

a krevni transfuze, Praha; Centrum nddorové cytogenetiky, Ustav lékafské biochemie a laboratorni
diagnostiky VFN a 1. LF UK, Praha; 1. interni klinika - klinika hematologie VFN a 1. LF UK, Praha)

Klasicka cytogeneticka analyza bunék kostni dfené je standardem pro vySetfeni pacientd s my-
elodysplastickymi syndromy (MDS). Existuje vSak nékolik faktorl nepfiznivé ovliviiujicich Uspés-
nost této metody, jako je mira bunééné proliferace, kvalita preparatt, velikost patologického klonu.
V téchto pfipadech Ize vyuzit interfazni fluorescenéni in situ hybridizaci (I-FISH), kter4 umoznuje
detekovat chromosomové aberace i v jadrech nedélicich se bunék. V této studii jsme proto vyuzili
metodu I-FISH pro analyzu chromosomovych aberaci v CD34+ bunkéach cirkulujicich v periferni
krvi. Nasim cilem bylo zhodnotit frekvenci chromosomovych aberaci v CD34+ burikach izolovanych
z periferni krve, porovnat ji s vysledky I-FISH analyz bunék kostni dfené a posoudit moznost vyuziti
této metody k monitorovani uspésnosti terapie u nemocnych s MDS. VySetfili jsme celkem dvacet
vzorkdl CD34+ bunék separovanych z periferni krve ¢trnacti pacientd s MDS (1 muz, 13 Zen; 11x
5g- syndrom, 2x RAEB a 1x MDS/MPS). Sest pacientil bylo vySetfeno opakované. CD34+ buriky
byly izolovany za pomoci Auto MACS separatoru (firma Miltenyi Biotec, GmBH) z mononuklearnich
bunék, které jsme ziskali gradientovou centrifugaci periferni krve. Sondy pro I-FISH byly vybra-
ny na zakladé vysledkd molekularné cytogenetického vySetfeni bunék kostni dfené. Pouzili jsme
pfimo znacené lokus specifické komeréné dodavané sondy LSI 5931, ON 5g31/5933/5p15 a ON
20g11q12 (Abbott Molecular, Kreatech) a postupovali dle protokold doporu€enych vyrobci. Metoda
I-FISH na separovanych CD 34+ burikach potvrdila pfedchozi nalezy v kostni dfeni u vSech vySet-
fenych pacientll - 13 nemocnych mélo deleci v oblasti 5931, u jednoho byla zjisténa delece chro-
mozomu 20 v oblasti 20q11g12. Zastoupeni patologickych klonG v obou typech bunék byl shodny
a odpovidal aktualnimu klinickému stavu nemocnych. Nase studie potvrdila, Ze vysledky I-FISH ana-
lyz CD34+ bunék ziskanych z periferni krve jsou v souladu s vysledky analyz bunék kostni dfené.
Popsana metoda izolace CD34+ bunék a nasledna I-FISH analyza je prakticka, neinvazivni, ma vy-
povidajici hodnotu a reprezentuje patologické klony pfitomné v kostni dfeni. Metodu Ize s vyhodou
vyuzit pro prabéznou kontrolu onemocnéni a ke sledovani dynamiky patologického klonu po lé¢bé.
Podpofeno granty Ministerstva zdravotnictvi koncepéniho rozvoje vyzkumné organizace 00023736,
RVO-VFN64165 a GACR P302/12/G157.

P28/2668.

Kongenitalni dyserytropoeticka anémie typu Il (CDAII) s unikatni mutaci SEC23B a tézkou
neonatalni prezentaci u dvou sourozencti

Lejhancova K., Maly J., Schwarz K., Spacdek J., Lukes A., Heimpel H. t (Détské klinika, FN,
Hradec Kralové — Czech Republic; Department of Transfusion and Immunogenetics, University of
Ulm — Germany; Fingerlandiv Ustav Patologické anatomie, FN, Hradec Kralové; Department of
Internal medicine Il,University of Ulm, Germany)

Uvod: Kongenitalni dyserytropoeticka anémie typu Il (CDAII) je charakterizovana inefektivni ery-
tropoesou s dysplazii erytroidnich prekursor( s binuklearitou. Klinicky jde vét§sinou o mirnou chro-
nickou hemolyzu. Velmi raritni je manifestace nemoci v podobé neonatainiho hydropsu s tézkou
anemii. Kauzalné je CDAIl spojena s mutaci v genu SEC23B. Kasuistika: Dva sourozenci se
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narodili v odstupu u 5 let s obrazem neonatalni hydropsu s tézkou anemii, extramedularni he-
matopoesou a hypertrofickou karydiomyopatii. Prvni divka zemfela 9. den po narozeni . Vstupni
hemoglobin (Hb) byl 47g/l. Kostni dfen byla velmi chuda, ojedinéle byly zastizeny dvoujaderné
normoblasty. Pfesna diagnosa nebyla za Zivota ani post mortem stanovena. Druha divka se naro-
dila o 5 let pozdéji stejnym rodi¢dm, pod stejnym klinickym obrazem.Vstupni Hb byl 76g/I. Kostni
dfen 3. den zivota byla pro nedostatek bunék prakticky nehodnotitelna. Divka pfi intenzivni pod-
purné péci prezila, v klinickém obrazu postupné dominovala anemie zavisla na transfuzich a po-
stupné regredujici kardiomyopatie. V kostni dfeni ve 3 mésicich véku bylo pfitomno 25% binuk-
learnich normoblastl, coz vedlo k suspekci na CDAIl. Diagnosa byla potvrzena priilkazem dvojité
heterozygotni mutace v genu SEC23B: ¢.53G>A (p.Arg18His); ¢.222-817_366+5241del9570(p.
Arg75Glufs*7). V obou pfipadech se jedna o nové genetické varianty SEC23B. Od 14 mésicl
véku se vyznamné snizila potfeba transfuzi, Hb se pohybuje mezi 80-90g/l, ferritin je 950 ng/
ml. Postupné regreduje kardiomyopatie a psychomotoricky vyvoj je ve 3 letech zcela v normé.
Identicka dvojita heterozygoocie byla zpétné prokazana u zemrelé sestry. U obou zdravych rodi¢u
byla potvrzena pfitomnost jednoduché heterozygotni mutace v genu SEC23B. Zavér: Jedna se
celosvétové o 3.a 4. pacienta s CDAIl prezentujici se kongenitalnim hydropsem s prokazanou
sloZzenou heterozygotni mutaci SEC23B. Genetické varianty nasich pacientd dosud v ramci mu-
tacniho spektra SEC23B popsany nebyly.

P29/2782.

Dlouhodoby efekt a pozdni nasledky imunosupresivni IéEby Antithymocytarnim globulinem
a cyklosporinem A u détskych pacientd s aplastickou anémii

Sukova M., Mejstfikové E., Smidek P, Keslova P, Pospisilova D., Cermék J., Zapletal O.,
Sedlacek P, Stary J. (Klinika détské hematologie a onkologie, 2.LF UK a FN Motol, Praha; CLIP

a KDHO 2.LF UK a FN Motol, Praha; Détska klinika, Fakultni nemocnice, Univerzita Palackého,
Olomouc; UHKT, Praha; Oddéleni klinické hematologie, Fakultni nemocnice, Brno)

Imunosupresivni [é¢ba (IST) kombinujici antithymocytarni globulin (ATG) a cyklosporin A (CsA)
je standardni Ié€ebnou modalitou u déti s aplastickou anémii (AA), ktefi nemaji HLA identického
sourozence pro preferenéni alogenni transplantaci kmenovych bunék. V mezinarodnich pediat-
rickych studiich je preziti po IST (>80%) srovnatelné s efektem MSD-SCT. Z dlouhodobého
pohledu je uc€innost IST limitovana jednak nespolehlivou primarni odpovédi (70%), jednak vy-
sokym vyskytem relapsud (30%) a rizikem klonalniho vyvoje - MDS/AML (10%) a PNH (10-20%).
Dosud existuje jen minimum informaci o pozdnich néasledcich IST, systematicka prospektivni
studie nebyla publikovana.V CR bylo v letech 1991-2010 diagnostikovéano 103 déti s AA, z nichz
76 bylo stratifikovano k IST. V tomto souboru byla provedena prospektivni analyza s cilem sta-
noveni rizika klonalniho vyvoje a pozdnich nasledkl lé¢by. Celkové preziti po 10 letech bylo
88.5 +3.5%, EFS:55.1+£6%, primarni odpovéd 79% a kumulativni vyskyt relapst 32%. 11 déti
podstoupilo z dlivodu nonrespone nebo relapsu 2.ktru ATG s U¢innosti 45%, 16 bylo indikovano
k SCT od alternativniho darce, s pravdépodobnosti 5-letého preziti 86%. 12 z 59 responderud
(22%) zUstalo zavislych na CsA Analyza klonalniho vyvoje a pozdnich nasledkl IST byla prove-
dena ve skupiné dlouhodobé pfezivajicich bez SCT (n=59). DepistdZz PNH byla provadéna kom-
binaci plosné a prospektivni analyzy a vysetfeni PNH klonu v periferni krvi metodou prutokové
cytometrie. Klonalni vyvoj byl zachycen u 9 (18%) hodnocenych pacientd, oproti pfedpokladiim
byla PNH v 5 pfipadech symptomaticka (hemolytickd/tromboticka forma) a Zadny pacient nevy-
vinul MDS/AML. Kumulativni incidence PNH byla 11.8% a 20.5% v intervalu 10 a 15 let od IST.
Ve skupiné dlouhodobé prezivajicich (n=48) je pfi medianu sledovani 11,2 roku 46% pacientl
bez zdravotnich obtizi, u 5(10%) je pozorovana zvy$ena nemocnost, u 12 (25%) hypertenze
a 3 (6%) metabolicky syndrom. Ve skupiné dospélych neni dokumentovana zadna porucha
gonadalnich funkci nebo vyznamna psychosocialni alterace. IST predstavuje efektivni Ié¢ebnou
alternativu u déti s aplastickou anémii s akceptovatelnou toxicitou a kurativnim potencialem.
Z pohledu dlouhodobych nasledkd IST je vyznamné zejména riziko vyvoje PNH, presahujici
10-lety interval od |é€by. Pozdni nasledky ve smyslu morbidity a alterace kvality Zivota jsou
ve srovnani se skupinou pacientli po SCT nevyznamné. Podpofeno MZ-CR-RVO FN v Motole
00064203 a IGA NT14534-3

P30/2764.

Prevalence mutace v transkripénim faktoru GATA-2 u déti s myelodysplastickym
syndromem v Ceské republice

Novékové M., Zaliova M., Frorikova E., Wilodarski M. W., Janda A., Sukovd M., Zemanové Z.,
Campr V., Zapletal O., Kuhn T., PospiSilova D., Lejhancova K., Vodickova E., Trka J., Stary J.,
Hrudék O., Mejstfikova E. (CLIP-Klinika détské hematologie a onkologie UK 2.LF a FN Motol,
Praha — Czech Republic; Center for Pediatric and Adolescent Medicine, University Medical Center
Freiburg, Freiburg im Breisgau — Germany; Centrum nadorové cytogenetiky, Ustav lékarské
biochemie a laboratorni diagnostiky VFN a 1.LF UK v Praze, Praha; Ustav patologie a molekularni
mediciny UK 2.LF a FN Motol, Praha; Oddéleni détské hematologie, Détska nemocnice, FN Brno,
Brno; Oddéleni détské hematologie a hematoonkologie, FN Ostrava, Ostrava; Détska klinika

LF UP a FN v Olomouci, Olomouc; Détska klinika, FN Hradec Kralové, Hradec Kréalové - Czech
Republic)

Uvod. Mutace v genu pro transkripéni faktor GATA-2 byla identifikovana u pacient(i s imunodefici-
tem, familiarnim a sporadickym myelodysplastickym syndromem (MDS) a lymfedémem. Pfedsta-
vuje v soucasnosti nejéastéjsi znamy geneticky podklad vzniku MDS u déti. Prevalence mutace
nebyla dosud u déti s MDS ¢&i aplastickou anémii (AA) studovana. Nasim cilem bylo stanovit vyskyt
této mutace v kohorté détskych pacienti s MDS a AA v CR. Pacienti a metody. Od roku 1998 bylo
diagnostikovano 25 déti s primarni formou refrakterni anémie s excesem blastd (RAEB) ¢i RAEB
v transformaci (RAEBt). Diagnosticky algoritmus pro odliSeni refrakterni cytopenie u déti (RCC)
a AA zahrnujici histopatologické hodnoceni biopsie kostni dfené (KD) byl zaveden v roce 2005,
do analyzy proto byli zahrnuti pacienti diagnostikovani 2005-2014: celkem 32 RCC a 41 AA paci-
entl. Kédujici ¢ast genu GATA2 véetné intronického enhancer regionu byla vySetfena u pacientd
s dostupnym materialem (22 RAEB/RAEBt, 31 RCC a 38 AA). Vzorky KD a periferni krve (PK) byly
dale vysetieny pomoci pritokové cytometrie. Stanovena byla hladina exciznich krouzk( bunééného
receportl B (KREC) a T lymfocytll (TREC). Vysledky. Mutace v GATA2 byla nalezena u 9 pacient(
s MDS: 3 RAEB/RAEBt a 6 RCC pacientu, zadny pacient s AA mutaci nemél. U pacientl s GATA2
mutaci byly ¢asto pfitomny cytogenetické abnormality: monosomie 7 (N=7), trisomie 8 (N=1) a si-
multanni pfitomnost monosomie 7 a trisomie 8 (N=1). Jedna pacientka neméla cytogenetické zmé-
ny, avdak jeji otec zemrel na MDS s monosomii 7. Frekvence GATA2 mutace byla 41% mezi vSemi
pacienty s monosomii 7 a 29% mezi pacienty s trisomii 8. V rdmci pacientd s monosomii 7 se
pacienti s GATA2 mutaci odliSovali tendenci k niz§imu zastoupeni B lymfocyt v KD a niz$i hladinou
KREC v PK. P¥i vySetfeni Guthrieho kartiek od 4 pacientll s GATA2 mutaci byla hladina KREC
témér normalni (N=3), pouze 1 pacient mél nizkou hladinu pfi narozeni: tento pacient byl diagnos-
tikovan s MDS ve 4 letech a je nejmladSim pacientem v nasi kohorté. Dva pacienti s GATA2 mutaci
zemreli, pfi¢inou byla CMV pneumonie (N=1) a progrese onemocnéni do AML s imunofenotypovym
posunem blastt do B prekurzorové leukémie (N=1). Zavér. Prevalence mutace GATA2 u déti je 19%
v rdamci RCC, 14% v ramci RAEB/RAEBt a 0% v ramci AA. Skute¢ny vyskyt vSak mGze byt vyssi,
protoze je vySetfovana pouze ¢ast regulacni ¢asti genu. Mutace mlze byt prokdzana i u pacientt
bez cytogenetické abnormality. GAUK 802214,IGA NT/14534-3,UNCE 204012

MALIGNIi LYMFOMY

P31/2762.

Doubile hit lymfom

Svoreri Z., Albertovd K., DZubasova M., Zakoviéovd A., Cermak M., Janikovéa P, Stukové M.,
Baliichova K., Copékova L. (NOU, Bratislava - SK)

Double hit lymfémy (DHL) tvoria Specificki skupinu velmi agresivnych B-lymfémov s prekryvajucimi
sa Crtami medzi difiznym velkobunkovym B-lymfémom (DLBCL) a Burkittovym lymfémom (BL).
Pre double hit lymfomy je typicka prestavba génu MYC (8g34) v kombin&cii s inymi prestavbami
génov typickymi pre lymfomy (BCL2, BCL6 alebo CCND1). Naj¢astejsi typ DHL nesie suc¢asne
aberaciu génov MYC aj BCL2 a predstavuje asi 2/3 vSetkych pripadov. DHL sa vyznacuju spravidla
komplexnymi zmenami karyotypu a su vysoko agresivne s velmi nepriaznivou progn6zou (median
prezivania < 1rok). U 51 ro¢nej Zzeny bol diagnostikovany susp. lymfém, rychlo rastuci BL, pripadne
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iny agresivny NHL. Prietokovou cytometriou bolo zistené Ze sa jedna pravdepodobne o preB-ALL,
nemozno vS8ak vylugit zrelt B-ALL. Morfologiou a imunohistochémiou bol dany predbezny zaver, ze
opisany obraz zodpoveda vysoko agresivnej B-bunkovej neoplazii zo spektra B-ALL/B-LBL alebo
o double hit lymfém. Cytogeneticka analyza preukazala translokaciu t(8;14) a sucasne t(14;18) (pre-
stavbu génov MYC a BCL2) spolu s komplexnymi zmenami karyotypu. Na zaklade tychto vysledkov
je mozné vidiet naro¢nost diagnostiky DHL ako aj nevyhnutnost participacie jednotlivych vySetrova-
cich metdd na urceni presnej diagnozy.

P32/2756.

Molekularné-cytogeneticka analyza souboru nemocnych s difiznim velkobunéénym
B-lymfomem

Mikesova M., Holzerova M., Krizova L., Prochdzka V., Prouzova Z., Flodr P, Papajik T.,
Jarosova M. (Hemato-onkologicka klinika FN a LF, Olomouc; laborator cytogenetiky, Hemato-
onkologické klinika FN a LF, Olomouc; Ustav klinické a molekularni patologie FN a LF, Olomouc)

Difuzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL) je nej¢astéjS§im typem lymfomu dospélého véku. Jedna
se o velmi heterogenni onemocnénim a to jak z hlediska klinického, tak biologického. Biologicka
heterogenita DLBCL se odrazi v Sirokém spektru genetickych zmén. NejéastéjSi zménou je pfestav-
ba genu BCL6 (3g27), ¢asto jsou také pozorovany zmény gend MYC (8g24), TP53 (17p13), BCL2
(18921) nebo delece oblasti 6q. Cilem studie bylo pomoci metod molekularni cytogenetiky analy-
zovat soubor nemocnych s DLBCL, urc€it typy a frekvence genetickych zména a vysledky porovnat
s imunohistochemickymi (IHC) podskupinami CG-like a non-CG-like DLBCL. VySetfovany soubor
tvorilo 58 pacientd diagnostikovanych na Hemato-onkologické klinice FN v Olomouci v letech 1997-
2014. Soubor tvofilo 30 muzl a 28 zen, median véku 61 let. Primarni onemocnéni mélo 49 pacientd,
9 pacientl mélo sekundarni DLBCL. Metodou FISH byly vySetfeny zmény genti BCL6 (3927), MYC
(8924) a BLIMP1 (6g21), metodou mFISH byli vySetfeni nemocni s komplexnimi zménami. Metoda
aCGH byla pouzita u nemocnych, u kterych byla ziskana kvalitni nadorova DNA. Genetické zmény
byly nalezeny u 43 (73 %) DLBCL pacientt. Metodou FISH byla translokace genu BCL6 pozorovana
u 9/49 (18 %) pacient(l. Translokacéni partner se nachazel na chromosomech: 2 (IgK), 10, 12 a 14
(IgH). Celkem u 14/54 (16 %) pacient( bylo pozorovano zmnoZeni signalt pro gen MYC. Prestavba
genu MYC v naSem souboru prokazana nebyla. Delece genu BLIMP1 byla nalezena u 8/46 (17 %)
pacientd a byla vzdy souéasti komplexnich zmén karyotypu. Metodou mFISH jsme analyzovali 24
pacientd s komplexnim karyotypem a vyhodnotili jsme, Ze nej¢astéji vstupuji do prestaveb chro-
mosomy 1, 3, 6, 9, 10, 14 a 18. Metodou aCGH bylo vySetfeno 39 pacientli a zmény byly uréeny
u 26 (67 %) pacientd. Zmnozeni genetického materidlu se nejc¢astéji vyskytovalo v oblastech 1q, 6p,
7 a 13q a ztraty se vyskytovaly v oblastech 6p, 6g a 17p. Srovnani IHC prognostickych podskupin
s cytogenetickymi nalezy ukazalo, Zze skupina GCB-DLBCL je Castéji spojena s pfestavbou chro-
mosomU 14 a 18 a BCL2/IgH pozitivitou, zatim co ve skupiné nonGCB-DLBCL to jsou chromosomy
3,6,7,9, 10 a X, které nej¢astéji vstupuji do pfestaveb. Analyza potvrdila heterogenitu genetickych
zmén a vyznam téchto metod pro uréeni prognostickych podskupin DLBCL. Prace je podporovana
grantem IGA-LF-2015-001.

P33/2755.

Zavedeni detekce somatickych mutaci v genech MYD88 a CXCR4 z periferni krve u pacientt
s Waldenstromovou makroglobulinémii a IgM MGUS

Kufova Z., Sedlafikové L., BesSe L., Kaséék M., Jelinek T., Sevéikova S., Penka M., Adam Z.,
Kryukov F., Hajek R. (Klinika hematoonkologie, Fakultni nemocnice Ostrava; Katedra internich
obort, Lékarska fakulta, Ostravska univerzita v Ostravé; Babdkova myelomova skupina, Ustav
patologické fyziologie, Lékarska fakulta, Masarykova Univerzita, Brno; Klinika hematoonkologie,
Fakultni nemocnice, Ostrava; Oddéleni klinické hematologie, Fakultni nemocnice, Brno; Interni
hematologickéa a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice, Brno)

Waldenstrémovu makroglobulinémii (WM) fadime mezi raritni low-grade lymfomy. WM je charak-
terizovana infiltraci lymfoplazmatickych bunék v kostni dfeni (BM) a pfitomnosti monoklonalniho
imunoglobulinu IgM v séru. Jedny z dllezitych faktord WM, které maji diagnostickou a prognostickou
hodnotu jsou somatické mutace v genech MYD88 a CXCR4. Mutace v genu MYD88 je pfitomna

v BM a zéroven v periferni krvi (PB) s konkordanci blizici se 100%. Pro vySetfeni téchto mutaci
ze vzorkd (PB) v rutinni praxi je tfeba zavést standardizovanou metodu, kterd by byla dostatec-
né citliva, jednoucha a levna. Cilem tohoto projektu bylo standardizovat metodu alelové-specifické
PCR (AS-PCR), kterd se zda byt optimalni pro potfeby vySetfeni somatickych mutaci v genech
MYD88 a CXCR4 ze vzork( PB, a jeji zavedeni do rutinni praxe. Materidl a metody: Analyza byla
provedena celkem u 31 nové diagnostikovanych i relabovanych pacientd(30/1), (13 WM a 18 IgM
MGUS). Analyza mutace MYD88 (L265P) byla provedena u vzork( genomové DNA (gDNA) mo-
nonuklearnich bunék PB (PBMCs). Purifikovany PCR produkt byl dale sekvenovan. Zaroven byla
provedena citlivéjsi AS-PCR analyza mutaci v genu CXCR4 nasledovné: lokus genu CXCR4 byl
amplifikovan pomoci specifickych primera a dale puriifkovan a sekvenovan jako v pfipadé mutace
MYD@88. Navic byla pomoci kvantitativni real-time AS-PCR analyzovana mutace CXCR4 (C1013G),
Analyza byla dale provedena u 7 vzorkd z plné PB a u 5 vzorkud z plné BM pro pfipadné srovnani
vysledkU. Vysledky: Analyza mutaci v genu MYD88 (L265P) ze vzorkti gDNA PBMCs odhalila 46
% (6/13) WM pacientu jako pozitivnich. U IgM-MGUS vzork( byl zachyt mutaci 5 % (1/18). Mutace
CXCR4 (C1013G) se objevila pouze u 1 vzorku WM (1/13) a u jednoho vzorku IgM-MGUS (1/18).
Vzorky pIné krve a kostni dfené potvrdily vysledky ziskané z analyzy mutaci gDNA z PBMCs. Zavér:
AS-PCR se jevi jako vhodna metoda pro detekci somatickych mutaci v genech MYD88 a CXCR4
ze vzork(l PB pacientd s WM a IgM MGUS v rutinni praxi. Vyuziti PB mlze zjednodusit a urychlit
proces ziskani biologického materidlu. Zarover je odbér PB pro pacienty méné stresuijici. Kontrola
pfitomnosti mutace v genu MYD88 z PB se jevi jako jednoduchy zdroj informace pfedevsim u pa-
cientd s IgM MGUS, kde mutace v MYD88 hraje roli nezavislého rizikového faktoru pro progresi do
WM. Tato prace byla podpofena granty: NT14575, SGS02/LF/2014, SGS01/LF/2014-2015, MSK
02680/2014/RRC, MSK 02692/2014/RRC, MZ CR - RVO - FNOs/2014

P34/2742.

Anaplasticky velkobunéény lymfom — diagnostika a sledovani minimalni rezidualni nemoci
Kalinové M., Hilska I., Mrhalové M., Kabickova E., Kodet R. (Ustav patologie a molekularni
mediciny 2. LF UK Praha a FN v Motole, Praha; Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK
Praha a FN v Motole, Praha)

Anaplasticky velkobunéény lymfom (ALCL) patfi mezi T non-Hodgkinské lymfomy, kdy u pacien-
td s ALK protein pozitivnim ALCL dochazi k patologické aktivaci onkogenu ALK. Je zplsobena
chromozomalni translokaci, pfi které vznikaji fuzni geny s rGznymi translokacnimi partnery. Asi
u 75 % nachazime translokaci t(2;5), kdy dochazi k fuzi genu ALK s genem NPM. Cilem prace
byla: 1) detekce nejcastéjsiho fuzniho genu NPM/ALK 2) u pacient( bez prokazané fuze NPM/ALK
bylo provedeno hledani translokaéniho partnera genu ALK pomoci metody 5° RACE. 3) u vSech
ALK protein pozitivnich ALCL jsme vysSetfili kvantitativné expresi translokované ¢asti genu ALK,
ktera slouzila jak k diagnostice ALK pozitivnich ALCL, tak ke sledovani minimalni rezidualni ne-
moci (MRN). Vysledky genové analyzy jsme porovnavali s imunohistochemickym prikazem (IHC)
exprese proteinu ALK a jeho lokalizaci v burice a déle s vysledky fluorescenéni in situ hybridizace
na interfazickych jadrech (I-FISH). Hladiny MRN jsme porovnavali s klinickym pribéhem onemoc-
néni. Celkem jsme vysetfili 63 pacientl s ALCL (2-80 let; median 18 let) s IHC prokézanou expresi
proteinu ALK. U 59 pacientl bylo provedeno vySetfeni zlomu chromozomu 2, oblasti 2p23 a ve
vech pfipadech byl detekovan zlom. Ve 47/63 pfipadech jsme detekovali fuzni gen NPM/ALK (75
%), v 5 pfipadech ATIC/ALK, ve dvou pfipadech CLTC/ALK, 1x jsme detekovali TPM4/ALK, TPM3/
ALK, ALO17/ALK a MYH9/ALK. U 5 pacientd NPM/ALK negativnich, ALK protein pozitivnich jsme
neméli dostatek materialu (RNA) pro nasledné vySetfeni metodou 5° RACE. U vSech vySetifenych
pacientt (60) jsme detekovali vysokou hladinu exprese translokované ¢asti genu ALK s medianem
32253 kopifi, kterou jsme u 35 pacientd vyuzili ke sledovani MRN bez ohledu na pfitomny fuzni gen
v dobé diagndzy. Hladina MRN korelovala s klinickym priibéhem onemocnéni. Molekularni diagnos-
tika umoznuje detekovat translokacni partnery genu ALK u ALK pozitivniho ALCL. Kvantitativni de-
tekce exprese translokované ¢asti genu ALK slouzZi jak k diagnostice ALK pozitivnich ALCL, tak ke
sledovani MRN. Posouzeni vlivu jednotlivych translokaci na klinicky priibéh onemocnéni vyzaduje
multicentrickou klinickou studii, ktera by pfispéla k rozs$ifeni souboru pacientli s onemocnénim ALK
pozitivniho ALCL. Podpofeno projektem (Ministerstva zdravotnictvi) koncep&niho rozvoje vyzkumné
organizace 00064203 (FN MOTOL) a OPPK CZ.2.16/3.1.00/24022.
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P35/2696.

Chemoterapie zamérena na centralni nervovy systém (CNS) v kombinaci

s vysokodavkovanou chemoterapii a autologni transplantaci kmenovych bunék (ASCT)

u primarnich CNS lymfomi

Palickova M., Novak J., Jancarkova T., Kozak T. (Interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice
Kréalovské Vinohrady, Praha)

Uvod: Primarni CNS lymfom (PCNSL) reprezentuje méné nez 1% non-Hodgkinskych lymfom(. Stan-
darni l1é&bou uzivanou v CR je rezim HDMTX/HDAraC s radioterapii. Prognéza pacient(i s PCNSL je
celkové neprizniva. Rizikove faktory (RF) ur€ujici IELSG skére jsou(vék>60 let, performance status(-
PS)>2, LDH>norma, protein v likvoru>norma, postizeni hlubokych mozkovych struktur). Zejména
u mladsich pacient( je onemocnéni potencionalné kurabilni. Pacienti a metody: Referujeme vysled-
ky lé¢by protokolem CNS-zamérené chemoterapie v kombinaci s vysokodavkovanou chemoterapii
a ASCT v 1.linii lé¢by u 3 pacientt s nové diagnostikovanym PCNSL. Dle vyse uvedenych RF jsme
zjistili u 1.pacienta IELSG 4, u 2.pacienta IELSG 3, u 3.pacientky IELSG 1. Cykly chemoterapie byly
podavany po 21 dnech. Po 1.cyklu HDMTX/IFO/Dep (Methotrexat 4g/m2 i.v.D1, [fosfamide 2g/m2 i.
v.D3-5, liposoméalni cytarabin 50mg i.t.D6, dexamethason 2x4mg p.0.D6-10) byl proveden restaging.
Pacienti bez progrese byli v 2.cyklu Ié€eni stejnou chemoterapii. Progredujici pacienti byli od 2.cyklu
|é¢eni HDAraC/TT/Dep (Cytarabin 3g/m2 i.v. D1-2, Thiotepa 40mg/m2 i.v. D2, liposomalni cytarabin
50mg i.t. D3, dexamethason 2x4mg p.o. D3-7). Periferni kmenové buriky byly mobilizovany 2.cyklem
chemoterapie. 3.cyklus byl u vSech stejny, t.j. HDAraC/TT/Dep. Poté byla podana vysokodavkovana
chemoterapie(Carmustin 400mg/m2 i.v. D-5, Thiotepa 2x5mg/kg i.v. D-4 a D-3, Etoposide 150mg/
m2 i.v. D-5 az D-3) s naslednou ASCT. Vysledky: VSichni tfi pacienti dosahli kompletni remise, ktera
trva 9 mésicl, 5Smésict a 1 mésic po ukoncéené Ié¢bé. Z hematotoxicity v priibéhu podani konvenéni
chemoterapie se vyskytla neutropénie (2x gr.2 a 2x gr.4), opakované anémie gr.2, trombocytopenie
(5x gr.2, 1x gr.3 a 1x gr.4). Z nehematologické toxicity se vyskytla senzitivni polyneuropatie (1x gr.2
a 1x gr.3). Pfi ASCT se vyskytla se 1x porucha védomi s respiranim selhanim na podkladé plicniho
edému nejasné etiologie, 1x paroxysmus fibrilace sini, 3x mukositis GIT gr.3, 2x febrilni neutropénie
gr.4. VSechny komplikace se upravily ad integrum. Zavér: Chemoterapie zamérena na CNS v kom-
binaci s vysokodavkovanou chemoterapii a autologni transplantaci kmenovych bunék v 1.linii [é¢by
je tginna Iééba u PCNSL s pfijatelnou toxicitou. Postaveni tohto protokolu je nutné vyhodnotit v ran-
domizovanych klinickych studiich. Podporeno z vyzkumného projektu P 27/2012 Univerzity Karlovy,
3. Lékarskeé fakulty v Praze.

P36/2673.

Vysetieni mutaci v genech MYD88 a CXCR4 u pacientli s Waldenstrémovou
makroglobulinémii

Krupkova L., Divoka M., Pika T., Orviska M., Kolackova M., Divoky V., Papajik T. (Hemato-
onkologické klinika, FN, Olomouc; Ustav biologie LF UP, Olomouc)

Uvod: Waldenstrémova makroglobulinémie (WM) je definovéna jako lymfoplazmocytéarni lymfom
s infiltraci kostni dfené a IgM monoklonalni gamapatii jakékoliv koncentrace. Az u 95 % pacientl
s WM je pfitomna aktivujici mutace L265P v genu MYD88, jejiz detekce napomaha odliSeni WM od
jinych lymfoproliferaci. MYD88L265P ovliviiuje pfezivani a proliferaci bunék prostfednictvim pfimeé
interakce s Brutonovou tyrozinkindzou (BTK) a naslednou aktivaci signaini drahy NFkB. U témér
tretiny MYD88L265P-pozitivnich pacientll jsou zaroven pfitomny i aktivujici mutace v genu pro che-
mokinovy receptor CXCR4, které se ukazuji byt vyznamnym prognostickym faktorem v diagnostice
WM. V genu CXCR4 se vyskytuji zdmény nukleotidd (nejcastéji za vzniku pred€asného stop ko-
donu a zkraceni vysledného proteinového produktu — tzv. ,nonsense mutace“ — NS) nebo inzerce
a delece jednotlivych nukleotidt majici za nasledek posun ¢teciho ramce (tzv. ,frameshift* mutace”
— FS). Pacienti a metody: Bylo vySetfeno celkem 21 pacientll Ié¢enych na Hemato-onkologické
klinice FN Olomouc s podezfenim na WM. Z mononuklearni frakce bunék z odbéru kostni dfené
v dobé diagndzy byla izolovana DNA. VySetfeni muta¢niho stavu MYD88 probihalo pomoci alelové
specifické PCR. U MYD88L265P-pozitivnich pacientll bylo nasledné provedeno vySetfeni muta-
ce CXCR4 pomoci pfimého Sangerova sekvenovani PCR produktu. Nalezené mutace v genech
MYD88 i CXCR4 byly ovéfeny specifickym Stépenim restrikénimi endonukledzami. Vysledky: Bylo

identifikovano celkem 7 pacientt nesoucich mutaci MYD88L265P, z nichz u 3 byla sou¢asné na-

lezena i mutace v genu CXCR4. U 1 pacienta byla nalezena inzerce jednoho nukleotidu v kodonu

318 zpusobuijici posun ¢teciho ramce (CXCR4FS) a u 2 pacientt zaména nukleotidu v kodonu 338
(CXCR4NS). V8echny 3 nalezené mutace vedly ke vzniku pfedasného stop kodonu a zkraceni
C-konce vysledného chemokinového receptoru, které ma za nasledek aktivaci CXCR4-zprostfedko-
vané signalizace. Zavér: Analyza muta¢niho stavu gend MYD88 a CXCR4 ma vyznam v diagnostice
WM a umoznuje hlubsi pochopeni molekularni patogeneze tohoto onemocnéni. Ukazuje se, zZe
pfitomnost a typ mutaci v genech MYD88 a CXCR4 maji vliv na klinické projevy a progn6zu WM
a vysetfeni mutacniho stavu téchto geni by mohla napomahat pfi vybéru optimaini 1é¢ebné strate-
gie. Tato prace byla podpofena granty IGA MZ CR NT 13576 a IGA-LF-2015-001.

TRANSPLANTACE

P37/2678.
Vybér a pfiprava darce k separaci PBPC a nasledna péce o ngj
Cernobilova K., Bhuiyan Ludvikové Z., Franzové K. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Odbéry krvetvornych bunék /PBPC, Pheripheral Blood Progenitor Cells / jsou nedilnou soucasti pfi
lIé€bach poruch krvetvorby. Darce PBPC se vytipovava z okruhu pfimych pfibuznych a to nejlépe
sourozencu a nékdy i rodi¢l. Pokud neni nalezen vhodny darce, zahajuje se vyhledavani v Na-
rodnim registru darcl kostni dfené. Nejdfive se z malého vzorku krve stanovi typ HLA znak( na
povrchu Cervenych krvinek, které se nasledné porovnaji s typem HLA krvinek pacienta. Pokud je
nalezena akceptovatelna shoda, zahajuje se pfiprava darce k odbéru PBPC. Zaroven ale musi byt
transplantace schvalena komisi transplantacniho centra a ziskan souhlas, jak od pacienta, tak od
samotného darce. Pak nasleduje fada internich a laboratorich vySetfeni darce. Vysledky posoudi
kvalifikovany lékar a stanovi zdravotni zpUsobilost k zahajeni odbéru. Darce dostava rozpis aplikaci
injekci Neupogenu / ristového hormonu / a termin separace. V uréeny den planovaného sbéru, dar-
ce pfichazi na aferetické odd., kde je podroben 3-4 hod. separaci. Po odbéru odchazi v doprovodu
dom(. Nadale v8ak zUstava v kontaktu s Iékafem afferetického odd. pro pfipad, Ze by se vyskytly
mozné zdravotni problémy. Tyden po separaci se u darce provadi kontrola krevniho obrazu. Pokud
je krevni obraz normalizovan a darce se citi dobre, je pozvan k dal$i kontrole za 6 mésicl, kdy se
mu provedou podrobné krevni testy, véetné infekénich marker(i. Dal$i kontrola se provadi 2x po 4
mésicich a nasledné kazdy rok a to po dobu nejméné 15 let. V souCasné dobé je takto sledovano
220 darcl aktivné dochazejicich a 263 neaktivnich darc(, ktefi nereaguji na pisemnou vyzvu. Daro-
vani krvetvornych bunék se povazuje na celém svété za zcela jedinecny dar, jaky je ¢loveék Clovéku
schopen dat. Tento hluboce lidsky €in pomoci bezuplatné nemocnému ¢lovéku si pravem zaslouzi
néas obdiv a uctu.

P38/2728.

Komplexni zmény karyotypu jako vyznamny prediktor vysledkl alogenni transplantace

u pacientti s myelodysplastickym syndromem

Videk B., Zavrelova A., Bélohldvkové P, Lanské M., Zak P, Radocha J. (IV.interni hematologicka
klinika, Fakultni nemocnice, Hradec Kralové)

Uvod: Ve skupiné pacientti s myelodysplastickym syndromem (MDS) se dle recentnich praci jevi
pfitomnost komplexniho karyotypu jako vyrazné negativni faktor, ktery ovliviiuje vystup téchto pa-
cientl po alogenni transplantaci. PfestoZe se jedna o jedinou kurativni metodu, postaveni alogenni
transplantace v terapii téchto pacientu je diskutabilni. Pacienti a metodika: Zpracovali jsme soubor
pacientd, ktefi byli na naSem pracovisti alogenné transplantovani pro MDS (vSech typl) v letech
2007 — 2014. Parametry jako demograficka data, stav choroby, dosazeni remise pred transplantaci,
typ transplantace a karyotyp byly nasledné hodnoceny jako faktory ovliviiujici vystup pacientl po
alogenni transplantaci. Vysledky: Retrospektivné byla analyzovana data od 22 pacientli (12 muzd,
10 Zen, median véku 56 let, vékové rozmezi 32 — 66 let). Typ zakladni choroby sledovaného soubo-
ru byl: 2 pacienti s RAEB-T, 4 pacienti s RAEB-2, 3 pacienti s RAEB-1 a 3 pacienti s RA / RCMD.
Celkem 20 pacientl podstoupilo alogenni transplantaci od shodného nepfibuzného darce, pouze 2
pacienti méli shodného sourozence. Myeloablativni pfipravny rezim podstoupilo 13 pacient(, ostat-
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ni (9) podstoupili pfipravny rezim s redukovanou intenzitou. 14 pacientll dosahlo hematologické
kompletni remise (CR) pfed transplantaci. 5 pacientd mélo komplexni karyotyp. Median sledovani
pacientll po alogenni transplantaci byl 3 mésice. Median celkového preziti zatim nebyl dosazen,
5-leté preziti bylo 56%. Jako nejsilngjsi prediktory vysledku transplantace byly vyhodnoceny: CR
pfed transplantaci (median preziti 4,5 mésice proti dosud nedosazenému, p = 0.0977), stadium
choroby (RAEB-T a RAEB-2 proti ostatnim, median preziti 18 mésicu proti dosud nedosazené-
mu, p = 0.0361) a komplexni karyotyp (median preziti 4.5 mésice proti dosud nedosazenému, p
= 0.0044). Zavér: Komplexni zmény karyotypu, stadium choroby a pfitomnost remise onemocnéni
pred alogenni transplantaci jsou pravdépodobné nejdulezitéjSimi faktory, které ovliviuji prognézu
pacientd alogenné transplantovanych pro MDS. Vzhledem k neuté$enym vysledk(im je tedy pfinos
transplantace u této skupiny pacientt véci diskuze.

P39/2704.

Alogénna transplantacia krvotvornych buniek v lie€be chronickej lymfocytovej leukémie
Sopko L., Bojtdrova E., Roziakova L., Al Sabty F., Mistrik M., Batorova A. (Klinika Hematoldgie
a transfuziolégie SZU, LFUK a UNB, Bratislava - SK)

Alogénna transplantacia krvotvornych buniek je nadalej jedinou potenciélne kurativnou lie€bou
chronickej lymfocytovej leukémie, ktora je vSak chorobou vyssieho veku, ¢o vyrazne limituje pouzi-
tie transplantacnej lie€by. Zavedenie pripravnych rezimov so znizenou intenzitou roz8irilo pouzitia
transplantacie. CIBMTR uvadza 3 ro¢nu pravdepodobnost prezitia 50% + 3% s myeloablativnym
a az 58% =+ 2% s redukovanym pripravnym rezimom. Materiél a metddy. V obdobi od aprila 2013
do februara 2014 sme transplantovali 10 chorych s chronickou lymfocytovou leukémiou (bez mu-
tacie IGVH 8 a 2 s mutaciou), 8 muzov a 2 zeny, median veku 57 rokov (53-60). Median ¢asu od
dg. do transplantacie bol 60 mesiacov (8 az 120 mesiacov). V ¢ase transplantacie malo 8 chorych
rezistentnl/ progredujtcu chorobu (1 Richterov sy), 2 chori hematologicku remisiu. Pripravny re-
Zim bol 7 x myeloablativny a 3 x redukovany, Step periférnych krvotvornych buniek bol 3 x od HLA
identického surodenca a 7 x od nepribuzného darcu. GVHD profylaxia spocivala v kombinacii
CsA a MMF, iba 1x CsA a MTX. Vysledky. Znamky prihojenia boli u v8etkych chorych, median
regeneracie neutrofilov > 0,5 a 1,0x109/| bol D+16 a D+17, Tr > 20, 50 a 100x109/ v D+13, D+14
a D+15. Ku 5.3.2015 zomreli 4 chori, 2 s akutnou GVHD st.IV, 1 na sepsu a 1 na relaps choroby.
6 chorych (60%) zije s trojradovym prihojenim a kompletnou hematologickou remisiou. AvSak 3
maju extenzivnu chronicki GVHD s vyrazne zniZzenou kvalitou Zivota. Zaver. Aj ked sa v sucas-
nosti pri pouziti redukovanych pripravnych rezimov mortalita do 100 dni alogénnej transplantécie
pre chronicku lymfocytovu leukémiu vyznamne znizila, vysledky negativne ovplyviuje dlhodoba
nerelapsova mortalita, ktori spdsobuje hlavne chronicka reakcia Stepu proti prijemcovi. A okrem
dopadu na nerelapsovu mortalitu, chronicka reakcia Stepu proti prijemcovi vyrazne negativne
ovplyvriuje kvalitu Zivota po TKB. Pritomnost aktivnej alebo neodpovedajucej choroby v ¢ase
transplantacie ostava prediktorom jej nepriaznivého vysledku. Jednou z podmienok zabezpece-
nia prinosu transplantécie pri chronickej lymfocytovej leukémii je starostlivy vyber chorych nielen
z hladiska choroby, komorbidit, ale aj socidlnej anamnézy a primeraného rodinného zazemia.
Nové lieky maju vyznamnu efektivitu a priaznivy bezpecnostny profil. Ich nespornou vyhodou je,
Ze ich pouZzitie nesuvisi bezprostredne so zivot ohrozujucimi komplikaciami a maju potencial pri-
pravit lepSie vychodisko pre transplantaénu liecbu.

VARIA

P41/2776.

ZkusSenosti s Ié€bou potransplantacnich lymfoproliferaci (PTLD)

Tichakova P, Novak J., Kozak T. (Interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice Kralovské
Vinohrady, 3.Lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Praha)

Uvod: PTLD je zavazna komplikace organovych transplantaci (Tx) vyplyvajici z imunosuprese
a replikace viru EBV. PTLD predstavuiji celé spektrum onemocnéni, histologicky se v8ak nejcastéji
jedna o Difuzni velkobunéény lymfom (DLBCL). PTLD postihuje cca 2-5% pacientd v zavislos-
ti na transplantovaném organu, resp. na druhu imunosuprese. Nejvétsi incidence je u pacientl

|é€enych inhibitory kalcineurinu (CNI). Z&kladni terapeutické opatfeni spociva v redukci ev. ve
vysazeni imunosuprese v kombinaci s podanim anti-CD20 monoklonalni protilatky (Rituximab)
u CD20 poz. PTLD, ev. kombinace chemoterapie s anti-CD20. Ve sdéleni uvadime nase zkuSe-
nosti a vysledky lé¢by PTLD. Pacienti a metody: V letech 2001-2014 bylo na IHK FNKV pro PTLD
lé€eno 30 pacientd. Vétsina byla diagnostikovana v pokroc¢ilém klinickém stadium - 43% v KS I,
46% v KS IV, pouhych 11% bylo v inicialnim KS I+Il. Jednalo se o pacienty po Tx srdce (9), jater
(14), ledviny+pankreatu (4), pankreatu (2) a jater+ledviny (1). 26 z téchto pacient( bylo 1é¢eno
CNI v monoterapii (9), ev. v kombinaéni terapii (17). Zbyvajici pacienti byli [é¢eni inhibitory mTOR
(3) a kombinaci steroidy + mykofenolat mofetil (1). Histologicky se jednalo o DLBCL (19), Foli-
kularni (2) a Hodgkintv lymfom (2), Mnohocetny myelom (1), Anaplasticky velkobunéény lymfom
(1), MALT (1), Mantle-cell (1) a dal$i blize neuré¢ené lymfomy (3). U vSech pacientd byla v pribéhu
terapie zcela vysazena imunosuprese. 8 pacient( bylo 1é¢eno Rituximabem, u 15ti byla pouzita
kombinace Rituximab + chemoterapie, u zbyvajicich 5ti pouze chemoterapie. Nej¢astéji pouziva-
nym chemoterapeutickym rezimem je CHOP (17), ev. dalSi protokoly dle typu PTLD. Vysledky: 8
pacientl bylo 1é¢eno Rituximabem, median sledovani je 88 mésicu, pficemz 37% pacientd je v 1.
kompletni remisi (KR), k relapsu do$lo u 50% a 13% zemfelo. 13 pacientl bylo Ié¢eno kombinaci
Rituximab + chemoterapie, median sledovani je 26 meésicl, pficemz 61% pacientt je v 1.KR, k re-
lapsu do$lo u 8% a zemfielo 31%. U dalSich 2 pacientl terapie t.¢. probiha. 5 pacientl bylo I1é¢eno
pouze chemoterapii, median sledovani je 42 meésicu, pfi¢emz 40% pacientd je v 1.KR a 60% ze-
mielo. U zbyvajicich 2 pacientt bylo pfistoupeno pouze k paliativni terapii. Zavér: Z dosavadnich
zkuSenosti vyplyva, ze vedle snizeni davek imunosuprese je nejuspésnéjsi Ié€ebnou modalitou
kombinace Rituximab + chemoterapie. V porovnani s literarné uvadénymi daty zahrani¢nich cen-
ter dosahujeme s touto terapii lepSich vysledka.

P42/2775.
Hemoterapie ve Fakultni nemocnici Olomouc v roce 2014
Entrova A., Smital J., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice, Olomouc)

Uvod: Fakultni nemocnice Olomouc patfi mezi vyznamna zdravotnicka zafizeni v CR poskytujici
komplexni zdravotni péci, ktera se neobejde bez adekvatné zajisténé hemoterapie. Hemoterapii pro
pacienty Fakultni nemocnice Olomouc zajiStuje Transfuzni oddéleni, které poskytuje Siroké spek-
trum transfuznich pfipravkd, v€etné raritnich produktl nebo pfipravy individualnich pfipravkd pro
indikované pacienty. Metodika: Nejvétsi objem hemoterapie ve FNOL predstavuje aplikace erytrocy-
tarnich transfuznich pfipravku, v tomto segmentu pozorujeme v poslednich 5-ti letech nardst o 10%
na 14364 T.U. v roce 2014. Procento vydeje deleukotizovanych erytrocytarnich TP pozvolna nar(ista,
aktualné se pohybuje na urovni 20%. Ozafovani bylo v roce 2014 indikovano u 26% erytrocytarnich
TP. Nejvétsi objem hemoterapie tradi¢éné sméfuje na chirurgické obory+ARO 46% (6548/14364)
a hematoonkologické a onkologické pracovisté 32% (4596/14364). Interni obory se podileji na spo-
tfebé 17% (2452/14365). V roce 2014 byl zaveden masivni transfuzni protokol, upravujici masivni
hemoterapii u pacientl s zivot ohrozujicim krvacenim. Nar(st spotfeby erytrocytarnich transfuznich
pfipravkll do FNOL byl nasledovan vzestupem vydeju trombocytarnich transfuznich pfipravkd na
2816 T.U. Zména spektra vydeju trombocytarnich TP nasleduje celosvétové trendy v tomto segmen-
tu hemoterapie, tedy narust podild vydeji TBSDR na 24% a celkové navySeni vydeju trombocytar-
nich TP v nahradnich roztocich na 84%. NejvétSim odbératel tohoto typu transfuznich pfipravku je
hematoonkologicka klinika, na kterou expedujeme 80% (2256/2816) trombocytarnich TP a 33 T.U.
granulocytarnich TP. Ozafovano pred vydejem je 91% trombocytarnich TP. V roce 2014 pokraco-
val pokles spotfeby plazmy ve FNOL, vydej od roku 2009 klesl o0 25% na 4 827 T.U. Pro pacienty
s alegickymi reakcemi je k dispozici preparat Octaplas. V roce 2014 vyvrcholilo Usili transfuzniho
oddéleni o zvySeni bezpecnosti plazmy pro pacienty, od tohoto roku bude pacientim poskytovana
vysoce bezpeéna plazma se snizenym rizikem vzniku TRALI u pfijemcu (plazma pouze od muzd,
ktefi nemaji v anamnéze Udaj o aplikaci transfuzniho pfipravku). Spektrum vydeje krevnich derivatd
bylo shodné s rokem 2013, spotfeba pfipravkt obsahujici faktor VIl a IX je stacionarni, pokracoval
narlst vydeji preparatd s obsahem imunoglobulind a albuminu. Zavér: Hemoterapie je nedilnou
soucasti 1é¢by fady onemocnéni pacientd ve FNOL. V roce 2014 doslo k narlstu spotfeby hemote-
rapie, mimo spotfeby plazmy.
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P43/2774.

Mukormykéza u hematoonkologickych pacientti na IHK FNKV

Petecukova V., Novak J., Lyskovéa P, Kozak T. (Interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice
Kréalovské Vinohrady, Praha; Laborator Iékarské mykologie, Odd.parazitologie, mykologie

a mykobakteriologie Praha, Zdravotni ustav se sidlem, Usti nad Labem)

Uvod: Mukormykéza je mykotické onemocnéni imunokompromitovanych osob, s velmi $patnou progné-
zou, postihujici zejména VDN, mozek, plice, ale i jiné organové systémy (GIT, kuze...). Diagnostika je
zalozena na histologickém prilkazu v postizené tkani; u pacient, kde neni biopsie mozna potom z mik-
robiologického vysetieni (stér, sputum) a klinického prabéhu. Pacienti a vysledky: Na IHK jsme v letech
2012-2014 zaznamenali 6 pfipadt mukormykdzy - z toho 4 histologicky prokazané a 2 velmi suspektni
(klinicky prdbéh a mikrobiologicky prikaz). 4 pacienti méli plicni postizeni a 2 pacienti postizeni VDN.
5 pacientll (4x akutni leukémie a 1x agresivni lymfom s vyraznou infiltraci KD) bylo v dobé diagndzy
v dlouhodobé tézké neutropenii; vSichni z nich zemfeli - 4 na nasledky mukormykdzy, 1 pacient podstou-
pil pneumonektomii, ale vzhledem k tomuto vykonu nebyl schopen dal$i terapie zékladniho onemocnéni
(AML) a zemfel na jeho relaps. Jediny prezivsi pacient (DLBCL, dg po autologni transplantaci PBSC,
postizeni VDN, infiltrace baze lebni) nebyl dlouhodobé v neutropenii. Nyni je bez antimykotické terapie,
v remisi mykdzy. VSichni pacienti byli Ilé¢eni kombinaci Abelcetu a Posakonazolu. Ve shodé s literaturou
jsme identifikovali tyto rizikové faktory mukormykézy: dlouhodobéa neutropenie, vysokorizikova leukémie,
terapie kortikoidy, u plicnich forem potom téz preexistujici plicni onemocnéni/nikotinismus. Zavér: Mu-
kormykdza u hematoonkologicky nemocnych je onemocnénim s vysokou mortalitou. Mozné chirurgické
feSeni zatéZuje pacienta vysokym rizikem relapsu hematologického onemocnéni vzhledem k ¢asovému
posunu dalSi cytostatické terapie (zejména akutni leukémie); antimykoticka terapie stabilizuje onemoc-
néni v dobé bez neutropenie, ale dal$i chemoterapie vedouci k neutropenii vede k rychlé progresi myko-
zy i pfes maximalni antimykotické kryti. Jako zaklad pro kontrolu mukormykdézy se tedy jevi normalizace
imunitniho stavu jedince, s podporou odpovidajici antimykotické terapie.

P44/2754.
Transport transfuznich pfipravkd pomoci systému TRANS Control
Osmanova A., Smital J., Krumpholcova D., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni FN, Olomouc)

Uvod: Trombocytarni a granulocytarni transfuzni pfipravky by mély byt b&hem prepravy udrzovany co
nejblize k teploté mezi 20 °C az 24°C. P¥i pfepravé na vétsi vzdalenosti, zvlast pfi extrémneéjSich venkov-
nich teplotach je obtizné udrzet doporucenou teplotu a mize dojit k znehodnoceni transfuzniho pfiprav-
ku. K udrzeni konstantni urovné teploty béhem transportu Ize pouzit systém TRANS Control. Pfepravni
systém TRANS Control (22°, 4°, -30°) umoziuje bezpecné transportovat transfuzni pfipravky, vakcinac-
ni latky, 1éky a jiné zbozi, které si klade vysoké naroky na tepelnou stabilitu. Produkty jsou udrzovany na
konstantni teplotni Urovni po dobu az 160 hodin, bez aktivniho ochlazovani. Regulace teploty je udrzo-
vana predchlazenym chladivem v prvcich TRANS Control. Chladici tekutina v TRANS Control se sklada
z organicke latky, ktera je fazena mezi zdravi nezavadné a je pouzivana v potravinarstvi. Je pouze tfeba
branit pfimému kontaktu s transportovanym materialem. Systém TRANS Control ma vlastni indikatory
fyzikalniho stavu a teploty, které zobrazuji jeho pouzitelnost. Nahodnému otevieni TRANS Control bé-
hem pfepravy zabranuji patentovana, po vSech stranach uzamykatelna zafizeni. Kapacitu transportniho
prostoru TRANS Control Ize nékolikanasobné rozsitit ramy. Ukol: Zvalidovat stabilitu teploty v transport-
nim systému, kdy teplota pro pfepravované trombocytarni nebo granulocytarni transfuzni pfipravky je
stanovena v teplotnim rozmezi 20 °C az 24 °C. Vysledky: Validace byla provedena na trasach Olomouc —
Jesenik a Olomouc — Prostéjov, teplota v transportnim systému se pohybovala mezi 21°C a 22°C a mezi
22°C a 23°C, bez vétsich vykyva. Validace vyhovéla. Zavér: Systém TRANS Control se ndm v praxi pfi
prepravé trombocytl kladné osvédcil jako stabilni pfepravni systém s minimalnim vykyvem od zvolené
pozadované teploty. Nedostatkem jsou omezené stisnéné skladovaci prostory pro vak a jeho soucasti .

P45/2747.

Erytrocytafereticka Ié€ba Etrnactileté pacientky s diagnézou polycytemia vera
Stejskalova M., Sulovska ., PospiSilova D., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc;
Détska klinika, FN, Olomouc)

Predmétem sdéleni je popis pfipadu ¢trnactileté pacientky s diagnézou pravé polycytémie, a sice
pohledem lékare- transfuziologa- podilejiciho se na erytrocytaferetické 1é€bé divky. Pacientka byla
odeslana na Détskou kliniku Fakultni nemocnice Olomouc z Fakultni nemocnice Ostrava s podezre-
nim na pravou polycytémii, jez u déti predstavuje zcela raritni diagnézu. Vstupni laboratorni hodnoty
se znamkami lehké polycytémie, byly zkresleny pfedchozi [é€ebnou erytrocytaferézou, realizovanou
ve Fakultni nemocnici Ostrava. Genetickym vySetfenim byla prokazana JAK2 mutace (val617phe), jez
je specifickym diagnostickym znakem tohoto onemocnéni. Na [é¢bé pacientky jsme zacali participo-
vat dva mésice po vysloveni diagndzy, v dobé, kdy hodnoty krevniho obrazu ukazaly jasnou indikaci
k provedeni deplec¢ni 1é¢ebné erytrocytaferézy. BEhem prvniho roku od stanoveni diagnézy absolvo-
vala pacientka celkem ¢tyrikrat depleéni |é€ebnou erytrocytaferézu. V prabéhu kazdého vykonu bylo
odebrano prdmérné 342,5 gram(l erytrocytarni masy s kompletni nahradou fyziologickym roztokem.
| pfes relativné malé mnozstvi odseparované erymasy jsme dosahli uspokojivého poklesu hematokri-
tu, a sice z hodnoty 0,47 na fyziologickou hodnotu 0,42. Deple¢ni vykon probéhl vzdy bez komplikaci,
s dobrou lé¢ebnou odezvou a s tendenci k prodlouzeni intervalu mezi jednotlivymi vykony.

P46/2710.

K perinukleolarni oblasti granulocytarnich precurzori u nemocnych s chronickou fazi CML
Smetana K., Mikulenkova D., Klamova H., Jirdskova I. (Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha)

V nedavné dobé perinukleolarni oblast byla definovana jako novy jaderny kompartment, ktery hraje
vyznamnou Ulohu v maligni transformaci a je jednou z expresi malignity bunky. Na druhé strané,
znalosti o morfologii a strukturalni organizaci perinukleolarni oblasti jadra jsou vSak velmi omezeny.
Proto byl perinukleolarni heterochromatin (velikost a stav kondenzace) studovan béhem diferen-
ciace granulocytarnich prekurzorl u nemocnych s chronickou faza Ph+ CML pomoci poéitatové
Upravy a denzitometrie na natérech kostni dfené. Heterochromatin v interfazi totiz predstavuje
chromozomalni teritoria se ,spicimi geny“, ktera jsou charakterizovana vysokou kondenzaci DNA
a chromatinu. ZvétSena heterochromatinova perinukleolarni teritoria béhem diferenciace granulocy-
tarnich prekurzord patrné souvisi s expresi genomové stability v této oblasti a to jak u nelécenych,
tak u lé€enych nemocnych imatinibem. Cilena terapie imatinibem pak méla za nasledek zvy$enou
kondenzaci perinukleolarniho heterochromatinu, ktera pfrdstavuje dalsi typ pfeCasné terminalni di-
ferenciace leukemickych granulocytarnich prekurzort. Studie byla z ¢asti hrazena z prosiedkt MZ.

P47/2702.
Supraklavikularni lymfadenopathie
Kolddek D., Starostka D., Svidrnochova J. (OKH NsP, Havitov)
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67lety pacient byl pfijat k diferencialni diagnostice levostranné supraklavikularni lymfadenopathie.
Gastroskopické a kolonoskopické vySetreni nezjistilo postizeni gastrointestinalniho systému zhoub-
nym novotvarem. Sou€asné pacient podstoupil exstirpaci levostranné supraklavikularni lymfatické
uzliny, ktera byla podrobena mimo jiné imunofenotypizaénimu vySetfeni, jez vyloucilo hematologic-
kou malignitu. Patologicka populace CD45 negativnich bunék v8ak exprimovala povrchovy znak
CD10 (neprilysin, CALLA). V kontextu soubézné provedeného cytologického vySetfeni otisku mizni
uzliny a ndlezu nehomogenni cysty pravé ledviny jsme stanovili diagnézu metastazujiciho svétlobu-
nécného renalniho karcinomu, ktera byla potvrzena histologickym vySetfenim exstirpované lymfatic-
ké uzliny a pozdéji i origa metastazy — samotné prave ledviny.

P48/2691.

Thrombin Generation Test at R2 Polymorphism of Factor V

Prochézkova J., Slavik L., Prochézka M., Ulehlovéa J. (Hemato-onkologické klinika LF a UP,
Olomouc; Medical genetics, University Hospital, Olomouc)

Background: Thrombin generation test (TGT) is a functional test with a potential to assess the ca-
pacity of complete hemostatic system unlike routinely used coagulation tests that reflect specific
part of coagulation system only. TGT has a special area of application in the determination of real
prothrombogenic effect of known thrombofilias. R2 polymorphism of factor V (FV A4070G) increases
the risk of thrombembolic disease only slightly according to recent experience. Aims: The aim of our
paper was to assess the prothrombogenic effect of R2 FV using TGT test. Methods: We performed
thrombin generation test in the cohort of R2 FV heterozygots and in a control group. All the assessed
individuals had negative personal history of thrombembolic complications. Thrombin generation test:
Venous blood was collected into 0.1 volume of 3.6% trisodium citrate, centrifuged for 20 minutes at
2000g and stored at -80°C until time of analysis. Three major parameters of thrombin generation
curve were used for analysis — maximum of thrombin generation (TGT max), endogenous throm-
bin potential (TGT ETP, area under curve) and TGT lag time. R2 polymorphism FV was detected
by allele specific PCR. Results: The group of patients with R2 polymorphism of FV had thrombin
generation with significantly higher value only of TGT max 229,4 (nM), but not ETP 2175 (nm) and
lag time 3,0 (min) in comparison with control group TGT max 123,5 (nM); ETP 2380,7 (nm); lag
time 3,6 (min). The total value of thrombin generation was not significantly different between both
groups. Conclusion: Our results show increased formation and a higher peak of formed thrombin,
whereas the total level of thrombin using ETP parameter was without any significant difference in
the assessed groups. Our results support clinical experience of just a moderate increase of the risk
of thrombembolism in R2 FV polymorphism heterozygots. Supported by the grant LF-2015-001 and
IGA NT 14394

P49/2689.

Extracorporeal elimination — method of kinetically guided removal of plazma pegylated
liposomal doxorubicin in ovarian cancer patients.

Stanislav F.,, Kubecek O., Blaha M., Martinkové J., Malékova J., Spadek J. (Klinika onkologie
a radioterapie LFUK a FN, Hradec Kralové; IV. Interni klinika LFUK A FN, Hradec Kralové;
Chirurgické klinika LFUK a FN, Hradec Kralové; Ustav klinické biochemie FN, Hradec Krélové;
Gynekologicka a porodnicka klinika LFUK a FN, Hradec Kralové)

Background: Cytostatic treatment is often negatively affected by dose-limiting toxicities. Novel
agents including nanoparticle-based drug delivery systems (DDS) are becoming available to over-
come this problem. Despite more favourable toxicity and pharmacokinetic profiles the use of DDS is
often associated with different side effects. The accumulation of DDS in tumor tissue is much faster
than in sensitive tissues, where side effects occur. Since only a small amount of DDS is accumulated
in tumor tissue and majority of administered drug is circulating in the plasma removal of this circu-
lating fraction could reduce toxicity. Methods: In a monocenteric, open-labelled, prospective study
pharmacokinetics of PLD was evaluated in ovarian cancer patients. Patients were divided into two
groups: control group, study group undergoing extracorporeal elimination (EE, plasmafiltration). PLD
(Caelyx®) 50 mg/m2 every 4 weeks was used as a treatment regimen. EE was performed 44-48 h

after administration (cycle 2-4). Concentration of total and free doxorubicin was determined using
HPLC (High Performance Liquid Chromatography). The efficacy of EE was evaluated comparing
AUC in study group to AUC in control group and AUC in cycle 1 to AUC in cycles 2-4 within study
group. Efficacy of EE to reduce AUC, and tolerability were primary endpoints of the study. Results:
3 patients have been enrolled so far — one in the control group and two in the study group. Phar-
macokinetic parameters were evaluated in 10 cycles of chemotherapy. Three of them were affected
by EE. We present an example of a typical course of therapy influenced by EE of PLD. The AUC
(area under the curve) in the time interval defined by the first and the last sample collection (0.5
- 116 hours) without the use of EE was estimated 1742.3 mg.h/L. AUC in the same time interval
using EE was 1413.5 mg.h/L meaning that the use of EE reduced AUC by 18.9 %. No adverse
events occurred so far. Conclusion: Plasmafiltration can significantly influence the AUC of PLD and
represents a suitable, well tolerated method enabling individualized and effective administration of
chemotherapy. Acknowledgements: This project was supported by the grant IGA Ministry of Health
CZ, NT 14035-3/2013.

P50/2688.

Transfuze granulocytl v 1éébé tézkych infekci béhem prolongované neutropenie:
Zkusenosti jednoho centra z let 2005-2014.

Faber E., Vréblova L., Blahutovd S., Raida L., Szotkowski T., Hubddek J., Rohori P, Urbanova R.,
Maresovd 1., Liskové L., Indrék K., Cermékova Z., Papajik T., KolaF M. (Department of Hemato-
Oncology, FACULTY HOSPITAL OLOMOUC; FACULTY OF MEDICINE AND DENTISTRY,
PALACKY UNIVERSITY IN OLOMOUC, Olomouc; Blood Center, University Hospital, Ostrava-
Poruba; Department of Microbiology, Faculty of Medicine and Dentistry, University Palacky,
Olomouc)

Use of granulocyte transfusions (GT) in patients with hematologic malignancy and prolonged ne-
utropenia complicated with severe infection represents a discussed strategy. We retrospectively eva-
luated the efficacy and safety of GT applied at our center over the last ten years period (2005-2014).
GT were collected after stimulation with 40mg i.v. Solu-Medrol from unrelated ABO and Rh compa-
tible donors at Cobe Spectra - Caridian BCT separator. Decisions to give GT in individual patients
were made after agreement of 3 physicians. Decisions to stop GT treatment were taken according
to clinical response and hematologic reconstitution. GT were given to 41 patients (15 female and
26 male) at age from 22 to 69 years (median 45.5). There were 26 acute leukemias, 7 MDS, 5 CLL
and 3 patients with lymphoma. In most patients disease was active on (30; 73.2%), only 11 patients
were in hematologic remission. 30 patients were after chemotherapy while 3 patients were after
allogeneic stem cell transplantation (HSCT). Duration of severe neutropenia (less than 0.5x109/1)
was from 4 to 80 days (median 19 days). The main clinical indications were soft-tissue inflammations
(26 cases) and pneumonias (16). 14 patients have suffered from proven invasive fungal infections
(9 aspergilosis and 5 candidiasis) while coincident Gram+ or Gram- sepsis was present in 9 and 16
cases, respectively, complicated in 12 patients with septic shock. Together 191 GT were given —in
a single patient from 1 to 17 GT (median 3.5). GT contained from 0.5 to 3.0x1010 granulocytes per
one transfusion unit (median 1.3x1010). No side-effects both in donors and patients were recorded.
Decrease of fever, complete resolution of infection and clinical improvement after GT was observed
in 36 (87.8%), 29 (72.5%) and 34 (82.9%) of patients, respectively. Clinical deterioration occurred
in 6 (14.6%) patients (4 — 9.8% — of these were fatalities). In six patients immediately after GT tre-
atment HSCT was performed. We have not observed any problems in these patients after HSCT,
one patient transplanted with active disease died early after relapse of acute leukemia while all other
patients achieved full donor chimerism and hematologic remission. We can conclude that in our
hands GT used in selected patients with severe infections in neutropenia have a high efficacy and
safety and enabled also safe proceeding to HSCT. Acknowledgement: Grant of IGA LF UP 01-2015.

P51/2686.

Plazmafiltrace restauruje junkci fotoreceptorti u vékem podminéné makularni degenerace
Blaha M., Rencova E., Langrova H., Studnicka J. (4. iterni hematologicka klinika LF a FN, Hradec
Kralové; Oc¢ni klinika LF UK a FN, Hradec Kralové)
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UVOD: Vékem podminéna makularni degenerace (AMD) je nejéastéjsi priinou praktické slepoty
lidi nad 50 let. Pokud je stanovena diagnosa jesté v obdobi suché formy AMD, neZzli nastoupi irre-
versibilni zmény, pak je nadéje, Zze mize byt lepsi zrakova ostrost zachovana, ale moznosti Ié¢by
jsou zde stale omezené. V poslednich deseti letech byla zkoumana reohemaferéza (RHF) — metoda
plazmafiltrace jako moznost jak positivné ovlivnit AMD jiz ve stadiu suché formy.V této praci hodno-
time vliv RHF na kvalitu junkce vnitfni a zevni vrstvy (IS/OS) fotoreceptoru sitnice, ktera je dilezita
pro zrakovou ostrost. SOUBOR NEMOCNYCH A METODY: Bylo dlouhodobé sledovano (>2,5 roku)
24 nemocnych suchou formou AMD, ktefi méli druzové odchlipeni retinalniho pigmentového epitelu
(DPED). 12 pacientt (22 OCI) bylo Ié&eno RHF a randomizovano 12 kontrol (18 o&i). Pacieni lé&eni
RHF dostali kazdy 8 standardizovanych RHF procedur béhem 10 tydnt. Hodnotili jsme zrakovou os-
trost, 1IS/OS junkci a elektroretinografii na za¢atku a po 2,5 letech. VYSLEDKY: RHF plisobi pokles
viskozity plazmy i pIné krve o 15/12%. Zrakova ostrost stoupla u lé¢enych pacient(i nesignifikantné
z 0.68 = 0.31 na 0.72 + 0.31, ztimco poklesla u kontrol signifintné z 0.60 + 0.33 na 0.52 + 0.28 (p
= 0.041). Po 2,5 letech zlstalo 15 oci (68.2%) z lé¢enych pacientt bez defektu junkce IS/OS. Od-
poveédi na mfERG v oblasti excentricity mezi 1,8° a 7° byly signifikantné lepsi u Ié€enych (p = 0.04).
ZAVER: Pomoci rheohaemapheresy Ize docilit preservaci vrstvy fotoreceptori sitnice u AMD a to
i v pfipadé DPED. Po RHF dochézelo k vyznamnému morfologickému zlepSeni porusené vrstvy IS/
OS nebo i Uplnému znovupfilozeni odchlipené vrstvy IS/OS. Po 2,5 roku sledovani byla zjisténa
v sledované skupiné lepsi zrakova ostrost a zlepSily se nékteré funkeni parametry (elektroretino-
grafické nalezy). PODEKOVANI: Tato prace vznikla za podpory grantt IGA MZ CR NT14037-3/2013
a Prvouk P27/8, 12.
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