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PREZIDENTSKE SYMPOZIUM

1

Diferencialni diagnostika monoklonalnich gamapatii

Séudla V. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)
Edukacni sdéleni — abstrakt nedodan.

2.
Diferencialni diagnostika lymfocyt6zy
Doubek M. (IHOK, FN, Brno)

Prehledové sdéleni diferencialni diagnostiky lymfocytdzy. Sdéleni zahrnuje diagnostiku lymfocy-
tézy, benigni pficiny lymfocytdzy, vénuje se monoklonalni B lymfocytdze i malignitdm (chronické
lymfocytarni leukemii, leukemii z viasatych bunék a dal§im).

3.
Klinicky vyznam trombofilnich stavi dnes
Dulicek P (IV. Interni klinika-hematoonkologie, FN, Hradec Kralové)

Edukacni sdéleni — abstrakt nedodan.
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4.
Lécba starsich nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii v roce 2017
Smolej L. (IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Krélové)

Je dobfe znamo, Ze chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je onemocnénim prevazné starSich osob
(median véku v dobé diagndzy kolem 65-72 let), coz s sebou nevyhnutelné nese vyskyt vyznamnych
pridruzenych onemocnéni, kterd mohou zasadnim zplsobem komplikovat Iécbu. Klinicky vyzkum
u CLL byl vSak dlouho zaméren na mladsi, ,fit nemocné. V poslednich péti letech byl tento dluh vici
starsim a komorbidnim nemocnym splacen a vysledky novych randomizovanych studii pfinesly zie-
telné zlepseni 1éCebnych vysledkd véetné prodlouzeni celkového preZiti. V roce 2017 se nachazime
v situaci, kdy rozhodovani o lé¢bé starSich a komorbidnich nemocnych zejména v 1. linii je paradoxné
ztizeno fadou kvalitnich lé¢ebnych moznosti, které jsou k dispozici (Tab. 1). Ukazatele jako vykonnostni
stav, vypoctena clearance kreatininu, pocet a tize pfidruzenych onemocnéni a individualni posouzeni
funkéniho stavu nemocného ndm mohou toto rozhodovani usnadnit a stanovit [é¢ebny cil, na jehoz za-
kladé je specificky typ terapie zvolen. V 1é¢bé 1. linie je nyni u starSich/komorbidnich nemocnych s CLL
standardem chemoimunoterapie zalozena na kombinaci chlorambucilu s anti-CD20 monoklonalni pro-
tilatkou (obinutuzumab, ofatumumab, rituximab). Dal§i moznosti pfedstavuiji napf. protokoly zalozené
na bendamustinu (bendamustin + rituximab, bendamustin + ofatumumab) ¢&i nizkodavkovany rezim
FCR (fludarabin, cyklofosfamid, rituximab). Po zavedeni chemoimunoterapie se dalsim prelomovym
meznikem stala cilena dlouhodob4 terapie peroralnimi inhibitory signalizace B-bunééného receptoru
(BCR:i - ibrutinib, idelalisib) ¢i proteinu bcl-2 (venetoklax), ktera vedla u relabované/refrakterni CLL i ne-
mocnych s poruchou signélni drahy TP53 k dalSimu zlepsSeni Ucinnosti. Ibrutinib a kombinace idelali-
sib+rituximab jsou tedy hlavnimi IéEebnymi moznostmi u relabuijici/refrakterni CLL a v 1. linii v pfipadé
delece/mutace TP53; venetoklax je indikovan v pfipadé selhani ¢i nevhodnosti lécby BCRi. Nové prepa-
raty maji odli$né spektrum nezadoucich Ucinkd, na které je nutno pamatovat a véas fesit (gastrointesti-
nalni &i jaterni toxicita, krvaceni, fibrilace sini, syndrom nadorového rozpadu apod.). V neposledni fadé
je nutno zminit ,financni toxicitu“: naklady na nové preparaty v souCasnosti zietelné presahujicastku 1
milion K& na rok lécby, coz pfinasi zavazny dopad na financovani zdravotni péce.

Podpofeno grantem AZV 15-30015A MZ CR, grantem AZV 16-32339A MZ CR, programem PRO-
GRES Q40/08 a RVO MZ CR (FNHK, 00179906).

Hlavni lééebnd * Dalsi *
1. linie bez delece/mutace TPS3 Obinutuzumab + chlorambucil  Alemtuzumab
Ofatumumab + chl bucil famustin + of;
Rituximab + bendamustin Ibrutinib
Rituximab + chlorambucil Nizkodavkovany FCR (fludarabin, cyklofosfamid, rituximab)
RCD (rituximab, cyklofosfamid, d n) Ei obdobny rezim
1.linle s deleci/mutaci TP53 Ibrutinib

Idelalisib + rituximab**

Pozdni relaps bez delece / mutace TP53 zopakovani predchozi linie i protokely pro lécbu casného relapsu/refrakterni choroby
Casny relaps/refrakterni CLL &l delece / mutace TP53  Ibrutinib Alemtuzumab
Idelalisib + rituximab BR {bendamustin + rituximab)
Nizkodévkovany FCR
Ofatumumab
RED (rituximab, cyklofosfamid, d n) éi obdobny refim

Venetoklax***

Tab. 1: pfehled lééebnych moinosti pro stardifkomorbidni nemoené s CLL.
*abecedni razeni; **pri nevhodnosti jiné l&cby; ***pfi deleci/mutaci TP53 a selhani/nevhodnosti lé¢by BCRi nebo selhdni chemoimuncterapie a BCRI

5.
Myelodysplasticky syndrom u starsich nemocnych
Rohori P (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Uvod: Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonalni onemocnéni krvetvorné kmenové buriky. Zahrnuje
Sirokou skupinu heterogennich klinickych podjednotek. Fenotypovy projev onemocnéni je disledkem
kombinace 3 faktord: dysplastické krvetvorby, periferni pancytopenie a rizika progrese do akutni my-
eloidni leukemie asi v 1/3 pfipadud. Lécba je podminéna rizikovou stratifikaci pacienta (IPSS, IPSS-R)
s pfihlédnutim k celkovému zdravotnimu stavu (komorbidity). U vyznamné ¢asti osob je zasadni [éCeb-
nou modalitu hemosubstituéni (podptrna) péce. Transplantace krvetvornych bunék (aloSCT) zlstava
jedinou Ié¢bou s kurativnim potenciélem, je ale stéle vyznamné limitovana biologickym vékem pacient(.
Epidemiologie: MDS je onemocnénim prevazneé starsich osob. Median véku pfi diagnéze (> 70 let)
a priblizné 86 % pacientl ma v Case diagndzy (> 60 let), pouze v 6 % pfipadd je nemoc nalezena
u 0sob (< 50 let) (USA). Mirna pfevaha MDS je pozorovéana u muzl (s vyjimkou izolované delece
5q). Cast nemocnych ma pred rozvojem nemoci chemoterapii nebo radioterapii (sekundarni MDS).
Z faktor(l zevniho prostredi dominuje expozice nikotinu a benzenu. Vys$si vyskyt MDS je pozorovan
u nékterych vrozenych onemocnéni krvetvorby (napf. Fanconiho anémie).

Patogeneze: MDS je onemocnénim hemopoetické kmenové bunky. Genetické, epigenetické
a imunitné zprostfedkované zmeény v téchto burikdch vedou k oligoklonalni expanzi prekurzor(
MDS s poskozenou diferenciaci a zvySenym sklonem k apoptéze. Bylo potvrzeno, ze urcité soma-
tické genové mutace ovliviiuji globalni genomovou stabilitu a souvisi s klonalni dominanci a pro-
gresi MDS. Zahrnuji napf. zmény v transkripCnich faktorech (TP53, ETV6), spliceozomech (SRSF2)
a epigenetickych regulatorech (TET2, IDH1, ASXL1).

Klasifikace: V sou€asnosti se pouziva klasifikace podle edice WHO z roku 2016.

Lécba: Vychazi z mezinarodnich lé¢ebnych doporuceni, obecné ji Ize shrnout nasledovné: A/ Paci-
enti s MDS nizkého a stfedniho rizika-1 (dle IPSS): observace u asymptomatické cytopenie, rHUEPO
u anemickych pacientt, podpurna Iécba (hemosubstituce, infekéni profylaxe, chelatace), lenalidomid
pro MDS del(5q) u anemickych pacientt s hladinou EPO v séru > 500 U/l nebo u pacient(i neodpo-
vidajicich na Ié¢bu rHUEPO, imunosupresivni 1é¢ba u hypoplastické formy. V pfipadé vyssiho poctu
blastd ve dreni, nepfiznivé cytogenetiky u pacientll < 65 (70) let je mozné zvazit aloSCT (stfedni
riziko-1). B/ Pacienti MDS stfedniho-2 a vysokého rizika (dle IPSS): < 65 (70) let nebo pfi dobrém
celkovém stavu se preferuje aloSCT pfimo pfi poctu blastt ve dieni < 10 %, v pfipadé vyssiho poctu
blastt nebo nepfiznivém karyotypu po podani intenzivni chemoterapie nebo lécby azacitidinem. Sélo
|éCba azacitidinem se pouZiva pfi nedostupnosti darce a nepfiznivém karyotypu. U pacientll > 65
(70) let nebo u pacientll ve Spatném celkovém stavu nebo se zavaznymi komorbiditami Ize podat
pouze podplrnou IéCbu a zvazit azacytidin. V soucasnoti do terapie pronikaji nové molekuly: luspa-
tercept a rigosertib. Literatura Arber AD, Orazi A, Hasserjian R et al. The 2016 revision to the World
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Health Organization classification of myeloid neoplasms and acute leukemia Blood 2016; 127:2391-
2405. Bejar R, Stevenson KE, Caughey BA et al. Validation of a prognostic model and the impact of
mutations in patients with lower-risk myelodysplastic syndromes. J Clin Oncol 2012; 30:3376-3382.
Goldberg SL, Chen E, Corral M et al. Incidence and clinical complications of myelodysplastic syndro-
me among United States Medicare beneficiaries. J Clin Oncol 2010; 28:2847-2852. Malcovati L, Hell-
strém-Lindberg E, Bowen D et al. Diagnosis and treatment of primary myelodysplastic syndromes in
adults: recommendations from the European LeukemiaNet. Blood 2013; 122:2943-2964.

Prace byla podporena grantem LF_2017_007

6.
Lééba mnohoéetného myelomu u starSich nemocnych
Minarik J., Pika T., Bacovsky J., Krhovska B S¢udla V. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Median véku se pfi diagndéze mnohocetného myelomu pohybuije kolem 65 let. Jde souc¢asné o vékovou
hranici, ktera donedavna v Ceské republice oddélovala transplantabilni nemocné od pacientti nevhod-
nych k provedeni autologni transplantace krvetvornych bunék. Ackoli je v sou€asnosti posunut vék pro
transplantaci az k 70 rokdm (pfi zachované biologické kondici), z(istava stale znacny podil jedincl ne-
transplantabilnich. Lécebné moznosti u téchto ,,senior(” jsou pomérné siroké, nicméné do znac¢né miry je
nutné lécbu individualizovat s ohledem na vék, celkovy stav, pfidruzena onemocnéni a dalsi faktory, které
podmifiuji tzv. ,kfehkost” (fragilitu) nemocnych. Indukéni reZzimy pouzivané obvykle u starSich nemocnych
(VMP, RD a dalsi) maji velmi dobrou Ucinnost, pfi Ié¢bé relaps jsou k dispozici nové Iéky s vynikajicim
efektem a nizkou toxicitou, presto je s ohledem na specifika stafi vhodné nemocné rozdélit do kategori
podle stupné fragility a uzptisobit adekvatné Iécbu. Krehci nemocni obecné nesnesou intenzivnéjsi 1é-
Cebné rezimy a limitujici mdze byt i davka kortikosteroid(. | v klinickych studiich mivaji tito jedinci horsi vy-
sledky. Obvykle spociva zhodnoceni kiehkosti na subjektivnim posouzeni oSetfujicim Iékafem, pfipadné
podle 8kal dle Karnofského, ECOG ¢i WHO. Jako vhodnéjsi se jevi tzv. ,frailty score”, které k posouzeni
fragility vyuziva nékolika sofistikovanych postupl. Naplni sdéleni je poukazat na souc¢asné moznosti sko-
rovani starsich nemocnych, jejich vyhody i nedostatky. Soucasné je cilem formulace obecnych doporu-
Ceni pro Ié¢bu nemocnych s mnohocetnym myelomem v seniorském véku.

S podporou grantu IGA_LF_2017_007.

WIEDERMANNOVA PREDNASKA

7.

Vyznam biopsie v hodnoteni lymfoidnych a myeloidnych neoplazii: od diagnostiky
k predikcii prognézy a lie€ebnej odpovede

Plank L. (UPA JLF UK a UN Martin a MBC, s.r.0., Martin — SK)

Edukacni sdéleni — abstrakt nedodan.
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8.
Aggressive non-Hodgkin lymphoma in the elderly
D'Amore F. A. (Dept. of Hematology Aarhus University Hospital, Aarhus — DK)

Edukacni sdéleni — abstrakt nedodan.
9.
Starnuti populace a hematologické malignity: predikce epidemiologické a Iécebné zatéze
dle recentnich dat

Dusek L. (IBA MUNI, Brno/Praha)

Edukacni sdéleni — abstrakt nedodan.

10.
Etické aspekty futilni 1é¢by
Vacha M. (Ustav etiky a humanitnich studlii, 3. Iékafska fakulta, Univerzita Karlova, Praha)

Edukacni sdéleni — abstrakt nedodan.
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11.

The complexity of BCR signaling in CLL and other B cell malignancies: from the basic
science to clinical applications

Mraz M. (IHOK, FN Brno a LF MU, Brno; CEITEC Masarykova univerzita, Brno)

The physiology of B cells is intimately connected with the function of their B cell receptor (BCR). B
cell leukemias and lymphomas frequently (dys)regulate BCR signalling and thus take advantage of
this pre-existing pathway for B cell proliferation and survival. This has recently been underscored by
clinical trials demonstrating that small molecules (fosfamatinib, ibrutinib, idelalisib) inhibiting BCR-
-associated kinases (SYK, BTK, PI3K) have an encouraging clinical effect in multiple B cell malignan-
cies. It was shown that BCR inhibitors interrupt a plethora of microenvironmental interactions and
mobilize malignant B cells from lymph node niches and bone marrow into the blood stream. The
understanding of how precisely BCR inhibitors affect the behaviour of CLL and other malignant B
cells is a key to the design of rational combinatorial therapeutic strategies. Moreover, the reasons for
malignant B cells’ dependence on this pathway are different in each B cell ymphoma/leukemia, and
its specific subtypes. We will review the current knowledge of the specific aspects of BCR signalling
in chronic lymphocytic leukaemia (CLL), diffuse large B cell ymphoma (DLBCL), follicular lymphoma,
and normal B cells. Multiple factors can contribute to BCR (dys)regulation in these malignancies and
the activation of “chronic” or “tonic” BCR signalling. In malignant B cells the balance of initiation,
amplitude and duration of BCR activation can be influenced by a specific immunoglobulin structure,
the expression and mutations of adaptor molecules, and the activity of kinases or phosphatases.
Importantly, we have shown that also non-coding RNAs such as microRNA miR-150 and miR-155 can
influence the propensity of BCR signalling in B cells, and novel data about non-coding RNAs’ role in
this pathway will be presented. We will also discuss the new findings about the crosstalk of BCR with
other microenvironmental interactions such as adhesion and chemokine signalling. We will describe
the progress in understanding of gene expression changes after in vivo application of ibrutinib, and
the implications of this for targeted therapy. We will show that the “BCR inhibitors” target multiple
pathways interconnected with BCR, including the CXCR4-SDF1 axis that regulates the expression
of CD20, and anti-apoptotic molecules. Supported by: This work has received funding from Czech
Science Foundation (project GA16-13334Y); Supported by Ministry of Health of the Czech Republic,
grant nr. 16-29622A. All right reserved; The results of this research have been acquired within CEI-
TEC 2020 (LQ1601) project with financial contribution made by the Ministry of Education, Youths and
Sports of the Czech Republic within special support paid from the National Programme for Sustaina-
bility Il funds; MH CZ - DRO (FNBr, 65269705). This project has received funding from the European
Union’s Horizon 2020 research and innovation programme under grant agreement No 692298. This
publication reflects only the author’s view and the Research Executive Agency is not responsible for
any use that may be made of the information it contains. Contact: marek.mraz@email.cz

12.

Characterization and integration of mantle cell ymphoma microenvironments are
determinant for the development of rational targeted therapies

Chiron D. (CRCINA, IRS Université de Nantes 8, Nantes - FR)

Mantle cell lymphoma (MCL) accumulates in lymph nodes (LN) and disseminates early on in extra-
nodal tissues. Recent effort has been invested on the identification of intrinsic MCL abnormalities
but little attention has been paid to the importance of the surrounding cells and soluble factors in
this pathology. Further investigations that integrate the key role of the microenvironments are now
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needed to overcome drug resistance in this incurable malignancy. Despite a significant level of the
proliferation index Ki67 in LN, we did not detect any proliferating peripheral blood (PB) MCL cells, su-
ggesting a major role of the tumor ecosystem. To determine whether stromal (hMSC) or lymphoid-like
(CD40L) interactions could support survival and proliferation, primary circulating MCL cells were co-
cultured ex vivo. In all the 21 samples tested, CD40L, but not hMSC, induced cell-cycle progression
that was amplified by a MCL-specific cytokine cocktail (Ck). To determine the microenvironment de-
pendent molecular modulations, RNA-seq in MCL cells from PB or cocultured was performed (n=8)
and compared with genes expressed in MCL cells from LN and PB (Geo, PB n=77, LN n=107). More
than 65 % of genes induced by “CD40L+Ck” were also upregulated in the LN. Our model recapitula-
ted molecular signatures that are characteristic of MCL i.e., cell cycle, BCR, NFkB, NIK and survival,
confirming the relevance of the coculture. We further studied the coculture-induced regulation of the
genes belonging to the survival signature. The major regulation was an increase in expression of
Bcl-xL protein associated with a striking downregulation of Bcl2 and Bim. Using the functional BH3-
-profiling assay, we demonstrated that, whereas PB MCL cells were dependent on Bcl2 for survival,
Bcl-xL upregulation was responsible for loss of mitochondrial priming and drug resistance. Con-
sequently, whereas clinically available Bcl2 BH3-mimetic efficiently triggered apoptosis in PB MCL,
cells protected by the microenvironment were resistant. We then hypothesized that targeting BclxL
could increase treatment efficacy. By integration of microenvironment modulations using our cocul-
ture model, we developed efficient targeted strategies (i.e.: BTK inhibitor, Type Il anti-CD20), which
counteract BclxL overexpression and overcome drug resistance in primary cells ex vivo. This strategy
should target cells protected into their niches and our ongoing OAsls Trial (NTC#02558816) will ra-
pidly determine in vivo efficacy in MCL. In summary, we reported here the development of a relevant
model that provides new insights into the microenvironment-dependent regulation of proliferation
and Bcl-2 family expression. Our increased understanding of intrinsic abnormalities and the integrati-
on of extrinsic signaling offer new opportunities to design mechanism-based strategies to overcome
drug resistance in MCL and potentially in other B cell malignancies.

13.

BHS3 profiling as a tool to identify the acquired resistance to venetoclax in multiple myeloma
Dousset Ch., Maiga S., Gomez-Bougie R, Le Coq J., Touzeau C., Moreau P, Le Gouill S.,

Chiron D., Pellat-Deceunynck C., Moreau-Aubry A., Amiot M. (Centre de Recherches en
Cancérologie et Immunologie Nantes Angers (CRCINA), IRS Université de Nantes 8, quai
Moncousu, Nantes — FR)

Venetoclax/ABT-199 is the first in class Bcl-2 specific BH3 mimetic and among the most promising
targeted therapy in oncology. Venetoclax is currently approved by the Food and Drug Administration
for the treatment of patients with relapsed chronic lymphocytic leukemia (CLL) with 17p deletion and
under investigation in multiple myeloma. Multiple myeloma is heterogeneous and includes patients
with translocation of the IgH locus on chromosome 14 with different chromosomes (4, 6, 11 or 16) and
patients with a hyperdiploidy involving odd chromosomes. Venetoclax induces apoptotic cell death in
a sub-group of myeloma patients that carried the t(11;14) translocation and expressed a high Bcl-2/Mcl-
1 gene expression ratio. In contrast, resistance to venetoclax is mediated by a high Mcl-1 expression in
other myeloma subgroups. The expected use of venetoclax alone or in combination with other agents
in the treatment of myeloma leads us to explore the mechanisms of acquired venetoclax resistance. We
investigated whether the acquired resistance to venetoclax might be different from the intrinsic resistan-
ce. We derived resistant sublines from initially KMS12-PE and XG5 t(11;14) myeloma venetoclax highly
sensitive cell lines (LD50 15 and 5nM respectively). Cell lines were cultured during several months with
increasing venetoclax concentrations until cells were able to maintain viability with 2uM venetoclax. We
first provided evidence that venetoclax resistant sublines (XG5-199R and KMS12PE-199R) displayed
cross-resistance to bortezomib. Indeed, both resistant sublines had a strong reduction in bortezomib
sensitivity, which is characterized by an inhibition of intrinsic and extrinsic apoptotic pathways. We then
demonstrated that both resistant sublines exhibited a strong increase in both Mcl-1 mRNA and protein
levels. Beside Mcl-1, the other Bcl-2 anti-apoptotic proteins were not significantly modified. Strikingly,
a total lack of both Bax and Bak effector proteins characterized the XG5-199R subline. According to its
strong sensitivity to venetoclax, XG5 cells exhibited a primed Bcl-2 profile. In contrast, using BH3 profi-
ling we found that XG5-199R cells were unprimed. The XG5-199R unprimed status could be explained

by the absence of Bax and Bak effector proteins. Finally, by sequencing BAX gene, we identified a mu-
tation at position Q52 leading to a stop codon, which resulted in a very short Bax truncated protein
missing all the BH domains. KMS12PE-199R was characterized by a decline in several pro-apoptotic
proteins (i.e., Bak, Bim, Bik and Puma). Like XG5, KMS12-PE had a primed Bcl-2 profile. Of interest,
a switch in the dependence on Bcl-2 in KMS12PE cells towards Mcl-1 was demonstrated in KMS12PE-
-199R cells. Accordingly, co-immunoprecipitations demonstrated that BIM was mainly associated with
BCL-2 in parental cells, and completely associated with MCL-1 in KMS12PE-199R. Finally, we found that
KMS12PE-199 acquired resistance could be overcome by A1210477, a recently discovered potent Mcl-
1 inhibitor. In conclusion, the XG5199R and KMS12PE199R acquired models of venetoclax resistance
in myeloma reflect two main ways to escape to apoptosis, either by a reduction of BH3 only proteins or
by a loss of effector multidomain proteins both being accompanied by an increase of Mcl-1 level of ex-
pression. Both models of acquired resistance affect the mitochondrial priming and/or the dependency
on individual anti-apoptotic protein of the cells. Finally, BH3 profiling throughout venetoclax treatment
could be a valuable assay to assess the acquisition of resistance in myeloma patients.

14.

Deregulation of hematopoiesis in patients with mature B cell malignancies

Klener R, BC Lenyeletse Maswabi, Molinsky J. (I. Interni klinika — klinika hematologie, VFN, Praha;
Ustav patologické fyziologie 1.LF UK, Praha)

We analyzed bone marrow (BM) samples from 131 patients with mature B-cell malignancies (PT)
including chronic lymphocytic leukemia (CLL, n=20), mantle cell lymphoma (MCL, n=26), diffuse
large B-cell lymphoma (DLBCL, n=35), follicular lymphoma (FL, n=25), and multiple myeloma
(MM, n=25), compared to 13 samples obtained from age-matched healthy volunteers (CTRL). By
flow cytometry we analyzed absolute and relative numbers of hematopoietic stem and progenitor
cell (HSPC) populations. In addition we carried out gene expression analysis of selected key regu-
lators of hematopoiesis in hematopoietic stem cells (HSC) obtained from PT compared to CTRL.
We demonstrated that normal hematopoiesis in patients with mature B-cell malignancies is quan-
titatively and qualitatively deregulated. First, we observed decrease in absolute numbers of certain
HSPC populations in a subgroup of PT samples with BM involvement. The suppression of absolute
HSPC numbers thus appears to be the consequence of the presence of malignant lymphocytes
in the BM microenvironment. Second, we observed alterations in relative numbers of HSPC in PT
samples irrespective of BM involvement. Third, we demonstrated deregulated transcription of key
regulators of hematopoiesis including RUNX1, PU.1, IKAROS, MCL1, ABCB1 or MYC in HSCs isola-
ted from PT compared to CTRL samples. Interestingly, the qualitative deregulation did not correlate
with BM involvement, but appears to be the consequence of extramedullary-located lymphoma.

15.

MYC-dependent repression mechanism of the MIR150 transcriptional regulation in chronic
myeloid leukemia

Burda P, Cufik N., Sritové K., Savvulidi F., Silvestri G., Klamova H., Pecherkové P, Sovové Z.,
Koblihova J., Stopka T., Perrotti D., Machova Polékova K. (Institute of Hematology and Blood
Transfusion, Prague; Institute of Pathophysiology, 1st Medicine Faculty, Charles University, Prague;
Department of Medicine, Greenebaum Cancer Center, University of Maryland Baltimore, Baltimore
— USA; BIOCEV, Biotechnology and Biomedicine Center of the Academy of Sciences and Charles
University, Vestec)

The expression of miRNAs is regulated at transcriptional and posttranscriptional levels. Dysregulation of
miRNAs could directly induce or be a consequence of oncogenic pathways. Chronic myeloid leukemia
(CML) is characterized by reduced miR-150 levels leading to an insufficient repression of its target,
oncogene MYB. CML treatment with imatinib normalizes miR-150 levels. However, little is known about
miR150 upstream transcriptional regulation. MiR-150 is an inhibitor of oncogene MYB, which is required
for BCR-ABL1-dependent leukemogenesis in CML blast crisis. Our recent work brought an evidence
of mutual BCR-ABL1/MYC/miR-150/MYB regulatory links in CML, sustained in CML resistant cells. We
found low levels of miR-150 to be a hallmark of CML and impaired signaling pathway MYB/BCR-ABL1/
MYC/miR-150/miR-155/PU.1 leading to a progressive cell differentiation block. The aim of our work was

D



to delineate potential mechanisms of the miR-150 transcription regulation. Initially we observed that
unlike MLL-AML diagnosis, CML is not characterized by a block of miR-150 maturation and that miR-150
levels negatively correlated with mRNA levels of the oncogenic transcription factor MYC in CML HSPCs
(p<0.001). Role of MYC in CML was further strengthen by imatinib induced MYC downregulation and
restored miR-150 levels in CML cell lines K562 and KCL-22. Imatinib resistance in K562R and KCL-22R
was characterized by further miR-150 downregulation. To assess the MYC role on regulating miR-150
levels we tested the MYC binding sites upstream the miR-150 gene. We detected MYC binding to the
upstream CpG of the MIR150 gene in K562 and KCL-22. We also found a depletion of MYC from the
MIR150 locus after the imatinib treatment. We suggested potentially synergistic route for imatinib-indu-
ced BCR-ABLT1 inhibition. This could be processed not only directly but also through an inhibition of
a mutual positive regulatory loop between MYC and BCR-ABL1. We also noticed MIR150-neighboring
gene FCGRT (which is adjacent to the studied miR-150 CpG) to become activated by imatinib. We ob-
served MYC levels dependent regulation of both genes, but FCGRT is activated by MYC. This different
MYC regulatory role may be facilitated by the detected transcription factor CTCF binding to an insulator
site between miR-150 promoter and the CpG. An activation of the insulator via CTCF binding changes
an interaction between enhancers and promoters (Bell et al. 2000). CTCF was previously described
to be an inhibitor of MYC transcription and we show CTCF transcription to be induced by imatinib.
We conclude that miR-150 transcription regulation involves transcription factors-dependent epigenetic
changes within the promoter and distal enhancers. We outlined a new insight into MYC/MIR150/BCR-
-ABL1/imatinib regulation loop in CML. Our work revealed a MYC role in miR-150 repression underlying
the CML leukemogenesis, where miR-150 functions as a pivotal gatekeeper and its repression is proba-
bly required for CML establishment and is enforced in imatinib resistant CML.

Support: LH15104 of MSMT and 00023736 of MZCR
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16.

KFehci seniofi - cilova skupina geriatrické péce

Danielova L., Kisvetrova H. (Oddéleni geriatrie, FN, Olomouc; Centrum védy a vyzkumu, Fakulta
zdravotnickych véd, Univerzita Palackého, Olomouc)

Geriatrie jako specializa¢ni obor se vénuje zvladstnostem zdravotniho stavu seniord, jejich speci-
fickym potiebam, funkénimu zdravi, pribéhu klinického obrazu, ale i prevenci, diagnostice, l1é¢eni
chorob a poruch ve stafi. Cilovou skupinou geriatrie jsou seniofi vykazujici zavazny, s involuci sou-
visejici pokles potencionalu zdravi, ktery vede ke specifickym zdravotnim problémudm, k funkénim
deficitim, k modifikaci pribéhu a manifestace chorob a k potfebé specifického geriatrického pfi-
stupu. V CR je éasto mylné obor geriatrie a geriatricky pacient ztotoZfiovan pouze s problematikou
oSetfovatelskou, socialni a naslednou dlouhodobou Ustavni péci. Geriatrickou kiehkost (frailty)
muzZeme chapat jako multikauzalné navozeny stav organismu, vékové podminénou funkcéni a mor-
fologickou deterioraci s typickym souborem projevd a pfiznak(. Na vzniku geriatrické kfehkosti
se podileji faktory genetické, télesné, psychické a exogenni. Nékteré faktory se vyskytuji napadné
Casto napf.: zanét, inzulinova rezistence, nechutenstvi, hubnuti, malnutrice, svalova atrofie a sla-
bost, hypomobilita, apatie, deprese, dlsledky a projevy chorob, nezadouci Ucinky l1éka... Klinic-
ky obraz geriatrické kiehkosti souvisi s poklesem zdatnosti, odolnosti, adaptability a funkénich
schopnosti v jednotlivych oblastech. Nej¢astéjSimi projevy jsou Unava, pokles pohybové aktivity,
psychomotorické zpomaleni, dekondice, sarkopenie, senzorické deficity, poruchy paméti, chronic-
ka bolest, instabilita s pady... Pravdépodobnost padu po 65. roce véku vyrazné stoupa a témér
u 40-60 % starSich osob hospitalizovanych v oSetfovatelskych Ustavech se vyskytl pad. Pady kom-
plikuji z&kladni onemocnéni, prodluzuji dobu hospitalizace, zvysuji naklady na péci, snizuji kvalitu
zivota seniora. Na Oddéleni geriatrie FN Olomouc existuje od roku 2002 evidence a systém hlaseni
padu. Sledovani padd, jejich kontinualni analyza pficin je jednim ze zékladnich indikator( kvality
sméfujici k nastaveni uvédomélych preventivnich opatfeni. Zavedenim tohoto systému vedlo na
tomto pracovisti ke snizeni vyskytu padd z témér 15 % padd z celkového poctu hospitalizovanych
pacientll v roce 2004 na 5 % v roce 2016. V poslednich tfech letech je tento systém rozsifen
o sledovani padu v souvislosti s pfidruzenymi chronickymi onemocnénimi jako moznou pficinou

instability a padu (diabetes mellitus, ischemicka choroba srdecni, centralni mozkova pfihoda, de-
mence, anémie...) Z vysledkd mimo jiné vyplyva, ze z celkového poctu evidovanych padu jich vice
jak 30 % vzniklo u pacientd s diagnostikovanou anémii (nej¢astéji typu normocytarni normochrom-
ni v. s. anémie chronickych chorob). Vzhledem k demografickym zménam se problematika starnuti
a geriatrické kfehkosti stava velmi aktualnim tématem, kterému je tfeba se vénovat i v souvislosti
s kvalitou Zivota geriatrického pacienta a podporou péce o seniory v rodiné.

17.

Mobilni hospicova péce - nase zkusenosti

Benes R, Kirchnerova M., Mrozek Z. (Onkologicka klinika, FN, Olomouc; KARIM FN a LF UR
Olomouc)

V CR, podobné jako v ostatnich evropskych zemich, je nejéastéj$im mistem umrti nemocnice -v pfi-
padech akutni péce (50 %) a dlouhodobé péce (15 %). V domacim prostiedi nastava kolem 20 %
umrti. V téchto 20 % se jedna o nahla, nec¢ekana umrti, kdy pacient umira pred pfijezdem sluzby
rychlé lékaFské pomoci. Kvalifikovanym odhadem pouze asi 5 % Umrti je oéekavanych. V CR bohu-
zel nejsou k dispozici reprezentativni data o ¢erpani zdravotni pé€e u nemocnych v zavéru Zivota.
Srovnani vyzkumu verejného minéni z roku 2011 a reality vyzniva chmurné: asi 80% lidi nechce
umirat v institucich, ale téméf stejny pocet tam umira. Prozit zavér Zivota doma je v dnesni dobé
umoznéno pouze mensi ¢asti nemocnych. DlvodU je celé fada: obtizné zvladnutelné symptomy,
oSetrovatelskd naroc¢nost ¢i nedostupnost sluzeb home care. DlleZitou roli hraji také ekonomické
aspekty v rodiné. Mobilni hospicova pé¢e ma za cil umoznit pacientlim ddstojné doziti v kruhu
rodiny pfi zachovani dobré kvality Zivota. Tuto péci provadi zkuSeny multidiciplinarni tym sestavajici
z lékarll (specialistd na paliativni medicinu), sester, psychologa, sociélniho pracovnika a duchovni-
ho. Je zajisténa péce 24 hodin, 7 dnu v tydnu. Péce je ur¢ena nemocnym dospélym i détem, ktefi
trpi nevylécitelnou chorobou v pokrocilém a terminalnim stadiu, kdy oSetfujici Iékar konstatoval, ze
byly vy€erpany vSechny dostupné moznosti 1éCby.

18.
Zajisténi vhodného Zilniho pfistupu u pacientd s nAdorovym onemocnénim
Sebelova H., Spackova J., Kourilova P, Kalodova Hadacova J., Hutakova B. (IHOK, FN, Brno)

Uvod V priibéhu onkologické léby u pacient velmi éasto dochazi k devastaci periferniho Zilniho sys-
tému, kterd ma mnohdy trvaly charakter a nepfiznivé plsobi také na psychiku pacienta. Problematika
zavedeni vhodného Zilniho pfistupu u onkologicky nemocného pacienta je v sou¢asné dobé velice
aktudlnim tématem. Touto problematikou se zabyva Spole€nost pro porty a permanentni katétry,
ktera vydala doporuceni pro volbu, optimalni zplsob zavedeni a oSetfeni zilnich vstupl. Metodika
Na nasem pracovisti pfi zajistovani Zilniho pfistupu u onkologicky nemocného pacienta volime hned
z nékolika moznych variant, tj. periferni kanyla, centralni Zini katétr, periferii implantovany centralni
zZilni katétr (PICC) nebo intravendzni port. Pfi vybéru vhodného Zilniho pfistupu se rozhodujeme na
zakladé nékolika kritérii. Jedna se predevsim o typ nadorového onemocnéni, predpokladanou délku
lé¢by a socialni status nemocného. Periferni kanylu pouzivame predevsim v obdobi, nez dojde ke
stanoveni zakladni diagndzy &i k zajisténi pacienta v akutnim stavu. Centralni Zilni katétr zavadime
u pacientll v akutnim stavu, s akutni lymfatickou ¢i myeloidni leukemii nebo u pacientt v transplantac-
nim rezimu. PICC na nasem pracovisti zavadime od roku 2015 a vyuzivame ho predevsim u pacient(l
se stfedné dlouhou dobou Ié¢by napt. u pacientt s Hodgkinskym lymfomem, s Difuznim velkobunéc-
nym B lymfomem nebo u pacientd v paliativni péci. Intravendzni port volime v pfipadé, kdy doba lé¢-
by je stanovena na dobu delsi nez jeden rok. To je napfiklad u pacientl s kolorektalnim karcinomem,
s karcinomem jicnu ¢i jinou zavaznou diagnézou. V sou¢astné dobé na nasem pracovisti funguje da-
tabaze, ktera slouzi k zaznamenavéani stfednédobych a dlouhodobych Zilnich pristupl u jednotlivych
pacientd. Diky databazi jsme schopni analyzovat pfipadné komplikace a problémy, které se mohou
vyskytnout. Zavér V piispévku prezentujeme problematiku vyuziti jednotlivych typu zilnich vstupd na
nasem pracovisti. Zvolenim vhodného Zilniho vstupu pomahame zajistit nejen efektivni péci, ale také
vyssi komfort pro pacienta. Vzhledem k pokracujicimu nartstu po¢tu nadorovych onemocnéni bude
tato problematika i v budoucnosti velice aktualni. Tato prace vznikla v ramci projektu NIG FN BRNO
4/2014. Podporen MZ CR - RVO (FNBr, 65269705)".
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19.
Porovnani zilnich pristupti u allogennich darcti pfi odbéru perifernich kmenovych bunék
Vodic¢kova R, Kolomaznikova D., Fran¢ova Z., Bystricka E. (HOO FN, Plzeri)

Allogenni transplantace krvetvornych bunék jsou zakladnim a vyznamnym postupem pfi 1é¢bé
hematologicko - onkologickych malignit. V soucasnosti jsou preferovanym zdrojem darcov-
skych krvetvornych §tépu periferni kmenové bunky. Jednou z podminek provedeni nekompli-
kovaného odbéru je zajisténi kvalitniho zilniho pfistupu, ktery umozruje dostatecny pritok krve
mezi zilnim systémem darce a separa¢nim pfistrojem. Odbér Ize provadét dvéma zpusoby.
Prvni probiha prostfednictvim perifernich zil v loketnich jamkach, za pfedpokladu kvalitniho
stavu zil na hornich koncetinach a jejich dobré pfistupnosti. Odbérové sestry na aferetické
jednotce jsou pravidelné a dlikladné pro$kolovany v technice zavadéni jehel do periferni zily.
Alternativou je zavedeni dvoucestného dialyza¢niho zilniho katétru do femoralni zily. Ten vSak
pro darce vzdy predstavuje urcité riziko jako napf. bakteridlni infekce, trombozy ¢i krvaceni
v okoli mista vpichu. Zaroven prodluzuje dobu hospitalizace a snizuje komfort darct. V pre-
zentované retrospektivni analyze jsou vyhodnoceny Zilni pfistupy allogennich déarct, ktefi pod-
stoupili odbér perifernich kmenovych bunék od ledna 2012 do prosince 2016. Vyhodnocena
byla nasledujici data: demografické Udaje, zplsob zilniho pfistupu, pocet aferéz, komplikace
souvisejici s pouzitym zilnim vstupem.

20.

Psychosocialni problematika zdravotnického pracovnika: Mimoradna udalost versus ,,malé
Zivotni tragédie“

Gehrova M. (Oddéleni urgentniho prijmu FN, Olomouc)

Prace ve zdravotnictvi pfinasi kontakt s nemocemi, ztratami a lidskym nestéstim ¢i smrti. Zdravot-
nické tymy jsou velmi kvalitné pfipraveny a vybaveny na zachranu lidského zivota. Méné Casto
jsou pfipraveny na poskytnuti psychické podpory postizenému ¢&i jeho blizkym a na komunikaci
s nimi. Pfi zachrané pacienta jsou zdravotnici konfrontovani s blizkymi, u nichz doslo vlivem uda-
losti k tézkému zasazeni jejich psychického a emocniho prozivani. Mizeme je také nazyvat jako
sekundarné zasazené krizovou udalosti. Tito lidé maji potfeby, které by mél zdravotnicky personal
saturovat. BohuZzel a také velmi Casto se stavd, ze zdravotnicky personal pouziva ryze medicin-
sky pfistup, kterym oddaluji pfirozené prozivani krizové situace. V mnoha pfipadech je to zcela
zbyte€né a z hlediska zpracovavani krizové situace mize byt toto pro zasazeného Clovéka velmi
nevyhodné. Existuji moznosti, jak stavajici nevyhovuijici situaci zménit. Jednou z moznosti je ploSné
pfipravit zdravotniky na samotny kontakt s psychicky zasazenymi, ale ne zcela vSichni zdravot-
nici jsou schopni tuto ¢innost zvliadnout. Dal$i z moznosti je pfipravit vycvicené tymy interventd
psychické prvni pomoci, coz se jevi jako nejvyhodnéjsi. Klic¢ova slova: psychicka prvni pomoc,
intervent, sekundarné zasazeny
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21.
Novel therapeutic approaches to enhance innate immunity against cancer
Bauer T, Sibilia M. (Institute of Cancer Research, Medical University of Vienna, Vienna — Austria)

The evasion of tumor cells from immune-recognition is a fundamental requirement for tumor ma-
nifestation and metastasis. Recent advances using immune-checkpoint inhibitors demonstrate
the enormous potential of immune-modulation in the context of a tumor setting. Particularly fasci-
nating is the possible cure in some patients, which proves that a time-limited hyper-activation of
the immune system is sufficient to eradicate the malignant cells. The effective treatment of only
a minor set of patients indicates the possibilities, but also shows that we are just at the beginning
to unravel the enormous potential of the immune system in the fight against cancer. Recently we
could identify two individual mechanisms by which immunomodulation of the innate immune
system restrains tumor growth. Firstly, the direct killing of tumor cells by plasmacytoid dendritic

cells (pDCs) after activation with Imiquimod (Imi). Secondly, the negative impact of epidermal
growth factor receptor (EGFR) expression on macrophages during tumor formation. Together,
these findings enlighten the previously unknown mode of action in established and widely used
human cancer therapies and show the enormous potential, which lies within the innate immune
system to fight cancer.

22.
Importance of anti-tumor immune response for the outcome of cancer
Spisek R., Palich-Fucikova J. (Univerzita Karlova, 2.LF UK; Praha Sotio, Praha)

Itis now clear that human neoplasms form, progress, and respond to therapy in the context of an
intimate crosstalk with the host immune system. In particular, accumulating evidence demonstra-
tes that the efficacy of most, if not all, chemo- and radiotherapeutic agents commonly employed
in the clinic critically depends on the (re)activation of tumor-targeting immune responses. One
of the mechanisms whereby conventional chemotherapeutics, targeted anticancer agents, and
radiotherapy can provoke a therapeutically relevant, adaptive immune response against malig-
nant cells is commonly known as ,immunogenic cell death.” Importantly, dying cancer cells are
perceived as immunogenic only when they emit a set of immunostimulatory signals upon the
activation of intracellular stress response pathways. The emission of these signals, which are
generally referred to as ,damage-associated molecular patterns“ (DAMPs), may therefore predict
whether patients will respond to chemotherapy or not, at least in some settings. Here, we review
clinical data indicating that DAMPs and DAMP-associated stress responses might have prognos-
tic or predictive value for cancer patients.

23.

Regulation of the immune system and inhibitors of immune checkpoints in oncology and
hematooncology

Stastny M., Ryska A., Arenberger P, Arenbergerova M., Némejcova K., Dundr P, Krajsova I.
(Bristol-Myers Squibb Czech Rep., Medical Dep., Praha; Fingerland(iv Ustav patologie LF UK
a FN, Hradec Kralové; Dermatovenerologicka klinika 3. LF UK a FN Kralovské Vinohrady, Praha;
Ustav patologie 1.LF UK a VFN, Praha; Kozni klinika VFN Praha a 1.LF UK, Praha)

There has been hundreds of clinical trials during the last 50 years, which tried to utilize the
power of immune system in the fight against malignant diseases. However, until 2010, only few
of them were successful and brought progress into the field of anticancer therapy. In 2011, two
immunotherapeutic modalities were approved (dendritic cells for prostate cancer and anti-CT-
LA-4 therapy for metastatic melanoma), which restarted renaissance of immunotherapy. This
field is now called immuno-oncology and targets immune system of the patient instead of tumor
itself. T-cells as the most important players in anticancer therapy are characterized by many
activating as well as inhibitory molecules on their surface. These receptors are participating in
optimal tuning of the immune response against dangerous signals and foreign agents while at
the same time maintain immune balance and reduce the risk of autoimmunity. CTLA-4 and PD-1
are the best known inhibitory receptors on T-cells. These ,immune checkpoints“ block excessive
activation of T-cells and thereby reduce the risk of autoimmune reactions at the place of intensive
inflammation. CTLA-4 is key inhibitory molecule found on the surface of activated T-cells. While
it appears on the surface of T-cells 2-3 days after their activation, it is constitutively expressed on
the surface of regulatory T-cells. Mice with knock-out gene for CTLA-4 are born but die within 3-4
weeks due to development of lymphoproliferative disease with multiorgan lymphocyte infiltration
and tissue destruction. These data support an important role of CTLA-4 in downregulation of
T-cell activation and maintenance of immunological homeostasis. Just recently, similar immu-
ne dysregulation has been described in humans with CHAI disease (CTLA-4 Haploinsufficiency
with Autoimmune Infiltration). PD-1 is another inhibitory receptor on T-cells, which contributes
to maintenance of peripheral tolerance and reduces the risk of immunopathological damage.
PD-1 binds to two ligands (PD-L1/PD-L2) and this inhibitory pathway is important in the setting
of persistent antigenic stimulation such as during encounter with self-antigens, chronic viral in-
fections and tumors. In contrast to fatal outcome of CTLA-4 defficiency in mice, animals lacking
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PD-1 suffer from various forms of autoimmunity (depending on genetic background of mice) with
later onset during their life (arthritis, carditis and glomerulonephritis in C57BI/6 mice and cardio-
myopathy in BALB/c mice). It has been shown in preclinical experiments that transient blockage
of PD-1 molecule leads to increased activation of T-cells and reduced tumor growth various
animal models. These data led to anti-PD1 testing in humans with encouraging anticancer acti-
vity even during the phase |. safety trials. While anti-CTLA-4 therapy is currrently approved only
for metastatic melanoma, anti-PD1 therapies represent more widely used approach with many
indications approved (melanoma, RCC, NSCLC, urothelial carcinoma, head and neck carcino-
ma and others). Huge impact of immunooncology in solid tumors will be discussed during the
lecture together with recent approval of the first anti-PD1 therapies in hematooncology. Classical
Hodgkin lymphoma (cHL) represents malignancy characterized by genetic abnormality leading
to overexpression of PD-L1 and PD-L2 ligands on the surface of Reed-Sternberg (RS) cells. Ex-
pression of PD-1 ligands leads to evasion of the immune response (T-cell exhaustion with rever-
sible inhibition of T-cell activation and proliferation). As a result, RS cells represent only 1-2% of
tumor population surrounded by extensive, but ineffective inflammatory and immune-cell infiltrate
making cHL an ideal target for anti-PD1 therapies.

24,

Neutrophils in chronic lymphocytic leukemia

Manukyan Gayane, Papajik T., Gajdos P, Mikulkova Z., Urbanova R., Gabcova G., Kudélka M.,
Turcsanyi P, Ryznerova P, Prochazka V., Kriegova E. (Department of Immunology, Faculty of
Medicine and Dentistry UR Olomouc; Institute of Molecular Biology NAS RA, Yerevan — Armenia;
Department of Hemato-Oncology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University and
University Hospital, Olomouc; Department of Computer Science, Faculty of Electrical Engineering
and Computer Science, VSB-Technical University, Ostrava)

There is emerging evidence that neutrophils are capable not only perform their antibacterial
functions but also affect chronic and progressive diseases such as leukemias. However, there
is very limited information on the role of neutrophils in chronic lymphocytic leukemia (CLL). The
aim of the present study was to analyze phenotyping and functional properties of circulating
neutrophils in CLL. Fifty one CLL patients and 27 healthy controls were enrolled in the study.
Constitutive expression of following markers (CD11b, CD15, CD16, CD62L, CD54, and CD64) as
well as priming of neutrophils with LPS and oxidative stress capacity were analyzed using flow
cytometry. Clinical and laboratory findings were incorporated into the study. Neutrophils from
CLL patients displayed increased expression of CD64, CD11b and CD54 which suggest their
activation state in the circulation. We compared the expression of surface markers in CLL sub-
groups. Active disease was associated with upregulated expression of CD64 (P<0.01) and CD54
(P<0.05). Treated CLL patients displayed simultaneously increased percentage and expression
of CD64 (P<0.01) and CD54 (P<0.01). Patients with unmutated IGHV gene status had increased
MFI of CD64 (P<0.05) and decreased percentage of CD62L (P<0.05) compared with mutated
IGHV status. The percentage of CD64+ cells was lower in patients with Binet stage A comparing
to stages B and C (P<0.05). Besides, active disease was associated with a decrease of neutro-
phil percentage (P<0.001) and increase percentage of lymphocytes (P<0.01) and CLL cells
(P<0.01) comparing to non-active disease. Patients with unmutated IGHV gene status had lower
percentage of neutrophils than those with mutated IGHV (P=0.05). Spontaneous and induced
with fMLP and PMA oxidative stress was markedly elevated in neutrophils from CLL patients
compared to healthy ones (P<0.05, P<0.05 and P<0.01, respectively). LPS up-regulated TLR2
in healthy cells (P<0.05), while TLR2 expression was down-regulated in CLL cells (P<0.05). In
contrast to healthy cells, LPS-stimulated CLL neutrophils failed to induce releasing of IL-13 and
TNF-a. Taken together, our data provide first evidence that neutrophils in CLL are permanently
primed and have functional defects. Functional properties of CLL neutrophils may account for
the heightened sensitivity to bacterial infection as well as influence the disease course. The
significant association of neutrophil activation markers and their number with the disease cour-
se warrants further investigations to clarify possible pro-leukemic or anti-leukemic properties of
circulating neutrophils in CLL.

Grant support: MZ CR VES16-32339A, IGA_LF_2017_009.

25.

BCR-ABL1 Mutations are acquired during resistance development in de novo CML KCL-22
cells but not in aged cells

Curik N., Polivkova V., Kalina T.,, Kanderova V., Linhartova J., Savvulidi F, Toman O., Blagoevova K.,
Motlové E., Kaderova L., Ransdorfova S., Bfezinova J., Klamova H., Machové Polakova K.
(Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague; Department of Paediatric Haematology
and Oncology Univ. hospital Motol, Prague; Institute of Pathological Physiology, First Faculty of
Medicine, Charles University, Prague)

BCR-ABL1 kinase domain (KD) mutations are responsible for about 50 % of resistance to tyro-
sine kinase inhibitors (TKIs) treatment in chronic myeloid leukemia (CML) patients. However,
mechanisms underlying KD mutation acquisition in TKl-resistant CML cells are not yet well
understood. We aimed to study an acquisition of mutations in the KD after exposure of de novo
and aged (grown in optimal growing medium for 24 months) KCL-22 cells to imatinib (IM). In
addition, we examined dynamics of mutated sub-clones in established IM-resistant KCL-22R
culture after dose-reduction of IM. We also studied changes in the expression profile of KCL-22
cultures early after exposure to IM. The occurrence and the dynamics of expansion of BCR-
-ABL1 mutant sub-clones were studied using next-generation deep sequencing in KCL-22 cells
treated with 0.4 uM IM and in established IM-resistant KCL-22R cells at 4 uM IM. Next, KCL-22R
cells were sorted according to the CD38 expression to explore whether CD38 is associated with
the acquisition of BCR-ABL1 mutations as suggested by Wang et al. (PLOS Genetics 2014).
A protein array was used allowing analysis of 576 proteins per sample. DNA damage pathway-
-RT Profiler PCR arrays were applied for gene expression analysis. No BCR-ABL1 KD muta-
tions were detected in de novo untreated KCL-22 cells, however T315| and E255K appeared
after exposure of the cells to 0.4 uM IM. PCR array revealed increased expression of SUMO 1
ligase and ERCC2 involved in the nucleotide excision repair pathway. Notably, we also found
significant decrease of G2/M-checkpoint protein GADD45A whose deficiency is associated with
mutagenesis (Hollander et al., Cancer Research 2001). During the first culture period, T315I
slowly emerged whereas E255K was not detectable. Later, E255K-bearing cells also became
detectable and increased over time. A similar time-dependent expansion of mutant-bearing
sub-clones was seen in the KCL-22R cells growing at 4 uM IM. Interestingly, a mutant-clone
switch from T315l to E255K in KCL-22R was accelerated after IM reduction from 4 uM to 1 or
2 uM. Moreover, emerging of E255K sub-clone was accompanied by rapid decrease of CD38
expression in KCL-22R cells. Screening of transitional KCL-22R culture carrying both T315I
and E255K sub-clones revealed T315I transcripts were expressed only in the CD38+ subpo-
pulation, while E255K was detected only in CD38- cells. We found, that unlike to de novo KCL-
22 cells, imatinib-naive aged KCL-22 cells developed resistance after exposure to IM without
acquiring BCR-ABL1 KD mutations up to follow-up of 60 days after the cells exposure to 0.4 uM
IM. Neither BCR-ABL1 upregulation nor gene amplification was presented in these cells, ho-
wever we identified considerably upregulated (D7, DTX3, ETV6, GLUL, HCLS1, HIF1a, IGF1R,
MAP2K7, MYH11, TP53) or downregulated (BAD, BID, MCL2 NOTCH3, PDKPK1) proteins 4
weeks after the exposure to IM. Increased expressions of HIF1a and IGF1R proteins are known
to ensure proliferation, while decreased expressions of pro-apoptotic proteins BAD and BID
enhance survival of CML cells in the presence of TKls. Our observation suggests the ability of
KCL-22 cells to survive and proliferate early after exposure to IM. BCR-ABL1 mutations deve-
lopment seems to be related to a mutagenesis of imatinib on de novo KCL-22 cells, but not on
aged KCL-22 cells that activated signaling pathways ensuring their survival and growing in the
presence of the tyrosine kinases inhibitor.

Supported by the project no. 00023736 and AZV 15-31540A of MZCR and ERDF OPPK
CZ.2.16/3.1.00/28007
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26.

Specifika péce o LGBT (lesbian, gay, bisexual, and transgender) seniory s onkologickou
diagnézou

Spatenkova N., Olecka I. (Katedra sociologie, andragogiky a kulturni antropologie, FF UP
Olomouc; Ustav socialniho lékarstvi LF UR Olomouc)

Starnuti populace je aktualnim demografickym trendem. Nedilnou soucasti této starnouci populace jsou
také LGBT seniofi/rky. Hematoonkologickd onemocnéni se nevyhybaji nikomu, tedy ani lesbam, gayim,
bisexuallm ¢i transgender (LGBT) osobam. V ramci péce o hematoonkologické pacienty se tak objevuje
nové a doposud nediskutované téma specifik péce o tuto marginalizovanou skupinu senior/rek. Jsou
instituce poskytujici zdravotni péci pfipraveny pecovat o LGBT seniory/rky s hematoonkologickou dia-
gno6zou? Jsou v téchto institucich schopni, resp. ochotni vyjit vstfic specifickym potfebam téchto osob?
A maji viibec LGBT seniofi/rky s hematoonkologickym onemocnénim néjaké specifické potteby? Lisi se
néjak péce o nemocné LGBT seniory oproti majoritni populaci a pfistup k nim? Na tyto (a dalSi otazky)
jsme se pokusili najit odpoved v naSem vyzkumu ,Neviditelné (LGBT) mensiny“ financovaného z EHP/
Norwegian Funds. Design vyzkumu byl zaloZzen na vyzkumné otézce: Jsou poskytovatelé zdravotni
péce pripraveni poskytovat sluzby LGBT osobam? Vzhledem k povaze tématu bylo pro zodpovézeni
nastolené vyzkumné otazky zvoleno kvalitativni vyzkumné paradigma, konkrétné interpretativni feno-
menologicka analyza. Vyzkumu se zUcastnilo celkem Sest manaZerd zdravotnickych instituci. S touto
vyzkumnou skupinou byly provedeny polostrukturované rozhovory. Nasledné byli dotazovani ve dvou
focus group pfimi poskytovatelé péce, pri¢emz prvni focus group tvofilo 10 nelékarskych zdravotnickych
pracovnikd a druhou focus group tvofilo 9 studentd socialné zdravotni péce s minimalné rocni praxi.
Vékova struktura participant(i byla od 19 do 50 let. Kazda z focus group trvala zhruba hodinu a pdl. Vy-
sledky ukézaly, ze zku$enost manager( ve zdravotnictvi i pfimych poskytovatelt péce s LGBT osobami
je velmi mala a v podstaté se tak byl potvrzen fakt, Ze téma LGBT seniorti/rek neni v CR viibec feseno,
nemluvi se 0 ném, odborna verejnost neni o tomto tématu vibec informovana. Participanti vyzkumu se
nicméné shodli na tom, Ze se jedna o téma spolecensky naléhavé a Ze by rozhodné mélo byt diskutova-
no. Nebranili by se proto ani néjaké formé edukace, vzdélavani ¢i osvéty v této oblasti.

Grantova podpora: ,Neviditelné mensiny*“, EHP/Norwegian Funds.

27.
Alternativni medicina a lymfom 3
Kopalova N., Spackova J., Janikova A., Hanakova S., Kartasova S., Chlubnova J. (IHOK, FN, Brno)

Uvod: Alternativni medicina (AM) a jeji metody se v souéasnosti berou jako novy fenomén. Avéak nékte-
ré jeji metody jsou znamé a vyuzivané uz po celd staleti. Jednou z téchto metod je tfeba i bylinkarstvi,
které stalo u zrodu védecké mediciny. Lidé si odjakziva préali byt zdravi a mit kvalitni zivot. Vznikem far-
maceutického priimyslu se podafilo vymytit zcela nékteré nemoci, na které v minulosti umirala spousta
lidi. Casem ale vysli najevo i negativa spojena s vyrobou a uzivanim synteticky vyrabénych 16¢iv. Lidé
se opét pomalu zacali vracet k tradi¢nim léCivym prostredkiim a opét zacali vérit v silu prirody. Lymfo-
my jsou pomémé heterogenni skupina diagnéz. Uspésnost Ié8by u pacientti s lymfomem se neustale
zvySuje. Samoziejmé plati obecné pravidlo, ze ¢im dfiv pacient pfijde, tim lepsi jsou jeho vyhlidky na
vylé€eni. Toto onemocnéni je citlivé jak na cytostatickou, tak i na radioterapeutickou lé¢bu. Lécba ma
v$ak mnoho nezédoucich GcinkU a to je zfejmé divodem, pro¢ se rodina pacienta nebo zndmi pokousi
hledat rtizné cesty, jak pacientovi pomoct. K tomu patfi i hledani riznych metod alternativni mediciny.
Metoda: Cilem vyzkumu bylo Zjistit pouzivani riznych metod alternativni mediciny u nemocnych s lym-
fomem. Pro sbér dat byl pouZit dotaznik. Vyzkum probéhl na ptidé FN Brno, ambulantni ¢asti Interni
hematologické a onkologické kliniky. Jedinym kritériem pro zafazeni do vyzkumu bylo diagnostiko-
vané nadorové onemocnéni - lymfom. Bylo osloveno celkem 200 respondentd. Z navracenych 130
dotaznikl muselo byt 25 dotaznik( tj. 19,23 % vyfazeno, jelikoz u 23 dotaznikd byla vypInéna pouze
pocatecni, obecna ¢ast, ¢imz byly ale ziskany aspori informace o non-respondentech. 2 dotazniky se
vréatily celé nevyplnéné a 70 dotaznik(l se nevratilo viibec. Reprezentativni vzorek respondentd tvorilo
tak 105 osob (n=105), ¢emu odpovida 100 %.

Vysledky: Z vysledkUd dotaznikového Setfeni vyplynulo, ze vztah pacientd s lymfomem k alternativni

mediciné je kladny. Z naSeho vyzkumu vyplynulo, Ze o alternativni mediciné se 64 (60,95 %) respon-

dentd dozvédélo z médii, 46 (43,81 %) respondentl mé& informace od rodiny a znamych, 28 (26,67 %)

z literatury, 5 (4,76 %) od Iékare a 10 (9,52 %) respondent(i uvadi, ze se o AM dovédélo jinak (prednas-

ka). Metody AM vyzkouselo 73 (69,52 %) respondent. Z celkového poctu 73 (100%) respondentd, ktefi
uvedli, Ze vyzkous$eli néjakou metodu AM, jich 40 (54,79 %) tedy vice nez polovina vyzkousSela potravi-
nové doplnky a vitaminy, 39 (53,42 %) respondent( bylinné klry a jako nejméné pouzivana alternativni
metoda u nemocnych s lymfomem se jevi chiropraxe, kterou vyzkousel 1 (1,37 %) respondent. Dale
jsme zjistili, ze o uzivani metod AM 32 (43,83 %) respondentl informovalo Iékare, 21 (28,77 %) respon-
dentu si mysli, ze informovat Iékare o tom, Ze uzivaji néjakou metodu alternativni mediciny je zcela zby-
teCné, 7 (9,59 %) respondentt mélo obavy se zeptat, stejnému poctu lékar doporucil nic takového neu-
Zivat a 6 (8,22 %) respondentt moznosti tykajici se alternativni mediciny probralo se zdravotni sestrou.
Zaveér: Pri lécbé alternativnimi metodami je nejvétsi riziko pro pacienta védecka nepodloZenost Ucink(
této 1éCby. Pacienti by se neméli bat zeptat na moznost podpory alternativnimi prostfedky a naopak,
zdravotnicti pracovnici by se jim neméli vysmivat nebo kritizovat je za jejich ndzor. Je nesmirné dllezité
najit si na pacienta ¢as a probrat s nim jeho moznosti. Jsme presvédéeni o tom, Ze nemocni, zejména
onkologicky nemocni budou vzdycky hledat riizné zplsoby, které by vedly k jejich uzdraveni. A proto
si myslime, Ze dalsi vyzkum v oblasti alternativni mediciny ma jisté smysl.

28.
Priprava pacienta a odbér perifernich kmenovych bunék
Drahosova R., Strnadova B. (IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové)

Prispévek prezentuje pfipravu pacienta a odbér perifernich kmenovych bunék na IV. Interni he-
matologické klinice Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Hematopoeticka kmenova burnka (HSC)
davéa vzniknout v procesu krvetvorby rlznym burkédm. Z této kmenové burky vznikaji ¢ervené
krvinky, krevni desticky i rdzné bilé krvinky. Tyto kmenové bunky sidli v kostni dfeni a neustéle se
déli, aby doplriovaly zasobu krevnich elementl v krvi. Za normalnich okolnosti je v periferni krvi jen
minimalni mnozstvi kmenovych bunék. K jejich vyplaveni pouzivame tzv. ,mobilizaci“, ktera spociva
v podani kombinace chemoterapie a rdstového faktoru (G-CSF), nebo jenom rlistového faktoru. Po
nékolika dnech dojde k vyplaveni perifernich kmenovych bunék (PKB) do periferni krve, nasledné
se provadi jejich sbér pomoci separatoru krevnich télisek. Pfed vlastnim sbérem je nutna dikladna
edukace pacienta, kterou provadi edukacni sestra ve spolupraci s transplanta¢nim koordinatorem.
Pacient ma moznost navstivit separatorové centrum a prohlédnout si prostredi, separator a po
dohodé i vlastni vykon. U kazdého nemocného vySetfujeme stav perifernich zil (nutné 2 vstupy),
pfi insuficienci se zavadi dialyza¢ni katetr, vétSinou do v. femoralis. Pfed zahajenim mobilizace jsou
provedena vySetfeni, ktera potvrdi, Ze pacient je schopen podstoupit transplantaci (UZ srdce, spi-
rometrie, stomatologické vySetfeni) a jsou odebrany tzv. infekéni markery (krvi pfenosné infekce,
zejména HIV, hepatitidy A, B, C, syfilis, CMV, EBV, toxoplazmdza). 5. den aplikace G-CSF zahajuje-
me kontroly krevniho obrazu a pfi vzestupu leukocytt provadime vysetteni pfitomnosti CD 34+ bu-
nék v periferni krvi. Pfi dosaZeni dostatec¢né koncentrace CD 34+ bunék v krvi zahajujeme separa-
ce. Pouzivame separatory (zpo¢atku COBE Spectra, nyni Spectra Optia, Terumo BCT) pracujici na
principu centrifugace, kdy se oddéli jednotlivé soucasti krve a PKB se odsavaji do sbérného vaku.
Ostatni krevni elementy se vraceji pacientovi. Vykon trva nékolik hodin a podle vytézku (mnozstvi
CD 34+ bunék/kg pacienta) ve sbérném vaku o obsahu 150-200 ml se vykon opakuje 2-3 dny.
Béhem vykonu je pacient upoutan na I0zko, proto dbdme na maximalni fyzicky i psychicky komfort
pacienta. Pacient je pod neustalym dohledem sestry. OSetfovatelska péce ma z tohoto hlediska
nezastupitelny vyznam, je pro sestru naro¢na, vyzaduje ndlezitou erudici o principech vykonu,
0 obsluhované technice a zna¢nou peclivost. Je jednim z rozhodujicich faktord pro Uspésné prove-
deni celého vykonu. K nej¢astéjsim nezadoucim Ucinkdm patfi projevy hypokalcémie zplsobené
pfidanim protisrazlivého roztoku (ACD-A) pfi separaci, bolest v misté vpichu jehly nebo kanyly,
problémy se zilnim vstupem (neprdchodnost), trombocytopenie a anémie po vykonu. Po odbéru
se vak s PKB transportuje na Tkanovou Ustfednu k dal$imu zpracovani a kryokonzervaci. PKB jsou
uskladnény v tekutém dusiku pfi teploté - 196 st.C, jejich zivotnost je 10-15 let.

Zavér: Uspésny odbér perifernich kmenovych bunék je nezbytnym krokem pred autologni transplan-
taci PKB, vyzaduije erudovany a empaticky personal. Neméné dulezZita je tymova spoluprace.

D



29.
Extrakorporalni fotoferéza v 1é¢bé reakce $tépu proti hostiteli
Huskova M., Lanska M., Strnadova B. (IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové)

Uvod: extrakorporalni fotoferéza (ECP) je Ié¢ebna metoda vyuzivana pfi 168bé reakce $tépu proti
hostiteli (GVHD — graft versus host disease), ktera m(ze vzniknout jako zavazna komplikace po alo-
gennich transplantacich krvetvornych bunék. GVHD vyrazné zhorSuje morbiditu, mortalitu a kvalitu
Zivota pacientd.

Metodika: metodu ECP vyuzivdme na naSem pracovisti od r. 2007. Do konce r. 2016 jsme touto
metodou IéCili 27 pacientd, ktefi podstoupili transplantaci krvetvornych bunék od pribuzného nebo
nepfibuzného darce. Pacienti méli akutni nebo chronickou GVHD. ECP se zahajuje na separatoru
krevnich bunék ( SPECTRA OPTIA), kde se odebere Cast leukocytl - lymfomonocytarni frakce
(MNC) z krve nemocného, nasledné se v aseptickych prostorach v laminarnim boxu pfida fotosen-
zibilujici latka 8- metoxypsoralen, poté se bunky ozafi ultrafialovym zafenim na pfistroji Macogenic
G2 a koncentrat MNC je vracen pacientovi.

Vysledky: celkem jsme u 27 pacientd provedli 1077 vykon(. ECP jsme provadéli standardné u akutni
GVHD - 3x tydné do potvrzeni negativniho histologického nalezu GVHD, u chronické GVHD — 2 vykony
ve 2 po sobé jdoucich dnech v intervalu 7 az 14 dnu pfi zahdjeni terapie, interval se pfi lécebné odpo-
védi po 3 mésicich postupné prodluzuje az na 6-8 tydnu. Efekt ECP jsme u chronické GVHD hodnotili
nejdfive za 3 mésice od zahajeni, podle klinického nalezu, funkéniho vySetfeni plic a moznosti vysazeni
kortikoid(. Ze sledovaného souboru k nam v soucastné dobé dochazi pravidelné 7 pacient(i postize-
nych sklerotizujici kozni formou GVHD, plicnim postizenim nebo kombinaci obou zminénych projevu.
U vsech pacient( doslo k postupného prodlouzeni intervalu vykond, k celkovému zlepseni klinického
stavu, doslo ke snizeni davek kortikoidd nebo jejich vysazeni a zlepsila se kvalita jejich Zivota.

Zavér: ECP je velice Uc¢inna a efektivni metoda pfi 1é¢bé GVHD. Je dobre tolerovana pacienty
s minimem nezadoucich reakci (v souvislosti se separaci- hypokalcémie), reakce pfi podani bunék
nebyla zadna. U vétsiny pacient( je mozna ambulantni Ié¢ba. Uspésna Ié&ba ECP vede ke zlep$eni
kvality Zivota nemocnych.

30.
Granulocytaferéza na Transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc
Stratilova I, Chmelova S., Hidvkova E., Zemanova M., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc)

Uvod: Prezentace predstavuje nase zkugenosti z novym typem odbéru- granulocyty z aferézy. Tato
metoda byla nové zavedena na TO FN Olomouc v roce 2016. Granulocytaferéza je separacni vy-
kon, pfi kterém odebirdme z krevniho obéhu darce danou slozku krve- granulocyty, a zbyvajici
slozky jsou navraceny zpét do krevniho obéhu darce. Vyslednym produktem je koncentrat bilych
krvinek resuspendovanych v plazmé. Hlavni Ulohou granulocytu je likvidace cizorodého materiélu,
coz je umoznéno jejich schopnosti migrace k mistu infekce, schopnosti fagocytozy a schopnosti
nicit fagocytované bakterie.

Cil: Cilem zavedeni odbéru GA bylo rozsifit nabidku TO FN Olomouc o novy pfipravek, ktery jsme
dfive museli objednavat na jiném TO. Provadi se na zadost klinického pracovisté v pfipadé tézké
neutropenie u pacientd, ktefi maji projevy infekce, a u kterych neni dostate¢na odezva na Ié¢bu ATB.
Metodika Odbér je provadén na krevnim separatoru Spectra Optia v rezimu PMN. Je pouZzit odbérovy
set REF 10300, jako HES 500ml 10% Voluven, jako antikoagulant 38ml 46,7% Natrii Citras. Dulezitou
roli hraje pfiprava darce. Po zhodnoceni zplsobilosti darce k odbéru a provedeni vSech povinnych
predodbérovych vySetieni s negativnim vysledkem provadime i.v. stimulaci kortikoidy. Nasledné dojde
u darce k vyplaveni leukocytli z kostni diené do periferni krve. Za 4 hodiny od ukonceni stimulace
zahajujeme samotnou separaci. V poloviné sbéru provadime kontrolni vzorek produktu na zjisténi
vytéznosti obsahu, podle vysledku je v pfipadé potfeby mozné prenastavit Urovenr sbéru. Odbér trva
pfiblizné 100min., béhem néj dojde ke zpracovani minimalné 6000ml piné krve. Objem vysledného
produktu nepresahuje 430ml. Po ozareni 25Gy je ihned transportovan na klinické pracovisté k podani.
Zaveér: Po zkuSebnich odbérech byly tyto separace zavedeny do rutinniho provozu. Odbér je pro dar-
ce zcela bezpecny. V prabéhu separaci jsme nezaznamenali zadné komplikace. K bfeznu 2017 jsme
provedli celkem 22 procedur. Tato metoda rozsifila spektrum produkt(, které nabizi nase pracovisté
klinickym oddélenim s cilem U¢elné hemoterapie.

LYMFOMY

31.

Outcome of elderly DLBCL patients treated with anthracycline based chemotherapy: dose
reduction is not necessary for everybody

Trnény M., Janikova A., Sykorova A., Prochézka V., Mocikova H., Klener P, Salek D., Belada D.,
Benesova K., Pytlik R., Blahovcova R, Boudova L., Campr V. (I interni klinika, VSeobecna fakultni
nemocnice, Praha; University Hospital, Brno; University Hospital, Hradec Kralové; University
Hospital, Olomouc; University Hospital Kralovske Vinohrady, Praha; Charles University General
Hospital, Praha; CLSG Data Center, Praha; University Hospital Motol, Praha)

Background: Management of elderly patients (above > 80y) is difficult and only limited number of pa-
tients could be treated by curative approach with anthracycline based chemotherapy. Dose reduction
of particular drugs is used very often and it varies based on pt’s characteristics and center preferences.
There is however lack of randomized or at least non-randomized historical comparisons. Aims: The
objective of this study is to analyze elderly DLBCL patients prospectively registered in NiHiL Lymphoma
Project and treated anthracycline based regimen in real world outside of clinical trials. Methods: Patients
(pts.) with informed consent are prospectively followed in multicenter Lymphoma Project since 1999.
Diagnostic, therapeutic and follow up data are prospectively collected. There were 399 DLBCL pts older
than 80year diagnosed in period 1999-2014 identified. Among 372 pts. with pathology review and essen-
tial data there were 112 pts. (30.1%) treated with RCHOPIlike chemotherapy. Analysis of clinical prognos-
tic factors, therapy and toxicity was performed. Pearson, Kaplan-Maier and log rank tests were used.
Results: Median age was 81 years (80-88), 51.8% of men. Proportion of pts 285 was 14.3 %, with PS >
2 (ECOG) 34.0%, with higher LDH 64.3%, with high or intermediate high IP1 49.1%, with bulky disease
(=10 cm) 17.0%, with lower albumin 27.7%, with Charlson Comorbidity Score (CCS) > 4 25%. Accor-
ding to treatment choice of physician (intent to treat), pts. could be divided into 3 groups R-CHOP
(CH) (cyclophosphamide —CF 750 mg/m2, adriamycin — A - 50 mg/m2) or R-MiniCHOP (miniCH)
(CF 400 mg/ m2, A 25 mg/ m2, Peyrade 2011) or modified R-CHOP (modiCH) (CF 750 mg/m2and
A 25 mg/m2 or any other dose between CHOP and miniCHOP). There were 21 pts (18.8%) treated
with CH, 38 (33.9%) with miniCH and 53 (47.3%) with modiCH. There were no signficant differences
between the subgroups, except higher proportion of bulk in modiCH vs miniCH and CH (35% vs
12.9% vs 7.7% resp.; p 0.04) and cardiac comorbidity (60.5% vs 33.3% vs 30.2% resp.; p 0.02). Six
and more cycles were administered in 71.4%, 63.1% and 58.5% pts. in CH, miniCH and modiCH resp.
Following proportion of pts. received >80% (>50%) of original CHOP dose. For cyclophosphamide
it was 66.7% (81%), 0% (50%) and 62.2% (79.2%) resp. and for A it was 57.1% (76.1%), 2.6% (15.8%)
and 13.2% (49%) resp. for CH, miniCH and modiCH resp.. There were observed 11 treatment related
deaths (6 cardiac toxicity and 4 infection), 5 in miniCH and 6 in modiCH groups. The overall respon-
se rate was 76.8% with 59.8% CR/CRu. Median PFS and OS were 2.8y and 3.5y resp., with median
follow up of 3.3y. There were found high beta2microglobulin (HR 2.2, p 0.05), low albumin (HR 1.9, p
0.05) and PS (p 0.05) as the only factors correlated with OS as well as PFS. Pts who achieved CR or
PR have significantly better OS median (as well as PFS) compared to stable or progressive disease
with 4.6 vs 3.5 vs 0.8 vs 0.5 y. There was numerically (not significantly) better OS median for R-CHOP
(4.6y) vs R-miniCHOP (3.2y) and R-modiCHOP (2.9y).

Summary/Conclusion: Only one third of elderly DLBCL pts (=80y) is treated with anthracycline
based regimen. Performance status, albumin and beta2microblobulin levels were significantly
associated with prognosis. In minority of these pts full dose of RCHOP could be safely used and
there is trend to better overall survival.

Supported by AZV 16-31092A
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Vyznam udrzovaci Iécby rituximabem u starsich pacientt s folikularnim lymfomem
Belada D., Janikova A., Prochézka V., Papajik T., Pytlik R., Mécikova H., Duras$ J., Pirmnos J.,
Brejcha M., Sykorova A., Starostka D., Barsova L., Trnény M. (IV. interni hematologicka klinika,
FN a LF UK, Hradec Kralové; FN, Brno; Hamatologicka klinika, FN, Olomouc; l.interni klinika,
VFN, Praha; FN KV, Praha; FN, Ostrava; Nemocnice, Ceské Budéjovice; Nemocnice, Novy Jiin;
Nemocnice, Havifov; Nemocnice, Liberec)

D



Folikularni lymfom (FL) je druhym nejcastéj$im typem lymfomd a navzdory nejnovéjSim pokrokim
v jeho 1é¢bé je povazovano pokrocilé stadium onemocnéni za dosud nevylécitelné. FL vétsinou dob-
fe odpovida na Iécbu prvni linie, nicméné pozdéji dochazi k opakovanym relapsim s progresivnim
zkracovanim intervalu bez projevi nemoci (DFS). U vétsiny nemocnych se stal standardem v 1. linii ri-
tuximab (chimérickd monoklonalni protilatka namifend proti antigenu CD20 na povrchu B lymfocyt)
v kombinaci s chemoterapii — nej¢astéji CHOP, event. bendamustine. Vyznam rituximabu v udrzovaci
|é¢bé byl prokazan u nemocnych s relapsem FL, a to i po podani kombinace rituximabu s chemote-
rapii jako indukéni terapie (EORTC studie), stejné tak i v ramci 1éCby 1.linie (studie PRIMA). V obou
studiich bylo prokazano prodlouzeni PFS, nikoliv ale celkového preziti. Cilem analyzy z dat registru
Kooperativni lymfomové skupiny bylo analyzovat vyznam udrzovaci IéCby rituximabem u podskupi-
ny pacientl s FL > 65 let véku. Celkem bylo do analyzy zafazeno 545 pacientl s medianem véku
v dobé diagnozy 72 let (65-93 let), které jsme rozdélili na podskupiny A: 65-70 let (n=220), B: 71-79
let (n=267) a C: 80 let a starsi (n=58). LéCebna odpoved na terapii 1. linie — tedy dosazeni kompletni
nebo parcialni remise ( coz bylo podminkou zahajeni udrzovaci [é€by rituximabem) — dosahlo v pod-
skupiné A celkem 182/220 (83%) resp. u skupiny B celkem 209/267 (78%) resp. u skupiny C do-
hromady 29/58 (50%) pacientt. Udrzovaci terapie (UT) byla zahajena v rdmci podskupin u 35% (A),
u 26% (B) resp.u 12% (C). Nutno poznamenat, Ze podil pacient(i se zahajenou UT je relativné nizky
proto, ze tato terapie byla zavedena do bézné praxe teprve cca pred 5-6 lety. V ramci celého souboru
byl zjistén vyznam UT rituximabem oproti observaci stran PFS (median 6,27 rokd u UT vs.4,37 u ob-
servace — p=0,01), ale i v ramci OS (median u UT nedosaZen vs. 8,55 let u observace — p=0,0128).
V ramci dalSich subanalyz podskupin A, B a C byl shledan statisticky nejvyraznéjsi vyznam UT v ram-
ci vékové podskupiny 71-79 let -median PFS u UT nedosaZen vs. 4,18 roku u sledovani — p=0,0073.
Median OS u UT také nedosazen vs.7,33 rokU u observace, p=0,0267). Zavér: Analyzou dat z regist-
ru KLS byl zjistén klinicky vyznamny benefit z udrzovaci terapie rituximabem u nemocnych s folikular-
nim lymfomem ve starsi vékové skupiné > 65 let, a to jak z hlediska prodlouzeni PFS, tak i z hlediska
OS. | u této veékové skupiny tak ma tato relativné nékladna terapie svij nezpochybnitelny vyznam.

33.

Burkittiv lymfom - multicentricka retrospektivni analyza z registru Kooperativni lymfomové
skupiny - vysledky Ié¢by starsich nemocnych ve srovnani s mlad$imi nemocnymi

Sykorova A., Pytlik R., Mécikova H., Janikova A., Prochéazka V., Belada D., Sélek D., Benesova K.,
Klener Jr. B, Dura$ J., Smolej L., Simkovié M., Campr V., Vosahlova V., Blahovcové P, Trnény M.

(IV. interni hematologicka klinika LF UK a FN Hradec Kralové, I. interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze,
Interni hematologicka klinika 3. LF UK a FN Kralovské Vinohrady, Praha 4, Interni hematologicka

a onkologicka klinika LF MU a FN Brno, Hematoonkologicka klinika LF UP a FN Olomouc, Klinika
hematoonkologie, FN Ostrava, Ustav patologie a molekularni mediciny, 2. LF UK a FN v Motole,
Praha, Datacentrum Kooperativni lymfomové skupiny, I. interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze)

Uvod: Burkittiiv lymfom (BL) se Fadi k vzacnym podjednotkam ne — Hodgkinovych lymfomti (NHL)
s agresivnim chovanim. Pfedstavuje < 1 % vSech NHL. Na molekularné biologické urovni je lym-
fom charakterizovan translokaci a deregulaci c-MYC onkogenu na chromosomu 8. V 1é¢bé se pou-
ziva chemoterapeuticky rezim CODOX-M/IVAC (cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, methotrexat,
ifosfamid, cytosin arabinosid, a etoposid) - Magrath et al. - a je zaloZeny na stratifikaci pacientd do
2 skupin (s nizkym/vysokym rizikem). Pacienti s nizkym rizikem jsou nemocni s kompletné reseko-
vanou abdomindlni masou nebo s 1 extraabdominalni lokalizaci tumour, s normalni hodnotou LDH
a jsou léceni rezimem CODOX-M. Soucasti terapie je intrathekalni aplikace. Starsi nemocni byvaiji
|é¢eni obvykle méné intenzivnimi nekurabilni rezimy, proto je jejich prognéza horsi.

Cil: Porovnani klinickych charakteristik a analyza lé¢ebnych vysledk( nemocnych s BL podle véku
(<60 let vs. > 60 let) z prospektivné vedené databaze Kooperativni lymfomové skupiny (KLS) nové
diagnostikovanych pacient s NHL.

Nemocni a metody: Zastoupeni BL v databazi KLS je 0,84 % (118/14 047 pacientl/p/). Analyzovali
jsme 101 pacientli se sporadickym subtypem BL diagnostikovanym od Unora 1999 do ledna 2016.
Pacienty s BL spojenym s imunodeficitem a pacienty, ktefi méli pouze postiZzeni kostni dfené, jsme
z analyzy vyloucili. Charakteristiku pacientt ukazuje tabulka 1. Low risk BL jsme zaznamenali u 10%
p. Samostatnou chemoterapii (CHT) bylo Ié¢eno 18 % p, rituximabem+CHT 82 % pacient(i - 64 (81%)
mladsSich a 16 (73%) starsich p. Intenzivni CHT rezim byl pouzit u 82 (84 %) p — v 91 % u mladsich p

a v 53% u starsich pacientl. Z intenzivnich rezimd byly u mladsich nemocnych pouzity rezimy CO-
DOX-M (17p), CODOX-M/IVAC (51p) ajiné (14p). U starsich pacienttl byl pouzit rezim CODOX-M/IVAC
(8p), CODOX-M (1p), GMALL (2p), hyperCVAD (3p), HD-MTX/ARAC (1p). Mezi neintenzivni rezimy
jsme zaradili COP, CHOP a CHOP/HDMTX (16p). Kurativni chirurgicky zakrok podstoupilo 9 % p.
Radioterapie byla pouzita kdykoliv béhem 1é¢by u 11 % p.

Vysledky: Median sledovani souboru byl 4,2 roky. Statisticky vyznamné se skupiny dle véku liSily v po-
dani intenzivni terapie (p=0,0006). Lé¢ebnou odpovéd po indukéni IéCbé dosahlo 79 % pacientt (CR
74 %, PR 5 %, SD 1% a PD 13 % p). Tfi pacienti s PD podstoupili transplantaci (SCT) (1p alloSCT, 2p
autoSCT). Median PFS, resp. OS nebyl u pacientli < 60 let dosazen, u pacientll > 60 let byl median
PFS 0,62 roku (p=0,003) s medianem OS 1,17 roku (p=0,001). 5leté preziti bylo u pacientt < 60 let 77
% a up > 60 let 40 %. Zemrelo celkem 33 nemocnych: 19 na progresi choroby, 9 na toxicitu lé€by, 1
na duplicitu, 1 na jinou pfi€inu a u 3 nemocnych neni pfi¢ina Umrti znama. Vék > 60 let (p=0,0001), PS
ECOG > 1 (p<0,0001), Ann Arbor stadium IV (p=0,003), LDH > norma (p=0,026), pfitomnost extrano-
dalniho postizeni (p=0,02), CNS postizeni (p=0,0002), postizeni kostni dfené (p=0,0008), IPI skére 3-5
(p=0,0004), nedosazeni CR (p<0,0003) a intenzivni chemoterapie (p=0,012) mely dle univariantni ana-
lyzy statisticky vyznamny vliv na OS, vSechny uvedené faktory a navic “bulk” > 5cm (p=0,03) i vliv na
PFS. V multivariantni analyze byly vyznamnymi nezavislymi faktory pro krat$i PFS nedosazeni CR, extra-
nodalni postizeni, Ann Arbor stadium IV, pro kratsi OS pak postizeni CNS a nedosazeni CR (tabulka 2).
Zavér: Burkittav lymfom patii mezi vylécitelné lymfomy u mladsich nemocnych, u starsich pacientt
je ale prognéza neuspokojivd, nebot jen ¢ast nemocnych toleruje intenzivni kurabilni Ié¢bu. Pro
relativné vzacny vyskyt tohoto lymfomu je tfeba prospektivnich klinickych studii k uréeni optimalni
|é€by predevsim pro R/R nemocné a nemocné starsi 60 let.

Tabulka 1

Faktor Viichni pacienti Pacienti < 60 let Pacienti > 60 let Statisticka
(n=101) (n=79) (n=22) vyznamnost

Median véku, roky 45 (18-84) ®
Muzské pohlavi 75101 (74%) | 58/79 (73 %) | 17722 (77%) | p095
KS1v 65/99 (66 %) | 51/79 (64 %) | 14/20 (70%) | p=0,86
B symptomy 54/101 (53 %) | 43/79 (54%) | 11/22 (50%) | p-0,90
LDH > norma 6999 (70%) | 54/79 (68%) | 15720 (75%) | p=078
PS ECOG > 1 417101 @1%) | 2879 (35%) | 13/22 (59%) | p=0,081
Bulk > 5cm 5790 (63 %) | 44772 (61 %) | 13/18 (72%) | p=0,56
PI3-5 52/97 (54 %) | 38/79 (@8 %) | 14/19 (73%) | p=0,077
EN postizeni §5/101 (184 %) | 64/79 (81%) | 21/22 (96%) | p=0,18
CNS postiZeni [ 167100 (16%) | 11/79 (14%) | 5/20 (25%) | p-038
Postizeni KD 34/96 (35 %) | 28776 (37%) | 6/20 3B0%) | p-0,77
Intenzivni CHT 82/98 (84 %) | 72179 (91%) | 10/19 (53 %) | p=0,0006
Podani rituximabu S1/101  (80%) | 64/79 (81%) | 17/22 (77%) | p=0,90
LéEcbna odpoved | 797100 (79 %) | 65/79 (82%) | 14721 (66%) | p=021
Dosazeni CR 74100 (74 %) | 62779 (78 %) | 12721 (G7%) | p=0,09

Tabulka 2 Multivariantni analyza pro OS a PFS

Multivariantni analyza pro celkové piegiti (0S)
Faktor Odhadovany 95% CI Statisticka vyznamnost
HR (p - hodnota)
Nedosazeni CR 19,21 6,56-56,27 <0,0001
Postizeni CNS 5,76 1,61-20,58 p=0,0073
Moultivariantni analyza pro dobu do progrese (PFS)
Faktor Odhadovany 95% CI Statistickd vyznamnost
HR (p — hodnota)
NedosaZeni CR 98,74 18,22 - 535,07 p<0,0001
EN postiZeni 0,036 0,0027 - 0,51 p=0,014
Stadium IV 0,14 0,027 -0,76 p=0,023




34.
Retrospektivni analyza fertility Zen po 1é¢bé pokrocilého Hodgkinova lymfomu chemoterapii
BEACOPP eskal (1995 - 2017)
Markova J., Mocikova H., Gaherova L., Janc¢arkova T., Klaskova K., Vernerova Z., Dédeckova K.,
Kozak T. (Interni hematologické klinika, Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, Praha; Ustav
patologie FN Kralovské Vinohrady a 3. LF UK, Praha; Protonové centrum Praha a Ustav radiaéni
onkologie Nemocnice Na Bulovce a 1. LF UK, Praha)

Uvod: Poruchy funkce gonad po chemoterapii BEACOPP eskalovany (escal) jsou znamou toxici-
tou po Uspésné 1éc¢bé Hodgkinova lymfomu (HL). Pacienti a metody. Analyzovali jsme fertilitu 98
pacientek (pts) s pokrocilym stadiem HL, které byly Ié€ené chemoterapii BEACOPP eskal v letech
1995 - 2015. Vék Zen v dobé diagnodzy byl 18 — 34 let (median 27 let). 57 pts (58%) dostalo osm
cyklQ, 39 pts (40%) Sest cykll a dvé (2%) pts Ctyfi cykly. Nasledna radioterapie rezidualniho tumoru
30 Gy byla indikovana u 33 pts (32%). Ctyficeti deviti pts (48%) byla poskytnuta farmakologicka
ochrana gonad (GnRH agonista — Goserelin acetat, pozn. Dipherelin 3 mg i. m. 1 x za 4 tydny).
Median sledovani pts od konce lécby je 161 mésicu (r 23 - 216). Vysledky. 28 Zen porodilo 36
déti, 8 (28%) z nich 2 déti. Median véku v dobé diagndzy byl 26 let (r 19 — 32). Jen jedno dité
meélo izolovany maly rozstép rtu, ostatni jsou zdravé. Median porodni vahy: 3480 g (r 2850 — 5400
g). Dvé Zeny podstoupily IVF po ovarialni stimulaci, ostatni gravidity byly spontanni. 2 gravidity
byly ve 20 a 22 tydnu prferuseny (kongenitalni malformace: velky rozstép rtu a patra a monosomie
45,X0 Turner(v syndrom). Median doby od konce lé¢by do narozeni prvniho ditéte je 78 mésicl
(r 16 — 143). Jedna Zena porodila prvni dité (IVF, darovany oocyt) a za 14 mésict porodila druhé
dité, spontanné pocaté (11 let po terapii). Dalsi Zena spontanné otéhotnéla béhem hormonalni
substitucni 1é€by pro pred¢asné ovarialni selhani. S infertilitou koreluje hladina FSH. V poslednich
sedmi letech jsme v pravidelnych intervalech vySetfovali antimulerialni hormon (AMH). Prekvapivé
porodily i Zeny s velmi nizkymi hodnotami a u jinych se hodnota AMH postupné normalizovala. 15
zen (53 %) porodilo v obdobi 2014 — 2017. Vétsi pocet spontannich gravidit v poslednich 3 letech
pravdépodobné souvisi s redukci intenzity chemoterapie (z 8 na 6 cykld) a nelze vylougit i vyznam
soustavné provadéné farmakologické ochrany gonad. Vzhledem k relativné malému poctu pacien-
td a kratké dobé sledovani nelze z naeho souboru ziskat validni statistické vysledky.

Zavér: GnRH by méla byt mladym Zenam nabidnuta (i pfes nepresvédcivé vysledky studii u po-
krocilych stadii). Cilem vyzkumu velkych onkologickych center je dale snizovat intenzitu IéCby pfi
zachovani kontroly tumoru. Pfedpokladame, ze zavadéni novych strategii Ié€by gonadalni toxicitu
vyznamné snizi. Ceska skupina Hodgkinova lymfomu.

Podpoieno Grantem AZV 16 — 29857A, MZ CR a Vyzkumnym projektem P 27/2012, 3. LF UK Praha.

35.

Hodgkinlv lymfom seniorského véku

Mocikova H., Sykorova A., Markova J., Gahérova L., Lukasova M., Prochazka V., Martinkova L.,
Belada D., Stépankové P, Kral Z. (Interni hematologicka klinika, Fakultni nemocnice Krélovské
Vinohrady, Praha; IV.Interni hematologicka klinika FN, Hradec Kralové; Hemato-onkologicka klinika
FN, Olomouc; Klinika hematoonkologie FN, Ostrava; Interni hematoonkologicka klinika FN, Brno)

Starsi pacienti (pac) ve véku nad 60 let predstavuiji 10 %-20 % ze vSech pfipadd Hodgkinova lym-
fomu (HL) s vy$Sim vyskytem podtypu se smiSenou bunécnosti a jejich prognéza je vyrazné horsi
oproti mlad$im pac. Starsi pac. jsou Castéji diagnostikovani v pokrocilém stadiu s B symptomy,
Castéji se vyskytuje agresivnéjsi nemoc a pozitivita Epstein-Barrova viru. Progndzu ovliviiuje cel-
kovy zdravotni stav, dalsi pfidruzena onemocnéni a nizka tolerance intenzivnéjSi chemoterapie.
V dasledku komorbidit a toxicity je v prdbéhu chemoterapie nutné davky déle redukovat. V ¢eském
registru HL bylo v letech 2000 az 2016 zaregistrovano 151 pac. s klasickym HL ve véku nad 260 let
(11 % z celkového poctu HL). Median véku byl 67 (60-83) let, podtyp se smiSenou bunéénosti byl
zjistén u 55 % pac. a pokrocilé stadium u 60,9 % pac. Samostatna chemoterapie (CHT) byla pouzi-
ta u 66,2 % pac., kombinace CHT s radioterapii (RT) u 26,7 % pac. Antracyklinovy rezim byl pouzit
u 79,4 % (86 pac.). Samostatna RT byla pouzita u 4 % pac. 3 pac. dostali pouze podpUrnou lé¢bu
a u 3 pac. [é¢ba nebyla v registru uvedena. Celkova odpoveéd po 1.linii lé¢by byla dosazena u 70,9
% (kompletni remise u 57,6 %), stabilni nemoc u 0,7 %, primarni progrese u 7,3 % a u 21,2% pac.

odpovéd nebyla hodnotitelna. Z pac., ktefi odpoveédéli na 1.linii 1éCby se relapsy vyskytly u 12,6
% (19 pac). Median preziti bez relapsu/progrese (PFS) byl 7,9 let a median celkového preziti (OS)
10,2 let. 2leté PFS bylo 73,1 % (95 % IS 64,9 - 81,3) a 2leté OS bylo 82,2 % (95 % IS 75,0 - 89,3).
Zije celkem 53,6 % a 31,8 % (48 pac.) zemrelo: 11 na progresi HL, 14 na toxicitu 1é¢by, 13 v dusled-
ku jinych pfic¢in a u 10 pac. je pfi¢ina imrti neznama.

Zavér: Preziti pac. registrovanych v ¢eském registru HL je srovnatelné s literarnimi Udaji v této sku-
piné starsich pac. Dlouhodobé preziti bylo zavislé na pouziti reZzimu s antracyklinem. V souc¢asnos-
ti probihaji prospektivni klinické studie s pouzitim novych Ikl (brentuximab vedotin, nivolumab,
pembrolizumab) a s cilem zvysit uCinnost a sniZit toxicitu 1éEby v této skupiné starsich pacientd.
Prace byla podporena grantem AZV 16- 29857A, MZ CR.

PODPURNA PECE U SENIORU
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Alogenni transplantace po redukované pfipravé u pacienta starsich 60 let — 15 leté
zkusenosti HOO FN Plzen

Karas M., Steinerova K., Hrabétova M., Lysak D., Jindra P (HOO FN, Plzeri)

Uvod: vyskyt hematologickych malignit nartista s vékem a &asto se jedna o onemocnéni prognos-
ticky nepfiznivé, dlouhodobé neovlivnitelné standardni Ié€bou. Alogenni transplantace krvetvor-
nych bunék po redukované pripravé (RIT) muze u ¢asti starSich nemocnych zlepsit tuto nepfizni-
vou progndzu, nicméné s vyssim vékem pacienta nardstaji i transplantacni rizika spojena s vyssi
lé¢ebnou mortalitou (NRM). V tomto sdéleni shrnujeme naSe zkuSenosti s provedenim RIT u ne-
mocnych starSich 60 let na naSem pracovisti v poslednich 15 letech.

Pacienti a metody: od 1/2002 do 12/2016 153 pacientll s medianem véku 63 let (rozmezi 60-74 let),
z nichz 26% mélo HCT-CI >3 a 9% WHO stav >3, podstoupilo RIT. Zakladni onemocnéni (AML 81,
CLL 40x, NHL 8x, MDS 7x, MPD 7x, ALL 5x, CML 4x, MM 1x) bylo obvykle rizikové a u 35% pacientt
bylo pokrocilé ¢i chemorezistentni. Zdrojem krvetvornych bunék byla v 90% periferni krev a v 10%
kostni dfen s medianem podanych CD34+ bunék 5,45x10E6/kg (rozmezi 0,72-21,33x10E6/kQ).
V 46 (20%) pfipadech se jednalo o shodného pfibuzného, v 6 (4%) pfipadech o haploidentického
pfibuzného a v 102 (67%) pfipadech o nepfibuzného darce (z nichz 22% s HLA neshodou). Pre-
venci GVHD byla kombinace cyklosporinu A a methotrexatu. Dalsi postupy, Ié¢ba komplikaci, jejich
hodnoceni a hodnoceni vysledkd 1é€by probihalo dle standardnich kritérii.

Vysledky: u 142 (93%) pacientt doslo k prihojeni stépu. Z 142 hodnocenych pacient( se akutni
GVHD rozvinula u 97 (68%) pacientli a chronickd GVHD u 63 (53%) z 120 hodnocenych pacient(.
S medianem sledovani Zijicich pacientti 50 mésict (rozmezi 7-157 mésicl) Zije 56 (37%) nemoc-
nych v CR zékladniho onemocnéni. U 33 (22%) pacientt doslo k progresi ¢i relapsu onemocnéni..
Medién doby od RIT do relapsu byl 6 mésicl (rozmezi 2-49 mésicl). 64 (42%) pacientl zemfielo
z dlivodu NRM. NRM do dne +100 byla 12%, do roka po RIT 26%. Pfedpokladany EFS a OS ve
3 letech je 39% a 43%, nicméné pro skupinu s nepokrocilym zakladnim onemocnénim a HCT-CI 0-1
(34% pacientd) byl EFS a OS ve 3 letech 58% a 61%.

Zavér: ziskané vysledky ukazuiji, ze RIT mlZe u nemalé ¢asti pacient( starsich 60 let priznivé ovliv-
nit progndzu jejich rizikového onemocnéni. Mozny nepfivy vliv na NRM, incidenci relapsu a tim nizsi
celkovou efektivitu RIT u naSeho souboru pacientt ma fakt, Ze ¢ast (35%) nemocnych podstoupila
RIT predlécena a s pokrocilym stavem onemocnéni. Casnéjsi indikace k RIT by pak mohla vést ke
zlepseni vysledkU transplantacni Ié¢by starsich pacient(.

37.
Hematoonkologicky nemocny v intenzivni péci
Karvunidis T. (JIR I. interni klinika, FN Plzeri a Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova, Plzeri)

Spolu s rostouci incidenci hematologickych malignich onemocnéni, rozsifujicimi se moznostmi
|éCby a zlepsenim jejich prezivani je na jednotky intenzivni péce a/nebo anesteziologicko-resusci-
taéni oddéleni pfijimano stale vice hematoonkologickych nemocnych a to ¢asto i pokrocilého véku.
Davodem prijeti jsou (potenciélné) Zivot ohrozujici komplikace spojené pfimo s vliastnim zakladnim
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onemocnénim a/nebo jeho terapii ¢i komplikace pfipadnych komorbidit. Epidemiologie, indikace
k pfijeti do intenzivni pé€e, moznosti a rozsah lé€by stejné jako progndza akutniho stavu a pfi-
padna zména progndzy zakladniho onemocnéni v disledku akutni komplikace zUstavaji ¢astymi
nezodpovézenymi otdzkami hematolog( i intenzivistd.

38.
Management sepse u pacienttl v seniorském véku
Kula R. (Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny FN, Ostrava)

Edukacni sdéleni — abstrakt nedodan.

39.

Paliativni pé¢e a nemocny s hemato-onkologickym onemocnénim v CR

Polivka J., Svancara J. (Hospic Dobrého Pastyre, Ceréany; |I. interni klinika 1. LF UK a VFN, Praha;
Institut biostatistiky a analyz Masarykovy University, Brno)

Paliativni péce (PP) je v sou€asné dobé povazovana za standardni sou¢ast komplexni péce o ne-
mocné s onkologickym onemocnénim, nemocné s hemato-onkologickym onemocnénim (HOO)
nevyjimaje. Casny pfistup k PP a pfip. soub&zné poskytovani je spojeno s lepsi kvalitou Zivota
nemocného, lepsi kontrolou symptom, lep$im pfijetim a zvladanim své nemoci, vétsi spokojenosti
nemocného a pecujicich a také se snazsim pfechodem z nemoc ovliviujici IéCby do péce v zavéru
Zivota. HOO predstavuiji paty nejcastéjsi typ nadorového onemocnéni, s ro¢ni incidenci 33 pfipadu
na 100 000 obyvatel v CR (UZIS 2011). HOO predstavuji podle klasifikace WHO 2016 vice neZ sto
rliznorodych onemocnéni s rozdilnymi Ié¢ebnymi moznostmi, rozdilnym prdbéhem a prognézou.
Nemocni s HOO maji celosvétové oproti nemocnym se solidnimi nadory nizsi pravdépodobnost,
ze budou moci v pribéhu Zivota s onemocnénim vyuzit PP. Provedené studie jiz dostate¢né po-
psaly sou€asnou situaci ,vztahu® - nemocny s HOO a paliativni péce. Stejné tak byly definovany
prekazky integrace paliativni a hematologické péée. Situace v CR neni dosud znama. V prednasce
budou uvedeny zakladni informace o PP, o specifickych obtizich a potfebach nemocnych s HOO.
Budou predstaveny vysledky analyzy dat z Narodniho zdravotnického informacéniho systému, kde
v CR nemocni s HOO umiraji.

PSYCHOLOGIE

40.
Psychické reakce na nepfiznivé zpravy v seniu
Kalvodova L. (Soukroma psychologicka praxe, Brno)

Vychazime z psychologie osobnosti, vyvojové psychologie, dusevni hygieny a socialni psycho-
logie. Citace C.G.Jung, V.E.Frankl. Dugevni Zivotosprava ve staii: J.Svancara a jeho 5P optimalni
adaptace: perspektiva, pruznost, proziravost, porozumeéni, potéSeni. Nepfiznivé zpravy zddraziuji
v seniu pacientovu psychickou nedostate¢nost, bilanci zivota, revokace davnych prozitkd, ztratu
motivace Zzit. Seniorovy reakce v konaci, emoci, mentalnim uzplsobeni. Senior touzi pfedevs§im
netrpét, byt s blizkym, distojné zemifit.

41.
Humanisticka psychoterapie a formy prace s onkologickymi pacienty
Sporcrova I. (Ambulance klinické psychologie, Brno)

Na zékladé teoretickych vychodisek prednaska ukazuje, jak Ize pracovat s onkologicky nemocnymi
s uplatnénim postup humanistické psychoterapie - véetné konkrétnich priklad( a odkaz(i na kazuistiky.

42,
MozZnosti psychoterapie v paliativni pé¢i
Skrobankova A. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Diagnéza maligniho onemocnéni je vzdy vyraznym zasahem do zZivota ¢lovéka. Nemoc ma velky
dopad na jeho sebepojeti, na to, jak se vidi, chape a hodnoti. Po pocate¢nim Soku pfichazi do
nemochnice s jedinou nadéji - ze se uzdravi. Bohuzel ne vzdy se nemoc dafi zvladnout, situace se
nelepSi a i s timto je ¢lovék nucen se vyrovnat. Psychicka zatéz je velmi vyrazna a to nejen pro néj
samotného, ale také pro jeho blizké. Ti vSichni potiebuji védét, ze nejsou sami, ze stéle existuje
moznost, jak pomoci. Nezastupitelné misto ve zdravotnickém tymu tak m4, vedle lékaf(l a sester,
stale Castéji i psycholog. Zakladem jeho prace s nemocnymi v paliativni péci, pfip. terminalnimi, je
psychoterapie, zejména podpurna, ve které je dulezité nemocnému, ale i jeho blizkym, poskytnout
dostatek ¢asu a moznosti vyjadrit sva prani, obavy, starosti... Velmi dilezité je ujisténi, Ze je to pro
nas dulezité, Zze se tim budeme zabyvat. Soucéasti sdéleni budou také kazuistiky mapuijici praci
s nemocnym a jeho rodinou v terminalni fazi onemocnéni.

43.
Paliativni pé¢e v nemocni¢nim prostredi
Lhotova P (Nemonice Na Plesi, Nova Ves pod Plesi)

Tématu paliativni péce je v poslednich letech (opravnéné) vénovano stale vice pozornosti. Hovofime
o dileZitosti paliativni péce a jejim vlivu na kvalitu Zivota i délku doziti pacientt se zavaznymi nemoce-
mi, oborové specializaci paliativni péce, o riznych formach a jejich dostupnosti, o jeji Casné integraci.
Zvlasté v nemocnicich je ale ¢asto specializovana paliativni péc¢e novinkou, ktera je sice podporova-
na, nicméné pro mnoho zafizeni je vyzvou najit model, ktery dobfe sedne jejich stavajici organizaci.
Ve stejném Case pak dochazi k prudkému rozvoji onkologické IéCby, ktera ma stale vyssi ambice
na Uplnou Uzdravu pacientd. A pravé tu ocekavaji pacienti, kdyZ na odborna onkologickéa oddéleni
prichézi. Paliativni péce je pak Casto v jejich ocich (a i v ocich odbornik() jakymsi protikladem, ktery
podobé ma adresovat biopsychosocialni pfistup a byt nedilnou soucasti péce o onkologické paci-
enty ve vSech stadiich [éCby. SnaZime se proto o jeji asnou integraci. Pfispévek mapuje nas proces
implementace paliativniho pfistupu v IéCbé onkologickych pacientl a vypichuje kliCova témata, se
kterymi se béhem tohoto procesu setkdvame a cesty, které pfi vyporadavani se s nimi volime.

KONFERENCE ZDRAVOTNICH LABORANTU

44,
Mnohoéetny myelom - co je vhodné védét v praxi laboranta
Minafik J. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Mnohocetny myelom je druhou nej¢astéjsi hematologickou malignitou. Lisi se od ostatnich nadoro-
vych onemocnéni krvetvorby svymi klinickymi projevy, laboratornimi nalezy i diagnostikou. Celkové
projevy mnohocetného myelomu byvaji obvykle nespecifické a mohou byt spojovany s pfiznaky
jinych internich onemocnéni. Zmény v krevnim obraze i v biochemickém spektru Ize pozorovat
i u jinych stav(. Presto je soubor pfiznakd spole¢né s vybranymi laboratornimi zménami pomérné
charakteristicky a mél by vést k spravné diagnéze. Naplini sdéleni jsou zakladni informace o mno-
hocetném myelomu, o jeho projevech a diagnostickych moznostech. Je poukazano na odli$nosti
od ostatnich hematologickych jednotek véetné spravného vysetfovaciho algoritmu. Zminéna jsou
soucasna kritéria, umoznujici [é¢bu u asymptomatickych jedincu jesté pred rozvojem organového
postizeni. V prehledu jsou zminény téz 1é¢ebné pristupy s dlrazem na aktualni moznosti l1écby
pomoci lékl s biologickym mechanismem Ucinku.

45,
Pratokova cytometrie v diagnostice mnohocetného myelomu
Kremlova H., Novak M. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Diferencidlni diagnostika mnohoc¢etného myelomu pomoci prdtokové cytometrie vychazi z identifika-
ce plazmatickych bunék, definovanych kombinaci znakli CD38+/CD138+. Pomoci marker(i CD19
a CD56 odlisujeme fyziologické formy plazmocytld od patologickych, coz konfirmujeme vysetrenim
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klonality lehkych fetézc(i imunoglobulindl. Za typicky patologicky imunofenotyp je povazovana kombi-

nace CD38+/CD138+/CD19-/CD56+ s restrikci lehkych fetézcd. V nasi laboratofi vyuzivame pritokovy

cytometr BD FACS Canto II, ktery diky osmibarevné technologii umozriuje na patologické populaci dale
vizualizovat znaky CD45,CD28,CD33 a CD117, které umoziuji prognostickou stratifikaci nemocnych
a doplfuji imunofenotyp pro analyzu minimalni rezidualni nemoci. Vysledek stanoveni minimalni rezi-
duélni nemoci odréazi hloubku Ié¢ebné odpoveédi nemocnych, zasadnim zplsobem ovliviuje jejich dalsi
progndzu a je nezavislym faktorem délky preziti. Vyhodou pritokové cytometrie je zejména rychlost
laboratorni odezvy, vysoké senzitivita a specificita spolu s ,,pfidanou hodnotou*® vysSetreni, ktera spociva
pak obtizna standardizace vySetfeni a zejména bias poctu plazmocytl mezi cytometrickym vysetrfenim
a vysledkem morfologického stanoveni (mikroskopicky diferencialni rozpocet leukocytll). Z ddvodu
ztraty Casti plazmatickych bunék béhem pfipravy vzorku pro pritokovou cytometrii neni mozné pocet
plazmocyt( ziskany témito dvéma metodikami porovnavat. Podporeno grantem IGA_LF_2017_007

46.

Cytogeneticka analyza u nemocnych s mnohoéetnym myelomem

Kropackova J., Prekopova I., Hanzlikova J., Balcarkova J., Mlynar&ikova M., Holzerova M.,
Urbankova H., Minafik J., Papajik T. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Mnohocetny myelom (MM) je tfeti nejcastéjsi hematologické onemocnéni, které postihuje zejména pa-
cienty starsi 60 let. Jedna se nadorové onemocnéni postihuijici terminalni vyvojova stadia B-lymfocytu-
-plazmatické bunky (myelomové buriky). Chromozomalni abnormality u mnohoc¢etného myelomu maiji
biologicky a prognosticky vyznam. V sou¢asnosti je MM podle nalezenych cytogenetickych zmén roz-
délovan na hyperdiploidni a nonhyperdiploidni. Hyperdiploidni MM je spojen s trizomiemi lichych chro-
ni MM je prognosticky méné pfiznivy a je charakterizovan translokacemi zahrnujicimi IgH gen- napf.
t(11;14) a t(4;14). Delece RB1 genu/monozomie chromozomu 13 je popisovana u obou skupin stejné
tak dalsi prognosticky nepfiznivé cytogenetické zmény jako delece genu TP53 (17p13), zmnoZzeni ob-
lasti 1g21 nebo delece oblasti 1p32. VySetifeni pomoci klasické cytogenetické analyzy byva malokdy
Uspésné vzhledem k nizkému poctu myelomovych bunék v kostni dfeni, jejich nizké mitotické aktivité
amikroskopicky nehodnotitelné morfologii chromozom(i v metafazich. Uspés$na klasicka cytogeneticka
analyza karyotypu byva spojena s agresivnim priibéhem nebo pokrocilej§im stadiem onemocnéni a je
pozorovana u 30 - 40 % pacientd. Pro doplnéni a presnéjsi urceni nalezenych zmén v karyotypu je
pouzivana metoda mnohobarevné fluorescencni in situ hybridizace (M-FISH). Metoda fluorescencni in
situ hybridizace (FISH) a jeji kombinace s imunofluorescencni detekci lehkych fetézct monoklonalnich
imunoglobulind v cytoplasmé myelomovych bunék, kterou oznac¢ujeme jako metodu FICTION, umoz-
fiuje cilenou detekci chromozomovych zmén v myelomovych bunkach a identifikaci chromozomovych
abnormalit u vétsiny pacientd s MM. Cilem sdéleni je ukdzat na zajimavych pfipadech pacientdi s MM
vyznam klasického cytogenetického vysSetieni v kombinaci s molekularné genetickymi metodami FIC-
TION a M-FISH. Prace je podporovana grantem IGA_LF_2017_007

47.

Diagnostika Waldenstromovy makroglobulinemie z pohledu molekularné-biologické laboratore
Orviska M., Kfupkova L., Divoka M., Lapcikova A., Pika T., Minarik J., Papajik T. (Hemato-
onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Waldenstréomova makroglobulinémie (WM) je vzacna hematologicka malignita definovana jako lymfo-
plazmocytarni lymfom s infiltraci kostni dfené a pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu IgM v séru
(paraprotein). Paraprotein zvySuje viskozitu krve a mlze vést az k syndromu hyperviskozity. V natéru
periferni krve je charakteristickym nalezem népadné rouleaux (penizkovaténi erytrocytt). Pozorujeme
i atypické lymfocyty a lymfoplazmocytoidni elementy. U vice nez 90 % pacientd s WM je piitomna
aktivujici mutace L265P v genu MYDB88, jejiz detekce napomaha odliSeni WM od jinych pfibuznych
malignit (napf. mnohocetného myelomu). Pfiblizné u tfetiny pacientl pozitivnich na mutaci v genu
MYD88 je soucasné piitomna i mutace v genu CXCR4, ktera ovliviiuje klinické projevy onemocnéni
a usnadnuje prognostickou stratifikaci nemocnych. Cilem naseho sdéleni je priblizit Glohu molekular-
né-biologické laboratore v diagnostice a prognostické stratifikaci pacientdi s WM. DNA byla izolovana

z mononuklearnich bunék kostni diené standardnimi technikami. Mutace v genu MYD88 byla deteko-

vana pomoci alelové specifické PCR; mutace v genu CXCR4 pomoci Sangerova pfimého sekveno-

vani. VSechny nalezené mutace byly potvrzeny pomoci restrikéniho Stépeni. V roce 2014 jsme v nasi
laboratofi zavedli molekularné genetické vySetfeni mutace MYD88 a CXCR4. Celkem jsme vySetfili 38
pacientll s podezfenim na WM. U 24 pacientl byla potvrzena mutace MYD88 a 5 z nich neslo soucasné
i mutaci CXCR4. Tito pacienti méli agresivnéjsi pribéh choroby (vyssi IPSS, pancytopenie, vyssi hladina
paraproteinu a volnych lehkych fetézcl v séru, vyssi infiltrace kostni dfené) a souc¢asné u nich byla
pozorovana horsi lé¢ebna odpovéd. Analyza mutaci v genech MYD88 a CXCR4 pomoci molekularné-
-genetickych technik je nepostradatelnou soucéasti diagnostiky a prognostické stratifikace pacientu.
Pfitomnost a typ mutaci v genech MYD88 a CXCR4 maji vliv na klinické projevy a prognézu WM a vyset-
feni mutacniho stavu téchto genli by mohla napomahat pfi vybéru optimalni IéCebné strategie.

Tato prace byla podporena grantem IGA-LF-2017-007.

CHRONICKA LYMFOCYTARNIi LEUKEMIE

48.
Nezadouci téinky inhibitorti B bunééného receptoru, komplikace l1écby CLL
Urbanova R., Turcsanyi R, Papajik T. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Farmakologicka inhibice aktivace B buné¢ného receptoru (BCR) v nadorovych burikach chronické lym-
focytarni leukémie (CLL) hraje kliCovou roli v 1é¢bé vysoce rizikovych, relabuijicich a refrakternich one-
mocneéni (R/R), nemoci s del(17p) a mutaci TP53, které jsou rezistentni vi¢i imunochemoterapii. Inhibice
BCR je mozna pies Brutonovu tyrosinkinazu (BTK), kde v klinické praxi prvnim dostupnym a vysoce
ucinnym Iékem je ibrutinib a dale pfes cytoplazmatickou tyrosinkinazu PI3K, jejimz inhibitorem je idelali-
sib. Preziti nemocnych s R/R CLL bylo do pfichodu inhibitord BCR kréatkeé. Idelalisib v kombinaci s rituxi-
mabem a ibrutinib prokazaly prodlouzeni doby do progrese onemocnéni a celkového preziti u R/R CLL.
Terapie je nemocnymi dobfe tolerovana. Presto se objevuiji nékteré zavazné nezadouci Ucinky stupné 3
a 4. Median véku pfi diagndze CLL je kolem 71 let, k terapii inhibitory BCR se dostavaji starsi nemocni,
u kterych s narGstajici komorbiditou a polypragmazii vyznamné stoupa riziko komplikaci a Iékovych in-
terakci. Nékteré Casté nezadouci Ucinky ibrutinibu jsou zviadnutelné, Ié¢ebné dobre ovlivnitelné, napf.
trombocytopenie, neutropenie, anémie, prijem, respiracni infekce, bolesti kloubU a svalll, periferni oto-
ky, stomatitida. Ibrutinib vede k poruse agregace trombocyt( s naslednym rizikem krvaceni. V pripade,
ze nemocny jiz v dobé zahdjeni lécby uziva antikoagulacni terapii, je preferovan alternativni inhibitor
(idelalisib). Je doporu¢eno preventivni laboratorni testovani sméfujici k vytipovani rizikovych nemocnych
(vySetfovani agregace trombocyt, hladiny VWF a FVIII). Nutné je vysazeni terapie ibrutinibem pred a po
chirurgickém zakroku a pfed vSemi invazivnimi vykony. Je popisovan zvySeny vyskyt fibrilace sini (FiS),
s trvanim terapie ibrutinibem a vékem nad 65 let riziko vyskytu narlista. V této souvislosti je dilezitou
otézka indikace antikoagulaéni terapie. V praxi se pouziva CHA2DS2 VASC skoére ke stanoveni rizika
trombembolie pfi FiS, pomoci néhoz Ize identifikovat nizce rizikové nemocné, ktefi k antikoagula¢ni te-
rapii indikovani nejsou a déle jsou v literature diskutovany prednosti a nevyhody uziti warfarinu a novych
orélnich antikoagulantii. Optimalni je spoluprace s kardiologem také stan antiarytmické terapie, zejména
ve vztahu k moznym lékovym interakcim. Ibrutinib zvySuje riziko vyskytu hypertenze, dlisledna kom-
penzace krevniho tlaku by méla minimalizovat riziko komplikujici fibrilace sini. Ibrutinib a idelalisib jsou
metabolizovany pomoci cytochromu P450, izoformy CYP3A. Inhibitory CYP3A zvySuji toxicitu terapie.
Vzhledem k Cetnosti Iékovych interakci na Urovni CYP3A4 je zfejmé, ze je tfeba zvaZovat konkomitantni
medikaci. Hlavnim nezadoucim Gc¢inkem idelalisibu jsou neutropenie, trombocytopenie, prijem, kolitida,
hepatopatie. Prdjmy vzniklé po vice nez pul roce od zahajeni Iécby mohou byt zpUsobeny lymfocytarni
kolitidou s nutnosti vysazeni |éCby a zahajeni terapie kortikoidy. Pneumonie byly vétSinou infekéniho
plvodu véetné infekce Pneumocystis jiroveci a infekce Cytomegalovirem (CMV), coz vedlo k doporu-
Ceni profylaktické lécby cotrimoxazolem a k testovani PCR CMV pfi 1é€bé idelalisibem. Zavazné byly
pneumonitidy imunitni etiologie vyZaduijici vysazeni idelalisibu a terapii kortikoidy. Terapii inhibitory BCR
(ibrutinibem nebo idelalisibem) je tfeba ukoncit pouze v pripadé zavazné Iékové toxicity, protoze progné-
za nemocnych po vysazeni této terapie je pro ¢asné relapsy nemoci velmi nepfizniva, stejné tak neni pro
pravdépodobnost relapsu doporuc¢ovano neopodstatnéné prerusovani 1é¢by. Pokud je vysazeni inhibi-
toru pro toxicitu nezbytné, nemocni mohou byt prevedeni na terapii druhym z inhibitord.
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49.

Aktualni postaveni alogenni transplantace v 1é¢bé chronické lymfocytarni leukémie
Lysak D. (HOO FN, Pizeri)

Alogenni transplantace krvetvornych kmenovych bunék (aloTx) predstavuje dllezitou a stale jedinou
kurativni Iéebnou modalitu pro nemocné s vysoce rizikovou chronickou lymfocytarni leukémii (HR-
-CLL). S dostupnosti cilené terapie se role transplantace znovu definuje a jeji indikace se posunuje
do pozdéjsich stadif relabuijiciho ¢i refrakterniho onemocnéni. Konsensualni EBMT doporuceni z roku
2007 nabizela transplantaci relabujicim pacientdm s HR-CLL definovanou ¢asnym relapsem po chemo-
-imunoterapii s purinovymi analogy nebo pfitomnosti nepfiznivé cytogenetiky s del17p ¢ TP53 mutaci.
Nové BCR inhibitory prokazaly vyznamnou efektivitu u CLL a to i u vysoce rizikového nemocnéni, kde
nabizeji az 80 % ORR a 19 % PFS v 5-ti letech (ibrutinib). Léky typu BCRIi/BCL2a by mély byt proto
zvazovany u vSech pacientl s vysoce rizikovou CLL. Nové molekuly jsou efektivni, dobie tolerované
a funguiji i u nepfiznivych genetickych subtypl. Na druhou stranu nevedou k vyléceni CLL, po jejich
vysazeni m(ze nastat rychly relaps, pripadné se mdze rozvijet resistence. AloTx nabizi dlouhodobou
kontrolu a vyléceni onemocnéni u cca 50 % pacientl (véetné del17p) a piipadny relaps onemocnéni
po transplantaci je IéCitelny. Diky GvL efektu je mozna kompletni eradikace onemocnéni. Proceduru
Ize ovSem nabidnout pouze ¢asti pacientd, protoze je zatizena mortalitou a omezenim QoL. Aktualné
neni alogenni transplantace v ramci konsolidace nebo pifi relapsu po prvni linii 1é€by HR-CLL indiko-
vana, ¢emuz odpovida snizujici se pocet transplantaci pro CLL-z 407 v roce 2010 na 255 v roce 2015
(EBMT). Své misto ma aloTx u nemocnych se selhanim po dvou liniich terapie a pfi odpovédi na BCRi;
u nemocnych relabujicich po BCRi, ktefi maji odpovéd na venetoclax; ale také v pfipadé nedostatecné
odpovédi na venetoclax. Pacienti s Richterovou transformaci mohou byt indikovani pfi odpovédi na
antracyklinovy rezim. Naopak refrakterita i Casny relaps po purinovych analozich nejsou bezprostfedni
indikaci pro aloTx. Transplantace se u pacient(i odpovidajicich na nové molekuly bude stéle zvazovat
na zékladé rizikovosti nemocnéni a transplantace. Otézkou z(stava vhodné nacasovani aloTx, kterd by
nemeéla pfichazet po vyerpani vSech moznosti, ale méla by praveé vychazet z individualniho zvazeni
historie a rizika CLL a transplantacniho rizika v dobé, kdy existuje nad onemocnénim kontrola. Pacienti,
ktefi v dobé aloTx reaguii na terapii ibrutinibem, maji nizsi riziko relapsu po transplantaci. Casnéji miize
byt aloTx také zvazovana pii soubéhu del17p a komplex. karyotypu. Pro provedeni transplantace je
doporucovana redukovana pfiprava, po které Ize o¢ekavat cca 50 - 60 % pravdépodobnost dlouhodo-
bého preziti s nerelapsovou mortalitou kolem 20 — 30 % (v 5-letech) a GVHD jako nejCastéjsi pfic¢inou
Umrti. Jako zdroj krvetvornych bunék jsou preferovany PBSC, nelze ale odmitat ani BM, ktera nabizi
méné komplikaci vyplyvajicich z chronické GVHD, vyssi pravdépodobnost navratu do zaméstnani a to
bez vétsiho rizika relapst. Pribyva pacientd nad 60/70 let, ktefi podstupuji aloTx, a samotny pokrocily
vék nemusi byt prekazkou aloTx, kdy starsi pacienti dosahuji uspokojivé QoL. Obecné existuje prostor
pro snizovani transplantacni mortality u dlouhodobé prezivajicich, zejména starsich, pacientd. Nové
molekuly se v budoucnu vice zapoji do pred- a potransplantacni terapie a umozni lIépe v sou€innos-
ti s imunomanipulaci eradikovat rezidualni nemoc, pfipadné Iécit potransplantacni relaps. Souc¢asné
s lepsi kontrolou onemocnéni po aloTx mohou BCRIi redukovat zavaznost GVHD.

Prace byla podporena grantem MZ CR-RVO (Fakultni nemocnice Plzen-FNPI, 00669806).

50.

Alogenni transplantace po rezimu s redukovanou intenzitou u 25 pacientt s vysoce
rizikovou chronickou lymfatickou leukémii

Krej¢i M., Doubek M., Brychtova Y., Panovska A., Tomiska M., RobeSova B., Mayer J. (IHOK, FN,
Brno)

Uvod: Alogenni transplantace krvetvornych bunék (alo-HCT) ma u nemocnych s vysoce riziko-
vou CLL kurativni potencial a nabizi dlouhodobou kontrolu nemoci, problémem vSak zUstava
morbidita a mortalita spojena s alo-HCT. Role alo-HCT u CLL v éfe novych 1ékl je Siroce dis-
kutovana. Nasledné jsou prezentovany nase zkusenosti s provedenim alo-HCT ve skupiné 25
nemocnych s vysoce rizikovou CLL.

Metody: Vysoce rizikova CLL byla definovana takto: nemoc refrakterni na purinova analoga, krat-
k& odpovéd nebo Casny relaps (do 24 meésicll) po predchozi chemoimunoterapii, a/nebo pro-
grese nemoci s pfitomnosti nepfiznivych genetickych abnormalit (delece 17p/mutace TP53). Bylo

analyzovano 25 pac., ktefi absolvovali chemoterapii a pfipravny rezim s redukovanou intenzitou
(RIC) v naSem centru v obdobi 2007-2016. Median predtransplantacnich Ié¢ebnych linii byl 3, nové
léky (idelalisib, ibrutinib) byly podany u 20% nemocnych (5/25). Fludarabin (30mg/m2) a cytarabin
(2g/m2) po dobu 4 dni byly pouzity k cytoredukci, nasledné jako pfipravny rezim byl podan RIC ve
sloZeni celotélové ozéareni (TBI, 4Gy) a cyklofosfamid 40-60 mg/kg po 2 dny. Median véku pac. byl
53 let (rozpéti 32-66), typy darct a pouzité stepy byly nasledujici: HLA identicky sourozenec, n=6;
nepfibuzensky darce, n=19; periferni krvetvorné buriky, n=23; kostni dfen, n=2.

Vysledky: Median doby pfihojeni §tépu (neutrofily nad 0,5x10E9/l) byl 16 dni, jeden pac. zemfel
v aplazii, 96% pac. (24/25) dosahlo pfihojeni. Lé¢ebna odpovéd byla hodnocena u 22 pac.,
kompletni remise bylo dosazeno u 19 pac. (86%), negativita zbytkové nemoci byla dosazena
u 14 pac. (64%). Infuze darcovskych lymfocytd byly podany u 28% pac. Kompletni chimerismus
dosahlo 82% pac. v medianu 65 dni po alo-HCT. Incidence akutni GvHD byla 52%, incidence
chronické GvHD 41%, vétSinou se jednalo o mirné formy. Kumulativni mortalita bez souvislosti
s relapsem (NRM) po 1 roce a 2 letech od HCT byla 8% a 13%, pficiny umrti byly: multiorganové
selhani (1x), infekce (1x), GvHD (1x). Pfi medianu sledovani 37 mésicl od provedeni HCT Zije
64% nemocnych (16/25), z toho je 14 v remisi, 2 s relapsem CLL. Celkem 9 pac. zemfelo (3 umrti
na NRM, 6 Umrti na progresi/relaps CLL). U 32% pacient( doslo k relapsu CLL.

Zavér: Sekvenéni podani chemoterapie a RIC rezimu s naslednou alo-HCT je efektivni a bezpe¢na

terapie u vhodnych vysoce rizikovych pacientd s CLL, v nasem souboru byla Ié¢ebna odpovéd

86% a nizkd NRM. Doba do progrese (PFS) a celkové preziti (OS) ve 3 letech od provedeni alo-
-HCT byly 56% a 64%.

51.

Vyznam nalezu komplexnich karyotypt v souvislosti s delecemi/mutacemi genu TP53

u pacienti s CLL

Krizova L., Schneiderova P, Holzerova M., Vatolikova M., Turcsanyi R, Urbanova R., Kriegova E.,
Papajik T., Urbankova H. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc; Ustav imunologie FNOL a LF
UR Olomouc)

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je nejCastéjsi leukémii dospélého véku vyznalujici se hete-
rogennim pribéhem onemocnéni. Ureni prognosy nemocnych je zalozeno na klinickych a labora-
tornich vysledcich, mezi kterymi hraje vyznamnou roli cytogenetické vysetieni. K nélezlim negativné
ovliviiujicim prognosu pacienta patfi delece genli TP53, ATM, BIRC3, dlouhého ramene chromosomu
6 a také nélez komplexnich zmén v karyotypu (KZ). KZ se vyskytuji u 10-30 % pacientt s CLL a koreluji
s vyskytem nemutovaného IGHV a pozitivitou patologickych B-lymfocyt(i na znak CD38. Cilem této
prace bylo zjistit, jaka je frekvence KZ v souboru pacientt s CLL vySetfenych na HOK Olomouc v letech
1999-20186, stanovit, zda existuje klinicky rozdil mezi pacienty s KZ, ve kterych je zahrnuta delece TP53,
pacienty s KZ bez této delece a pacienty pouze s deleci TP53. Celkovy soubor tvorfilo 785 pacientd,
ztoho u 117 pacientt (15 %) byly prokézany KZ. Tito pacienti byli vySetieni metodami konvencni a mo-
lekularni cytogenetiky (FISH, mFISH a arrayCGH) a molekularni genetiky (ur¢eni mutacniho stavu IGHV
a mutace TP53). Soubor tvofilo 83 muzl a 34 zen s medidnem véku pfi diagnose (dg) 61 let (34-87
nejcastéjsi nalezené rekurentni chromosomalni zmény patfi delece 13q14 (74 pp = 63 %), delece ATM
(56 pp = 48 %), delece TP53 (41 pp = 35 %) a zmnozeni genu MYC (38 pp = 32 %). 31 pacientll
(76 %) s deleci genu TP53 mélo zaroven mutaci druhé alely. Naopak u 13 pacientd, u kterych nebyla
prokazana delece genu TP53, byla prokdzana mutace. Mezi chromosomy, které nejCastéji vstupuiji do
translokaci nebo jsou zahrnuté do pocetnich zmén a dicentrickych chromosomdl, patfi chromosomy
2,8, 13 a 17. 94 pacientd (80 %) mélo nemutovany IGHV status (p=<0,001). Na zékladé statistického
porovnani bylo zjisténo, Ze pacienti s KZ maji kratsi median preZiti ve srovnani s kontrolni skupinou CLL.
Déle bylo prokézano, ze pacienti s KZ nalezenymi jiz v dobé dg maiji kratSi median preziti nez pacienti
s KZ, které byly detekovany az v pribéhu onemocnéni. Delece/mutace genu TP53 zahrnuté v KZ ne-
maiji jiz na prognosu vliv. Byla prokézana zavislost mezi vyskytem komplexnich zmén a nemutovanym
IGHV. Nase prace prokazuje, ze KZ detekované kombinaci dostupnych cytogenetickych a molekularné
cytogenetickych metod jsou duleZitym prognostickym faktorem u pacientli s CLL a jejich nélez je spo-
jen s progresi onemocnéni, negativni prognosou, rezistenci vici terapii a kratSim prezivanim pacientd.
Tato prace je podporena granty VES16-32339A a IGA_LF_2017_007
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52.
Dopad rekurentnich mutaci na dobu do progrese po terapiich zahrnujicich rituximab
v 1. linii u pacientd s CLL
HlozZkova M., Malcikova J., Tom N., Borsky M., Brychtova Y., Doubek M., Panovska A., Diviskova E.,
Mraz M., Pospisilova S., Mayer J., Trbusek M. (IHOK, FN, Brno)

Pro pacienty s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) jsou rezimy zarhnujici rituximab (RTX) v kombi-
naci s chemoterapii vyznamnou terapeutickou moznosti. Dosavadni klinické studie prokazaly, ze paci-
enti s mutaci v genu TP53 z téchto rezimU neprofituji a méli by byt Ié¢eni pomoci alternativnich pristupd.
Kromé toho, mutace v genu NOTCH1 byly asociovany s nulovym benefitem z pfidani RTX k chemo-
terapii. Potencidlni dopad dalSich prognosticky dllezitych mutaci u pacientd s CLL z(stava nejasny,
véetné jejich role v relapsu onemocnéni. Cilem nasi studie bylo (a) posoudit dopad mutaci v genech
ATM, SF3B1, NOTCH1 a BIRC3 na dobu do progrese onemocnéni (PFS) u pacientli s CLL IéCenych
v prvni linii rezimy s RTX a (b) analyzovat klonalni evoluci mutaci v relapsu. Celkové bylo studovano 53
pacientll s CLL, ktefi byli v prvni linii [é¢eni rezimy FCR (fludarabin, cyklofosfamid, rituximab), Q-FCR
(FCR v redukované davce) nebo BR (bendamustin, rituximab). VSichni pacienti méli neporuseny gen
TP53 v analyzach FISH a FASAY (kvasinkovy funkéni test); 46/53 pacienttl (87%) vykazovalo nemutova-
ny status IGHV. Mutace byly identifikovany pomoci sekvenovani nové generace (Miseq, lllumina) u 53
vzorkU pred terapii a 41 vzork( z relapsu za vyuziti tfi samostatnych panell: ATM (exony 2-63; median
pokryti (MP) 6100), SF3B1/NOTCH1/BIRC3 (exony 14-16, ¢ast exonu 34 a exony 7-10; MP 11200)
a TP53 (exony 2-11; MP 31500). Funkéni dopad mutaci v genu ATM byl klasifikovan pomoci online
nastroju SIFT a PolyPhen. Pii klinické analyze byly uvazovany mutace piitomné ve >10% readd (mo-
lekul). PFS bylo stanoveno pomoci log-rank testu (Mantel-Cox). Interval byl pocitan od doby ukonceni
terapie do klinické progrese onemocnéni (dle doporuceni iwCLL). U analyz provedenych pred terapii
bylo identifikovano 23 pacientt s jednim mutovanym genem a 7 pacientl se dvéma mutovanymi geny;
Zbyvajici pacienti (n=23) mély vSechny geny v poradku. Pocet vzorkl s jednotlivymi mutacemi byl
nasledujici: ATM — 15 pacient( (uvazovany byly pouze mutace s predikovanym funkénim dopadem),
SF3B1 - 10 pacientd (hot-spot mutace), NOTCH1 — 7 pacient(i (delece ¢.7541_7542) a BIRC3 - 5
pacientl (frame-shift mutace). U jednotlivych Ié¢ebnych rezimd nebyly pozorovany signifikantni rozdily
v PFS: mediany byly 16,5 mésice (m) pro FCR (30 pacientl; median: 4 cykly); 15 m pro Q-FCR (15
pacient(; 4 cykly) a 14 m pro BR (8 pacienty; 3,5 cykld); P = nesignifikantni (ns). V univariacni analyze
individudlnich genovych defektll jsme nepozorovali nepriznivy dopad mutaci na PFS: ATM-mut medién
19 m vs. 14 m u wt pacientd; SF3B1-mut 19,5 m vs. 16 m; NOTCH1-mut 32 m vs. 15,5 m; BIRC3-mut
16 mvs. 16 m (vSechny analyzy P = ns). V detailnéjsi analyze strukturované podle defektd v genu ATM
vykazovali nejkratsi PFS (11 m) pacienti se samotnou deleci 11q (druha alela ATM neporusena, n=13),
a poté nasledovali pacienti ATM-mut (n=15; 19 m; P=0,1) a wt (n=24; 24 m; P=0,041). V doplnujici
analyze strukturované dle cytogenetickych abnormalit méli pacienti s trizomii chromozému 12 (n=7)
vyrazné delSi PFS nez pacienti bez této aberace (44,5 m vs 16 m; P=0,028). Analyza klonaini evoluce
u relabovanych pacientd (provedena u 41 parovych vzorkt) odhalila nésledujici vyznamné udalosti:
u dvou pacientl selekci mutace v genu TP53 (z 2,3% na 77% a z 5,4% na 64,5%), u dalSich dvou selekci
mutace v genu ATM (z 8% na 15% a z wt na 18%) a také komplexnéjsi zmény zahrnuijici expanzi i Ustup
mutaci v genu BIRC3 u tfi pacientd. Nase pilotni analyza provedend u zatim omezeného souboru ne-
naznacuje negativni dopad studovanych mutaci u Ié¢ebnych rezimd s RTX v 1. linii. Nékteré vzorky
z relapsu vykazuiji docela odlisny mutaéni profil.

Prace byla podporena projekty AZV 16-32743A, MUNI/A/1106/2016 a FNBr 65269705.

AKUTNi LEUKEMIE/MYELODYSPLASTICKY SYNDROM

53.
Molekularni genetika MDS v roce 2017 - vyznam pro klinickou praxi
JonasSova A. (I. Interni klinika — klinika hematologie, VFN, Praha)

Ackoli myelodysplasticky syndrom MDS je zavazné onemocnéni znamé nekolik dekad, jeho moleku-
larni patogeneze a otdzka pro¢ dochézi k vyvoji do AML zlstavaji neznamé. V patogenezi MDS hraji
roli genetické faktory, epigenetické a imunopatologické mechanismy. Sekvenovani nové generace

,next generation sequencing” (NGS) v poslednich péti letech odhalilo sadu mutaci, které mohou
hrét roli ve vzniku onemocnéni. Vétsina mutovanych gen( ovliviiuje nastaveni genetického programu
umoznuijici diferenciaci krevnich bunék, jde o mutace gend, které maji vyznam jako tumor supreso-
rické geny (TP53) , geny signalnich soustav (CBL, NRAS, KRAS, JAK2), geny s roli v epigenetickych
procesech (TET2, ASXL1, EZH2, DNMT3A, IDH1/2) geny pro apoptotické a anti-apoptotické faktory
s geny s roli v reparaci DNA (TP53, ATM, BRCC3), geny transkrip&ni regulace (TP53, RUNX1, ETVS6,
BCOR ) a geny RNA sestfihového mechanismu (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2). Posledni prace
dokladaji, ze u MDS nalezneme minimalné jednu z mnoha znamych onkogennich mutaci u zhruba
70-90% nemocnych. Studium mutaci stoji v poslednich letech ve stfedu zajmu vyzkumu tykajiciho se
nejen patogeneze MDS ale i stanoveni prognézy a identifikace respondentt na specifickou terapii.
Zvlasté co se tyCe progndzy se stéle vice obraci pozornost k vysledkdim molekuldrné genetickych
vySetfeni a nalezu mutaci, které maji, jak se zda urcitou prognostickou vahu (napfiklad: TP53, ASXL1,
EZH2, TET 2, SF3B1, RUNX1, CBL, NRAS). Krucidlni je napfiklad mutace tumor supresorického genu
TP53. Stran progndzy se zd4, Zze podobné jako je tomu u cytogenetickych zmén, ¢im vice mutaci
nemocny ma, tim horsi prognéza je. Vyznam ma také alelicka frekvence jednotlivych mutaci. Vyskyt
mutaci u nemocnych je velmi variabilni, vét§ina nemocnych sice méa néjakou mutaci, ale vyskyt spe-
cifické mutace v ramci celé MDS skupiny nepfesahuje 20% . Coz obzvlasté Cini potize v identifikaci
jejich jasné patogenetické a prognostické role. Kumulujici se poznatky a ¢asto ne zcela jednotné
vysledky z rliznych analyz tykajici se vyskytu a prognostického vyznamu mutaci nyni ukazuiji jak
slozita situace je. Vyjime€né jsou mutace sestfihového mechanismu (spliceosom) a mutace genu
TP53. Mutace spliceosomu se vztahuji k jednomu podtypu MDS RARS a RARS-T (tedy refrakterni
anemie s véneckovitymi sideroblasty ev. s trombocytémii) u téchto podskupin se vyskytuje minimalné
jedna mutace splicesomu témér ve 100% nemocnych a tak se de facto stavaji diagnostické pro tyto
podskupiny. V souc¢asné dobé dokonce v nové MDS klasifikaci ma pfitomnost mutace SF3B1 dia-
gnostickou hodnotu prakticky stejnou jako piitomnost véneckovitych sideroblastd, ¢i ji dokonce na-
hrazuje. Zda se, Ze mutace spliceosomu jsou tvz. ,founder” mutace a skute¢né hraji vyznamnou roli
ve vzniku dysplastické krvetvorby. V posledni dobé se proto vyvijeji 1éky ovliviujici spliceosom. Pro
klinické vyuziti vysledkd molekularné genetickych vysetreni a mutaci je, jak jsme uvadéli v soucasné
dobé jednou ze stézejnich otazek identifikovat ty mutace, které maji opravdu silny a jednoznacny
prognosticky vyznam. Jak ukazuje fada praci s poslednich 2 let se postupné zuZuje okruh jasnéjsich
byt ne 100% prediktorti progndzy. Napriklad prace Della-Porty et al. v JCO 2016 identifikuje jiz jen 3
mutace (ASXL1, RUNX 1 a TP53) jako nezavislé prognostické faktory vysledku allogenni transplanta-
ce u MDS. Jina prace doporucuije pfidani mutace SF3B1, ASXL1, EZH2 a TP53 k IPSS-R a vytvoreni
revidovaného ,molekularniho” IPSS (RM-IPSS). Mutace TET2 zase muize napomahat k identifikaci
respondent(l na demetylacni terapii. Jak slozita a komplikovana situace, ale jesté stéle je, dobre pre-
sentuje nase prace (presentace Kamila Polarova et al OHD 2017). Nepodstatnym faktorem klinického
vyuziti je zatim dosazitelnost vysledkl a cena NGS.

54.
Pfistup k 1é€bé seniord s akutni myeloidni leukémii
Zak P (IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové)

Uvod: Akutni myeloidni leukémie (AML) dominantné postihuje pacienty stari 60 let ( 60 %
pfipadu), median véku pfi diagndze je 65-67 let. U 50-60 % nové diagnostikovanych pacientt
s AML starSich 65 let neni podana zadna antileukemicka terapie. 5

Cil sdéleni: Ukazat zplisob, jak planovat péci a Ié¢bu u seniort v podminkach CR Vék: Obvykle
je nutné definovat celkovy stav pacienta. Starsi pacienti jsou arbitrarné déleni do 3 kategorii :
65 -75 let, 76 - 85 let a nad 85 let. Nicméné kalendaini vék jako samostatny faktor neni, jak bylo
dokumentovano v fadé analyz, jedinym zasadnim a rozhodujicim kritériem. Dulezita se jevi
dalsi kritéria, ktera ukazuji na skute¢ny biologicky stav pacienta.

Celkovy stav: Pro posouzeni celkového stavu je nezbytné znat pfitomnost dalSich onemocnéni,
celkovy funkéni stav organ(, nutricni stav, Iékovou anamnézu, dusevni stav a rodinné zazemi.
Lécba: Pacient s AML, ktery se jevi jako ,geriatricky” a pres kalendarni vek je biologicky starsi neni
vhodny k agresivnimu Ié€ebnému pfistupu. Naopak u pacienta s nizkym rizikem lé¢ebné mortality
zvlasté u cytogeneticky pfiznivych variant AML je vhodné Ié€it standardnimi postupy (3+7) nebo
je zaradit do studijnich protokold. Vyuzitim této stratifikace doslo k vyznamnému snizeni s 1é¢bou
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spojené mortality v [é¢enych skupindch senioru a to jak pfi vyuziti pfistupu BSC (,best supportive
care“) nebo pfi podani hypometylaénich latek ¢i konvenéni chemoterapie.
Budoucnost: U seniorll s AML byvaji az v 60 % aktivovany signdalni dréhy, které hraji roli v leuke-
mogennim procesu. Vyzkumné protokoly jsou zaméfeny na blokovani téchto signalnich drah.
Rozvoj cilené terapie s cilem ovlivnéni aktivity - FLT3, RAS, cKIT, DOT1-L, BRD4 a IDH1,2 aj.
jsou nadéjnym pfislibem netoxické a u¢inné lIécby i pro pacienty s AML.
Zaveér: V soucasné dobé je zasadni vybrat seniory s nové diagnostikovanou AML, ktefi jsou v bio-
logicky dobrém stavu a/nebo maji cytogeneticky pfiznivou AML. Ti mohou profitovat z konvenéni
¢i vyzkumné terapie. V ostatnich pfipadech je vhodba ,BSC* nebo nizce intensifikovana lécba.

55.

Srovnani efektu podavani hypometylaénich latek s alogenni SCT u starsich nemocnych

s pokrocilym MDS

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

Podavani hypometylac¢nich latek (HMA) je efektivni u zhruba poloviny nemocnych s pokro&ilymi
stadii MDS, nicméné, vétsina nemocnych postupné relabuje a tfi roky pfezivd méné nez 10% .
Alogenni transplantace krvetvornych bunék (SCT) stéle predstavuje jediny 1é€ebny pfistup i ke
star§im nemocnym s pokrocilym MDS , jenz vede k dlouhodobému preziti u 35-40% nemocnych
i pres stale pomérné vysokou peritransplantaéni mortalitu (25-30%). V nasi studii jsme srovnavali
efekt podavani HMA s alogenni SCT u 59 nemocnych starSich 50 let s pokrocilym MDS (RAEB-2
¢i AML s multilinedrni dysplazii s méné nez 30% blastd ve dieni= RAEB-T). Ve skupiné lé¢enych
HMA dostavalo 34 z 38 nemocnych azacytidine (Vidaza ®) v davce 75 mg/m2x7 kazdych 28 dni
and 4 nemocni byli Ié¢eni decitabinem (Dacogen ®) v davce 20 mg/m2 x5 kazdych 28 dni.. Median
poctu podanych cykld byl 10.4 (rozmezi 3-31). Ve vékové shodné skupiné 21 transplantovanych
nemocnych bylo 9 nemocnych transplantovano bez predléceni, 10 nemocnych bylo pfed SCT
predléceno kombinovanou chemoterapii, 2 nemocni byli pfedléceni HMA, 10 nemocnych obdrzelo
myeloablativni pfipravny rezim, 11 nemocnych bylo transplantovano po redukovaném pfipravném
rezimu. LéCebna odpovéd na podani HMA (CR,PR, hematologické zlepSeni) byla pozorovana u 22
z 38 nemocnych (57,9%), CR bylo dosazeno u 10 nemocnych (31,8%). V transplantované skupiné
bylo dosazeno pfihojeni $tépu u 20 z 21 nemocnych, po SCT zemfelo 11 nemocnych (6 na kom-
plikace spojené se SCT, 5 nemocnych na relaps choroby).Mezi obéma skupinami nebyl pozorovan
rozdil v pravdépodobnosti preziti 2 roky (42% pro SCT vs. 36% pro HMA), signifikantni rozdil ve
prospéch SCT byl pfitomen pro pravdépodobnost preziti 3 roky a 5 let (42% a 38% pro SCT vs. 9%
a 4% pro HMA, P=0.001). Median preziti ¢inil 18.7 mésicld u nemocnych lé¢enych HMA oproti 42.6
meésice u transplantovanych (P=0.02). Pfi recentni analyze provedené za 48 mésicl o zahajeni
1é€by Zili 2 nemocni [é¢eni HMA (5,3%) a 9 transplantovanych nemocnych (42.8%) 23 nemocnych
lé¢enych HMA a 6 transplantovanych relabovali. Nebyl pozorovan vyznamny rozdil v efektu [éCby
a vyskytu vedlejsich G¢ink( mezi nemocnymi ve vékové skupiné 50-60 let a nemocnymi starsimi
60 let. Nase vysledky potvrzuji, Zze i pfes inicialni efekt podavani hypometylacnich latek u vice nez
50% nemocnych predstavuje SCT nadale jediny Ié¢ebny pfistup vedouci k dlouhodobému preziti
u signifikantniho po¢tu nemocnych i ve skupiné pacient( starsich 50 let s pokrocilym MDS.

56.

Mutace v genu NRAS u pacientd s akutni myeloidni leukémii (AML)

Durinikova A., JeZiskova I., Folta A., Dvorakova D., Kosafova Z., Culen M., Cetkovsky P, Zak P,
Szotkowski T., Jindra P, Racil Z. (Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno; Centrum
molekularni biologie a genové terapie, Interni hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno;
Ustav hematologie a krevni transflize, Praha; IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové;
Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc; Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzeri)

Uvod: Aktivaéni mutace RAS proto-onkogentl patii k asto detekovanym aberacim u solidnich
tumord i hematologickych malignit. Proteiny rodiny RAS (p21ras) jsou membranové proteiny
s GTPazovou aktivitou kontrolujici intracelularni signalni drahy. Somatické mutace gentl RAS zpU-
sobuji konstitutivni aktivaci RAS proteinu, vedouci k nekontrolovatelné zvySené proliferaci bunék

a snizené apoptdze. RAS geny koduii tfi vysoce pfibuzné proteiny (homology) o délce 181 - 189
aminokyselin: HRAS (11p15.5), KRAS (12p12.1) a NRAS (1p13.2). Zatimco u solidnich tumord
jsou s vyssi frekvenci detekovany mutace v genu KRAS, u AML jsou Cetnéjsi mutace NRAS genu.
Frekvence vyskytu mutaci je 11 az 30 % a jejich prognosticky vyznam zUstava nejasny. Cilem prace
bylo provést mutacni analyzu genu NRAS u velké skupiny pacient( s AML.

Metody: VySetfeni mutaci v genu NRAS bylo provedeno metodou sekvenovani nové generace
(NGS) u konsekutivniho souboru 231 de novo AML pacientll s kurativnim pristupem Iécby. NGS
knihovny byly pfipravovany ze vzork( DNA perifernich krvi z doby diagnézy onemocnéni za po-
moci panelu ClearSeq AML (Agilent Technologies). Sekvenovani probihalo na pfistrojich MiSeq
a NextSeq (lllumina); jako pozitivni byly hodnoceny vzorky s hladinou frekvence variantni alely
(VAF) > 2 %,

Vysledky: Minimalné jedna mutace v kodonech 12, 13 a 61 genu NRAS byla detekovana u 51/231
(22,1 %) analyzovanych pacientd. Majorita mutaci (74,6 %) byla lokalizovana do exonu 2 - glyci-
nové kodony 12 a 13. U 40/51 (78,4 %) pacient( byla identifikovana jedna mutace genu, u 11/51
(21,6 %) NRAS pozitivnich pacientl byla zachycena polyklonalita mutaci — 10/11 pacientd neslo
dvé a 1/11 pacientu tfi mutace soucasné. Celkem bylo identifikovano 11 rGiznych bodovych mu-
taci genu, nejéastsji G12D (27,0 %), G13D (19,0 %), G12S (12,7 %), Q61R (9,5 %), Q61K (6,3 %)
a Q61H (6,3 %). Ostatni varianty (G13R, G13C, G12A, Q61L, G13V) byly detekovany s ¢etnosti pod
5,0 %. Vedle mutaci v uvedenych kodonech byla u jednoho pacienta detekovana raritni mutace
G60E. Analyza distribuce mutaci ukazala, ze t¢émér u poloviny NRAS pozitivnich pacientll je mozné
soucCasné identifikovat pfitomnost mutace v genu NPM1 — 24/51 (47,1 %) a mutace v genu DNM-
T3A - 19/51 (37,3 %) pacient(.

Zavér: Detekovana frekvence mutaci v genu NRAS (22,1 %) potvrzuje, ze gen NRAS je vedle NPM1,
FLT3 a DNMT3A ¢tvrtym nejCastéji mutovanym genem u pacientt s AML. Navic urcita ¢ast NRAS
pozitivnich pacientd (21,6 %) nese vice mutaci genu souc¢asné. Vyznam koexistence téchto vice-
Cetnych mutaci v8ak zatim z(stava nejasny. ,Podporeno z projektu MUNI/A/1106/2016 a progra-
mového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. &. 15-25809A. Veskera prava podle predpis(i
na ochranu dusevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.”

57.

Blinatumomab v Ié¢bé pokro¢ilé akutni lymfoblastické leukemie - vysledky studie Tower

a nase zkusenosti

Horadek J. M., Lanska M., Visek B., Kupsa T., Zak P. (V. interni hematologické klinika, FN a LF UK,
Hradec Kralové; KWLVH, FVZ UO, Hradec Kralové)

Blinatumomab je mysi rekombinantni konstrukt jednoretézcové protilatky s vazebnou specifici-
tou pro B-bunéény antigen CD19 a epsilon fetézec komplexu T-bunécného receptoru/CD3 (TCR/
CD3) na jednom polypeptidovém fetézci. Patfi do nové tfidy bispecifickych konstruktl protilatek
nazvanych BIiTE (Bispecific T-cell Engagers), které byly navrzeny tak, aby smérovaly efektorové
pamétové T bunky (CD3+) k cilovym bunkam (CD19+). Tim dojde ke spusténi specifické cytoto-
xické reakce a lyze cilovych bunék. Béhem tohoto procesu aktivované T buriky produkuji proza-
nétlivé cytokiny (napf. TNF-q, IFN-y, IL-6, IL-2), které mohou vyvolat syndrom z uvolnéni cytokin(
(Cytokine Release Syndrome, CRS). V prevenci i IéCbé CRS se pouzivaji kortikosteroidy. Studie
Tower byla multicentrickd randomizovana studie faze 3, do které bylo zafazeno 405 dospélych
pacient( s relabujici nebo refrakterni B-prekurzorovou akutni lymfoblastickou leukemii (R/R B-
-ALL), Ph negativni. Pacienti byli v poméru 2:1 randomizovani k |é¢bé blinatumomabem (az dva
cykly v ramci indukce, az tfi cykly v ramci konzolidace u nemocnych s remisi, az po dobu 12
meésicd v rdmci udrzovaci 1é¢by pfi trvajici remisi) (n=271) nebo ke standardni chemoterapii dle
vybéru osetfujiciho l1ékafe (n=134), nejcastéji chemoterapie FIAG=Ida. Primarnim sledovanym
parametrem bylo celkové preziti (OS), k hlavnim sekundarnim sledovanym parametrim patfily
Cetnost CR po indukci, preziti bez pfihod (EFS), trvani remise (DOR), ¢etnost alogenni transplan-
tace krvetvornych bunék (aloT) a vyskyt nezadoucich Ggink( (NU). Vychozi charakteristiky paci-
entl v obou ramenech byly podobné: median véku nemocnych byl 41 let, v souboru prevazovali
muzi, tfetina nemocnych dfive podstoupila aloT. Lécba byla zahajena u 376 nemocnych. Median
OS byl signifikantné delSi v ramenu blinatumomabu (7,7 mésice) nez v ramenu chemoterapie (4,0
meésice) (HR 0,71; 95% Cl 0,55-0,93; p=0,01), po 6 mésicich prezivalo 54 % vs. 39 % pacientu.
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Rovnéz ¢etnosti CR s kompletni Upravou KO (34 % vs. 16 %; p<0,001), jakoz i ¢etnosti CR
s kompletni, ¢astec¢nou &i inkompletni Upravou KO (44 % vs. 25 %; p<0,001) byly po 12 tydnech
statisticky vyznamné vySsi pfi 1é€bé blinatumomabem v porovnani s chemoterapii. Ve skupiné
nemocnych s CR s kompletni, ¢aste¢nou ¢i nekompletni Upravou KO dosahlo MRD negativity
76 % vs. 48 % pacientl, median trvani remise byl 7,3 vs. 4,6 mésice a ¢etnost 6mési¢niho EFS
¢inila 31 % vs. 12 % (HR pro relaps po dosazeni CR s kompletni, ¢astecnou ¢i inkompletni Upra-
vou KO 0,55; 95% CI 0,43-0,71; p<0,001). AloT podstoupilo 24 % pacient( v obou ramenech.
Vysledky studie Tower ukazuiji, ze Ié€ba blinatumomabem v porovnani s chemoterapii u pacientt
s R/R B-ALL vedla k signifikantnimu zlepseni OS, EFS a ¢etnosti dosazeni CR. Vyskyt NU byl pfi
terapii blinatumomabem podobny jako pfi aplikaci chemoterapie, vyskyt zavaznych nezadoucich
Ucinkd adjustovany na délku expozice terapii byl vyrazné nizsi pfi terapii blinatumomabem. Ve
Fakultni nemocnici Hradec Kralové mame zku$enosti s blinatumomabem v [é¢bé R/R B-ALL od
ledna 2014, celkem jsme podali 25 cyklU. Ve studii Tower jsme blinatumomab podali 4 pacientdim
(2 po aloT). V ramci Specifického l1é¢ebného programu (SLP) Amgen jsme blinatumomabem
1é¢ili 3 pacienty (2 po aloT), u 1 pacienta se jednalo o retreatment pro relaps. U v§ech pacientd
bylo po indukéni [éEbé blinatumomabem dosazeno CR, MRD negativita v 71 %. U 3 pacientd
doslo k relapsu onemocnéni, z toho 1 ¢asny relaps. U 3 pacient( byla nasledné provedena aloT.
K dneSnimu dni (15. 3. 2017) vSichni nasi pacienti |éeni blinatumomabem ziji. NeCast&jSim neza-
doucim ucinkem pfi 1é€bé byla neutropenie a infekce, které nevyzadovaly hospitalizaci.

58.

Lécba AML u pacientti nad 60 let a role alogenni transplantace v jejich 1écbé - zkuSenosti
HOO FN Plzen v obdobi 2003-2016

Karas M., Steinerova K., Hrabétova M., Lysak D., Vozobulova V., Jindra P (HOO FN, Plzeri)

Uvod: vysledky lé¢by starsich pacientt s AML jsou obecné neuspokojivé z divodti vyssiho zastou-
peni rizikovych AML a vyssimi riziky samotné 1éCby u této skupiné pacientd. Alogenni transplantace
krvetvornych bunék (aloSCT) mlze u Casti starSich pacientl s AML zlepsit jejich prognézu. V nasi
prezentaci analyzujeme vysledky Ié¢by AML u starsich pacientli na nasem pracovisti a potencialni
roli aloSCT v jejich l1é¢ba za obdobi 2003-2016.

Pacienti a metody: od roku 2003 do roku 2016 bylo na naSem pracovisti diagnostikovano 222
pacientd ve véku 60-70 let s AML, intenzivni cytostatickou 1é¢bu podstoupilo 140 (63%) paci-
entd a z nich 74 (53%) pacientli s medianem véku 64 let (rozmezi, 60-70 let) v 61% v 1.CR.,
Vv 7% v 2.CR a v 32% mimo CR AML podstoupilo aloSCT (27% HLA shodny pfibuzny darce,
4% haploidenticky pfibuzny darce, 69% nepfibuzny darce) po redukované pfipravé. Zdrojem
krvetvornych bunék byla v 88% periferni krev a v 12% kostni dfefl. Pfipravnym protokolem
byla v 82% kombinace fludarabinu s melfalanem a v 12% sekvenéni protokol, ktery byl u 25
pacientt doplnén o podani ATG. Profylaxi GVHD byla kombinace cyclosporinu A a metotrexatu
a v pfipadé haploidentické aloSCT byl podavan potransplantac¢ni cyklofosfamid a kombinace
cyclosporine A a mykofenolat mofetylu.

Vysledky: z 128 pacientd planovanych k provedeni aloSCT byly hlavnimi divody jejiho neprove-
deni: v 46% umrti v prabéhu intenzivni chemoterapie, v 30% rezistence ¢i progrese AML, v 11%
nedostupnost darce, v 7% celkovy stav ¢i komorbidita neumoznujici aloSCT a v 6% odmitnuti
aloSCT pacientem. AloSCT nicméné podstoupilo 58% z indikovanych pacientl. U v§ech pacien-
td se prihojil $tép po aloSCT byla dosazena ¢i trvala CR AML. K rozvoji akutni GVHD doslo u 68%
a k rozvoji chronické GVHD u 41% pacientll. S medidnem sledovani zijicich pacientd 53 mésicl
(rozmezi, 10-149) Zzije 32 (43%) pacientl v CR AML. S medianem 7 mésicu (3-48) po aloSCT
21 (28%) pacient( zrelabovalo a 20 z nich zemielo. 22 (30%) pacientl zemfelo z jinych ddvodu
nez byl relaps AML. Transplanta¢ni mortalita do dne +100 byla 4% a do 1 roku 19%. 3 lety OS
byl u transplantovanych pacientd 38% a v pfipadé transplantace v CR AML pak 53%. 3 lety OS
u vSech intezivné l1écenych pacientd byl 37%.

Zaveér: intenzivni |éCba véetné zarazeni aloSCT ma Sanci zlepsit nepfiznivou prognézu starsich
pacientl s AML. Zarazeni aloSCT do lécby AML u starSich nemocnych by mélo byt standardnim
postupem pfi zohlednéni nasich i publikovanych dat.

59.

Somatic mutations dynamics in high-risk MDS patients treated with azacitidine determined
by lllumina Myeloid TruSight panel

Polgarova K., Kulvait V., Vargova K., Minafik L., Zemanova Z., Jonasova A., Stopka T. (1st Internal
Clinic—Clinic of Haematology, General Faculty Hospital, Prague; 1st Faculty of Medicine, BIOCEV,
Charles University, Prague; Center of Cancer Cytogenetics, General Faculty Hospital, Prague)

Myelodysplastic syndrome (MDS) is defined as a clonal stem cell disorder with ineffective dysplastic
haematopoiesis and variable risk of progression to acute myeloid leukaemia (AML). Somatic mutations
are observed in ~ 90% of MDS patients and are associated with different disease phenotype as well
as treatment response and prognosis. We herein asked whether treatment with Azacitidine (AZA) se-
lects some AZA-resistant clones defined by particular somatic mutations and whether AZA treatment
influences the clonal architecture and its dynamics during the disease course. We thus analyzed in
duplicate 97 bone marrow (BM) samples of 38 high risk MDS patients before AZA-treatment and during
different restaging points using lllumina Myeloid TruSight panel. MDS subtypes were as follows: RAEB2
(n=17, 46%), RAEB1 (n=13, 35%), AML/MDS (n=5, 13%), CMML (n=2, 4%), and RCMD (n=1, 2%).
19% of patients had complex karyotypes, 46% were progressions of 5g-. MedianOS was 24 months,
medianPFS was 16 months; CR/mCR was reached in 43% (n=16); 65% patients (n=24) progressed
to AML. Germinal variants were filtered using non-malignant CD3+ cell fraction. Analysis of 38 patients
treated with AZA (reaching median OS 24 months (Mo) with 60% hematology improvement) revealed
125 somatic variants with VAF over 5%. Majority of patients (92%) from our MDS cohort bore at least
one somatic mutation (range 1-9) in one out of 54 analyzed genes. The most frequently mutated genes
at diagnosis were TP53 (n=11), TET2 (n=10), CUX1 (n=9), BCORL1 (n=8) and ASXL1 (n=7). Out of
the variants observed before AZA therapy, 37% remained stable during the disease course including
TET2, BCORL1, CDKN2A, and EZH2. Besides the stable variants’ dynamic (changes between time
points 50% < VAF < 200%), which precluded presence of putative AZA-resistant clones with shorter OS
(14 mo), additional dynamic patterns were observed. Patients bearing variants with decreasing VAF, i.e.
with clones inhibited by AZA, lived longer (31 Mo). We conclude that dynamic changes observed in the
mutational pattern often reflect the disease course and responsiveness of the disease to AZA treatment.
Several types of variant dynamics during the AZA therapy were noted by using the massive parallel se-
quencing approach of the duplicate libraries per MDS BM samples also utilizing non-tumorous controls
and serial sampling. Stable dynamics was found in variants previously recorded by COSMIC database
and targeting the adverse outcome genes such as TP53, BCORL1, ASXL1, and EZH2 as well as their
combinations with TET2 that may potentially mediate AZA resistance.

Grant support: AZV 16-27790A, GACR 16-05649S, UNCE 204021, LH 15170, Progres Q26/Q28,
NPU2 LQ1604 & RVO-VFN64165.

CHRONICKA MYELOIDNi LEUKEMIE/
MYELOPROLIFERATIVNi NEOPLAZIE

60.

Interferdn alfa v liecbe Ph negativnej myeloproliferativnej neoplazie

Hatalova A., Slezakova K., Mistrik M., Batorova A. (Klinika hematoldgie a transfuziolégie,
Univerzitna nemocnica, SZU a LF UK, Bratislava — SK)

Od objavu interferonu (IFN) virolégmi Isaccom a Lindenmannom pri $tdiu bunkovych kultar
uplynulo 60 rokov. Klinické studie s IFN-a pri mnohopoc&etnom myeldme, vliasatobunkovej leuké-
mie (HCL) a chronickej myelocytovej leukémie (CML) umoznili pouzivat IFN-a aj Ph negativnych
myeloproliferativnych neopléaziach (Ph-MPN), esencialnej trombocytémii (ET), polycytémii vera
(PV), primarnej myelofibréze (PMF), ako aj hypereozinofilnom syndrome a systémovej mastocy-
téze. Pouzitie rIFN-a sa prvy raz dokumentovalo pri lie€be ET, v roku 1985.V roku 1986 profesor
Silver publikoval vysledky pouzitia IFN-a pri myelofibréze (MF), u nas Steruska a spol. (1989) pu-
blikovali prvé Uspes$né skusenosti s lieCbou rekombinantného IFN-a (rIFN-a) u pacientov s ET. Na
zaklade priaznivych vysledkov odporucali tento liek do prvej linie lie€by pacientov s MPN. Nizke
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davky IFN-a v priebehu niekolkych mesiacov u vacsiny pacientov s ET, PV a hypercelularnej fazy

MF vedu k navodeniu hematologickej a molekulovej odpovede, ale aj k redukcii vyskytu trombo-
tickych komplikacii, Castych pri MPN. Limitacie pri pouzivani IFN st dané vyskytom neziaducich
Ucinkov, priblizne jedna tretina pacientov musi z dévodu intolerancie lie€bu ukongit. Podiel na
znizovani vyskytu neziaducich uc¢inkov ma lieCba nizkymi davkami a pouzite pegylovanej for-
my IFN (Peg-IFN-a-2b). Dalsia generacia pegylovaného IFN, ropeginterferénu (Peg-P-IFN-alfa-
-2b) s prebiehajucou registrac¢nou klinickou $tudiou u pacientov s PV znamena historicky milnik.
Peg-IFN s pridanim prolinu na N-terminalnom konci ma jedine¢né farmakokinetické vlastnosti,
ktoré sa odrazaju v tolerabilite, bezpec¢nosti a U¢innosti. Klinicka Stidia ozna¢ena akronymom
PROUD - PV sa zameriavala na historicky prvé porovnanie hydroxyurey a Peg-P- IFN-a-2b. Nova
generacia monopegylovaného IFN-a-2b v porovnani s konvenénym Peg-IFN-a mé vyrazne lepsiu
tolerabilitu, avSak aj pri pouziti novej generacie IFN-a priblizne 20 % pacientov ukongilo lieCbu
pre neziaduce u¢inky. V praci sme sa zamerali na problematiku liecby Ph-MPN s IFN-a a hod-
notenie efektivity lie€by.Vychadzame z hodnotenia 70 - ¢lenného suboru pacientov s Ph-MPN,
lie€enych na naSom pracovisku, v ambulancii zameranej na lieCbu MPN v priebehu rokov 1997
— 2017, mimo klinickych studii. Do stboru pacientov sme zaélenili tych, ktori mali diagnézu jed-
notlivych podtypov MPN (PV, ET a PMF). Do roku 2013 v lieCbe prevazoval rIFN-a. Peg-IFN-a 2b
je od roku 2013 dostupny pre pacientov netolerujucich lie€bu konvenénym IFN-a.Vyhodnotenim
vysledkov sme potvrdili takmer 90 % celkovych hematologickych odpovedi. Dokumentujeme aj
pokles alelickej naloze mutacie JAK2 pod hranicu detekovatelhosti. U Ziadneho pacienta sme
nezaznamenali transformaciu MPN do akutnej myeloblastovej leukémie (AML). Vyhodnotili sme
trombotické komplikacie, progresiu MPN a vyskyt neziaducich ucinkov lieCby IFN-a. Pozornost
venujeme rozboru neziaducich Gc¢inkov, ktoré viedli k preruseniu lie€by. IFN-a preukazuje svoju
Ucinnost pri manazmente Ph-MPN uZ od 80-tych rokov minulého storocia. Su¢asné vedomosti
o potencialne kurativnom vplyve IFN-a na priebeh MPN logicky vyustili do konceptu véasne;j
lieCebnej intervencie, v zacCiatonych Stadiach ochorenia PV, ET a prefibrotického stadia PMF.
Napriek nasim skisenostiam a vedomostiam o lie¢be, benefitoch a bezpec¢nostnom profile IFN-
-a v manazmente Ph-MPN nam stéle chyba jeho schvélenie na lieCbu v tejto indikacii. Nastup
novej generacie IFN-a v liecbe Ph- MPN nepochybne prinesie nové stratégie v lieCbe pacientov
s dérazom na potrebu v€asnej intervencie.

61.

Vyznam vysetfeni mutaéniho stavu a jeho vliv na klinicky a laboratorni fenotyp

u myelofibrozy

Palova M., Szotkowski T., HIusi A., Indrak K., Navratilova J., Divoka M., Papajik T. (Hemato-
onkologicka klinika, FN, Olomouc; Ustav molekularni biologie LF UP a FNOL, Olomouc)

Uvod: Primarni myelofioréza (PMF) je chronickym klonalnim onemocnénim krvetvorby. Spolu
s pravou polycytémii (PV) a esencialni trombocytémii (ET) patfi do skupiny Ph (Philadelphia chro-
mosome) negativnich myeloproliferativnich nemoci (MPN). Objev somatické mutace JAK2V617F
vedl k pralomu v klasifikaci, diagnostice a pochopeni Ph negativnich MPN. Pouze u 50-60% PMF
je detekovana mutace JAK2V617F, v dalSich 5-8% pripad( mutace v kodonu 515 nebo 505 genu
kédujicim trombopoetinovy receptor (MPL). Kdyz byly v roce 2013 popsany somatické rekurentni
mutace postihujici exon 9 v genu pro kalretikulin (CALR), které se vyskytuji u vétSiny JAK2 a MPL
nemutovanych pacientd s PMF, vzrostl po¢et nemocnych se znamym molekularnim markerem
klonality na 80-85%. V praci jsme studovali vliv mutace v genu CALR na klinicky prdbéh u pacientd
s primarni, post-ET a post-PV myelofibrézou.

Pacienti a metody: Retrospektivni analyza souboru 66 pacient(l s diagndézou PMF (45), post-PV
myelofibrézy (10) a post-ET myelofibrézy (11) diagnostikovanych v nasem centru v obdobi od roku
1998 do 2016 v souladu s WHO kritérii 2008. Z toho 30 muz(, 36 zen, median véku 55,5 let (18-77).
Transformace do akutni leukemie (AL) byla diagnostikovana v souladu s WHO kritérii. Konstitu¢ni
symptomy zahrnovaly teploty, ztratu hmotnosti a no¢ni poty. U vSech pacientl byla vysetfovana
mutace v kodonu 617 genu JAK2, v pfipadé pozitivniho nalezu se provedla kvantifikace a vypocet
procentualniho zastoupeni mutované alely. Taktéz byly u vSéech subjektl vySetfeny mutace v exonu
9 genu CALR a genu MPL (S505N a W515). Klinické a laboratorni parametry byly systematicky
porovnany s muta¢nim stavem nemocnych.

Vysledky: V dobé analyzy byl median sledovani pacientd 46 mésict (2-221), 13 (20,3%) pacientt
zemrelo v medianu 42 (13-173) mésicl od diagndzy. Tfi pacienti progredovali do AL v mediénu

2 let od diagnozy. Distribuce driver mutaci: 54,5% JAK2V617; 34,8% CALR; 6,1% MPL; 3,0%

triple negativni, 1,5% koincidence CALR a JAK2V617F. Z CALR mutovanych nese 60,8% mutaci

typul; 17,4% mutaci typu2 a 21,8% dalSi méné frekventni typy. Analyza nasi kohorty prokazala
signifikantni rozdil ve véku, poctu trombocyt(, velikosti sleziny a pfitomnosti B-symptomu v dobé
diagndzy. Ve skupiné CALR mutovanych jsme prokazali signifikantné nizsi vék (p=0,009), vyssi
pocty trombocytd (p=0,051), vyrazné mensi velikost sleziny (p=0,005) a nizsi vyskyt B-sym-
ptom{ (p=0,02) v dobé diagnézy ve srovnani s CALR nemutovanymi pacienty. Zaznamenali
jsme nizsi pocet leukocytll u CALR mutovanych (nedosazeno statistické vyznamnosti). Hodnoty
dal$ich testovanych parametrd nebyly vyznamné rozdilné. V souladu s literaturou jsme potvrdili
srovnatelné rozloZeni variant CALR mutaci s nejcastéji vyskytujicim se typem 1 (CALRdel52).
U JAK2V617F pozitivnich pacientd jsme testovali vliv alelické naloze mutované alely na klinicky
a laboratorni fenotyp choroby. Potvrdili jsme vyznamné vétsi splenomegalii (p=0,0001) a vyssi
hodnoty leukocytll (p=0,003) v dobé diagndzy u pacientl a alelickou nalozi JAK2V617F nad
50%. Pomoci univariantni analyzy jsme porovnavali celkové preziti (OS) pacientd. Rozdil v OS
mezi CALR mutovanymi a nemutovanymi nebyl statisticky vyznamny, coz je dano nizkym poctem
zaznamenanych udalosti.

Zavér: NaSe zkuSenosti potvrzuiji jiz referované Udaje o vyznamu driver mutaci, které podmiriuji
rtizné klinické projevy a pribéh MPN. Pritomnost CALR mutace je prognosticky pfiznivym faktorem
a jeji vySetreni je dulezité pro presnéjsi posouzeni individualniho rizika nemoci.

Prace vznikla s podporou grantu IGA_LF_2017_007.

62.

Vyznam véku pfi Ié&bé CML na dosaZeni optimalni odpovédi

Bélohlavkova R, Voglova J., Vrbacky F., Hrochova K., Zak P. (IV. interni hematologicka klinika, FN,
Hradec Kralové)

Uvod: Tyrozinkinazové inhibitory (TKI) vyrazné zlepsily pfeziti nemocnych s chronickou myeloid-
ni leukemii (CML) ve v§ech vékovych kategoriich. Vyssi vék pacientli s CML v dobé diagnézy je
povazovan za negativni prognosticky faktor a vék pacienta je rovnéz soucasti prognostickych
skérovacich indexd (Sokallv a Hasfordlv index). S novou érou Ié¢by TKI se zacaly objevovat
prace, které prokazaly, ze vék pacienta pfi 1é¢bé TKI ztraci sv(j silny prognosticky vyznam.
Soubor: Provedli jsme retrospektivni analyzu vyznamu véku na dosazenou lé¢ebnou odpoved pfi
rozdéleni podle véku pacientt v dobé diagndézy (< 60 let vs. > 60 let). Do naseho hodnoceni byli zara-
zeni pouze pacienti s chronickou fazi a Ié¢bou imatinibem (IMA) v 1. linii. Cely soubor predstavuje 129
pacientd (62 Zen, 67 muz() s medianem véku v dobé diagnézy CML- CP 55 let (rozpéti 19 — 88 let),
ktefi byli diagnostikovani v obdobi 1/2001 — 6/2015. Skupina mladsich pacientt zahrnuje 82 pacientt
(37 zen, 45 muzU) a skupinu starsich tvofi 47 pacientt (25 Zen, 22 muz(). Median davky imatinibu byl
v obou skupinach shodny 400 mg denné (rozpéti 200 — 600 mg). Median doby sledovani ve skupiné
starsich pacientd je 89 M (21 - 194 M) a ve skupiné mladsich pacientd 114 M (21 - 294 M).
Vysledky: Po 3 mésicich (M) 1é€by bylo dosazeno kompletni hematologické odpovédi (CHR) u 94
% mladsich pacient a u 85 % starSich pacientd, po 6M lécby kompletni cytogenetické remise
(CCyR) dosahlo 51 % mladsich vs. 38 % starsich pacient a CCyR ve 12 M |éCby byla pfitomna u 89
% mladsich vs. 68 % starsich pacientd. Velké molekularni odpovédi (MMR) po 12 M IéCby bylo do-
sazeno u 51 % mladsich a 46 % starsich pacientd, po 18 M IéCby u 77 % mladsich a 62 % starsich
pacientl. V pfipadé statistického posouzeni dosazenych odpovédi bylo zjisténo, ze vyznam véku
na dosazenou odpovéd se uplatiiuje pouze ve 12. mésici na dosazeni CCyR (p = 0,005), u ostat-
nich odpovédi nebyl prokazan statisticky vyznam véku. Hodnotime-li pravdépodobnost preziti v 10
letech v pfipadé CML jako pficiny Umrti je 84 % u starsich pacient a 98 % u mladsich pacientl (p
= 0,0452). Pfi hodnoceni vSech pficin Umrti u pacientd bylo zjisténo, ze pravdépodobnost preziti
u mladsich pacientd bude 98 % vs. 64% u starSich pacientd (p = 0,0003).
Zavér: V obou skupinéach pfi 1é¢bé CML-CP imatinibem v 1. linii bylo dosazeno velmi dobrych
|Ié¢ebnych odpovédi bez vétsiho vliivu véku v dobé diagndzy na dosazeni této odpovédi. Lécba
imatinibem pfinasi vyrazny benefit i pro starsi pacienty a bez rozdilu véku by mélo byt jeji zahajeni
zvazeno. Horsi preziti u starsich pacientd je dano jinymi pfi¢inami Umrti nez je CML.
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63.

Aké su uskalia liecby chronickej myelocytovej leukémie u starsich pacientov?
Slezakova K., Sninska Z., Hatalova A., Mistrik M., Batorova A. (Klinika hematoldgie a transfuziolégie
LFUK, SZU a Univerzitnej nemocnice, Bratislava — SK)

Ciel. Cielom prispevku je upozornit na mozné Uskalia lieCby starSich pacientov s chronickou my-
elocytovou leukémiou (CML) inhibitormi tyrozinkindzy (TKI) a aj na zéklade analyzy suboru nasich
pacientov ponuknut mozné rieSenia ako zvladnut najCastejSie problémy pri manazmente takychto
pacientov. Uvod. Zavedenie TKI do lieéby pacientov s CML umoznilo tak vyznamne predizit ich pre-
zivanie, ze sa v priemere doZivaju podobného veku ako ostatna populacia. Epidemiologické Udaje
o incidencii CML v USA a Eurépe poukazuju, ze CML je relativne zriedkavé onkologické ochorenie
s incidenciou 0,6 — 2,0 pripadov na 100 000 obyvatelov, s medianom veku pri diagnéze 65 rokov (1).
V désledku pozitivneho vplyvu TKI na preZivanie a odakavanu dizku Zivota stipa prevalencia CML
a pocet starsich pacientov lie€enych TKI narasta. TKI s U¢inné aj u starsich pacientov, s U¢innostou
podobnou ako u mladsich. U starSich pacientov sa CastejSie stretdvame s komorbiditami a liekovymi
interakciami, ktoré m6zu mat vplyv na celkovy manazment pacientov, mézu vyzadovat Upravu davko-
vania a aj zmenu TKI. Subor a metodika. Subor tvoria pacienti s CML nad 65 rokov, ktori st lieceni TKI
na pracovisku KHaT v UNB. V analyzujeme lieCebni odpoved a toleranciu tychto pacientov na TKI.
LieCebnu odpoved hodnotime podla odpori¢ani ELN z roku 2013 (2). Vysledky. Na KHaT v UNB sa
k 31.12.2016 lieci TKI 155 pacientov s CML, z toho 38 pacientov nad 65 rokov, ¢o predstavuje 24,5%
z celkového poctu. Subor tvori 24 muzov a 14 Zien. Priemerny vek v subore pacientov je 71 rokov.
V sledovanom subore je 19 pacientov lieCenych imatinibom, 15 pacientov nilotinibom a 4 pacienti
su lieCeni dasatinibom. Redukciu davky pre neziadlce U€inky vyzadovalo 15 pacientov. Liecebnu
odpoved sme hodnoatili u 31 pacientov, ktori boli lie¢eni TKI aspori 12 mesiacov. VSetci pacienti su
v kompletnej hematologickej remisii, v tzv. velkej molekulovej remisii (MMR, bcr/abllS < 0,1%) je 15
pacientov, v kompletnej molekulovej remisii (bcr/abl negat) je 16 pacientov Zaver. Aj starsi pacienti
s CML lie¢eni TKI dosahuju pri spravnom manazmente optiméalne lieCebné odpovede. Vyssi vek by
nemal byt prekazkou v liecbe TKI. Pred zahajenim liecby alebo zmene TKI je vhodné podrobnejSie
vySetrenie pacienta so zameranim na kardiovaskularny a respirany systém a parametre metaboliz-
mu. Pri vyskyte neZiadUcich Ucinkov je potrebna v€asna redukcia davky TKI, v pripade pokracujucej
toxicity je vhodna zmena na iny TKI. Literatdra. 1. Rohrbacher M, Hasford J. Epidemiology of chronic
myeloid leukaemia. Best Pract Res Clin Haematol 2009; 22:295-302. 2. Baccarani M, Deininger M,
Rosti G et al. European LeukemiaNet recommendations for the management of chronic myeloid
leukemia: 2013. Blood 122:872-884.

64.

Vysledky lé¢by chronické myeloidni leukémie u starsich pacientt

Vrablova L., Faber E., Rohori R, Skoumalova |., Indrék K., Papajik T., Urbankova H., Divoka M.,
Fiirstova J., First T. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc; 1. LF UK, Praha)

Uvod: Vysledky 1édby chronické myeloidni leukemie (CML) se dramaticky zlepsily po zavedeni
inhibitor( tyrosinové kindzy (TKI). Toto zlepseni se podle literarnich udajl projevilo také u starsich
pacient(.

Cile: Analyza vysledku lé¢by TKI nemocnych s CML starsich 65 let.

Metodika: Pro retrospektivni hodnoceni byli vybrani nemocni Ié€eni v prvni linii imatinibem na HOK
LF UP po roce 2000. Vysledky byly ziskany z dokumentace pacientu. Byly pouZity popisné statistické
metody a bude provedena analyza preziti podle Kaplana a Meiera v kombinaci s log-rank testem.
Vysledky: Starsi pacienti, 20 Zen a 18 muz( ve véku od 65 do 88 let (vékovy median 73,5 let), méli po-
dle Sokalova skére v jednom pfipadé ( 2,6%) nizké riziko, 23 (61%) stfedni a 14 (37%) pacientli mélo
vysoké riziko. 25 (66%) pacientli dosahlo kompletni cytogenetickou a 22 (58%) velkou molekulérni
odpovéd. U 16 pacientd bylo nutno redukovat davku léciva nejcastéji (10 pfipadl) pro hematologic-
kou toxicitu. 9 pacientim byla zménéna terapie za inhibitor TKI vys$i linie, u 7 pro selhani terapie.
K Umrti nemocnych doslo v 14 (39%) pfipadech; v dlsledku progrese CML exitovalo 5 pacientd, 6
nemocni zemfeli na komorbiditu, 3 pacienti z nejasné priciny. Provedli jsme i analyzu vysledkU lécby
111 mladsich pacientd, 46 Zen a 65 muzd, ve véku od 20 do 64 let (vékovy median 52 let), ktefi méli
podle Sokalova skore vyjadfeno nizkeé riziko v 39 (35%) pfipadech, stfedni 39 (35%), vysoke riziko

mélo 31 (28%) pacientd, u 2 nebylo vyjadfeno. Kompletni cytogenetickou odpoved dosahlo 93 (84%)
mladsich pacient( a velkou molekularni odpoveéd 84 (76%). U 39 pacientll se redukovala davka IéCiva
najCastéji pro nezadouci Ucinek, v 13 pfipadech az po dosazeni velké molekularni odpovédi. Zména
terapie za inhibitor TKI vyssi linie nastala v 28 pfipadech hlavné pro selhani terapie. K imrti doslo u 13
pacientd; v dusledku progrese CML 4 , 7 nemocni zemieli na komorbiditu, 1 pacient z nezname pfici-
ny, 1 pacient pro suicidium. Statistické srovnani vysledku potvrdilo vyznamné lepsi pravdépodobnost
dosazeni kompletni cytogenetické odpovédi (p=0,0002) a velké molekularni odpovédi (p=0,0002)
védi paradoxné u starsich. Snizeni davky imatinibu pfitom nezhorSovalo dosazeni odpovéedi na lé¢bu.
Celkova umrtnost byla pochopitelné signifikantné horsi u starsich (p=0,001), ale Umrtnost na CML
byla lepsi u mladsich pacientd pouze hrani¢né (p=0,06).

Zavér: v naSem centru predstavuji starsi pacienti s CML rizikovou skupinu.

Podporeno grantem IGA_LF_2017_007.
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65.

Revize WHO klasifikace hematologickych malignit: 2016 - vybrané zmény z pohledu
zdravotniho laboranta

Trnavska I., Kissova J., Antosova M., Antosova L., Mi¢ankova S., Tuzova E., Babackova G.,
Penka M. (OKH FN, Brno)

V roce 2016 byla provedena revize pfedchozi WHO klasifikace hematologickych malignit vydané
v roce 2008. NejdUllezitéjsi zmény této revize byly publikovany ve dvou stézejnich publikacich,
kde byly shrnuty hlavni zmény tykajici se diagnostickych kritérii myeloidnich a lymfoidnich ma-
lignit. Zamérem nové revize bylo zaclenit do stavajici WHO klasifikace nové poznatky v proble-
matice hematologickych malignit, které se objevily od doby posledniho vydani. Revize nasleduje
filozofii pfedchoziho vydani- zahrnout klinické, morfologické, imunofenotypizacni, cytogenetické
a molekularné genetické znaky s cilem definice jednotek s klinickym vyznamem a usnadnit roz-
poznani méné Castych skupin onemocnéni. Diagnosticka kritéria myeloidnich malignit a akut-
nich leukémii zahrnuji nové objevené molekularni znaky vyznamné pro diagnostiku a progn6zu
jednotlivych onemocnéni, novéjsi charakteristiku a standardizaci morfologickych znak, které
jsou napomocné v diferencialni diagnostice jednotlivych skupin onemocnéni. Revize lymfoidnich
malignit zaznamenala pouze omezené Upravy pfi srovnani s klasifikaci 2008. Autofi sdéleni se
zaméfili na vycCet vybranych zmén revidované WHO klasifikace zejména v oblasti morfologické
laboratorni diagnostiky a to z pohledu zdravotniho laboranta specialisty zabyvajiciho se touto
problematikou. Pro morfologickou diagnostiku jsou v tomto ohledu vyznamnéjsi zmény tykaji-
ci se myeloidnich malignit. Mezi vyznamné zmény patfi upfesnéni diagnostickych kritérii bcr/
abl negativnich myeloproliferativnich chorob, vy¢lenéni mastocytdzy ze skupiny myeloproliferaci
jako samostatné jednotky a zmeény v terminologii jednotlivych podskupin myelodysplastického
syndromu. Vyznamnou zménou v kategorii akutnich leukémii je vyjmuti diagnostické jednotky
akutni erytroidni leukémie a vyjasnéni diferencialni diagnostiky myeloidnich neoplazii s erytrocy-
tarni predominanci. Nékteré zmény byly provedeny i u nékterych jednotek myelodysplasticko-
-myeloproliferativnich chorob.

Podpoieno grantem MZ CR- RVO (FNBr, 65269705).

66.

Laboratorni diagnostika akutnich leukémii podle WHO 2016 z pohledu molekularniho
biologa

Navratilova J., Szotkowski T., Divoka M., Katrincsakova B., Holzerova M., Urbankova H., Lipert J.,
Orviska M., Vrbova O., Indrék K., Papajik T. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

AZ do roku 2001 byla pro diagnostiku akutnich leukémii vyuzivana francouzsko-americko-britska
klasifikace (FAB) zalozena pfedevsim na morfologickém a cytochemickém zhodnoceni leukemic-
kych bunék. Vzhledem k postupnému rozvoji poznatkt na poli patogeneze leukémii bylo objeveno
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mnoho mutaci v genech, u nichz bylo zapojeni v procesu nadorové transformace nasledné potvr-

zeno. Jednalo se predevsim o rdzné chromozomové translokace, které Usti ve vznik specifickych
fznich genll s onkogennim charakterem. Diky klinickym studiim zaméfenym na prezivani a vznik
relapsU u jednotlivych skupin AML nesoucich dané mutace byla u nékterych z nich potvrzena nejen
diagnostickd, ale i vyznamna prognosticka hodnota. V nové klasifikaci Svétové zdravotnické orga-
nizace (WHO — World Health Organisation) byly jiz zohlednény i tyto genetické zmény. Prvni WHO
klasifikace zaméfena na hematologické malignity byla pfijata v roce 2001. Byla v ni nové vytvorena
skupina AML s rekurentnimi genetickymi abnormalitami, kam byly zafazeny AML nesouci translo-
kace t(15;17); t(8;21); inv(16) Ci t(16;16) a fuze postihujici gen KMT2A lezici na 11. chromozomu.
V revidované klasifikaci z roku 2008 byly doplnény AML nesouci translokaci t(9;11); t(6;9); inv(3);
t(1;22) a jako provizorni jednotky zafazeny AML s mutacemi v genu pro nukleofosmin (NPM1)
a CEBPa vyskytujici se pfevazné u AML s normalnim karyotypem. Posledni revize probéhla v roce
2016. AML nesouci bialelické mutace v genu CEBPa a AML s mutovanym NPM1 byly zafazeny
mezi stalé jednotky a noveé byly jako provizorni jednotky vyclenény pfipady AML s mutacemi v genu
RUNX1 a fuznim genem bcr/abl1. Molekularné cytogeneticky Ize pfitomnost fuznich gend deteko-
vat pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Molekularni metody vSak nabizi vyssi citlivost
vhodnou napf. pro sledovani miniméalni reziduélni nemoci, ktera je velmi dulezita pfi hodnoceni
odpovédi pacienta na podanou lé¢bu. Molekularni zmény je mozné sledovat jak kvalitativné, napf.
pomoci nested RT-PCR, tak i kvantitativné pomoci real time PCR. Metodou pfimého sekvenovani
jsou detekovany mutace v genu CEBPa a fragmentacni analyzou 4 nt inzerce v genu NPM1. Prace
je podporena grantem IGA_LF_2017_007.

67.
Richterova transformace CLL - cytologicky nalez atypickych lymfocyt periferni krve
Dvorakova Z., ZadrazZilova V., Ryznerova R, Jurariova J. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Uvod: Chronicka lymfocytami leukemie (CLL) je lymfoproliferativni onemocnéni charakterizované
akumulaci monoklondlnich zralych CD5+ B lymfocytd v periferni krvi, kostni dfeni a lymfatickych
organech. Jedna se o nejcastéjsi leukémii dospélych, vyskytuje se prevazné u starSich pacien-
td, Castéji muzl, kde median véku pfi diagndze je 62-72 let. Onemocnéni ma velmi heterogenni
prabéh, od indolentni choroby, kdy nemocni Ziji bez nutnosti 1é¢by desitky let az po agresivné se
chovajici maligni onemocnéni s pomérné kratkou dobou preziti. K zachytu onemocnéni dochazi
Casto ndhodné pri rutinnim vysSetieni krevniho obrazu z jiného ddvodu. Je zjisténa lymfocytéza
(diagnosticky pro CLL je absolutni pocet lymfocytt nad 5 x 109/1). U pokrocilych forem nemoci je
potom pfitomna anémie nebo trombocytopenie. V natéru periferni krve nachazime zmnozené uni-
formni ,zralé" patologické lymfocyty a bunééné (tzv. Gumprechtovy) stiny, coz jsou rozetfena jadra
fragilnich lymfocytd. Ke stanoveni diagndzy nemoci slouzi metoda pritokové cytometrie, buriky
CLL maiji charakteristicky imunofenotyp. K ur€eni progndézy nemocnych se vyuZziva stanoveni re-
kurentnich aberaci metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Jednou z velmi zavaznych
komplikaci CLL je Richterova transformace (RT), onemocnéni do lymfomu vy$siho stupné malig-
nity, nej¢astéji do difuzniho velkobunééného lymfomu — tzv. Richter(iv syndrom (RS). Podezieni na
RS je vyjadieno na zakladé klinického obrazu (celkové zhorSeni stavu nemocného, rychly narlst
velikosti uzlin, teploty), laboratorniho nalezu - zvySeni hladiny laktat dehydrogenazy (LDH) a zobra-
zovacich vysetieni (PET CT). Diagndza RT je stanovena na zakladé histologického vysetreni. V nasi
kazuistice bude demonstrovan morfologicky nélez patologickych lymfocytli v periferni krvi v dobé
transformace nemoci.

Popis pfipadu: Referujeme kazuistiku 69-ti leté zeny, které byla CLL diagnostikovana v roce 2014,
jednalo se o prognosticky nepfiznivou formu nemoci s deleci 17p. Pacientka byla sledovana na
nasi ambulanci. Pro kratky zdvojovaci ¢as leukocytl a zvétSovani perifernich uzlin byla zahajena
v dubnu 2015 terapie rezimem RCD (Rituximab, Cyklofosfamid, Dexamethazon). Po Sesti cyklech
byla dosazena v fijnu 2015 parciélni remise onemocnéni. Jiz v ¢ervnu 2016 dochazi k relapsu
onemocnéni, nemocna byla pro rizikovost onemocnéni [éCena od ¢ervence 2016 moderni, vysoce
ucinnou lécbou ibrutinibem. Pfechodné dochazi ke zlepsSeni klinického stavu. Od prosince 2016
se ale objevily rychle narustajici uzliny na krku a v axilach, nemocnou trapi horecky, laboratorné
je zvy$ena hladina LDH, na PET/CT je vysloveno podezfeni na transformaci onemocnéni. V na-
téru periferni krve byly zastizeny atypické bunky (vétsi lymfocyty, blastického vzhledu, s bohatsi

syté bazofilni cytoplazmou, nékteré s vakuolizaci), také imunofenotypizacni vySetieni podporuje
diagndézu RT. Klinicky stav nemocné se vyrazné zhorsuje, byla pfijata k hospitalizaci s poruchou
védomi, hyperkalcémii pfi aktivité onemocnéni, stav je Ié€ebné neovlivnitelny, nemocna v lednu
2017 umira na projevy RS.

Zavér: Cilem naseho sdéleni je upozornit na zajimavy morfologicky nélez patologickych lymfocytd
v natéru periferni krve pacientky s Richterovym syndromem.

68.

Lymfoproliferativni nadorova onemocnéni - dvé kazuistiky pacientd s hyperleukocyt6zou
Dynterova A., Fatorova I., Rydvalova D., Podana M. (IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec
Kralové)

Lymfoproliferativni stavy tvofi velkou heterogenni skupinu malignich nadorovych onemocnéni
a tvofi nejcastéjsi skupinu hematologickych malignit. Incidence vyskytu byva cca 25 novych pfi-
padd na 100 000 obyvatel za rok. Dle WHO klasifikace se déli do dvou skupin, na lymfoproli-
ferace vychdzejici z vyvojové fady B- nebo T-lymfocytd. Dalsi déleni se provadi podle stupné
zralosti bunék nadorové masy na lymfoproliferace z prekurzorovych bunék (akutni lymfoblastické
leukemie - ALL) nebo na lymfoproliferace ze zralych lymfocytd (lymfomy), pfi¢emz ALL byvaji
Castéjsi u déti a lymfomy jsou onemocnénim osob prevazné star§iho veku. Zvlastni kategorii
zstava Hodgkindv lymfom, ktery je charakterizovan histologickym prikazem bunék Reedové-
-Sternberga v uzlinach. ProtozZe se jedna o malignity postihujici lymfoidni fadu na riizném stupni
vyvoje, byva i manifestace jednotlivych typl lymfoproliferaci riznd. Postizeny mohou byt primar-
ni lymfatické organy (kostni dfen a thymus) a/nebo sekundarni lymfatické organy (mizni uzliny
a slezina). Ojedinéle se midze onemocnéni manifestovat i v neobvyklé lokalizaci. Diagnostika
lymfoproliferaci je zalozena na komplexnim klinickém a laboratornim vysSetfeni. Laboratorné se
provadi cytologické a histologické vySetfeni kostni dfené, pfipadné uzliny, zadsadni vyznam pro
zafazeni méa imunofenotypizace. Cytogenetické a molekularné genetické testy jsou dllezité pro
stanoveni prognézy konkrétniho onemocnéni. U nékterych stavl, kdy se maligni populace lym-
foidnich bunék masivné vyplavuje do periferni krve (napf. u chronické lymfocytarni leukemie),
staci provést cytologické a imunofenotypizacni vySetieni z tohoto odbéru. Vzhledem k patoge-
nezi a povaze nadorovych bunék je v nékterych pfipadech obtizné vést hranici mezi leukemif
a lymfomem, to plati zejména pro akutni lymfoblastickou leukemii a lymfoblasticky lymfom a pro
chronickou lymfocytarni leukemii a lymfom z malych lymfocyt(. Na dvou kazuistikach pacientt
s hyperleukocytdzou (vstupni pocet leukocytl byl 800, resp. 1100 x 109/l), ktefi byli vySetreni
ve stejny den v ambulanci IV. interni hematologické kliniky FN HK, budeme prezentovat zachyt
riznych lymfoproliferativnich onemocnéni. Po kompletaci klinickych i laboratornich nalezd byla
u prvniho pacienta diagnostikovana chronicka lymfocytarni leukemie a u druhého B-prolymfocy-
tarni leukemie.

69.

Downiiv syndrom a jeho vyznam pro laboratorni pracovniky v hematologii )

Kolafik L., Ztinova H., Hochova I., Vodickova E., Polenova M. (OKH, FN Motol, Praha; UBLG FN
Motol, Praha)

Downdv syndrom patfi mezi geneticky podminéné onemocnéni s pestrymi zdravotnimi kompli-
kacemi. Onemocnéni je zpUsobeno poruchami chromozomu 21. V détské hematologii je potfeba
na toto onemocnéni myslet v souvislosti s vy$Sim vyskytem hematologickych malignit. U 10%
déti s Downovym syndromem mUzeme pozorovat transientni myeloproliferativni nemoc, ¢etnéj-
§i vyskyt myelodysplastického syndromu a akutni myeloidni leukémie, kdy je riziko vzniku az
56x vyssSi nez u ditéte bez Downova syndromu. Morfologické odliSeni akutni myeloidni leukémie
u Downova syndromu od akutni myeloidni leukémie u pacienta bez Downova syndromu neni
mozné. OdliSnosti v patologickych bunkach nam ukazi metody molekularné genetické a imuno-
logické. V patologickych burikach se vyskytuje mutace genu GATA1 a snizené mnozstvi anti-apo-
ptickych molekul napf. BLC 2 a HSP70. Pro presné stanoveni diagndzy je dulezitd mezioborova
spoluprace.
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70.

Rozli$eni zralych CD5+ B-lymfoidnich neoplazii zaloZené na analyze vicebarevné pritokové
imunotypizace (MFI) informativnich marker(i imunofenotypu

Starostka D., Kriegova E., Kudélka M., Mikula P, Zehnalova S, Radvansky M., Kolacek D.,
Chasakova K., Talianova H. (Oddéleni klinické hematologie, Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.
0., Havitov; Ustav imunologie LF UP a FN, Olomouc; Fakulta elektrotechniky a informatiky VSB-
TUO, Ostrava)

Uvod: Standardni hodnoceni imunofenotypu v diagnostice zralych CD5+ B-lymfoidnich neoplazii
je kvalitativni &i semikvantitativni. Udaje o klinickém vyuziti kvantitativniho hodnoceni expresniho
profilu imunofenotypu téchto nemoci jsou omezené. Cilem studie bylo srovnani diagnostického
pfinosu kvantitativniho hodnoceni intenzity exprese diagnostickych znak( zalozené na jejich pri-
mérné fluorescencni intenzité (MFI) s kvalitativnim hodnocenim exprese.

Metodika: Imunofenotyp neoplastické populace byl stanoven v diagnostickych vzorcich od 199
pacient(l s CD5+ B-lymfoidnimi neoplaziemi (CLL/SLL, MCL a CD5+ MZL). S vyuzitim pritoko-
vého cytometru BD FACS Canto Il a klinického software FACS Diva byla analyzovana povrchova
exprese znakd CD5, CD19, CD20, CD22, CD79b, CD23, FMC7, CD10, CD25, CD35, CD38, CD43,
CD11c, CD95, CD103, CD200 a lehkych retézcll imunoglobulini kappa a lambda. Intenzita ex-
prese byla hodnocena jako pozitivni/negativni a kvantitativné pomoci MFI a vyhodnocena pomo-
ci bioinformatickych metod.

Vysledky: Nejinformativnéjsi faktory pfi rozliSeni CLL/SLL, MCL a CD5+ MZL pfedstavuje inten-
zita exprese (MFI) marker( CD79b, CD23, CD43, CD38, CD11c, FMC7, CD200 a lehkych fetézcu
kappa a zejména pak jejich kombinace. S jejich pomoci bylo mozno spolehlivé odlisit CLL od
MCL i CD5+ MZL, a to v€etné atypickych pfipadu. Prestoze kvantitativni analyza exprese pou-
zitym panelem markerd vyrazné zpresnila odliSeni MCL a CD5+ MZL v porovnani se standard-
nim hodnocenim pozitivity/negativity, uvedeny panel znakd neumoznil dokonalé rozliSeni téchto
neoplazii. Pfehlednou vizualizaci expresniho imunofenotypového profilu umoznila konstrukce
datovych siti.

Zavéry: Nase data potvrdila, ze kvantifikace exprese informativnich markerd zvysuje u zralych
CD5+ B-lymfoidnich neoplazii diagnosticky pfinos imunofenotypizace v porovnani s kvalitativ-
nim (pozitivita/negativita) ¢i semikvantitativnim hodnocenim. Rutinni pouziti kvantitativniho hod-
noceni expresniho profilu vyZaduje konstrukci matematickych modeld, jejichz velkou vyhodou je
minimalizace subjektivity hodnoceni na expertni bazi.

Grantova podpora: MZ CR VES16-32339A

71.

Doporucené postupy pro vysoce sensitivni a presnou detekci PNH klonli metodou
pratokové cytometrie

Marinov I. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH) je X-vdzané onemocnéni zplisobené jednou ¢i vice zis-
kanymi mutacemi v genech podilejicich se na syntéze GPI kotvy. Nasledkem téchto mutaci vznikaji
hematopoetické kmenové bunky s ¢aste¢nou nebo Uplnou ztradtou GPI vazanych proteind. U pa-
cientl s aplastickou anémii (AA), hypoplastickou formou myelodysplastického syndromu (MDS)
a subklinické formy PNH Ize detekovat minoritni PNH populaci (<1%), pfitomnost minoritniho klonu
tvofi az 40% vsech PNH positivnich pfipadd. V souc¢asné dobé finalizuje pfiprava novych ICCS/
ESCCA doporucenych postupl pro vysoce sensitivni a pfesnou detekci PNH klont metodou pra-
tokové cytometrie. Duiraz je kladen na validaci pre-analytickych, analytickych a post-analytickych
pozadavkl vySetfeni. Soucasny stav problematiky a hlavni body nastavajicich guidelines budou
obsahem nasledujici prezentace.

72.

K velikosti jadérka a jadra v lymfocytech nemocnych s B — chronickou lymfatickou leukemii
(CLL) ]

Smetana K., Karban J., Trmény M. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; 1. Interni klinika 1.
Lékarské fakulty UK, Praha)

Je obecné znamo, Ze maturace (terminalni diferenciace) krevnich bunék je doprovazena zmenso-
vanim bunééného jadra a jadérka, Vztah velikosti jadra a jadérka nebyl vSak uspokojivé definovan.
Proto byla studovana velkost jaderné oblasti obsahuijici jadérkové télo (jadérko bez perinukleolarniho
heterochromatinu). Jednoducha cytochemicka metoda pro zobrazeni RNA umoznila sledovat télo
jadérka i obrys jadra a vypocitat hodnoty jejich priimeértd..Nezralé a zralé lymfocyty periferni krve
nemocnych s CLL se ukézaly vhodnym modelem pro jejich dostate¢ny pocet pro méreni priméru tél
jadérek i jader na Urovni jedné bunky. Pomoci pocitacové Upravy a méfeni bylo zjisténo, ze béhem
zréni lymfocytl dochdzi i k redukci velikosti jaderné oblasti obsahujici jadérkové télo. Vypocteny
pomeér pak se ukazal byt velmi stabilni pro jednotliva stadia zrani lymfocytt u nelé¢enych nemocnych
v dobé odbéru vzorku krve pro tuto studii. V protikladu k publikovanym zménam jadérek po pldsobeni
rliznych 1€k, se v§ak tento pomer v periferni krvi nemocnych s CLL IéCenych fludarabinem neménil..
Jedind zména byla pozorovana v terminalnich lymfocytech obsahujicich mikronukleoly jako jediny
nukleolani typ. Studie byla podpoiena fondem Ustavu hematologie a krevni transfuze.

73.

Lymfocytézy z pohledu morfologické laboratofe

Simecékova R., Mlkulenkova D., Campr V. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; Morfologicko-
cytochemicka laborator’ UHKT, Praha; Ustav patologie a molekuldrni mediciny pfi 2. LF, Praha)

Jako lymfocytézu oznacujeme zvysSeny pocet (relativni, absolutni) lymfoidnich bunék pro dany vék
a pohlavi. Pri¢in toho stavu je mnoho, mohou mit reaktivni charakter (virové, bakterialni infekce,
autoimunitni choroby), ale m(ize se jednat i o hematoonkologické onemocnéni. U nékterych one-
mocnéni je morfologie lymfocytl typicka. Prikaz klonality (patologicky imunofenotyp, molekular-
né genetické vysetfeni) a histologické vySetreni aspiratu kostni diené &i tkané (lymfaticka uzlina,
slezina, aj.) je pro stanoveni diagnosy zasadni. VySetfeni natéru periferni krve i aspiratu kostni
diené mdze upozornit na moznost pfitomnosti lymfoproliferativniho onemocnéni, na jeho prechod
do agresivnéjsi formy, ¢i umozni cilené zaméfit vySetieni imunofenotypu patologickych lymfocyt.

MNOHOCETNY MYELOM 1

74.

Lécebna strategie u mnohoc¢etného myelomu v roce 2017 nemtiize byt slozena jen z l1éku
hrazenych zdravotnimi pojiStovnami

Hajek R. (Klinika hematoonkologie, Fakultni nemocnice Ostrava, Ostrava — Poruba; Ceska
myelomova skupina a myelomova sekce CHS)

Mnohocetny myelom je ukazkovym prikladem prekotného zavadéni ucinnych 1€kl do klinické praxe.
Zatimco americky systém regulace smrst novych 1€kl dokaze vstiebat, konzervativni a ekonomicky
méné silné Evropé to jde jen velmi obtizné. Vice Iékll znamena vice lé¢ebnych moznosti. Je zasadnim
posunem v léCebné strategii, pokud mUizete dany IéCebny postup u urcité skupiny nemocnych zasta-
vit pro malou Uc¢innost a nahradit jej jinym. Sance na nalezeni u¢inného postupu s pozitivnim dopa-
dem na progndzu nemocnych se tak zvySuje u nemocnych v primolécbé na 100%, v prvnim relapsu
na 90% a ve 2-3 relapsu na vice nez 75%. Spravné poskladani Ié€ebné strategie je jisté omezeno
realitou, tedy Uhradou Iéku od zdravotnich pojistoven. Kazdy nemocny ma vSak ze zakona pravo byt
informovan o optimalnim postupu, tfebaze jeho dostupnost je limitovana pro vétSinu nemocnych. Ne
na |ékafi, ale na daném nemocném je, zda limitujici postup akceptuje. V jiném pfipadé se Iékar vy-
stavuje zadsadnimu stfetu se zakonem a dobrovolné a mozna nevédomé na sebe prenasi souvisejici
ekonomicka rozhodovani, kterd mu vSak nepfislusi. Vstupni zvolené 1é¢ebna strategie by tedy méla
obsahovat jak optimalni postup, tak realné hrazené Ié¢ebné postupy v daném Case.

D



75.

Nové guidelines pro diagnostiku mnohoc¢etného myelomu
Maisnar V., Minarik J., Hajek R. (IV. interni hematologicka klinika, Hradec Kralové; Hemato-onkologicka
klinika FN a LF UR Olomouc; Klinika hematoonkologie FN a LF Ostravské Univerzity, Ostrava)

V pribéhu tohoto roku budou vydana dalsi Guidelines pro diagnostiku a Ié¢bu mnohocetného my-
elomu. Cilem naseho sdéleni je rekapitulace novinek v jejich diagnostické ¢asti pfi srovnani s po-
slednim vydanim Guidelines v roce 2012. Mezinarodni myelomova pracovni skupina (IMWG) vydala
aktualizovana kritéria pro stanoveni diagnézy mnohoéetného myelomu Jiz koncem roku 2014. Upra-
vu do té doby platnych kritérii z roku 20083 si vyzadaly zejména dalsi pokroky v 1é€bé mnohocetného
myelomu, déle prikaz pfinosu novych zobrazovacich technik u MM a snaha zabranit poskozeni or-
ganismu v ramci asymptomatické faze onemocnéni pfi identifikaci novych rizikovych faktor(. Ke zmé-
nam doslo jiz v nazvoslovi, kdyz symptomaticky mnohoc¢etny myelom nahradil pojem mnohocetny
myelom a asymptomaticky mnohocetny myelom se vrétil k plivodnimu nazvu doutnajiciho (,smolde-
ring“) mnohocetného myelomu. Ve snaze zabranit poskozeni organismu bylo v ramci dosud platnych
CRAB kritérii doplnéno k dosavadnimu posouzeni renalni insuficience pomoci koncentrace sérového
kreatininu jeSté stanoveni kreatininové clearance. Tu je mozné stanovit jak klasickym méfenim, tak
pomoci validovaného vypoctu. Ze stejného divodu byla nové do diagnostickych kritérii zafazena
moznost prikazu kostniho postizeni pomoci modernich metod, kromé dosud standardniho rtg zob-
razeni Ize dnes vyuzit CT, CT/PET i MRI. V rdmci sledovani nemocnych s doutnajicim (,smoldering®;
dfive asymptomatickym) MM byly nové identifikovany 3 rizikové faktory, jejichz identifikace znamena
pro nemocné jejich ¢asnou progresi do symptomatické formy onemocnéni a opravriuji tak u nich za-
hajeni IéCby. Zde se vyznamné prosadily vysledky randomizované studie Spanélskych autor(, které
prokazaly prodlouzeni celkového preziti pfi asném zahdjeni 1é¢by u nemocnych s doutnajicim MM
a vedly tak k opravnéni [éEby nemocnych s vysoce rizikovym ,smoldering“ MM. Za takové nemocné
jsou tedy nové povazovani nemocni s vice jak 60% klonalnich plazmatickych bunék v kostni dreni,
s pomérem postizenych/ nepostizenym volnym fetézcim v séru > 100 a vice jak jednim loziskem
skeletu vétsim nez 5 mm pi vySetieni pomoci MRI. Novym diagnostickym kritériim MM byla pfizpQ-
sobena i kritéria jeho doutnajici (,smoldering®) formy.

76.
Profylaxe tromboembolické nemoci u pacientl s mnohoc¢etnym myelomem
Kessler P (Odd. hematologie a transfuziologie, Nemocnice Pelhifimov, Pelhfimov)

Mnohocetny myelom (MM) je provazen zvySenym rizikem tromboembolické nemoci (TEN). Po-
dle pfitomnosti rizikovych faktor( je mozno pacienty rozdélit do 4 skupin: Vysoké riziko: a) Primo-
|é¢ba obsahujici kombinaci thalidomidu, lenalidomidu >15 mg/den nebo anthracyklinu s vyso-
kodavkovanymi kortikoidy. b) Pacienti s anamnézou TEN. Doporu¢en nizkomolekularni heparin
(LMWH) v profylaktické nebo intermediarni davce. Vyssi stfedni riziko: a) Primolécba obsahujici
kombinaci thalidomidu, lenalidomidu, pomalidomidu nebo anthracyklinu s nizkodavkovanymi
kortikoidy. b) Lé¢ba relapsu kombinaci thalidomidu, lenalidomidu v davce >15 mg/den nebo an-
thracyklinu s vysokodavkovanymi kortikoidy. Doporu¢en LMWH v profylaktické davce. Pacienty
bez dalsich rizikovych faktor(l TEN Ize po dosazeni parciélni remise prevést na acetylsalicylovou
kyselinu (ASA) 100 mg denné nebo warfarin v terapeutické davce. Nizsi stfedni riziko: a) Lécba
relapsu kombinaci thalidomidu, lenalidomidu nebo pomalidomidu s nizkou davkou kortikoidd. b)
Indukéni nebo udrzovaci [éEba kombinaci lenalidomidu 10 mg s nizkou davkou kortikoidd. c) Mo-
noterapie thalidomidem, lenalidomidem 10 mg, pomalidomidem nebo vysokodavkovanym de-
xametazonem. Doporucena je ASA 100 mg denné u osob s < 1 rizikovym faktorem TEN. LMWH
v profylaktické davce preferovan pfi nakupeni rizikovych faktord TEN, je vdak mozno ho pouZit
i u osob bez dalsich rizikovych faktord TEN. Nizké riziko: LéCba neobsahuijici thalidomid, lenali-
domid, pomalidomid nebo kombinaci anthracyklinu s vysokodavkovanym dexametazonem. Do-
porucena jsou jen fyzikalni opatfeni. Specialni postup je tfeba volit u dalSich specifickych skupin
pacient(: Pfi dlouhodobé 1é¢bé warfarinem pro umélou chlopenni nahradu nebo pro fibrilaci sini
(FS) je doporuc¢eno pokracovat v [é¢bé warfarinem. Pfi nemoznosti dosahnout stabilni hodnoty
INR je mozno pacienta s umélou chlopni pfevést na LMWH s cilem dosazeni hodnoty aXa 1,0-
1,2 aXalU/ml. Pacienta s FS je mozno prevést na dabigatran, rivaroxaban nebo apixaban, pfi

kontraindikaci téchto 1€kl je moznou alternativou LMWH s cilem dosazeni hodnoty aXa 0,6-1,0
aXalU/ml. Pacienty, Ié¢ené dlouhodobé warfarinem pro pfedchozi TEN je vhodné béhem induké-
ni terapie MM prevést na LMWH (Clexane, Fraxiparin, Fragmin) v davce 100 IU/kg 1x denné s.c.
U pacient( lécenych pro FS dabigatranem, rivaroxabanem nebo apixabanem je navrzeno tuto
medikaci béhem lé¢by MM ponechat, tyto Iéky vSak nejsou vhodné pro pacienty, u nichz doslo
k poklesu rendlnich funkci. U pacientl uZivajicich dlouhodobé protidestickové 1éky z dlivodu
sekundarni prevence arterialni trombdzy je doporu¢eno pokracovat v této 1é€bé i béhem lécby
MM. V pfipadé vysokého nebo vyssiho stfedniho rizika TEN je navrzeno tuto Ié€bu kombinovat
s profylaktickou davkou LMWH. U pacientd hospitalizovanych z ddvodu imobilizace nebo akut-
nich internich komplikaci je indikovana profylaxe LMWH v profylaktické davce.

77.

Pomalidomid is more effective in real clinical practice than in randomized trial - an
observational study of the Czech Myeloma Group

Pour L., BroZova L., Spicka I., Maisnar V., Minafik J., Gregora E., Jungova A., Hajek R. (IHOK, FN,
Brno; IBA, Masarykova univerzita, Brno; . interni klinika, 1. LF UK, Praha; IV. interni klinika LF UK,
Hradec Kralové; Hematoonkologika klinika, FN a LF UR Olomouc; Hematologicka klinika FNKV,
Praha; Klinika hematologie LF UK Plzeri, Hematologicka klinika LF, Ostrava)

The combination of pomalidomide and low-dose dexamethasone (Pom-Dex) is a perspective opti-
on for patients with end-stage relapsed/refractory multiple myeloma (RRMM). We analyzed efficacy
and toxicity of Pom-Dex in all patients from the Czech Republic treated from 2013 to 2016. ME-
THODS and patients characteristics: Patients were eligible if they had been diagnosed with RRMM
and had failed at least two previous treatments of bortezomib and lenalidomide. They were treated
with start dose of Pom (4 mg/day on days 1-21, orally) plus low-dose dexamethasone (40 mg/day
on days 1, 8, 15, and 22, orally) until disease progression or unacceptable toxicity. We analyzed
TTP and OS together with toxicity. Also, univariate Cox proportional hazards model for OS was
done for standard risk factors. One hundred and twenty-two patients with median age of 67 treated
with Pom-Dex were evaluated. Median follow-up was 8.7 months. Median of previous treatment
lines was 4. RESULTS: Median TTP of Pom-Dex treatment was 7.1 months (95% Cl 5.3-8.6). Me-
dian OS was 19.0 months (95% Cl 13.2-25.8). The most common grade 3-4 adverse events were
neutropenia in 44%, anemia in 22% and thrombocytopenie in 24% of patients. Grade 3-4 infection
were observed in 10% of patients. Patients with ECOG worse than 2, B2microglobulin higher than
5, ISS stage 3, low hemoglobin, low platelet count and presenting extramedullary mass had worse
OS according to univariate Cox proportional hazards model, Our analyses show that Pom-Dex
treatment of Czech RRMM patients is effective, well tolerated and had better results than the regis-
tration study. Performance status and tumor burden seem to be main prognostic factors according
to our model. Thus, our suggestion for clinical practice is to start pomalidomide treatment as soon
as possible in case of MM relapse.

CYTOPENIE

78.

Paroxysmalni noéni hemoglobinurie (PNH) v Ceské republice - idaje z mezinarodniho PNH registru
Cermék J., Cervinek L., Steinerova K., Bélohldvkova R, Rohori P (Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha; Interni hematologicka a onkologicka klinika FN, Brno; Hematologicko-
onkologické oddéleni FN, Plzeri; IV.interni hematologicka klinika FN, Hradec Kralové; Hemato-
onkologicka klinika FN, Olomouc)

Mezinarodni PNH registr (International PNH registry) shromazduje klinické a laboratorni Udaje
o nemocnych s PNH z 20 evropskych a 10 dal$ich zemi z celého svéta. Ceska republika poskytla
do registru do soucasnosti data o 70 nemocnych s PNH (UHKT —32, FN Brno - 22, FN Plzen —
7, FN Hradec Kralové - 6, FN Olomouc — 3)., coz odpovida incidenci onemocnéni 0,7/100.000
obyvatel. Primérny vék nemocnych ¢inil 40,3 roku, do registru bylo zadano 37 muzd a 33 Zen.
U 24 nemocnych byla pfitomna tézka hemolyza, primérny pocet CD59 kompletné deficitnich
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erytrocytll (RBC) byl v této skupiné 40,2 %. U 16 nemocnych, vesmeés s komplikujicimi faktory
(trombdza, rendlni insuficience, septické infekty) byla zahajena l1é¢ba eculizumabem, 2 nemoc-
ni byli zafazeni do studie s novym inhibitorem komplementu, u 2 nemocnych byla provedena
alogenni transplantace krvetvornych bunék (alloSCT). U 12 nemocnych byla pfitomna mirna
az stfedné tézka chronickd hemolyza bez dalSich komplikaci, po¢et CD59 deficitnich RBC byl
v primeéru 22,4%. Polovina téchto nemocnych byla Ié¢ena kombinaci kortikosteroidl s CS-A,
u 3 nemocnych vznikla PNH rozvojem z aplastické anemie (AA) I1é¢ené kombinovanou imuno-
supresi. DalSich 12 nemocnych mélo znamky intermitentni minimalni hemolyzy s 4,4% CD59
deficitnich RBC v prameéru, tretina z nich dostavala imunosupresiva, ostatni nebyli Ié¢eni. Hypo-
plasticka forma PNH byla pfitomna u 12 nemocnych, primérny pocet CD59 deficitnich RBC byl
2,6%, 7 nemocnych bylo Ié¢eno podanim antithymocytarniho globulinu (ATG), u 6 nemocnych
byla provedena alloSCT. U 10 nemocnych byl pfitomen minimalni PNH klon s prdimérem 0,8%
CD59 deficitnich RBC, u 3 z nich se PNH klon objevil v rlizné dlouhé dobé po Ié¢bé aplastické
anemie kombinovanou imunosupresi s ATG. Udaje z PNH registru predstavuii efektivni nastroj ke
sledovéni pfirozeného priibéhu choroby a k uréeni optimalni 1é¢ebné strategie véetné indikace
nakladné biologické Ié¢by.

79.

Anémia u starsich ludi

Nosal' M., Stecova A., Gaborikova M., Luha J., Holub D., Batorova A. (Univerzitna nemocnica
Bratislava, Nemocnica Staré Mésto, Bratislava — SK; KHaT-LFUK,UNB, SZU, Bratislava — SK;
Medlirex s.r.o, Bratislava — SK; Ustav bioldgie a genetiky LFUK, UNB, Bratislava — SK; Ustav
molekularni a translacni mediciny, Lékarska fakulta UR Olomouc)

Uvod: Anémia prevlada v starej populacii, najméa v zariadeniach dlhodobej starostlivosti a ge-
riatrickych oddeleniach. Dokonca aj mierna anémia je spojena s nepriaznivymi zdravotny-mi-
nasledkami.Aj ked starnutie je povazované za prispievajuci faktor, patranie po pri¢ine musi byt
vzdy dbokladne.NajcastejSimi etiologickymi pri€¢inami anémie u starsich osdb si anémia chro-
nickych ochoreni / zapale; deficit Zeleza, kyseliny listovej a kobalaminu; a myelodysplasticky
syndrém.Sucasne je ¢asto pritomnych viac pricin, anémia v starSom veku je multifaktorialna.
Diagnostické spracovanie jepriamociare, nie je prili§ invazivne a malo by byt vykonané systé-
movo. Nedostatok vitaminov vyzaduje kompletné vySetrenie a lie€bu. Pri anémii chronickych
ochoreni/ pri zapale v idealnom pripade je potrebna lie€ba ochoreni, ktoré sposobuju tento
typ anémie. Ak sa glomerularna filtracia vyrazne znizi, mal by sa podat erytropoetin. Vac¢sina
pripadov s myelodysplastickym syndromom bude mat prospech z podpornej starostlivosti, ale
Specificka podskupina (MDS 5q-) reaguje velmi dobre na oralne analégythalidomidu.VSeobec-
ne je potrebné sa vyhnut zbyto¢nym transfiziam.Zmeny v metabolizme Zeleza st vyznamné,
zaznamenavaju sa zmeny v nizkomolekulovom regulaénom proteine metabolizmu zeleza -
hepcidine.

Ciel: nasim cielom bolo zistit ako sa chova metabolizmus Zeleza a hepcidin u pacientov seniorov
s anémiou z nedostatku Zeleza a anémiou chronickych chordb.

Metoda: vysetrili sme pacientov seniorov nad 65 rokov s diagnézami sideropenicka anémia a ané-
mia chronickych choréb (ACD). Tieto skupiny sme porovnali s kontrolnou skupinou tejto vekovej
katégorie bez sideropenickej anémie a ACD. Vysetrili sme 9 kontrol, 5 s anémiou z nedostatku zZe-
leza a 16 pacientov s ACD. VySetrili sme nasledujuce parametre : kompletnykrvny obraz, parametre
metabolizmu Zeleza - FeS,Feritin, Trf., sat. Trf., solub. Trf. Rec., index solub. Trfrec./log. Feritin,
Hepcidin HPLC a Elisa, IL-6, CRP, Epo. Vysledky laboratérnych vySetreni boli testované neparovym
T-testom a Mann- Whitney testom.

Vysledky: uvadzame niektoré Statisticky vyznamné hodnoty: Kontrola-Anémia:s Trfrec.p<0,0086,
HepcidinElisa p<0,031, Index p<0,006, Epo p<0,034, Hgbp<0,003, MCV p<0,003. Kontrola-
ACD: CRP p<0,003, IL-6p<0,001,Epop<0,004, Eryp<0,000,Hgbp<0,000 Ostatné hodnoty uve-
dieme v prezentacii.

Zaver: vzhladom na to, Ze v kategérii starSich pacientov ( maly pocet), zaznamenali sme niektoré
Statisticky vyznamné laboratérne vysledky. Poukazuje to na multifaktorialnu pric¢inu anémie v tejto
vekovej kategdrii. Mnohorazy je obtiazne zaradit pacientov do spravnej skupiny anémie.
Podakovanie: pani Olge Aujeskej laborantke Medirex s.r.o.

80.

Celoexomové sekvenovani u déti s imunitni cytopenii: aplikace a klinicky dopad

Svatori M., Kanderova V., Smisek P, Sukova M., Sramkova L., Kayserova J., Stuchly J., Zaliové M.,
Freiberger T., Elblové L., Prihové S., Vickova M., PospiSilova D., Blatny J., Prochézkové D.,
Mejstrikova E., Kalina T, Sedivé A., Stary J., Trka J., Frorikova E. (Klinika détské hematologie

a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha; Ustav imunologie 2. LF UK a FN Motol, Praha; Ustav
klinické imunologie a alergologie, Lékarska fakulta, Masarykova Univerzita, Brno; Pediatricka
klinika 2. LF UK a FN Motol, Praha; Ustav biologie a lékarské genetiky 2. LF UK a FN Motol, Praha;
Détska klinika, FN, Olomouc; Oddéleni détské hematologie, FN, Brno,; Détska klinika, Masarykova
nemocnice v Usti nad Labem, Krajska zdravotni a.s., Usti nad Labem)

Uvod: Sekvenovani nové generace se stava hlavni diagnostickou metodou geneticky podming-
nych onemocnéni. Zarovern s identifikaci novych patogennich variant a kauzalnich gend je dal$im
dllezitym zdmérem zhodnotit efektivitu celoexomového sekvenovani (WES) a jeho vyuzitelnost
v rutinni klinické praxi.

Cile: Nasim cilem bylo zhodnotit pfinos a Uskali WES jako diagnostické metody u skupiny paci-
ent0 trpicich imunitni cytopenii, autoimunitni hemolytickou anémii (AIHA), idiopatickou throm-
bocytopenickou purpurou (ITP) a imunitni neutropenii, anebo kombinaci téchto onemocnéni
(Evanstv syndrom). Vétsina téchto pacientd méla dalsi symptomy imunitni dysregulace vcetné
bézného kombinovaného imunodeficitu (CVID), lymfoproliferace a autoimunitnich onemocnéni
(diabetes mellitus 1. typu, autoimunitni thyreoiditida). Metody Provedli jsme celoexomové sek-
venovani u 30 pacientl (vé€k 0-39 let) po vySetfeni klinickym genetikem. Sekvenacni knihovny
byly pfipraveny pomoci Agilent SureSelectXT Human All Exon V5/6+UTR kitu a sekvenovany
na pfistroji lllumina NextSeq 500 s vyslednym primérnym pokrytim alespor 30x. Vysledky U 10
pacientd (33%) jsme byli schopni identifikovat pravdépodobné kauzalni varianty onemocnéni.
3 pacienti (sourozenci) byli heterozygoti pro dfive nepopsanou variantu v genu CTLA4, vedouci
k CTLA4 deficitu. Dal$i novou variantu v tomto genu jsme identifikovali i u jiné pacientky sou-
Casné s dalsi patogenni variantou v genu TSC1, vedouci ke kombinovanému fenotypu s tube-
rézni sklerézou. Molekularni diagnéza CTLA4 deficitu umoznila nasadit Ié€bu analogem CTLA4
(Abatacept) u jednoho z pacientll. U jednoho pacienta jsme identifikovali variantu vedouci
k aktivaci molekuly STAT3, ktera byla nedavno popsana u syndromu imunitni dysregulace.
U 3 pacientl jsme nalezli varianty v genech typicky popsanych u protilatkovych deficitl (TACI,
CD40L, IKBKG). U 1 pacienta s chronickou AIHA a ITP byla nalezena varianta v genu TERT,
mutovanym u dyskeratosis congenita. 1 pacient s mnohoc¢etnymi vyvojovymi vadami a Evan-
sovym syndromem byl heterozygot pro variantu v genu KMT2D, zpUsobujici syndrom Kabuki.
Diagnostika ostatnich pacient( byla obtizna. U 4 z nich jsme nalezli varianty v genech, které
jsou popsany u syndromu imunitni dysregulace, ale vyskytuji se v mensi mife také u zdravych
jedinci (CASP10, PIK3CD). 12 pacientl (36%) neslo pouze heterozygotni mutaci v genech
spojenych s autosomalné recesivnim onemocnénim (napf. ITK, LRBA), nebo jsme u nich zatim
nenasli zadnou relevantni aberaci. U 4 pacientd jsme identifikovali nové varianty v genech,
které hraji dalezitou roli v imunitni regulaci, ale prokazani jejich patogenity vyzaduje rozsahlé
valida¢ni studie s pouzitim priméarnich bunék pacienti nebo pomoci genetické modifikace exis-
tujicich bunécénych &i zvifecich modeld.

Zavér: WES je velmi vhodna metoda, kterd umoznuje identifikaci genetické pfi¢iny onemocnéni zhru-
ba u jedné tietiny pacientt a umozriuje cilenou terapii. Presto, Ze cilené sekvenovani genovych pane-
10 snizuje néklady na vysetreni a zjednodusuje analyzu vysledkd, panely se rychle stavaji obsoletnimi,
jelikoz na poli primarnich imunodeficitd dochazi velmi rychle k objevim novych kauzélnich gent
a jejich mutaci. Vzhledem k heterogenité genetickych pficin imunitnich cytopenii a syndrom0 imunitni
dysregulace doporucujeme vyuziti WES pred cilenym sekvenovanim jednotlivych gend.

Podpora: NV15-30626A, 16-32568A, P302/12/G101.

81.
Kontroverze v hematologii: splenektomie u ITP - pro a proti
Hiusi A., Cervinek L., Kozak T, Pospisilové D. (Hemato-onkologicka klinika, LF UP a FN, Olomouc;
Interni hematologicka a onkologicka klinika LF MU a FN, Brno; Interni hematologicka klinika 3. LF
a FN Kralovské Vinohrady, Praha; Détska klinika LF UP a FN, Olomouc)
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Uvod: Splenektomie (SE) predstavuje nejstardi Ié&ebnou metodu pouzivanou u pacientd s imunitni
trombocytopenii. V soucasnosti je indikovana jako moznost 2. nebo vyssi lé¢ebné linie, zvlasté
u pacientd s chronickou formou onemocnéni. V poslednich 15 letech indikaci SE ubyva. Pric¢inou
jsou lepsi terapeutické moznosti u ITR, $irsi povédomi o moznych rizicich vykonu a néasledné asple-
nie i Castéjsi neochota pacientd podstoupit ireverzibilni chirurgicky zakrok. Argumenty podporuijici
splenektomii: kurativni Ié€ebna metoda, nejvyssi podil Ié¢ebnych odpovédi v porovnani s dalSimi
modalitami (celkova odpovéd 88%, setrvald 66%), dlouhodobé zkusenosti, dobfe znama rizika
a moznosti jejich prevence, vyssi bezpecnost laparoskopického pfistupu, proveditelnost i v gra-
vidité, ekonomicka vyhodnost. Argumenty proti splenektomii: ireverzibilni chirurgicky zakrok od-
stranujici ,zdravy organ®, pfitomnost periopera¢niho rizika mortality a morbidity, dlouhodobé riziko
infekénich a trombotickych komplikaci, dostupnost alternativy k vykonu. Kumulativni incidence
sepse u pacientd po SE je vyssi nez u nesplenektomovanych nemocnych s ITP (11,1% vs 10,1%),
tyka se ¢asného i pozdniho obdobi po SE, u komorbidnich pacient riziko dale nardsta. U pacientt
po SE je vysSi riziko zilnich tromboembolickych komplikaci (visceralni i periferni oblasti).

Zaveér: Splenektomie je nejstarsi, ale stale nejucinngjsi Ié¢ebnou metodou u pacientd s chronickou
ITP s vysokym kurativnim potencidlem Indikovana je jako Ié€ebna modalita 2. a vyssi linie. Z cha-
rakteru metody vyplyva nevratny charakter operaéniho vykonu, ktery je pro ¢ast pacientt diivodem
k nesouhlasu s touto lé¢ebnou modalitou. Vzhledem ke zndmym i potencialnim rizikim SE je pfi
zvazovéani indikace nutné dusledné individuaini komplexni zhodnoceni rizikovych faktor(i spojenych
s onemocnénim, operac¢nim vykonem, komorbiditou, ale i aspektl pfipadné nechirurgické 1éCby
ITP a samozrejmé preferenci pacienta. Strategicka pozice splenektomie v [éCbé détskych pacientll
s chronickou ITP je odli$na od dospélych. SE je u déti tfeba velmi peclivé zvazovat v kontextu s uve-
denymi riziky a s redlnou moznosti dosazeni spontanni remise choroby i nékolik let po stanoveni
diagnodzy. Je indikovana zasadné po 5. roce Zivota a obvykle az po delsi dobé trvani nemoci nez
je tomu u dospélych pacientl. Néktera rizika spojena se SE jsou preventabilni. Prevence postsple-
nektomickych infekci by méla byt samoziejmosti, stejné jako pfip. prolongovana prevence trombo-
embolické choroby po vykonu. Vyznamnou roli v kratkodobych komplikacich opera¢niho zakroku
hraje zkusenost chirurgického tymu a taktika operaéniho zakroku. Indikace k SE u pacientd s ITP by
meéla byt stanovena hematologem se zkuSenostmi v uvedené problematice, na pracovisti s moznosti
zajisténi prislusné prevence, spravné edukace pacienta a pfipadného rychlého feseni ev. komplikaci.

MNOHOCETNY MYELOM 2

82.

Indukéni Ié¢ba na bazi bortezomibu pro nemocné s mnohocetnym myelomem nevhodné

k autologni transplantaci kostni dfené: retrospektivni multicentricka analyza v Ceské republice
Sandecka V., Pour L., Straub J., Séudla V., Maisnar V., Walterova L., Gregora E., Adam Z., Krejéi M.,
Stork M., Jarkovsky J., BroZova L., Sevéikova S., Hajek R. (IHOK, FN, Brno; Interni klinika, VFN,
Praha; Hemato-onkologicka klinika FN, Olomouc; Oddéleni klinické hematologie, FN, Hradec
Kralové; Oddéleni klinické hematologie, Nemocnice, Liberec; Oddéleni klinické hematologie,

FN KV, Praha; Institut biostatistiky a analyzy, Lékarska Fakulta Masarykove Univerzity, Brno;
Oddéleni patofyziologie pri Lékarské fakulté Masarykove univerzity, Brno;, CMG, Oddéleni klinické
hematologie, FN, Ostrava)

b& nové dlagnostlkovanych i predléenych nemocnych s mnohocetnym myelomem (MM). Tato re-
trospektivni analyza shrnuje zkusSenosti s Ié€bou rezimy na bazi bortezomibu u nemocnych s nové
diagnostikovanym MM, ktefi nejsou vhodni k podstoupeni autologni transplantace kostni dfené.

Pacienti a metody: Od ¢ervna roku 2005 do ledna roku 2017 bylo v Ceské republice bortezomi-
bem Ié¢eno 1293 nemocnych. Do statistické analyzy bylo zahrnuto 61.4% (794/1293) nemocnych.
Z analyzy bylo vyfazeno 20.7% nemocnych pro pieruseni IéCebného rezimu z jiného ddvodu nez
progrese, 13.7% nemocnych pro nekompletni Udaje stran poctu 1é¢ebnych cykld, 6.1% nemoc-
nych pro zménu léc¢ebného rezimu a 2.4% nemocnych pro nejasnou dobu sledovani. Median doby
sledovani od zahajeni 1é€by byl 23.2 mésict (1.5- 129.0). Primérny vék v ¢ase zahdjeni terapie
byl 70 let. Z celkového souboru bylo 82% (651/794) IéCenych trojkombinacnimi rezimy. Primérny

pocet podanych cyklG bortezomibu byl 8 (4.0- 12.0); primérna jednorédzova davka byla 2,3 mg.
Lécebné odpovédi byly hodnoceny dle IMWG kriterii z roku 2014.

Vysledky: Bez ohledu na typ pouzitého rezimu bylo celkové lécebné odpovédi (ORR) dosazeno u 69.2%
(478/691) nemocnych, z toho velmi dobré parcialni remise (VGPR) bylo dosazeno u 34.7% (240/691)
a kompletni remise (CR) u 9.4% (64/691) nemocnych. Srovnany byly skupiny nemocnych, ktefi byli léce-
ni bortezomibem ve dvoj-, troj- a étyfkombinacnich reZzimech. Mezi témito tfemi skupinami byly zjistény
rozdily v dosazeni OS (29.6 vs. 44.8 vs. Nedosazeno meésic(, jednotlivé; p= 0.012), v medianu TTP ( 15.1
vs. 18.6 vs. 21.7 mésicU, jednotlivé; p= 0.892) a PFS (13.8 vs. 17.0 vs. 21.7 mésic(, jednotlivé; p= 0.716).
ReZim BMP (bortezomib-melfalan-prednison) byl nejucinnéjsi mezi trojkombinacnimi rezimy a ve srovnani
s rezimem CBD (cyklofosfamid-bortezomib-dexametason),BDD (bortezomib-doxorubicin-dexametason)
a BTD (bortezomib-thalidomid-dexametason) byl median OS jednotlivych reziml ( 49 vs. 41.7 vs. 37.9
vs. 32.2 mésicd, jednotlivé.), median TTP (20.5 vs.16 vs.13.5 vs.13.8 mésicl, jednotlivé) a median PFS
(22.3 vs. 18.5 vs. 13.7 vs. 13.8 mésicy, jednotlive). Nejcastéjsi hematologickou toxicitou stupné 3 a vyssi
byla anémie vyskytla sev 17.5% (133/763) pripadu. Nejcastéjsi non- hematologickou toxicitou stupné 3
neuropatie stupné 2 a vyssi, pozorovana byla ve 21 3% (169/762) pripadul.

Zavér: Nase vysledky dokazuji, Ze bortezomib v indukéni 1éEbé patfi mezi vysoce Ucinné léky pro
nemocné s MM, ktefi nejsou vhodni k provedeni autologni transplantace kostni dfené. Detailni
analyza bude pfedmétem sdéleni. }

Vytvoreno s podporou grantl: NV15-29508A AZV MZCR

83.

Opakovana lé¢ba bortezomibem u pacienttl s relabovanym mnohoc¢etnym myelomem

Stork M., Pour L., Brozova L., Spicka I, Maisnar V., Minafik J., Jungova A., Gregora E., Hajek R.
(Interni hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno; Institut Biostatistiky a Analyz, MUNI, Brno; I.
interni klinika — klinika hematologie, VFN, Praha; IV. interni hematologicka klinika, FN, Hradec Kralové;
Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc; Hematologicko-onkologické odd., FN, Plzeri; Interni
hematologicka klinika, FN Kralovské Vinohrady, Praha; Klinika hematoonkologie, FN, Ostrava)

= p-value Log rank-test:<0.001 Bortezomib je Siroce pouzivany v 1é6bé jak

—— First treatment nové diagnostikovaného, tak relabovaného

s Second treatment mnoho&etného myelomu. | pfes souéasny ob-
rovsky pokrok v [éEbé myelomu, je v klinické

=z praxi fada novych anti-myelomovych Iékd ne-
; 2 dostupna. V této praci jsme analyzovali efekti-
= vitu opakované 1é¢by bortezomibem u pacien-
s o td s relabovanym mnohocetnym myelomem.
E =7 Celkové bylo analyzovano 283 pacientl léce-
nych opakované bortezomibem v CR. Borte-

=g zomib byl podavan v standardnim davkovani

1,3mg/m2 a v kombinaci s kortikosteroidy,
chemoterapii a/nebo thalidomidem. Pred dru-
hou Ié¢bou bortezomibem bylo 61,5 % pacien-
td 1éCeno lenalidomidem, 42,5 % pacientd bylo
|é¢eno thalidomidem a median predchozich
lé¢ebnych linii byl 3. Analyzovana byla léCeb-
na odpovéd, intervaly preziti (PFS, TTP, DOR)
a toxicita. Dale byly analyzovany rizikové fakto-
ry pro délku PFS a léCebnou odpovéd u druhé
lé¢by bortezomibem. Celkové efektivita prvni IéCby bortezomibem byla vysSi nez u 1é¢by druhé.
ORR (PR a lep$i) byla u prvni Ié¢ebné linie 72,7% oproti 34,5% (p<0,001). Interval TTP byl u prvni
|éCebné linie 16,1 (95% Cl; 14,3-17,8) mésice oproti 8,0 (95% ClI; 6,9-9,2) mésicim (p< 0,001).
Interval PFS u prvni 1é¢ebné linie 16,1 (95% CI; 14,3-17,8) mésice oproti 7,8 (95% CI; 6,7-8,9)
mésicim (p<0,001). Interval DOR u prvni Ié¢ebné linie 17,5 (95% Cl; 15,3-19,7) mésice oproti
10,5 (95% ClI; 8,0-13,0) mésicim (p=0,001). Toxicita v€etné neuropatii byla u obou Ié¢ebnych linii
srovnatelna. Dalsi vysledky tykajici se rizikovych faktord budou publikovany.
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Porovnani vytéZnosti mobilizace po indukéni 1é€bé u pacientii s mnohoéetnym myelomem
Jungova A., Havlova E., Zabranska T., Hrabétova M., Jindra P (HOO FN, Pizeri; Ustav klinické
biochemie a hematologie, FN Plzeri)

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je agresivni hematoonkologické onemocnéni, které v CR postih-
ne az 600 lidi ro¢né. | v poslednich letech zlstava nedilnou soucésti Ié¢ebnych protokoll autologni
transplantace, proto je velmi dllezity priming a naslednd mobilizace perifernich krvetvornych bu-
nék (PBSC) pro nasledné Uspésné provedeni transplantace. JelikoZz se do indukénich protoko-
10 dostaly nové Iéky jako je thalidomid a bortezomib, doslo v pribéhu ¢asu k mirnému poklesu
Uspésnosti odbért PBSC oproti plvodnim rezimdm na bazi adriamycinu &i vincristinu. Pokles je
jak v mnozstvi CD 34 bunék/kg, tak ve vy$§im procentu méné Uspésnych ¢i nedspésnych odbérd.
Standardni davka pro podavani G-CSF je 10ug/kg hmotnosti. Z naseho souboru pacientli jsme
porovnavali vliv davky G-CSF a takeé vliv pouzitého indukéniho protokolu na UspéSnost mobilizace.
Metoda: Retrospektivni analyza 145 pacientt s MM Iécenych na Hematologicko onkologickém oddéleni
FN Plzeri mezi roky 2013-2016. Vysledky: Ze souboru 145 pacient(l bylo 70 Zzen a 75 muzU. Nejcastéji
byla podana indukéni 1é¢ba dle protokolu CTD (43%), pak VD (27%), VTD (15%), ostatni protokoly (15%).
Prdmérna vytéZnost mobilizace byla 6,4 x 106CD34/kg po indukci CTD, 8,57 x 106CD34/kg u indukce
VD a 13,53 x 106CD34/kg u VTD. Pomérné efektni byl odbér i po indukci BDD - 12,12 x 106CD34/kg, ale
bylo jen malé mnozstvi pacientt (3pac.). Pfi porovnani obou thalidomidovych rezimt (CTD vs. VTD) byla
signifikantné vys$si mobilizacni Uspésnost u protokolu VTD (p=0.0001), stejné tak pfi porovnani bortezo-
mibovych rezimt (VD vs.VTD) opét vyrazné vyssi Uspésnost u rezimu VTD (p=0.026). Pii analyze zamé-
fenou na davku G-CSF pfi mobilizaci vyslo statisticky vyznamné (p=0.03) pouziti davky vysSi nebo rovno
10ug/kg hmotnosti pacienta (n=79 pac.) oproti davce nizsi nez 10ug/kg hmotnosti pacienta (n=66 pac.)
Diskuse: U transplantabilnich pacientd s mnohocetnym myelomem je v dobé 1.linie 1écby velmi
dulezita Uspésnost mobilizace s odbérem dostate¢ného mnozstvi PBSC pro naslednou autologni
transplantaci. Z nasi analyzy vyplyva, Ze je velmi duleZité zvolit spravny indukéni rezim jak podle stan-
dardnich guidelines, tak s ohledem na Uspésnost planované mobilizace. Jako nejidealnéjsi protokol
je vhodné pouzit rezim VTD, event. BDD. Soucasné je velmi dulezité podat dostateCnou davku G-
-CSF, ktera by méla byt miniméalné rovna ¢i vice nez 10ug/kg hmotnosti pacienta. Pro pfesnéjsi zhod-
noceni by byla samoziejmé vhodna podrobnéjsi analyza pro presnéjsi porovnani skupin pacientd.
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Opakovana lécba lenalidomidem je efektivni u silné predlécenych pacient( s refrakternim
a relabovanym mnohocetnym myelomem

Stork M., Adam Z., Krejéi M., Sandecka V., Sevéikova S., BroZova L., Kral Z., Pour L. (Interni
hematologicka a onkologicka klinika, FN, Brno; Babakova myelomova skupina, LF MUNI, Brno;
Institut biostatistiky a analyz, MUNI, Brno)

Lenalidomid je efektivnim lIékem u relabovaného ¢i nové diagnostikovaného mnohocetného myelo-
mu. Kombinace lenalidomidu a dexamethasonu je soucasny zlaty standard v 1é¢bé relabovaného
mnohoc¢etného myelomu. Cilem této prace je analyzovat efektivitu opakované lé¢by lenalidomidem
ve dvou lécebnych liniich u pacientd s relabovanym a refrakternim mnohocéetnym myelomem. Od
6/2009 do 12/2015 bylo prospektivné sledovano celkem 41 pacientli 1é¢enych na IHOK FN Brno.
Lenalidomid byl podavan ve standardni davce 25mg po 21dnd v 28 dennim cyklu v kombinaci s korti-
kosteroidy a/nebo chemoterapii. Maximalni kumulativni davka hrazena zdravotnimi pojistovnami byla
4200mg. Lécba lenalidomidem nebyla hrazena, pokud pacient nedosahl po 4 cyklech minimalné
parciélni remise. Pfed druhou Ié€bou lenalidomidem byli vSichni pacienti refrakterni na posledni po-
dévanou Ié¢bu, 95% pacientl bylo predléceno bortezomibem, 48% podstoupilo autologni transplan-
taci a median predchozich linii [é¢by byl 3. Po prvni 1é¢bé lenalidomidem 82,8% pacientt doséhlo
parcialni remise Ci lepsi léCebné odpovédi a median PFS byl 15,2 mésice. Po druhé Ié¢bé lenalidomi-
dem dosahlo parciélni remise Ci lepsi IéCebné odpovédi 14,2% pacientl, median PFS byl 4,8 mésice
a median OS 11,9 mésice. Nebyl nalezen zadny rizikovy faktor predikujici délku PFS u druhé Iécby
lenalidomidem. Toxicita IéCby byla srovnatelna u obou Ié¢ebnych linii a nebyla zavazna. Vysledky
byly signifikantné ovlivnény pravidly zdravotnich pojiStoven limitujici hrazeni IéCby lenalidomidem.
Opakovana Ié¢ba lenalidomidem je efektivni Ié¢ebna alternativa pro silné predlécené pacienty s rela-
bovanym a refrakternim mnohocetnym myelomem. V nepfimém srovnani jsou vysledky opakované
|écby lenalidomidem srovnatelné s Ié¢bou pomalidomidem ¢i daratumumabem.
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P1.

Advanced profiling of switching B cell precursor leukemia towards monocytic lineage
Mejstrikova E., Zaliova M., Musilova A., Fiser K., Novakova M., Slamova L., Starkova J., Rejlova K.,
Vaskova M., Trka J., Hrusék O. (Klinika détské hematologie a onkologie LF2 UK a FN Motol CLIR
Praha)

Transdifferentiation of B cell acute lymphoblastic leukemia (BCP ALL) into monocytic lineage is
more frequent than expected (Slamova et al, Mclellan et al.). Transdifferentiationis typically a ste-
pwise process during which cells express monocytic and B-lymphoid markers simultaneously . Re-
cently, transdifferentiation was also documented in patients receiving anti-CD19 targeted therapy
(blinatumomab or CAR-T cells). So far we did not find a single unifying (epi)genetic background
in transdifferentiating ALL (swALL), however, in comparison to other BCP ALLs, swALL is enriched
for deletions, alterations and rearrangements of the ERG, IKZF1 and DUX4 genes, respectively.
We observed signs of the transdifferentiation in 55 patients out of 1179 centrally analyzed BCP
ALL cases. Whole exome was performed in 19 patients and transcriptome was performed in 28
patients at diagnosis, moreover we analyzed transcriptome of transdifferentiating cells in 6 sam-
ples. Cases can be further subdivided into following subgroups: patients with expression profile
consistent with DUX4 rearrangement (n=35), hyperdiploidy (n=5), hypodiploidy (n=1), DUX4 low
expression (n=6), patient with m.Down (n=1), ZNF384 fusions (n=2), MLL gene rearrangement
(n=1), additional 4 cases need further analyses for classification. Aims of our study were to address
the following questions: 1) What are the typical features of individual categories of swALLs? 2) Is it
possible to define markers, ideally suitable for flow cytometry, differentially expressed at diagnosis
of swALLs? 3) What is the expression pattern of transdifferentiating cells? How similarit is to that
of normal monocytic cells? Is it possible to define differences - targets - usable for MRD analysis?

Results: 1) Largest subgroup (64%) of swALLs represent patients with expression profile consis-
tent with DUX4 gene rearrangement. They typically have no clear signs of transdifferentiation at
diagnosis and their blasts start to transdifferentiate during the prednisone prophase. Response to
therapy is slow, frequently leading to high risk stratification. Cases with CD19posCD2pos ALL and
low DUX4 expression (n=6) typically present with signs of transdifferentiation already at diagnosis.
Both patients with ZNF384 fusion shared several immunophenotypic features with swALLs, but
signs of transdifferentiation were so prominent that morphologically they fulfilled criteria for bilinear
leukemia. 2) Among the 23 most significantly differently expressed genes between swALLs and
control BCP ALLs, two encode proteins measurable by flow cytometry :CLEC12 (CLL-1, CD371)
and MS4A1 (CD20) with higher and lower expression in swALLs, respectively. Other relevant dif-
ferentially expressed genes were: PNMT, GLDC, CCNA1, ANGPT1, CHST13. 3) Although we fre-
quently observe absence of B cell antigens (namely CD19) by flow cytometry on transdifferentiatied
blasts, the expression of B cell differentiation genes (e.g., EBF1 and BLK) is present at higher levels
in comparison to healthy mature monocytes. Following markers are being tested for discrimination
of switched and healthy monocytes: CD45RA, CD52, CD22, Ki-67, CD70 and CD21. Other promi-
sing markers include CD358, LARGE-1, CD66b and CD98.

Conclusion: The newly described subgroup of BCP ALL with DUX4 gene rearrangement largely
overlaps with previously described swALL. CLL-1 seems to be a sensitive marker for identification
of swALL. Transcriptomic profile of transdifferentiated monocytoid cells differ from that of healthy
monocytes, and residual expression of B cell genes speaks for true transdifferentiation rather than
for clone independence. Supported by 15-28525A, UNCE, GAUK 318217, 15-06049Y

P2.

The NPAT/JAK2 fusion gene: a novel aberration activating kinase signaling in childhood
BCR/ABL1-like ALL

Pottickové E., Stuchly J., Starkova J., Stanulla M., Zuna J., Trka J., Zaliova M. (CLIP Department of
Paediatric Haematology and Oncology, Second Faculty of Medicine, Charles University, Prague;
Pediatric Hematology and Oncology, Hannover Medical School, Hannover — D)

BCR/ABL1-like acute lymphoblastic leukemia (ALL) represents prognostically unfavorable, ge-
netically heterogeneous ALL subgroup defined by the gene expression signature closely resem-
bling that of BCR/ABL1-positive ALL. This signature reflects the activation of kinase signaling
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which is in BCR/ABL1-like ALL subgroup triggered by various lesions, the most frequently lesions
affecting genes encoding kinases or cytokine receptors. Similarly to BCR/ABL1, some of these
lesions can be targeted by specific inhibitors and, thus, represent targets for alternative therapy
in cases poorly responding to standard treatment. In our study we investigated a cohort of 25
childhood B-cell precursor ALL from BFM 2000 study with suboptimal response to therapy (invol-
ving 12 high risk and 13 intermediate risk cases) lacking routinely screened genetic risk factors
including those with negative prognostic impact (thus belonging to “B-other ALL’). All cases
included in the study harbored a deletion of the IKZF1 gene (IKZF1del), a known, yet relatively
weak negative prognostic factor which was not involved in risk-assessment algorithm in the BFM
2000 study. We aimed to characterize the genomic background of these cases in more detail in
order to reveal additional genetic factors that may contribute to and explain suboptimal therapy
response and to identify potentially druggable lesions. Whole-genome gene expression profiling
and subsequent hierarchical clustering showed that 8 of 25 cases belonged to the BCR/ABL1-
-like ALL. The high risk cases clustered among BCR/ABL1-like ALL more frequently compared
to intermediate risk cases (7/12 versus 1/13 cases, p=0.01). Using targeted and whole trans-
criptome sequencing we identified known lesions of kinase / cytokine receptor genes in 7 of 8
BCR/ABL1-like cases: TERF2/JAK2 (n=1), PAX5/JAK2 (n=2), EBF1/JAK2 (n=1), EBF1/PDGFRB
(n=2), JAK1 V651M (n=1). In the remaining case we identified a novel JAK2-involving fusion
gene — NPAT/JAK2. In silico analysis showed that the partner genes are fused in frame within
the fusion transcript and that this fusion gene potentially encodes chimeric protein with intact
JAK2 kinase domain. We cloned the full length coding sequence of NPAT/JAK2 and studied its
biological properties in model cell lines. We found that NPAT/JAK2 protein is localized both in
cytoplasm and nucleus in transfected cells and that it is phosphorylated on tyrosines correspon-
ding to tyrosines 1007 and 1008 in activation loop of JAK2 whose phosphorylation is essential
for JAK2 kinase function. Next, we found that NPAT/JAK2 conferred growth factor independence
to transduced murine pro-B cell line BaF3. Mutation of NPAT/JAK2 ATP binding site abolished
autophosphorylation of above mentioned tyrosines and consequently the pro-proliferative/pro-
-survival effect of NPAT/JAK2 on BaF3. The pro-proliferative/pro-survival effect of NPAT/JAK2 on
BaF3 cells was also fully blocked by therapeutically relevant doses of JAK1/2 inhibitor Ruxoliti-
nib. These data demonstrate that NPAT/JAK2 encodes constitutively active chimeric kinase with
oncogenic potential which is druggable by clinically available specific inhibitor. In conclusion, we
demonstrated that significant proportion of IKZF1del-positive high risk B-other ALL cases belong
to the BCR/ABL1-like ALL and harbor druggable kinase activating lesions the list of which we
extended by identification and functional study of NPAT/JAK2 fusion.

Supported by AZV 15-30626A, GACR P302/12/G101 and by the project for the conceptual develo-
pment of research organization (00064203, University Hospital Motol).

P3.

Testovani nové reagencie Q. F. A. Thrombin ke stanoveni fibrinogenu na koagulometrech
ACL TOP FAMILY

Palatova J., Korelusova I., Kilbergrové M., Struncové P, Slechtova J. (Ustav klinické biochemie
a hematologie FN a LF UK, Plzeri)

Pfi hledani priciny nevysvétlitelného krvaceni nebo naopak trombotické pfihody je klinicky vyznam-
né kvantitativni stanoveni fibrinogenu. Fibrinogen je také uzite€nym markerem pfi hodnoceni za-
vaznych klinickych stavl. Fibrinogen je glykoprotein syntetizovany v jatrech. Nachéazi se v plazmé
a a-granulich trombocytd. Je substratem pro trombin, ktery jej Stépi na fibrin nebo pro plazmin,
ktery jej $tépi na fibrin-degradaéni produkty. Mize vSak byt $tépen i trombinu podobnymi enzy-
my, napf. hadimi jedy. Fibrinogen je téz dulezitym mediatorem agregace trombocytl. Pfedmétem
naseho testovani bylo porovnat vysledky fibrinogenu ziskané s reagencii HemoslIL Q. F. A. Throm-
bin a se stavajici reagencii HemoslIL Fibrinogen-C . Hladinu fibrinogenu jsme stanovili koagulac-
ni metodou dle Clausse na optickych koagulometrech ACL TOP FAMILY. Principem je stanoveni
koagula¢niho €asu po pfidani nadbytku trombinu k fedéné vySetfované plazmé. Obé hodnocené
soupravy dodavané firmou Werfen obsahuji 10 lahvi¢ek se 2 ml lyofilizovaného hovéziho trombinu.
Vyrobce udava u reagencie Q. F. A. Thrombin delSi stabilitu a vétSi rozsah mérfeni a zmifuje, ze
hodnoty fibrinogenu nejsou ovlivnény pfimymi oralnimi antikoagulancii (DOACs). Stabilita Q. F.

A Thrombin (cca 100 UNIH/mI) je po rozpusténi 7 dni pfi 2-8 °C v originalni lahvi¢ce nebo pfi 15 °C
v analyzatorech ACL TOP FAMILY, rozsah méreni je 2,0-10,0 g/I. Pfi koncentraci fibrinogenu pod
2,0 g/l dochazi k automatickému nafedéni vzorku pro ziskani pfesnéjsiho vysledku. Stabilita Fibri-
nogen-C (cca 35 UNIH/ml) je 3 dny pfi 2-8 °C v originalni lahvi¢ce nebo pfi 15 °C v analyzatorech
ACL TOP FAMILY a rozsah méfeni je 0,8-5,0 g/I. U tohoto typu reagencie fedi analyzator vzorky
s koncentraci fibrinogenu nizsi i vy$Si nez je uvedeny rozsah méfeni. Celkové jsme proméfili 108
pacientskych vzorkd s hodnotami fibrinogenu ve fyziologickych i patologickych mezich. Porovnali
jsme ziskané vysledky fibrinogenu mezi obéma pfistroji. Korela¢ni koeficient byl u nové reagencie
R2 = 0,9717 a u stavajici reagencie R2 = 0,9859. Déale jsme srovnali ziskané vysledky fibrinogenu
obou reagencii mezi sebou. Hodnota korela¢niho koeficientu v tomto pfipadé byla na ACL TOP
500 R2 = 0,9291 a na ACL TOP R2 = 0,9397. Provedli jsme také ovéreni stability reagencie Q. F.
A. Thrombin a Udaje udavané vyrobcem jsme potvrdili. V dalsi fazi jsme testovali vzorky pacientt
lé¢enych DOACSs a ovéfili jsme, Ze vysledna hodnota fibrinogenu jimi neni ovlivnéna. Z dosazenych
vysledkU je patrné, Ze nova reagencie Q. F. A. Thrombin je vhodna ke stanoveni fibrinogenu na
analyzatorech ACL TOP FAMILY. Jelikoz v na$i laboratofi stanovujeme nizké hodnoty fibrinogenu
sporadicky, je nespornou vyhodou zkraceni doby analyzy vzhledem k vétSimu rozsahu méreni
oproti stavajici reagencii Fibrinogen-C. Testovana reagencie je také vhodna pro stanoveni fibrino-
genu u pacientl [é¢enych dabigatran etexilatem, jelikoz se stavajici reagencii vychazi fale$né nizké
hodnoty fibrinogenu (<1,0 g/l). Na zakladé dosazenych vysledk( jsme se rozhodli pro zavedeni
reagencie Q. F. A. Thrombin do klinické praxe.

P4.

Registrace hemaferetickych vykonti ve WAA (World Apheresis Association) registru -
desetileté vysledky 5

Blaha M., Lanska M., TomSova H., Zak R, (IV. interni hematologicka klinika, LF a FN, Hradec Kralové)

Uvod: V sougasné dobé je obecné uznavano, e klinicka data o apheretickych procedurach je nut-
né detailné registrovat. Takové pozadavky splfiuje WAA registr, kam hlasi vysledky také naSe pra-
covisté. Detailni publikace vysledk( WAA registru z r. 2017 nés vedly k shrnuti vlastnich desetiletych
vysledkd a vyznamu registrace pro ¢innost viastniho centra ve srovnani s vysledky celého registru.
Material a metodika: Vysledky hemaferéz byly registrovany do centraly WAA registru v Umea,
Svédsko. Kazdé centrum ma viastni kodovaci listinu, kody chrani identitu pacienttl. Po ,log in "
byly do pfeddefinovaného formulare vyplfiovany obecné Gdaje (vék, pohlavi, hmotnost, typ proce-
dury, pouzita technika atd.) nebo specialni Udaje (vyskyt a typy nezadoucich reakci, zdravotni stav,
kvalita Zivota atd.).

Vysledky: Od 7.3.2006 do konce roku 2016 jsme ve WAA registru registrovali celkem 7927 hemafe-
retickych vykon( u 956 pacient(. Z pacient( bylo 40.4 % muz( a 59.6 % zen v primérném veéku 53
+ 15 let (median 57 let, range 12 — 90). Primérné bylo registrovano u jednoho pacienta 8.3 vykonu.
(Ve WAA registru je to 6.9 vykonu na pacienta.) V poslednim roce, tj. v dobé 1.1. — 31.12.2016 bylo
registrovano 855 vykond, a to 152 plazmaferéz, 22 erytrocytapheres, 119 leukocytaferéz nebo od-
bérd perifernich kmenovych bunék, dale 8 trombocytephereses, 160 imunoaphereses, 137 casca-
de filtrations/rheophereses, and 238 fotophereses. Srovnani vykon( naseho centra a WAA registru:
v jednotlivych vykonech vétSinou nejsou procentualné vyznamné rozdily, ale zna¢né se lisi podil
kaksadovych filtraci/reoferéz (9x vyssi v naSem centru, tvofi 18,2 % vykond - oproti WAA registru,
kde celkové €ini 2,1 %). Podil lipidaferéz je v naSem centru relativné maly a do soucasnosti klesa,
ve WAA registru naopak stoupd. Relativné velky je podil fotoferéz (32,1%) — vzhledem k zabezpe-
Ceni kliniky provadsjici transplantace kostni dfené (provadéni fotoferéz pfi jinak nezvladnutelné
reakci Stépu proti hostiteli).

Diskuse: Registraci ve WAA registru provadime od 7.3.2006 dosud; registrujeme vykony prove-
dené v Sirokém spektru indikaci. Podle naSich zkuSenosti je UCast pracovisté v registru vyznamné
z nékolika dlvod(: « Pfi pravidelnych kontrolach kvality prace (quality assessment) nema obvyk-
le jedno centrum dostatek Udaju a zkusenosti s nékterymi vykony nebo chorobami. Porovnani
s dalsimi vysledky WAA registru je proto cenné. Jde jak o kvalitu provadéni vykon(, tak i o vyskyt
nezadoucich Uc¢inkd. ¢ Na druhé strané je vyhodou WAA registru, Ze kazdé centrum ma vlastni kod
a muZe pracovat zcela nezavisle. Mohou byt provadéna rychla a nezavisla hodnoceni (bez kom-
petitivnich obav), vlastni, ale i multicentrické studie. ¢ V ¢asové napjatém programu je vyznamné,
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Ze registrace neni ¢asové narocna. Podle nasich zkusnosti trva jedna registrace v priméru do 5

minut, podle zkuSenosti WAA centra u zapracovaného administratora jen asi 2 minuty. * Registrace
je bezplatna. Zaver: Registrace vysledku aferéz se ukazala vyznamnou ¢innosti, ddlezitou pro pra-
videlné “quality assessment” centra a technicky dobre proveditelnou. Rozbor nasich vysledk( (jak
indikacniho spektra, tak technického provedeni, kvality vykon( nebo vyskytu nezadoucich Ucinkd
za 10 let ukazal, ze ve vétsiné parametrl mame vysledky obdobné nebo i shodné jako u jinych pra-
covist. Samoziejmé byly zaznamenany specifické odliSnosti pracovisté, jak je obvyklé mezi centry
a jak upozornila i posledni zprava z r. 2017 WAA registru. Rozbor vlastnich vysledk( i zkuSenosti
WAA registru umozniuji srovnavat vysledky prace s ostatnimi centry, coz muze vest k lepsi kvalité
a bezpecnosti prace. 5
Podékovani: Prace byla provedena za podpory vyzkumnych kol MZ CR AVZ 16-30366A, 17-
31754A, 17-28882A a 17-29241A.

P5.

Bioinformaticka analyza amplikonového sekvenovani 16S rRNA

Vrbacky F., Pliskova L., Bolehovska R., Hrochova K., Zak P. (IV. interni hematologické klinika,
Fakultni nemocnice, Hradec Kralové; Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice,
Hradec Kralové)

Mikrobiom, soubor veskerych mikroorganizmu obyvajicich urcité prostredi, je nedilnou soucasti
kazdého lidského organizmu a jeho sloZeni ma velmi vyznamny vliv na déje, které se v lidském téle
odehravaji. Analyza slozeni mikrobiomu byla s ohledem na jeho komplexitu velmi komplikovana.
AZ rozmach masivné paralelniho sekvenovani znamenal vyznamny krok smérem k vy$si metodické
dostupnosti a naslednému rozvoji poznani v této oblasti. Pro ziskani spravnych vysledkd je ne-
zbytna kvalitni bioinformatické analyza sekvenacnich dat, pro kterou Ize vyuzit komeréni i zdarma
dostupné nastroje, jejichz paleta se v poslednich letech vyznamné rozrostla. Zakladni problém, se
kterym se tyto aplikace potykaji, je odstranéni chyb vzniklych pfi amplifikaci a nasledné sekvena-
ci. Metody zaloZené na tvorbé tzv. operacnich taxonomickych jednotek, sjednocujicich sekvence
s vysokou homologii a taxonomizaci reprezentativni sekvence této jednotky, neumoznuji dostatec-
né odli$eni organizm( s vysokou mirou sekvencéni podobnosti (napf. rozliseni na droven druhu).
V nasi laboratofi jsme proto zvolili novou metodu, ktera opravuje chyby odhalené v jednotlivych
sekvencich na zakladé jejich statistické prfedpovédi a umoznuje tak odliSeni i mnohem drobnéj-
Sich zmén. Jedna se o zdarma dostupny otevieny software DADA2, ktery funguje jako knihovna
pro statistické prostfedi R a provadi analyzu dat z nami pouzivaného sekvenatoru lllumina MiSeq.
Tento software ovladany pomoci velmi snadného programatorského rozhrani vytvafi grafy zobra-
zujici kvalitu sekvenacnich dat jednotlivych vzork(l a provadi jejich naslednou analyzu. Software
umoznuje ofez zacatkl a koncll analyzovanych sekvenci a odstranéni sekvenci s nizkou kvalitou.
Pomoci statistickych metod podobnych algoritmu “Expectation-maximization” je vytvofen model
vyskytu chyb, ktery je vyuZit pfi opravé vstupnich sekvenci. V pfipadé parového sekvenovani jsou
oba konce spojeny a je vytvorena vysledna tabulka ¢etnosti jednotlivych sekvenci v analyzovanych
vzorcich s vylou¢enim sekvenci pochéazejicich z vice zdrojl (tzv. chimerickych sekvenci). DADA2
umoznuje automatické pfifazeni taxonomickych dat. Na naSem pracovisti ovSem pouzivame vlast-
ni algoritmus, ve kterém automaticky pfifadime Udaje ze 3 zdroji (DADA2 s databézi Silva, RDP
a Blast s databazi NCBI). ZkuSeny personal nasledné vybere relevantni taxonomie. Z takto zpra-
covanych dat vytvofime vyslednou tabulku Cetnosti jednotlivych taxon( ve vzorcich. Diky vyuziti
programd, vytvofenych na nasem pracovisti, je toto zpracovani velmi rychlé a efektivni. Vysledky
nasich pilotnich analyz dat pomoci DADA2 ukazuji, Ze se jednéa o velmi jednoduse pouZitelny, stéle
se rozvijejici nastroj, ktery odstrariuje velmi omezuijici slabinu principl zalozenych na tvorbé ope-
racnich taxonomickych jednotek, tj. splyvani organizmd, jejichz sekvence se lisi pouze v nékolika
nukleotidech. Umoznuje kvalitni identifikaci slozeni mikrobiomu v nasich vzorcich pfi dobré ¢asové
naro¢nosti zpracovani dat na cenové dostupné pracovni stanici. Ne zcela spolehlivé automatické
umoznujici syntézu vysledku z vice zdrojd. Implementace pochopitelné vyzaduje dostate¢nou zna-
lost prace v prostiedi R. Pro bézné pouZiti jsme v nasi laboratofi tento problém odstranili vytvore-
nim aplikace s grafickym rozhranim, kterou mdze obsluhovat i persondl se zékladni znalosti prace
s osobnim pocitacem.

P6.
Diferencialna molekulova diagnostika Waldenstromovej makroglobulinémie
Tatayova L. (Odd. lekarskej genetiky, Medirex a.s., Bratislava — SK)

Waldenstrdomova makroglobulinémia (WM) je lymfoproliferativna neoplézia B-buniek, ktora patri do
skupiny non-Hodgkinovych lymfémov. Primarnou ¢rtou je infiltracia kostnej drene patologickymi
lymfoplazmatickymi bunkami (LPC) a pritomnost monoklonalnych protilatok. Rutinné laboratérne
vySetrenia mozu sposobit komplikaciu v stanoveni konkrétneho typu monoklonalnej gamapatie,
nakolko WM a mnohopocetny myelém (MM) vykazuju do zna¢nej miery obdobné vysledky. Za-
vedenim vhodnej alelovo-$pecifickej PCR (AS-PCR) v kombinacii so Sangerovym sekvenovanim
sme detegovali somatickll mutaciu v géne MYD88 (L265P). Ta je jednoznacnym diferencialnym
markerom WM, nakolko sa u pacientov s MM nevyskytuje. Vysledky analyzy sme overili pomocou
SALSA MLPA Kit P038 B1 (MRC-Holland). V ¢asovom rozmedzi od marca 2016 do januara 2017
bolo vySetrenych 99 pacientov so susp. WM, pricom pritomnost mutacie L265P bola detegovana
u 10 z nich. Pri uvedenej mutacii dochadza k zamene T—C v chromozdmovej oblasti 3p22.2,
ktora vedie k abnormalnej aktivacii signalnych drah NF-kB a Jak-STAT. Dalsim novopopisanym
markerom WM je vyskyt mutacii v C-X-C chemokinovom receptore (CXCR4). Vyskytnut sa mézu
nonsense (NS) alebo frameshift (FS ) mutécie, na zaklade ktorych je mozna presnejsia predikcia
lieCebnej odpovede a prezivania pacientov. C>A a C>G transverzie v nukleotidovej pozicii 1013
v géne CXCR4 vedu k vytvoreniu pred¢asného stop koddnu, ¢im dochadza k strate 15 aminokyse-
lin v C-terminalnej doméne. Pre pacientov s mutaciou MYD88L265P a zaroveri s CXCR4NS je ty-
picky agresivnejsi priebeh ochorenia, vykazuju vyssiu hladinu sérovych Ig monoklonalnych frakcii
a tiez vysSi stupen infiltracie kostnej drene malignymi bunkami. Nasledujicim ciefom v diferencial-
nej diagnostike pacientov s WM je zostavenie vhodnej AS-PCR a sekvenacnej reakcie na detekciu
najCastejSich mutécii, medzi ktoré patri S338X, S338fs, K333X a G332fs. Overenie vysledkov bude
realizované pomocou SnaPshot Multiplex kitu (Applied Biosystems). Klu¢ové slova: diferencialna
diagnostika, Waldenstrémova makroglobulinémia, MYD88, CXCR4

P7.
Granulocytaferézy na Transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc - analyza darct
Entrova A., Zemanova M., Svobodova N., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc)

Uvod: Od roku 2016 byla nabidka aferetickych odbér(i na Transfuznim oddéleni FNOL rozsitena
o odbér granulocytll z aferézy. Vzhledem k charakteru odbéru musi byt vybirani zkuseni dérci,
s vyhovujicim zZilnim systémem na obou hornich koncetinach, s vahou >70 kg a spliujici vstupni
parametry dle platné legislativy.

Metody: Za obdobi 1-12/2016 provést retrospektivni analyzu parametr( darcu, zhodnotit vyvoj hod-
not krevniho obrazu po stimulaci kortikoidy a po vlastni separaci granulocytll se zaméfenim na
hodnoty neutrofil a hemoglobinu.

Vysledky: Z retrospektivni analyzy darct vyplynulo, Ze v obdobi leden - prosinec 2016 absolvovalo
odbér granulocytll z aferézy 20 darcl, vSechny procedury byly provedeny na separatoru krevnich
element( Spectra Optia, procedura sbér granulocytd (PMN) s pouzitim odbérové soupravy REF
10300 a 10% Voluvenu jako HES. Vstupni parametry darct byly nésledujici - vSichni dérci byli
muzi se zkuSenostmi s aferetickymi odbéry a s dobrym stavem Zzilniho systému na obou hornich
koncetinach, s primérnou hmotnosti 91kg (74-115 kg) a vyskou 182cm (173-195cm), primérny
vék darcl byl 39let (21-47 let), zastoupeni KS darct (7xA+, 6xA-, 2xB-, 1xB+, 3x0+ a 1x0-). Darci
byli vybirani ABO RhD shodni, jejich kompatibilita byla potvrzena provedenim testu kompatibility
mezi darcem a pifjemcem jesté pred stimulaci darce. Nasledna stimulace darcl byla provedena
40 mg Solu-Medrolu v kratké infuzi. Separace byla provedena za 4 hodiny po stimulaci kortikoidy.
Déarctim granulocytll byly vySetfeny hodnoty krevniho obrazu pred stimulaci, po stimulaci (pred
odbérem) a po odbéru. Vyvoj hodnot leukocytt a neutrofild - prdmérné hodnoty leukocytt u dar-
cl pred stimulaci byly 5,9x109/ (4,1-5,8x109/l), po stimulaci 8,6x109/I (6,2-11,7x109/l), po sepa-
raci 6,6x109/ (4,3-9,6x109/1). Primérné hodnoty neutrofill u darcd pred stimulaci byly 3,5x109/I
(1,9-6,59x109/1), po stimulaci 7,8x109/I (5,4-10,9 x109/l), po separaci 6,1x109/l (3,7-9,1 x109/l).
Stimulaci kortikoidy doslo k vzestupu leukocytt u darcl o 46%, neutrofil(i o 123%. Odbérem doslo
k poklesu leukocytd u darcl o 23%, neutrofilll 0 21%. Vyvoj hodnot hemoglobinu (Hb) - prdimérna
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hodnota hemoglobinu u darcd pred separaci byla 152 g/l (130-168g/l), separaci doslo k poklesu
hemoglobinu primérné o 19g (13-25g), coz predstavovalo pokles 0 12,5% (8,7-15,7%). Primérna
hodnota hemoglobinu u darcli po separaci byla 134g/l (115-151g/l). Vysledné jakostni parametry
produkt( granulocyty z aferézy byly nasledujici - leu 33,1x109/, neutrofily 27,9 x109/1, Hb 54g/l, hct
0,162, ery 1,83 x1012/l, trombo 253 x109/I. U darcu granulocytll se nevyskytly zadné komplikace
souvisejici se stimulaci kortikoidy, vlastni separaci (hypokalcemie, potize se Zilnim pfistupem) ani
s pouzitim roztoku 10% Voluvenu.

Zaveér: V roce 2016 darovalo na TO FNOL 20 déarc( granulocyty z aferézy, odebrané produkty byly
nasledné pouzity k hemoterapii 6 pacientl. Darci 4 hodiny pred separaci podstoupili stimulaci
kortikoidy, po které doslo k vzestupu poctu neutrofilt v primeéru o 123%. Vlastnim odbérem doslo
k poklesu poctu neutrofill 0 21% a hladina hemoglobinu klesla v prdméru 019g/I (12,5%). Dérci
byli vybirani ze zkusenych darcd, s vhodnym Zilnim systémem na obou HK, vSichni darci zvladli
odbér bez komplikaci.

P8.

Nova mutace v genu RUNX1 u familiarni trombocytopenie s predispozici k rozvoji akutni
myeloidni leukémie

PospiSilova D., Kfupkova L., Ludikova B., Divoka M., Holzerova M., HIusi A., Novéak Z.,
Szotkowski T., Papajik T. (Détska klinika, FN a LF UR, Olomouc; Hemato-onkologicka klinika, FN
a LF UR Olomouc)

Uvod: Familiarni trombocytopatie s predispozici k rozvoji akutni myeloidni leukémie (FPD/AML) je
klinicky heterogenni skupina vzacnych chorob s autozomalné dominantni dédi¢nosti. Jako pficina
FPD/AML byla u nékolika rodin identifikovana vrozena mutace v genu RUNX1. RUNX1 hraje kli¢o-
vou roli ve zrani, diferenciaci a ploidizaci megakaryocytu a také pfi tvorbé trombocytl. Typy RUNX1
mutaci u FPD/AML jsou velice heterogenni, ¢asto jsou specifické pro jednotlivé rodiny a nejcas-
téji se vyskytuji v exonech 3-5 v RHD doméné blizko N-konci RUNX1. Pfitomnost RUNX1 mutace
v FPD/AML je asociovana s 30-50% rizikem rozvoje AML. U vice nez 80 % asymptomatickych FPD/
AML ve véku 50 let je detekovana klonalni hematopoéza.

Cil: Analyzovat muta¢ni status genu RUNX1 a klinické a laboratorni markery u rodiny s hereditarni
trombocytopatii zahrnujici 3 pfipady MDS/AML. Metody Agregace a aglutinace trombocytd byla
méfena na 4-kanalovém agregometru APACT 4004. DNA a RNA byly izolovany z periferni krve
standardnimi technikami. Mutaéni status genu RUNX1 byl ur€ovan pomoci pfimého Sangerova
sekvenovani PCR produktu na DNA Urovni. Analyza délky alternativnich transkript(l byla provedena
PCR metodou s cDNA templatem a detekci pomoci agar6zové elektroforézy. Sekvence alterna-
tivnich transkriptll byly ziskany pomoci Sangerova sekvenovani. U 3 pacientll s MDS/AML bylo
provedeno standardni cytogenetické G pruhovani; nalezené chromozomalni zmény byly potvrzeny
metodou FISH.

Vysledky: Bylo analyzovano 9 rodinnych pfislusnikd (4 dospéli, 5 déti) ze tfi generaci rodiny s FPD/
AML. U 7 z nich byla nalezena nova mutace v genu RUNX1 NM_001754.4:¢c.509-13C>A jako prav-
dépodobna pfic¢ina vzniku FPD/AML. Mutace je lokalizovana v intronu mezi exony 2 a 3 a narusuje
spravny sestiih RNA, coz vede ke vzniku aberantniho transkriptu o 11 nukleotidd delsiho nez jeho
fyziologicka varianta. Vlivem vzniku pfed¢asného terminac¢niho kodonu dochazi ke zkraceni a na-
ruseni funkce transkripéniho faktoru RUNX1. VSichni ¢lenové rodiny nesouci mutaci méli rizny stu-
pen trombocytopenie (60-128x109/l), zadny z nich nevyzadoval Ié¢bu. U 6 pacientl s mutaci byla
zji$téna snizena agregace v piitomnosti kolagenu a epinefrinu. Sest pacientti s RUNX1 mutaci mélo
anémii z nedostatku Zeleza neznamého pulvodu. Matka a dcera zemrely na AML ve véku 52 a 38
let. Matka méla karyotyp 47,XX,+9[4]/46,XX[16] a jeji dcera nesla dva patologické klony 45,XX,-
-7[5]/46,XX,-7,+8[3] a klon s normalnim karyotypem. Druh& dcera je sledovana pro pancytopenii
s myelodysplastickymi zménami (vyrazna megakaryocytarni dysplazie s normalni cytogenetikou
a tézkou poruchou agregace).

Zavér: Byla detekovana nova kauzalni mutace v genu RUNX1 u rodiny s familiarni trombocytopatii.
Detekce RUNX1 mutace potvrzuje diagnézu FPD/AML a identifikace heterozygotnich nosi¢d maze
pomoci véasnému odhaleni rozvoje MDS/AML. U pacient(l s pancytopenii bude déle analyzovan
vliv dal$ich somatickych mutaci ziskanych v prdbéhu leukemogeneze.

Grantova podpora: IGA-LF-2017-007, NPU LO 1304.

P9.

Exprese inhibi¢nich KIR receptord po transplantaci hematopoetickych bunék

Hglubova’ M., Houdova L., Jindra R, Lysak D. (Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzer;
ZCU, FAV, NTIS)

NK bunky jsou soucasti nespecifické imunitni odpovédi a maji velky vyznam v protinddorové imunité.
Na svém povrchu maiji spektrum aktivacnich a inhibi¢nich receptord, jejichz nejvyznamnéjsi skupinou
jsou KIR (Killer-cell immunoglobulin-like receptors). Klasickym ligandem inhibi¢nich KIRG jsou HLA mo-
lekuly tfidy |, které byvaji downregulované na virem napadenych ¢i nadorové transformovanych buri-
kéch. Snizeni exprese HLA I. tfidy vede k omezeni inhibicnich a prevaze aktivacnich signéld NK buri-
kam, coz ma za nasledek likvidaci cilové bunky. NK buriky se v soucasnosti za¢inaji vyuzivat v bunééné
terapii a predstavuii slibnou terapii pfi IéCbé malignich onemocnéni. Pfi hledani vhodného darce krve-
tvornych kmenovych bunék pro alogenni transplantaci se vedle HLA shody (HLA-HLA match) uplatriuji
i dalsi kritéria, kterd umozniuji vybér optimalniho darce. Jednim z téchto non-HLA kritérii je zohlednéni
prijemce (KIR-HLA mismatch). V pfipadé perzistence leukemickych bunék nedojde k inhibici NK bunéc-
né populace, coz umoznuie jeji protileukemické plsobeni a likvidaci zbytku nadorovych bunék popf.
snizené rizika relapsu. KIR repertoar byva obvykle stanoven genotypizaci, ktera vsak ne vzdy odpovida
expresnimu profilu KIRU. Cilem nasi studie bylo sledovani zmény exprese inhibi¢nich KIR receptord
po alogenni transplantaci hematopoetickych bunék pomoci pritokové cytometrie. V rdmci studie byly
stanoveny inhibi¢ni KIR receptory u 23 darct hematopoetickych bunék a nésledné u 23 pacientl (pri-
jemcu) 1-2-3 mésice po transplantaci. Pro stanoveni byly vyuzity vzorky periferni krve, které byly zpra-
covany lyse- wash metodou a oznaceny kombinaci monoklonalnich protilatek specifickych pro nasle-
dujici antigeny: CD45-Horizon (BD Bioscience, USA), CD3-Pacific Blue, CD16-PerCP, CD56-PeCy7 (vSe
Exbio, CR), KIR2DL1-PE, KIR2DL2/2DL3-APC, KIR2DL3-FITC popt. KIR3DL1/DL2 PE, KIR3DL3-APC,
KIR3DL5-FITC (vSe Miltenyi, USA). Méreni bylo provedeno na pritokovém cytometru BD FACSCanto
I, analyza pomoci software FlowJo (FlowJo, LLC, USA). Studie prokazala zmény exprese inhibi¢nich
receptorll po transplantaci krvetvornych bunék, avsak trend vyvoje exprese byl u jednotlivych pacientd
velmi rozdilny. U vice nez 80% pacientl doslo k redukci exprese KIR2DL1 o vice nez 50% plvodni
hodnoty u dérce, kterd zlistala takto zasadné snizena po celou dobu sledovani. Ligandem pro tento re-
ceptor je HLA-C skupiny 2. DalSi dva KIR receptory interaguijici s HLA-C v tomto pfipadé se skupinou 1,
KIR2DL2/DL3, byly snizeny v ¢ase 1 mésic u 67% pacientll a u zhruba poloviny pacientt zUstaly snizeny
po celou dobu pozorovani. Naopak KIR receptory interagujici s HLA-A ¢i B (KIR3DL1/3DL2) vykazovaly
zvysenou expresi oproti plvodni hodnoté u 70% pacientt v prvnim a druhém meésici po transplantaci,
3 mésice po transplantaci doslo u vétsiny subjektl ke snizeni exprese téchto receptord. Neprokazala
se spojitost zmén s plvodni expresi u darct ani zavislost na mife imunosuprese. Ve sledované skupiné
doslo u 3 pacientl k relapsu onemocnéni, dynamika KIR exprese byla u téchto pacientll rizna a ne-
méla prediktivni hodnotu. Z nasich vysledkl vyplyva, ze exprese KIR receptord v potransplanta¢nim
obdobi je dynamicky proces, ktery bude zaviset na mnoha faktorech a vyzaduje dalsi sledovani. Nase
zjisténi poukazuiji na rozdilné chovani KIR receptort v zavislosti na ligandu, ktery se na né vaze.

Projekt byl podpofen grantem Ministerstva zdravotnictvi Gislo 15-30661A a projektem MSMT &. LO1506.

P10.

Vyroba personalizované protinadorové vakciny na bazi dendritickych bunék

Janovska E., Vidlakova R, ZdraZilova Dubska L., Pilatova K., FlajSarova L., Matoulkova E., Mudry P,
Mazanek P, Pavelka Z., Hlavéékova E., Cerna D., Demlova R., Stérba J., Valik D. (Masarykova
univerzita, lékarska fakulta, Brno; KDO FN, Brno)

Veskeré zajisténi vyroby, veetné vlastnich postupl vyroby personalizované protinddorové vakciny, se
fidi predpisy pro vyrobu Iécivych pfipravkd, tzv. ,spravnou vyrobni praxi“ (VYR-32 Pokyny pro sprav-
nou vyrobni praxi). Vyrobu je mozné provadét pouze v tzv. Cistych prostorach a vSichni pracovnici
jsou povinni dodrzovat tyto pfisné pozadavky. DodrZzovani téchto predpist je v pravidelnych interva-
lech kontrolovano Ministerstvem zdravotnictvi - Statnim Ustavem pro kontrolu 1éCiv. Cisté prostory
jsou specialné navrzené a vybudované prostory, ve kterych je vzduchotechnikou a s pomoci vhod-
nych stavebnich material( regulovana cistota vzduchu. Dodrzovanim prisnych hygienickych a sani-
taCnich postupl je tak dosazeno pozadovaného standardu Cistoty nezbytného pro zajisténi sterility
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vyrabéného produktu. Vyroba se sklada ze dvou oddélenych vyrobnich ¢asti. V prvnim kroku vyroby
se u vybraného pacienta sterilng, pfimo na opera¢nim sale, odebere nadorova tkan do pfipravené na-
dobky s fyziologickym roztokem. Z nadorové tkané se nasledné v Cistych prostorach jejim nafezanim
a mechanickym rozmélnénim vytvofi bunécna suspenze, ktera je lyzovana opakovanym zamrazenim
v tekutém dusiku. Z lyzovanych bunék se do roztoku uvolni proteiny, které se zamrazi a uchovaji
v parach tekutého dusiku aZ pro potfeby vyroby samotné protinddorové vakciny. V druhém kroku
vyroby (samotna vyroba protinadorové vakciny) se odseparuji na separatoru krevnich bunék leuko-
cyty pacienta, z nichZ se naslednou centrifugaci (tzv. elutriaci) oddéli populace monocytli. Monocyty
se nasadi do kultivanich lahvi v daném poctu a tyden jsou kultivovany ve specialnim kultivacnim
médiu s pridavkem rdstového a diferenciacniho koktejlu, tim dojde k diferenciaci monocytt v nezralé
dendritické buriky. V posledni den kultivace se k nezralym dendritickym burikam pfidaji maturacni cy-
tokiny a pfipravené proteiny (antigeny) z odebrané nadorové tkané (1. krok vyroby) a pomoci tohoto
koktejlu dendritické bunky dozraji. Jsou ihned ,sklizeny” z kultivacnich lahvi a zamrazeny v suspenzi
s kryoprotektivnim roztokem, ktery je chrani pfed poSkozenim nizkymi teplotami. Jsou uloZeny do par
tekutého dusiku, az do dne vlastni aplikace pacientovi. Pfed aplikaci pacientovi musi byt provedena
tzv. kontrola kvality vyrobené protinadorové vakciny. Pokud vakcina splni pfedem schvalena kritéria
kvality, je uvolnéna k pouziti a je mozné ji aplikovat pacientovi.

P11.

Diagnostikujeme a lé¢ime spravné lymfom z plastovych bunék?

Lencové N., Zmolikova J., Starostka D., Uvirové M., Kolaéek D., Skalikova R., Simova J., Méch R.,
Heranova P (Oddéleni klinické hematologie, Nemocnice s poliklinikou Havifov, p. o., Havifov; CGB
laborator a.s., Ostrava — Vitkovice)

Uvod: Lymfom z plastovych bunék (MCL) je zrala B-lymfoidni neoplazie charakteristicka overex-
presi cyklinu D1 (event. cyklinu D2, D3 ¢i E) a translokaci t(11;14)(q13;932). Vyskytuje se v nékteré
ze 4 morfologickych variant. Typicky imunofenotyp je CD20+, CD5+, FMC7+, CD43+, bcl-2+,
cyklin D1+, SOX-11+, CD23-. Klinicky pribéh onemocnéni je variabilni a vétsinou agresivni. Lé-
¢ebné vysledky zlepsuje u vhodnych pacientd ASCT a postremisni udrzovaci lé¢ba rituximabem.
Charakteristika souboru: Soubor tvofilo 21 pacientt s histologicky verifikovanym MCL (14 muzt a7
zen) s vékovym medidanem 68 let. Celkem bylo v pribéhu choroby cytologicky, flowcytometricky,
geneticky a histologicky analyzovano 42 vzorku: 17x periferni krev (PK), 17x kostni den (KD), 5x
lymfaticka uzlina, 2x cerebrospinalni likvor, 1x pleuralni punktat.

Metodika vysetreni: Retrospektivni analyza nélez(i cytomorfologie (svételna mikroskopie), pritokové
cytometrie (multiparametrova analyza, metoda lyse-wash, cytometr BD FACS Canto Il, kvalitativni
a kvantitativni hodnoceni povrchové exprese), histologie s imunohistochemii (CD20, CD5, CD23,
CD10, cyklin D1), genetiky (cytogenetika KD, FISH PK/KD —t(11; 14), klinického stadia a indexu MIPI
(Mantle cell International Prognostic Index) pfi diagndze, 1é¢ebné odpoveédi, pribéhu choroby.
Vysledky: Cytomorfologie: Klasicky typ MCL u 47.4 %, malobunéc¢na varianta u 23.6 %, pleomorfni
varianta u 21.1 %, blastoidni varianta u 5.3 % a varianta podobna MZL u 2.6 % vzorkd. Imunofe-
notyp: Povrchova pozitivita CD19, CD20 - 100 %, CD5+ 84.2 % vzorkd, FMC7+ 84.2 % vzork(,
CD38+ 81.6 % vzork(, CD43+ 26.3 % vzorkd, CD11c+ 7.9% vzorkld, CD23-, CD95-, CD103- 100
% vzork(, CD10+ u 1 vzorku, CD200 + u 2 vzork(. 1 z pfipadd mél imunofenotyp pfiznacny pro
CLL a 1 pfipad imunofenotyp charakteristicky pro CD5- MZL (oba pfipady CD200+). Histologie
s imunohistochemii: CD20+, cyklin D1+ a CD23- u vSech pripad(, CD5- u 2 pfipadd.

Genetika: Komplexni karyotyp s deleci TP53 a t(11;14) — 1 pfipad, t(11;14) v PK/KD (FISH z aspiratu
¢i tkanovych fezl) — pfitomna u 15 pfipad(, nepfitomna u 5 pacientd (z toho u 3 pacientd nebylo
histologicky prokazano postizeni KD), nevySetfena u 1 pacienta. Klinické stadium: IllE — 1 pfipad,
IV — 20 pfipadd, postizeni KD (cyklin D1) — 19 pfipad(. MIPI: Nizké riziko - 2 pfipady, stfedni riziko —
5 pripad, vysoké riziko — 14 pfipad(. Pacienti s absenci t(11;14) v KD méli Castéjsi vyskyt variantni
cytomorfologie a MIPI low/int-risk v porovnani s pacienty s t(11;14).

Lécba: Primoterapie: rezim na bazi R-CHOP 8x, R-CHOP/R-AraC 8x, sekvencni protokol s ASCT
3x. Udrzovaci [éCba u 14 pacient(. Lécba relapsu nebo progrese: rezim R-bendamustin 1x, FCR-
-lite 1x, R-HAM/EDHAP 1x, RCD 1x, R-CHOP 1x, R-AraC 1x. LéCebna odpovéd po primoterapii:
CR 13/19, PR 3/19, PD 3/19. Pribéh onemocnéni: Relaps 6x (3x CNS relaps po 1. CR). Indolentni
priibéh bez nutnosti Ié¢by u 2 nemocnych. Umrti u 9 nemocnych (MCL 7x, ostatni 2x).

Zavér: NaSe vysledky a recentni literarni Gdaje naznacuji, ze CD5- forma MCL bez prokazané
t(11;14) v KD a s pozitivitou cyklinu D1 vykazuje indolentni pribéh onemocnéni bez nutnosti [é¢by
a souvisi s nizkym rizikem dle MIPI. Naopak MCL s komplexnim karyotypem a deleci 17p13.1
(TP53) vykazuje predpokladany vysoce agresivni pribéh onemocnéni a vysoké riziko dle MIPI. Dia-
gnostickou translokaci Ize prokazat metodou FISH ve tkarovych fezech i v pfipadech jeji absence
v aspiratu KD. Diagnostika a Ié¢ba MCL musi byt komplexni a individualizovana. Pro uréeni progno-
zy a volbu spravné 1é¢by je nutno vzit v ivahu vSechny dostupné Udaje: klinické, cytomorfologické,
histologické, genetické i imunofenotyp.

P12.

Anaplasticky velkobunéény lymfom - diagnostika a sledovani minimalni rezidualni nemoci
Kalinova M., Hilska I., Mrhalova M., Kabiékova E., Riha P, Prouzové Z., 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) je zafazen do skupiny T lymfoma. V pfipadé ALK pro-
tein pozitivni ALCL dochazi k patologické aktivaci onkogenu ALK lezicim na 2p23 (gen anaplastic
lymphoma kinase). Aktivace je zplsobena chromozomalni translokaci, pfi které vznikaji fuzni geny
s rdznymi translokacnimi partnery. Nejcastéji (75 %) nachazime translokaci t(2;5) (p23;935), kdy
dochazi k fuzi s genem NPM (gen nukleofosmin). Cilem prace byla: 1) detekce nejcastéjSiho fuzni-
ho genu NPM/ALK 2) u pacientll bez prokazané fuze NPM/ALK bylo provedeno hledani translokac-
niho partnera genu ALK pomoci metody 5~ RACE. 3) u v§ech ALK protein pozitivnich ALCL jsme
vySetfili kvantitativné expresi translokované €asti genu ALK, ktera slouzila jak k diagnostice ALK
pozitivnich ALCL, tak ke sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN). Vysledky genové analyzy
jsme porovnavali s imunohistochemickym priikazem (IHC) exprese proteinu ALK a jeho lokalizaci
v bunice a déle s vysledky fluorescencni in situ hybridizace na interfazickych jadrech (I-FISH). Hla-
diny MRN jsme porovnavali s klinickym prabéhem onemocnéni. Celkem jsme vysetfili 70 pacient(
s ALCL (2-80 let; median 17 let) s IHC prokazanou expresi proteinu ALK. U 65 pacient( jsme vysSet-
fili zZlom chromozomu 2, v oblasti 2p23 a ve vSech pfipadech byl zlom detekovan. V 52 pfipadech
jsme detekovali fuzni gen NPM/ALK (74 %), v 5 pfipadech ATIC/ALK, ve dvou pfipadech CLTC/
ALK, 1x jsme detekovali TPM4/ALK, TPM3/ALK, ALO17/ALK a MYH9/ALK. U 6 pacientd NPM/ALK
negativnich, ALK protein pozitivnich jsme neméli dostatek materialu (RNA) pro nasledné vysetieni
metodou 5° RACE. U vSech vysSetfenych pacientl (67) jsme detekovali vysokou hladinu exprese
translokované ¢asti genu ALK s medianem 55534 kopii, kterou jsme u 29 pacientt vyuzili ke sle-
dovani MRN bez ohledu na pfitomny fzni gen v dobé diagndzy. Z 29 sledovanych pacientll Sest
podstoupilo transplantaci kostni diené. Celkem jsme vySetfili 352 rezidudlnich vzorkl (141xKD,
211xPK) s medidnem doby sledovani 706 dnu. Hladina MRN korelovala s klinickym pribéhem
onemocnéni. Molekularni diagnostika umoznuje detekovat translokaéni partnery genu ALK u ALK
pozitivniho ALCL. Kvantitativni detekce exprese translokované ¢asti genu ALK slouzi jak k diagnos-
tice ALK pozitivnich ALCL, tak ke sledovani MRN.

Podpofeno projektem (Ministerstva zdravotnictvi) koncepéniho rozvoje vyzkumné organizace
00064203 (FN MOTOL) a OPPK CZ.2.16/3.1.00/24022.

P13.

Vyuziti interim 18F-FDG PET/CT pro prognostickou stratifikaci pacient(i s primarnim
mediastinalnim velkobunéénym B-lymfomem

Henzlova L., Koranda P, Prochazka V., Papajik T., Zapletalova J. (Klinika nuklearni mediciny, FN,
Olomouc; Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc; Ustav lékar'ské biofyziky, LF UR Olomouc)

Uvod: Pro primarni mediastinalni velkobunéény B-lymfom (PMBCL) je typicky rychly nardist velké
nadorové masy v prfednim mediastinu. V dobé imunochemoterapie je 5-leté prezivani az 80-90 %,
presto u Casti pacientl dochéazi jiz v prvnim roce po ukonceni terapie k ¢asnému relapsu, jehoz
prognoza je Spatna. Pro stdZzovani i monitorovani Ié¢by je Siroce vyuzivana pozitronova emisni
tomografie kombinovana s vypocetni tomografii (PET/CT) s vyuzitim 18F-fluorodeoxyglukdzy (18F-
-FDG). P¥i jejim hodnoceni se vedle vizualniho hodnoceni pouziva také Deauvilleské skoére a pro-
centualni pokles SUVmax.
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Soubor a metodika: Retrospektivné bylo hodnoceno 44 pacientd s diagn6zou PMBCL, u kterych
bylo provedeno PET/CT pred Ié¢bou (26 pacient() a interim PET/CT po 2-3 cyklech chemoterapie
(36 pacient(l). Nalezy byly hodnoceny vizuéalné a pomoci Deauvilleské skaly. Zméreny byly hodnoty
SUVmax na vstupnim a interim vySetfeni a vypocten jejich procentudlni rozdil - ASUVmax.
Vysledky: Statisticky signifikantnim prediktorem prezivani bez progrese nemoci (PFS) je Deau-
villeské skore pfi rozdéleni na kategorie 1-3 a 4-5 (p=0,028). Pomoci ROC analyzy byla zjisténa
optimalni hodnota cut-off ASUVmax 68 %. Vyznamny pokles metabolické aktivity nadorové tkané
s pouzitim této hodnoty i hodnoty uvadéné v literatufe (ASUVmax 66 %) byl spojen se signifikantné
vyssi predpokladanou dobou preziti ve srovnani se skupinou s ASUVmax <68 %, resp. ASUVmax
<66 % (v obou pfipadech p=0,014).

Zaveér: Pfi hodnoceni interim PET/CT u pacientd s PMBCL mé& hodnoceni pomoci Deauvilleské
5-bodové skaly lepsi prognostickou hodnotu k uréeni PFS nez prosté vizualni dichotomické hod-
noceni. Podobné silnym prediktorem progression free survival (PFS) je i hodnoceni interim PET/CT
pomoci ASUVmax, a to jak s cut-off hodnotou 66 %, uvadénou v literatufe pro pacienty s DLBCL,
tak s cut-off hodnotou 68 %, vypoctenou pro nas soubor pacientd.

P14.
Biologicka lieCba u pacientov s rezistentnym/relabujicim T-NHL
Pizurova R. (KHaT UN, Martin — SK)

T-bunkové lymfémy su, v porovnani s B-bunkovymi lymfémami, pomerne zriedkavé, tvoria priblizne
10-15% malignych lymfémov. NajCastejSie sa vyskytujucim typom T-bunkového lymféomu je peri-
férny T-bunkovy lymfém ( 26% ), dalej sU to angioimunoblasticky T-lymféom ( 18% ) , systémovy
anaplasticky velkobunkovy lymfom ( 12% ) a extranodalny NK/T-bunkovy lymfém nazélneho typu
(10% ). Ide o biologicky aj klinicky velmi heterogénnu skupinu zriedkavych ochoreni. Vaésina
T-bunkovych lymfémov sa vyznacuje agresivnym spravanim a nepriaznivou prognézou. Pri¢ina
neuspokojivych lie€ebnych vysledkov v tejto skupine malignych lymfémov, v porovnani s B-bunko-
vymi lymfémami, nie je zndma. | napriek relativne vysokému poctu odpovedi na inicialnu liecbu je
problémom v manazmente vysoky vyskyt relapsov. V snahe zlepsit lieCebné vysledky sa objavuju
stale nové lieky. Cielena lie€ba pomocou novych monoklonalnych protilatok otvorila nova kapitolu
v moznostiach lie¢by malignych lymfémov. Sucastou tohto posteru je popis 2 pacientov s dg. T-
-NHL, typ systémovy velkobunkovy anaplasticky ( ALCL ), ktorym bola podané biologicka lie¢ba
brentuximab vedotinom.

P15.

Potencial inhibice proteinu Chk1 u chronické lymfocytarni leukémie s mutacemi v genu TP53
Boudny M., Zemanova J., Borsky M., Hlozkova M., Malcikova J., Diviskova E., Brychtova

Y., Paruch K., TrbuSek M. (Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice

a Lékarska fakulta Masarykovy univerzity, Brno; Ustav Chemie, CZ Openscreen, Pirodovédecka
fakulta, Masarykova univerzita, Brno)

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) zlstava i pres nesporné pokroky nevylécitelnym onemoc-
nénim. Vedle inhibitor(i signalizace z B-bunécného receptoru (BCRi), které jsou jiz dobre etablova-
ny v klinice, je v preklinickém testovani fada dalSich nadéjnych latek. Z nich mohou byt obzvlasté
cenné ty, jez by dokazaly efektivné nebo dokonce prednostné eliminovat buriky s mutacemi v genu
TP53. Prislusni pacienti s deleci 17p a/nebo mutaci TP53 totiz tvofi i nadale skupinu s nejhorsi pro-
gndézou. U priméarnich lymfocytll CLL s charakterizovanymi defekty v genech TP53 a ATM (regulac-
ni kindza p53) jsme testovali efekt inhibice proteinu Chk1 (checkpoint kinase 1). Kinaza Chk1 hraje
dulezitou roli v kontrolnich bodech bunécéného cyklu, zejména béhem replikace. V pilotni studii
jsme tento potencial testovali u 85 primarnich kultur CLL, bez stimulace jejich proliferace. Aplikovali
jsme inovativni a vysoce specificky inhibitor MU380, a vedle efektu na bunéénou viabilitu (test wst-
1) jsme CéasteCné analyzovali rovnéz jeho mechanismus Gc¢inku. U naprosté vétsiny testovanych
kultur vyvolal MU380 vyrazny pokles viability a to jiz pfi aplikaci nizkych koncentraci inhibitoru (100-
400 nM; doba plsobeni 72 h). U nejvyssi pouzité davky 400 nM byly mediany viability ve srovnani
s neosetfenou kontrolou nasledujici: 50 % u vzork( s defekty TP53 (n=21); 32 % u kultur s mutaci
ATM (n=15); 48 % u vzork( se samotnou deleci 11q (bez naruseni druhé alely ATM; n=16); a 48 %

u kultur bez defektll (wt; n=33). CLL buriky s inaktivaci TP53 tedy reagovaly stejné jako skupina wt
a vzorky s inaktivaci (mutaci) ATM byly dokonce vyznamné citlivéjsi (p=0,002 oproti wt; ANOVA).
Tyto efekty byly vyrazné vétsi nez v pfipadé inhibitoru SCH900776 (klinicky testovana sloucenina,
ze které je inovativni inhibitor odvozen). Kontrolni zdravé mononuklearni bunky z periferni krve
(n=2) a kultury nenadorovych fibroblastd (n=3) byly naopak inhibitorem MU380 postizeny jen mir-
né nebo vlbec. Koncentraéné zavisly narlst apoptdzy po aplikaci MU380 byl pak pozorovan (dle
flow-cytometrické analyzy Annexin V/PIl) u dvou testovanych vzork( plné krve od pacient( s CLL
odebranych do anti-koagulantu lepirudin. Protoze analyza viability neprokazala rozdil v reakci na
MU380 mezi p53 mutovanymi a p53-wt burikami CLL, ovéfovali jsme pomoci real time PCR, zda
inhibitor vyvolavé expresi pro-apoptotickych gent p21, PUMA, BAX a GADD45 indukovanou pro-
teinem p53. K této indukci dochazelo pouze po aplikaci fludarabinu (pozitivni kontrola), nikoli vSak
MU380, coz se zda v souladu s hypotézou, ze indukce apoptdzy probiha po inhibitoru p53-neza-
vislou cestou. A to navzdory skute¢nosti, Ze inhibitor zjevné vyvolaval v CLL burikach zvyseny ge-
notoxicky stres, jak jsme prokazali analyzou proteinu y-H2AX (marker dvouretézcovych zlomt DNA
a replika¢niho stresu). V souhrnu, primarni buriky CLL z periferni krve, které se nachazeji v GO/G1
fazi bunééného cyklu, byly prekvapivé velmi citlivé k inhibitoru kinazy Chk1. Defekty v genu TP53
nevedly ke zvySené rezistenci, zatimco inaktivace proteinu ATM byla dokonce spojena s prohlou-
benou citlivosti na inhibitor. To by teoreticky mohlo byt v souladu se syntetickou letalitou v drahach
reagujicich na poskozeni DNA vyvolané spole¢nou inaktivaci signalizacnich kindz ATM a Chk1.
Inhibitor MU380 bude dale studovan u CLL bunék stimulovanych k proliferaci.

Prace byla podporena projekty AZV 16-32743A, MUNI/A/1106/2016 a FNBr 65269705.

P16.

Ibrutinib moduluje expresi HLA-DR na leukemickych burnkach pacient( s chronickou
lymfocytarni leukémii

Gabcova G., Manukyan Gayane, Papajik T., Gajdos P, Mikulkova Z., Urbanova R., Kraiczova V.,
Kudélka M., Turcsanyi P, Ryznerova R, Kriegové E. (Ustav imunologie, FN a LF UP, Olomouc;
Ustav molekularni biologie NAS RA, Yerevan — Armenia; Hemato-onkologicka klinika LF UP a FN,
Olomouc; Fakulta elektrotechniky a informatiky, Vysoka $kola bariska - Technicka univerzita,
Ostrava)

UVOD: Ibrutinib, inhibitor Brutonovy tyrozinkinazy, predstavuje efektivni 1é&ebnou modalitu pro
pacienty s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL). PfestozZe se fada studii zabyva jeho imunomo-
dula¢nim efektem, dosud nebyl studovan jeho vliv na expresi HLA-DR, ktera predstavuije kli¢ovou
molekulu pro nastoleni G¢inné protinddorové imunitni odpovedi. CiL: Studium vlivu ibrutinibu na
expresi HLA-DR u CLL pacient( in vitro a in vivo.

METODY: Do studie bylo zahrnuto 27 pacientd s CLL a 14 vékové shodnych zdravych jedinc.
Exprese HLA-DR byla méfena pomoci pritokového cytometru BD FACSCanto Il (Becton Dickin-
son) a kvantitativni RT-PCR byla pouzita k méfeni mRNA exprese. U 13 pacientll s CLL byl sledo-
van vliv ibrutinibu in vitro; u 9 CLL pacientd byla exprese HLA-DR studovéna pred a po podani
ibrutinibu in vivo. Statistické testy byly provedeny pomoci softwaru GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc).

VYSLEDKY: HLA-DR byl exprimovan na leukemickych burikach a mira jeho exprese (MFI) se ne-
lisila od exprese na nenddorovych B-lymfocytech zdravych jedinct (P>0,05); vykazoval v§ak vy-
sokou variabilitu mezi pacienty s CLL. In vitro studie prokéazala vyznamné snizeni exprese HLA-DR
na leukemickych burikéch ziskanych od pacientd s CLL kultivovanych 24h a 48 h s ibrutinibem
(P<0,001). Pokles exprese HLA-DR byl prokazan i na trovni mRNA. In vivo studie u pacient( lé-
Cenych ibrutinibem prokazala snizeni exprese HLA-DR v pribéhu prvniho mésice 1é€by. Od tietiho
mésice |écby se HLA-DR exprese u 6 z 9 CLL pacientl zvysila na stejnou nebo vyssi Uroven nez
v dobé pred zahajenim IéCby a u 3 pacientl zlstala snizena béhem celé doby sledovani. Podobna
zména expresniho profilu HLA-DR byla také pozorovana na T-lymfocytech u ibrutinibem lé¢enych
pacient( in vivo.

ZAVER: Nage studie prokazala modulaci exprese HLA-DR na leukemickych burikach i T-lymfocy-
tech ziskanych z periferni krve u CLL pacientl po podani ibrutinibu in vitro a in vivo. Dalsi studie
budou nezbytné k objasnéni biologické podstaty a moznych klinickych dopadu téchto zmén.
DEDIKACE: MZ CR VES16-32339A, IGA_LF_2017-009, IGA_LF_2017-001
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P17.

Expresni profilovani chemokinovych receptort v perifernich mononuklearnich burkach

u pacientd s chronickou lymfocytarni leukemii

Petrackova A., Gayane Manukyan, Papajik T, Fillerova R., Kraiczova V., Mikulkova Z., Gab&ova G.,
Urbanova R., Turcsanyi P, Ryznerové P, Kriizova L., Schneiderova P, Kriegové E. (Ustav
imunologie LF UP a FN, Olomouc; Hemato-onkologicka klinika FN, Olomouc)

Chemokiny a jejich receptory jsou zapojené v regulaci migrace, proliferace a prezivani neo-
plastickych bunék u chronické lymfocytarni leukemie (CLL), souCasny vyzkum prokazal také
prognosticky vyznam exprese CXCR4 a CXCR3 na vyvoj onemocnéni. Dosud vSak chybi zna-
lost komplexniho expresniho profilu zndmych chemokinovych receptord u CLL. Cilem nasi
studie bylo popsat expresni profil 16 kanonickych a 4 atypickych chemokinovych recepto-
rd u CLL pacientd a jejich podskupin dle cytogenetickych aberaci. Studovali jsme genovou
expresi v perifernich mononuklearnich bunkach u CLL pacientll (n=88) a zdravych jedincl
(n=34) metodou vysokokapacitni kvantitativni RT-PCR (SmartChip, WaferGen Bio-systems).
Exprese CXCR3, CXCR4, CXCR5, CXCR7 a CCR7 byla také studovana metodou pritokové
cytometrie. Mezi deregulovanymi chemokinovymi receptory bylo 5 receptorti (CCR7, CCR10,
CXCR3, CXCR4, CXCR5) se zvysenou expresi a 9 receptord (CCR2-CCR6, CCR8, CCRL2,
CXCR1, CXCR2) se snizenou expresi; exprese ostatnich se nelisily mezi CLL a kontrolni skupi-
nou (P>0,05). U podskupiny pacientl s del(17p) jsme pozorovali vy$si mRNA expresi CXCR®6,
CXCR7 a CCR10 receptorl ve srovnani se skupinou pacientl s del(13q). Proteinova analyza
chemokinovych receptorl prokazala vyssi expresi CXCR4, CXCR5 a CCR7 u neoplastickych
B-bunék oproti normalnim B-burikam (P<0,05). Naopak u CXCR7 bylo detekovano vyznamné
nizsi zastoupeni u neoplastickych bunék ve srovnani s normalnimi B-burikami (P<0,05). Po
srovnani MFI (stfedni hodnota intenzity fluorescence) mezi CLL pacienty a zdravymi jedinci
(n=20) byl zjistén vyrazny nardst exprese u CXCR4 (P<0,001) a CCR7 (P<0,001) u CLL paci-
entl. NaSe studie popsala komplexni obraz expresniho profilu chemokinovych receptorl v mo-
nonuklearnich burikach CLL pacientl a jejich podskupinach. Rada deregulovanych receptortd
dosud u CLL nebyla popsana a studium jejich role v patogenezi CLL bude urcité predmétem
dal§iho vyzkumu.

Grantova podpora: MZ CR VES16-32339A, IGA_LF_2017_009, IGA_LF_2017_001.

P18.

Studium klonality AML v imunodeficientni mysi

Kosarova Z., Culen M., JeZiskova I., Folta A., Chovancova J., Loja T., Tom N., Semerad L.,
Sustkova Z., Dvorakova D., R&éil Z. (Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultni
nemocnice, Brno; Lékarska fakulta Masarykovy univerzity, Brno; Stfedoevropsky technologicky
institut (CEITEC), Masarykova univerzita, Brno)

Tabulka 1: Charakteristika odbéri analyzovaného souboru AML

Uvod: Akutni myeloidni leukémie (AML) predsta-

Odbéry PoZet pacientii ‘Tff:ﬁﬂinick?th vyje heterogenpi skup.inu,onemocr'lén!' vyznaéuji—l

— ci se akumulaci somatickych genetickych aberaci
Pouze diagndza 6 6 M vr, sw . . . o
Pouzerelaps 1 n a Castou pfitomnosti nékolika leukemickych klonu
Diagnoza + relaps 2 2 soucasné. Pro in vivo studium AML je nejCastgji
Diagndza + primarni rezistence 1 2 vyuiivéno xenotransplantace IeUkemiCkyCh bu-
Celkem 10 13 nék do imunodeficientnich mysi. Porovnani mu-

taCnich profild klinickych vzork( s mutacemi dete-
kovanymi u jejich stépl po pfihojeni v mysi umoznuje charakterizovat subklony s leukemogennim
potencialem.
Metody: Leukocyty z kostni diené 10 AML pacientu (tab. 1) byly intravendzné xenotransplantovany
do ocasni zily mySi kmene NOD scid gamma v poctu 1 klinicky vzorek na 2-4 mysSi. Pfitomnost
engraftmentu (>1% lidskych leukocytd hCD45+) byla stanovena po 12-16 tydnech z kostni dfené
mysi pratokovou cytometrii (FACSAria Il, BD Biosciences) a tyto buriky FACS-sortovany (FACSA-
Verso, BD Biosciences) a pouzity pro izolaci DNA. Pro NGS (next generation sequencing) analyzu
byl pouzit panel ClearSeq AML Haloplex HS (20 genu asociovanych s AML, Agilent Technologies)
a pfistroje MiSeq a NextSeq (lllumina).

Vysledky: NGS byly hodnoceny pomoci algoritm( VarDict, VarScan a Pindel. Hranice pro detekci

mutaci byla nastavena na 2% VAF (variant allele frequency). Pokud byla mutace detekovana ales-
pon v jednom vzorku v prdbéhu sledovaného obdobi, jsou uvedeny i mutace s nizsi VAF.
Vysledky: NGS analyza byla provedena na 13 klinickych vzorcich a odpovidajicich xenograftech
(celkem 37 mysi). Fenotyp 12/13 transplantovanych vzork( predstavoval myeloidni engraftment
(>80% CD33+ a/nebo CD34+ bunék z hCD45+), u 1 vzorku pak smiSeny engraftment s >10%
CD19+ B-lymfocytd. U klinickych vzorkd byly pfitomny somatické mutace v 1-3 genech a to
NPM1 (n=8), FLT3-ITD (n=7), DNMT3A (n=6), TP53 (n=2), NRAS (n=1), ASXL1 (n=1), U2AF1
(n=1), IDH2 (n=1), TET2 (n=1). V 7/13 vzorcich byly dané mutace identifikovany v odpovidaji-
cich mysich se srovnatelnym VAF. Zmény v klonalité byly pozorovany primarné na urovni sub-
klond, ve tfech vzorcich doslo po xenotransplantaci k expanzi subklon( nesoucich interni tande-
mové duplikace v genu FLT3 (nartst VAF >10%). U jednoho vzorku z doby diagndzy se subklon
s NRAS mutaci uchytil pouze v 1/3 mysi a to s nizkou frekvenci (klinicky vzorek VAF=28,0% vs.
xenograft VAF=1,5%), v ¢emz se engraftment podobal pozdéjSimu relapsu AML u daného pa-
cienta, pfi kterém byla NRAS mutace detekovana s VAF=1,3%. Pfi xenotransplantaci klinického
vzorku pacienta z doby diagnoézy a relapsu, byl hlavni klon identifikovan na zakladé pfitomnosti
mutaci v genech NPM1 a DNMT3A, které byly zastoupeny ve vétsiné bunék v dobé diagndzy
(>30% VAF). Obé mutace byly rovnéz detekovany v dobé relapsu i ve vSech xenograftech. Dale
byly detekovany FLT3-ITD mutace s nizkou VAF (<2%), které ukazovaly na vyskyt 2 minoritnich
subklond v dobé diagnézy a 3 v dobé relapsu, z nichz pouze 1 se vyskytoval v obou odbérech.
V xenograftech odvozenych z bunék tohoto pacienta byly pozorovany pouze nékteré z danych
subklon( a navic nové FLT3-ITD mutované subklony, které se nenachézely v odpovidajicich kli-
nickych vzorcich.

Zavér: Vysledky naznacuiji, ze NOD scid gamma mysi jsou vhodnym modelem pro simulaci klonali-
ty AML, pficemz fenotyp i mutacni spektrum uchycenych AML xenograftd v nasem souboru odpovi-
daly plvodnimu stavu v klinickych vzorcich. Rozdily byly pozorovany pouze v uchyceni minoritnich
subklon(, coz bylo zfejmé dano jejich odlisnou proliferacni kapacitou. Xenotransplantace vétsiho
souboru parovych vzorkl diagndza-relaps miize ukazat, nakolik tato klonalni selekce v mysi kore-
sponduje s pozdéjSim vyvojem onemocnéni u pacienta. 5
Podporeno z projektu MUNI/A/1106/2016 a z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR
sreg. ¢. 15-25809A. Veskera prava podle predpist na ochranu dusevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.

P19.

CSPG4/NG2 - potencialni vyznam pro sledovani molekularni zbytkové nemoci u vzacného
nadoru z blastickych plasmacytoidnich dendritickych bunék

Hisemova M., Petrbokova R., PesSek A., Sélek C., Hajkova H., Markova M., Novotova E., Mertova J.,
Soukup R, Novak J., Valkova V., Vydra J., Novakova L., Vitek A., Cetkovsky P, Marinov I., Polak J.
(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; FNKV, Praha)

Uvod: Nador z blastickych plasmacytoidnich dendritickych bunék (BPDCN) je vzacnou hemato-
logickou malignitou s agresivnim pribéhem a S$patnou progndzou. Jeden z hlavnich prognos-
tickych faktor( je odpoveéd na terapii a mira zbytkové nemoci (MRN). Vzhledem k ,unikatnimu*
fenotypu, multiparametrovéa pratokova cytometrie (MFC) je vhodnou metodou pro detekci a sle-
dovani MRN. V literatufe existuje omezené mnozstvi dat ohledné molekularni podstaty one-
mocnéni a moznosti detekce a sledovani MRN. Cil. Primarnim cilem bylo charakterizovat ex-
presni profil vybranych gent a definovat vhodny molekularni markér pro detekci a sledovani
MRN. Pacienti a metody. Studie zahrnuje 4 pacienty diagnostikované v obdobi 2009 - 2016
(35r. ET., 53 1. .M., 44 1. S.P, 66 r. $.J.). Pacienti dosahli hematologické remise po intenzivni
indukéni chemoterapii (ALL-like nebo AML-like) u dvou z nich byla nasledné provedena alogenni
transplantace. MRN status byl definovan na zakladé sledovani leukemického fenotypu (LAIP)
CD45d,CD4 ++,CD43+ +,CD56+ +,CD123+ + metodou MFC. Pro nizkou expresi WT1 genu,
byla studovéana exprese 11 vybranych antigen( asociovanych s leukémii (LAA), dale byla kvan-
tifikovana exprese dalSich 7 gend vytipovanych na zékladé udaji z jiz publikované kazuistiky.
Genova exprese byla méfena pomoci TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems).
Vysledky relativni exprese a kvantifikace byly vyhodnoceny pomoci 2- AACt metody RT-gPCR
s kontrolnim genem ABL. Ziskana data metodou PCR byla porovnavana s vysledky MFC analyzy
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a s klinickym pribéhem. Vysledky kvantifikace exprese genu. U vSech 4 pacientl byla nalezena
vysoka exprese genu chondroitin sulphate proteoglycan 4/ neuro-glial protein CSPG4/NG2 a to
o 1 — 2 fady vys$si nez horni normalni limit. Imunofenotypizaéni MRN negativita vzdy korelovala
s nizkou expresi markéru.

Zavér: Predbézné vysledky analyzy exprese 11 vybranych LAA poukazuji na potencialni vyznam
CSPG4/NG2 proteinu pro sledovani molekularni zbytkové choroby u pacient(i s BPDCN.
Podpofeno institucionalnim grantem 00023736, MZ CR.

P20.
Vyznam priitokové cytometrie v diagnostice myelodysplatického syndromu
Zabranska T., Holubova M., Lysak D., Jindra P (Hematoonkologické odd. FN, Plzeri)

Uvod: Myelodysplasticky syndrom (MDS) je heterogenni soubor klonalnich poruch krvetvorby
s dominujici neefektivni hemopoezou a morfologickou dysplazii krvetvornych bunék se sou¢asnou
periferni cytopenii v jedné €i vice fadach.Diagnostika se opira pfedevsim o kombinaci morfologic-
kého a cytogenetického vysetieni kostni diené.

Cil: ovéfit vyznam pritokové cytometrie (FCM) v diagnostice MDS ve srovnani s morfologickym
vys. kostni dfené a cytogenetikou.

Soubor pacientd: Provedli jsme retrospektivni analyzu u 28 pacientd konsekutivné vy$etfovanych
v letech 2016-2017 pomoci FCM pro susp. MDS na zakladé morfologického vySetfeni kostni dre-
né.V souboru bylo 15 Zen a 13 muzu, median véku byl 66 let (7-90).

Metoda: Pomoci FCM byl analyzovan vyvoj charakteristickych povrchovych znakd a event. pfitom-
nost aberantni exprese povrchovych znak( na monocytech (CD14/CD64/CD11b/HLA-DR/CD56),
granulocytech (CD16/CD10/CD11b/CD13/HLA-DR) a myeloidnich progenitorech (CD117/CD34/
HLA-DR,CD7/CD19/CD56).Vysetieni bylo provedeno na pritokovém cytometru BD FACS Canto I,
analyza v software Diva.Pro vyhodnoceni byl pouzity MDS skérovaci systém dle Ogata K et al.(FA-
CS skore 0-4, FACS MDS status A-C).

Vysledky: Sledovali jsme korelaci mezi FCM skoérovanim a morfologickym hodnocenim myelo-
dysplastickych zmén kostni dfené,zménami v krevnim obraze,prognostickym rizikem cytoge-
netickych zmén a rizikovou kategorii dle IPSS-R. U vSech pacient( (28/28) byly morfologicky
zaznamendny dysplastické zmény rlizného stupné. Pouze diskrétni myelodysplatické zmény
v jedné ¢i vice fadach byly pfitomné u 6/28 (21%) a presentovaly se FACS MDS statusem
A (4/6,67%),A/B (2/6,33%),B/C (0/6,0%),C (0/6,0%) a FACS skére 0 (5/6,83%),1 (1/6,17%),2
(0/6,0%),3 (0/6, 0%). MDS-SLD byl diagnostikovan u 3/28 (11%) pacient(,z toho 2/3 vykazovali
dysplastické zmény v erytrocytarni fadé a 1/3 v granulocytarni fadé. Pomoci FCM byl identi-
fikovan FACS MDS status A (1/3,33%),A/B (1/3,33%),B/C (1/3,33%),C (0/3,0%) a FACS skore
0 (0/3,0%),1 (2/3,67%),2 (1/3,33%),3 (0/3,0%). MDS-MLD byl zastizen u 16/28 (57%) pacientl
s odpovidajicim FACS MDS statusem A (0/16,0%),A/B (1/16,6%),B/C (3/16,19%),C (12/16,75%)
a FACS skoére 0 (3/16,19%),1 (4/16,25%),2 (5/16,31%),3 (4/16, 25%). Pacienti s MDS EB-2
(3/28; 11%) vykazovali FACS MDS status A (0/3,0%),A/B (0/3,0%),B/C (0/3,0%),C (3/3,100%)
a FACS skore 0 (0/3,0%),1 (0/3,0%),2 (2/3,67%),3 (1/3,33%). Byla zaznamenana vyznamna
korelace mezi mirou vyjadieni myelodysplatickych zmén na zakladé morfologického vysetfeni
a hodnotou FACS MDS statusu i FACS skére (r = 0,85,resp. r = 0,61,p<0,05). Pfi hodnoceni
zmén v krevnim obraze byla u 15/24 pacientl (u 4 pacientd nebyly hodnoty krevniho obrazu
k dispozici) pfitomna anemie s distribuci FACS MDS statusu A (1/15,7%),A/B (1/15,7%),B/C
(2/15,13%),C (11/15,73%) a FACS skoére 0 (3/15,20%),1 (3/15,20%),2 (4/15, 27%),3 (5/15,
33%). Byla zaznamenana vyznamna korelace mezi hodnotou FACS MDS statusu a pfitomnosti
anemie (r=0,66,p<0,05),pfi porovnani s ostatnimi parametry krevniho obrazu &i s poctem cy-
topenii v krevnim obraze nebyla nalezena vyznamna korelace.Nepodafilo se prokazat zavislost
mezi hodnotou FACS skére, resp. FACS MDS statusu a miry cytogenetického rizika ¢i katego-
rie dle IPSS-R.

Zaveér: Morfologické vySetfeni u MDS je zatizeno chybou subjektivniho hodnoceni a cytogenetické
vysSetfeni v fadé pfipad(l vykazuje normalni karyotyp.Na zakladé nasi analyzy je FCM metodou pfi-
spivajici k zpfesnéni diagnostiky MDS, ktera vyzaduje komplexni diagnosticky pfistup.Nasim cilem je
dalsi sledovani a vytvoreni vétsiho souboru pacient s moznosti lepsiho statistického zhodnoceni.
Prace byla podporena grantem MZ CR-RVO (Fakultni nemocnice Plzen-FNPI, 00669806).

P21.

Lééba azacytidinem ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové - zkuSenosti centra

Kupsa T., Bélohlavkova R, Visek B., Horacek J. M., Zak P, (IV. interni hematologicka klinika, FN,
Hradec Kralové; KVWWLVH, FVZ, Hradec Kralové)

Uvod: Lééebné moznosti pacienttl s myelodysplastickym syndromem (MDS) vysokého rizika jsou
omezené. Jednou z moznosti je podavani hypometylacnich latek — v podminkach naseho praco-
visté azacytidinu.

Cil: Posoudit efektivitu a bezpe€nost I1é¢by azacytidinem u nemocnych s MDS ve Fakultni nemoc-
nici Hradec Krélové.

Metodika: Byl studovan soubor 42 pacient( (28 muzd a 14 zen) s MDS vysokého rizika (intermedia-
te-2 a high-risk dle IPSS), Ié¢enych na nasem pracovisti v letech 2009 — 2016. LéCebna odpoveéd
byla posuzovana dle IWG kritérii.

Vysledky: U 13 nemocnych se jednalo o l1é¢bu prfed provedenim alogenni transplantace krvetvor-
nych bunék (aloT). Tito jedinci byli signifikantné mladsi ve srovnani s ostatnimi jedinci souboru
(60,7 = 4,4 vs. 69,6 = 5,0 let). Ve 2 pfipadech byli nemocni [é€eni pro relaps MDS po aloT. Azacy-
tidin byl podavan v davce 75mg/m2 v prvnich 7 dnech cyklu, redukce davky minimaliné v 1 cyklu
azacytidinu byla nutnd u 18 nemocnych. Celkem bylo podéno 208 cyklt azacytidinu. Kompletni
remise bylo dosazeno u 3 nemocnych (7%), l1é¢ebné odpoveédi umozfujici pokracovani v 1écbé
azacytidinem bylo dosazeno u 76% léCenych jedincl. Pfed zahajenim Ié¢by bylo vstupni ANC <
1000/ul u 48% nemocnych, presto se komplikace v souvislosti s I[é€bou azacytidinem vyskytly jen
v 8 pfipadech. Nebylo zaznamenano Umrti v pfimé souvislosti s podanim azacytidinu.

Zaveér: Azacytidin mlze byt podavan v [é¢bé MDS vysokého rizika samostatné, jako bridging k aloT,
tak pfi relapsu onemocnéni po aloT. VétSina nemocnych dosahne lé¢ebné odpovédi, kompletni
remise na lécbé jsou vzacné. Lécba azacytidinem je bezpecna i pfi nizkych poctech granulocytd
a je dobre tolerovana vétSinou nemocnych.

P22.

Vyuziti hmotnostni cytometrie k analyze détské akutni lymfoblastické leukémie

s pfesmykem do monocytarni linie

Vaskova M., Kuzilkova D., Thurner D., Kalina T., Hrusék O., Mejstfikova E. (CLIF, Klinika détské
hematologie a onkologie, 2.LF UK a FN Motol, Praha)

Transdiferenciace blastl B prekurzorové akutni lymfoblastické leukémie (BCP ALL) do mono-
cytarni linie je fenomén asociovany s nékterymi genotypovymi aberacemi jako je napf. delece
genu ERG nebo byl pozorovany u ¢asti pacientd 1éCenych anti-CD19 cilenou Iécbou (blina-
tumomab nebo CAR-T bunky). Tato zména imunofenotypu leukemickych bunék, ke které do-
chazi v ¢asné fazi 1écby, komplikuje stanoveni hladiny minimalni rezidualni nemoci (MRN),
které je ve své soucasné podobé cilena na buriky s imunofenotypem B prekurzor(. Bunky
monocytarniho charakteru, ve kterych jsou u téchto pacientd detekovatelné prestavby imuno-
receptorovych genll shodné s leukemickymi blasty, této analyze unikaji a vysledkem je diskre-
pance s molekularné geneticky stanovenou hladinou MRN. Cilem projektu je sestaveni panelu
protilatek uréeného k analyze této vzacné podskupiny détskych BCP ALL metodou hmotnostni
cytometrie. Hmotnostni cytometrie je metoda, kterd vyuziva k detekci protein(i na bunécné
Urovni, stejné jako pritokova cytometrie, monoklonalni protilatky. Ty v8ak nejsou oznaceny
fluorescencnimi znackami ale izotopy vzacnych prvk(, které se v burikdch normalné nevy-
skytuji. Pouziti téchto znacek eliminuje omezeni pritokové cytometrie zplisobené presvitem
fluorescencnich znacek, autofluorescenci bunék a poctem laserd, resp. detektorl. Umoznuje
tak méfit desitky proteint na drovni jedné bunky najednou (prakticky bylo pouzito kolem 40
znakl a je mozné pocet zvysit az na 100 v zavislosti na dostupnosti purifikovanych znacek).
Pfistroj CyTOF2 vyuziva hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS,
Inductively Coupled Plasma Mass Spectormetry). Roztok obsahujici buriky je v pfistroji roz-
délen a kapicky s jednotlivymi bufikami jsou rychle odpareny ve vysokoteplotnim plazmatu
(7000 K). Tim se prerusi vSechny chemické vazby a vznika smés jednotlivych atom@. Smés
atomU je zarovern ionizovana a prevedena do prostiedi vysokého vakua, kde dochazi k detekci
iontd. lonty jsou vedeny tak, aby na detektor dopadaly v poradi dle jejich hmotnosti. Tim je
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umoznéno rozlisit a kvantifikovat jednotlivé typy iontd. Zméfené mnozstvi jednotlivych prvkd

plvodné navazanych na protilatky tak odpovida mnozstvi proteinu pfitomného v burice. Tou-
to metodou lIze ziskat komplexni data, ktera umoziuji analyzovat heterogenitu testovanych
vzorkd a pokrocilou analyzou zhodnotit vztahy mezi bunéénymi podtypy a pfipadné odhalit
nové minoritni subpopulace. Byl sestaven panel protilatek, ktery umoznuje sledovat dynamiku
liniového prfesmyku a je uréen k nasledné analyze imunofenotypu fyziologickych monocytt
a monocytl transdiferencovanych z leukemickych bunék. Obsahuje znaky definujici B prekur-
zory (CD19, CD10, CD20, CD34, CD45, CD38), znaky, jejichz exprese na leukemickych buni-
kach pfi diagnéze mUze pripadny pfesmyk predpoveédét (CD2, CLL1, VNN2) a predevsim fadu
myeloidnich/monocytarnich znakd (CD4, CD13, CD14, CD15, HLA DR, CD117, CD11b, CD11c,
CD33, CDh64, CD16, CD163, CD206, CD32, CD56, CD116). Byla provedena analyza nékolika
pilotné zmérenych vzork(, jak pfi diagndze, tak v pribéhu nasledného liniového presmyku. Je
zfejmé, Ze pomoci hmotnostni cytometrie Ize zachytit imunofenotyp pfechodnych stadii mezi
leukemickymi burikami B linie a monocyty. U leukemickych bunék monocytarniho charakteru
Ize hodnotit jejich komplexni imunofenotyp ve vztahu k fyziologickym monocytim. Dalsi analy-
zy budou sméfovat k nalezeni znakd, které tyto populace pomohou vzajemné odlisit.
Prace byla podporena z grantti AZV 15-26588A, UNCE 204012, NPU | LO1604.

P23.

Vyuziti NGS technologie pro monitorovani MRD u ALL pacientt - pilotni studie
Hrochové K., Petrové L., Vrbacky F., Horadek J., Simkovié M., Zék P (Ustav klinické biochemie
a diagnostiky, Fakultni nemocnice, Hradec Kralové; IV. interni hematologicka klinika, Fakultni
nemocnice, Hradec Kralové)

fikaci 1éCby pro détské i dospélé pacienty s akutni lymfoblastickou leukémii (ALL). Standardni me-
todou pro stanoveni MRN je kvantitativni real-time PCR (RQ-PCR) pfestaveb imunoglobulinového
(IG) nebo T-bunécného receptoru. Tato metoda umoznuje sledovat pouze patologickou klonalni
prestavbu pfitomnou v dobé diagndzy. Diky rychlému rozvoji masivniho paralelniho sekvenovani
muzZeme vyuzit tuto technologii nejen pro stanoveni MRN, ale také pro sledovani IG/TR klonalniho
vyvoje. NGS nam dovoluje nahlédnout na cely B nebo T bunéény repertoar. Cilem naseho projektu
je vyuziti NGS technologie pro monitorovani MRD u dospélych ALL pacientd.

Metoda: Klonalni prestavba v dobé zachytu byla identifikovana Sangerovym sekvenovanim a byla
dale sledovana pfi NGS MRN analyze. Amplikonova knihovna pro masivni paralelni sekvenovani
je pfipravovana pomoci Biomed?2 primert. Midovani vzorkd se provadi Multiplicom MID kitem. Pair
end sekvenace probiha na pfistroji MiSeq lllumina. Pro analyzu hrubych dat pouzivame vlastni
pipelinu a on-line software Vidjil (http://www.vidjil.org).

Vysledky: V soucasné dobé sledujeme 15 dospélych ALL pacientd. Vzorky jsou odebirany dle
standardniho Ié¢ebného protokolu. Identifikaci diversity B repertodru provadime na zakladé
CDR3 sekvence. Citlivost metody zalezi nejen na hloubce ¢teni, ale také na mnozstvi pfidané
gDNA do PCR. Zavér: Implementace NGS technologie pro monitorovani MRN u ALL pacientl do
rutinni klinické praxe stale vyZzaduje standardizaci a validaci metody. Zarover méa vysoké naroky
na technickou vyzralost laboratofe a na hluboké znalosti imunologie a molekularni biologie la-
boratornich pracovnikd. Klicové je zpracovani dat, které by mél navrhnout ¢i provadét zkuseny
bioinformatik. Tato metoda pfinaSi moznost sledovani diversity pfipadné klonalniho vyvoje B/T
bunééného repertoaru.

P24.

Serum levels of cytokines and adhesion molecules and their association with prognostic
factors in newly diagnosed ALL

Horadek J. M., Kupsa T., Vanék J., Jebavy L., Zék P (Department of Military Internal Medicine and
Hygiene, University of Defence, Faculty of Military Health Sciences, Hradec Kralové; Department
of Informatics and Quantitative Methods, Faculty of Informatics and Management, University of
Hradec Kralove; Department of Internal Medicine IV — Hematology, University Hospital and Charles
University, Faculty of Medicine, Hradec Kralove)

Background: Dysregulated production of cytokines and adhesion molecules has been implicated

in the onset and progression of various types of leukemia. Further knowledge gained from multiple
cytokine and adhesion molecule evaluation could help to improve treatment outcomes. The aim of
this study was to evaluate baseline levels of cytokines, cytokine receptors and adhesion molecules
in newly diagnosed acute lymphoblastic leukemia (ALL) patients and to assess their correlation
with baseline characteristics and prognostic factors.

Methods: A total of 30 newly diagnosed ALL patients (median age 46, range 22-75 years, 20 males)
were included in this study. We evaluated serum levels of 31 analytes, specifically 21 cytokines, 4
soluble cytokine receptors, 5 soluble adhesion molecules and Matrix Metalloproteinase-9. From cyto-
kines, we measured Interleukins (IL-1a, IL-13, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15,
IL-23), Epidermal Growth Factor (EGF), Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-
-CSF), Interferon-y (IFN-y), Macrophage Inflammatory Protein-1a (MIP-1a), Monocyte Chemotactic
Protein-1 (MCP-1), Tumour Necrosis Factor-a (TNF-a), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
and soluble receptors for IL-2 (sIL-2Ra), IL-6 (sIL-6R), TNF-a type | and Il (STNFR-1,2). From soluble
adhesion molecules, we measured E-Selectin (E-SEL), L-Selectin (L-SEL), P-Selectin (P-SEL), Interce-
llular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) and Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1). All analytes
were measured by biochip array technology on Evidence Investigator analyzer (Randox). Serum
levels of tested analytes were correlated with baseline characteristics and prognostic factors, such as
age, sex, risk group according to GMALL (SR 9, HR 9, VHR 12 patients), full blood count parameters
(including percentage of blasts), biochemical parameters (LDH, CRP), response to induction therapy
(CR rate after induction), progression-free survival (PFS) and overall survival (OS). Statistical evaluati-
on was done by a professional statistician using software R 3.3.2 (R Core Team 2016).

Results: Comparing analytes with baseline characteristics, we found significant negative correlations
between IL-7 and leukocyte count (r=-0.633; p=0.032), percentage of blasts in peripheral blood
(r=-0.695; p=0.004) and LDH (r=-0.604; p=0.075). Furthermore, we found significant positive corre-
lations between IL-7 and platelet count (r=0.801; p<0.0001), VCAM-1 and LDH (r=0.664; p=0.012).
Correlations with baseline risk stratification according to GMALL did not reach statistical significance.
In the study population, CR rate after induction was 86% (MRD negative in 29%), 1-year PFS 68% and
1-year OS 73% (2 patients died during induction therapy). Higher levels of EGF were associated with
failure to achieve CR after induction therapy (r=0.686; p=0.073). So far, no significant correlations
between baseline analyte levels and inferior PFS or OS were found. In newly diagnosed ALL patients,
we found statistically significant correlations between sTNFR-1 and sTNFR-2 (r=0.805; p<0.0001),
IL-1a and IL-4 (r=0.700; p=0.008), sTNFR-2 and MIP-1a (r=0.657; p=0.037), sSTNFR-2 and VCAM-1
(r=0.652; p=0.044). Other correlations between analytes did not reach statistical significance.
Conclusion: Our findings show that serum levels of IL-7 and VCAM-1 are associated with some ba-
seline characteristics of newly diagnosed ALL patients and EGF with response to induction therapy.
Better understanding of leukemia microenvironment is essential for development of new treatment
approaches. Further studies in this field are warranted.

The work was supported by a long-term organization development plan 1011 (FMHS) and MH CZ
— DRO (UHHK, 00179906).

P25.

Vysoké hladiny mRNA pro Fli-1 a cereblon v mononuklearnich burikach pacientd MDS

s del(5q) a trizomii chromozomu 8

Fuchs O., Polék J., Bokorové R., Kostecka A., Vostry M., Jonasova A ., Siskové M., Stopka T,
Lauermannova M., Cermék J., Salek C., Soukupovéa Maaloufova J., Mikulenkova D., Bfezinova J.,
Zemanova Z., Michalova K., Neuwirtova R. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; VFN, Praha)

Uvod: Transkripéni faktor Friend leukemia virus integration-1 (Fli-1) naleZi do skupiny transkripé-
nich faktord ETS (pojmenovanych podle specifické sekvence charakteristické pro transformaci re-
trovirem E26 ptaci erytroblastozy), které se vyznacuji spoleénou sekvenci vazebné oblasti v DNA
(5"-GGAA/T-3"). Fli-1 hraje dilezitou Ulohu v tvorbé krevnich bunék z pluripotentnich kmenovych
bunék a ve vyvoji a diferenciaci megakaryocytd. Fli-1 inhibuje erytroidni diferenciaci a indukuje
megakaryocytarni diferenciaci spoleéného megakaryocytarniho a erytroidniho progenitoru (MEP).
Cereblon (CRBN) je receptor pro substrat v komplexu kulin 4 RING E3 ubikvitinligazy. Porovna-
li jsme hladiny mRNA pro Fli-1 a CRBN mRNA v mononuklearnich burikach kostni diené (BM)
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a periferni krve (PB) pacientd MDS s izolovanou deleci dlouhého raménka 5.chromozomu [27 BM
a 44 PB vzorkU], pacient MDS s del(5q) a trizomii 8 ve dvou nezavislych klonech [14 BM a 16 PB],
pacientt MDS s trizomii 8 [22 BM a 18 PB vzorkU], pacientll MDS s normalnim karyotypem [39 BM
a 53 PB vzorkd] a zdravych kontrol [29 BM a 63 PB vzorkd].
Metody: Mononuklearni bunky byly izolovany separaci pomoci centrifugace na gradientu Ficoll-Pa-
que PLUS, promytim fosfatovym roztokem (PBS) a lyzou bunék ¢ervené fady. Analyzovali jsme ex-
presi genu pro CRBN na urovni mRNA pomoci kvantitativni TagMan PCR z celkové cDNA za pouziti
primert v exonech 9 a 10 a sondy na exon 9. Hladina mRNA pro Fli-1 a glyceraldehyd-3-fosfatdehyd-
rogenazu (GAPDH) byla také stanovena TagMan PCR.
Vysledky: Nalezli jsme vysoké hladiny mRNA pro CRBN a Fli-1 v mononuklearnich burikach kostni
drené a periferni krve pacientll MDS s del(5q) a trizomii 8 jako u pacientd MDS s izolovanou del(5q).
Hladiny CRBN mRNA byly také zvySené u pacientd MDS s trizomii 8. Vysoké hladiny CRBN mRNA
a proteinu CRBN jsou dulezité pro Ucinnost terapie lenalidomidem. Vysoké hladina CRBN mRNA
u pacient( s trizomii 8 odpovida vysledku studie Sugimoto et al. (J Hematol Oncol 5, 4, 2012), kde
zjistili, ze pacienti MDS normalnim chromozomem 5 a trizomii 8 byli citlivi na terapii lenalidomidem.
Také jsme nalezli, Ze lenalidomid snizuje hladinu Fli-1 mRNA v mononuklearnich burkach vétsiny
pacientdl MDS s del(5q) odpovidajicich na terapii lenalidomidem. Na modelu linie lidskych MDS-L
bunék, ziskanych od prof. Tohyama, Kawasaki Medical School, Japonsko, jsme ukazali, Ze inhibice
Fli-1 pomoci polyetherového antibiotika a transportéru vapniku kalcimycinu (A23187), produkova-
ného bakteriemi rodu Streptomyces chartreusensis, snizuje hladinu E3 ubikvitinligazy HDM2. Tento
nélez odpovida studii Truonga et al. (Oncogene 24, 962-9, 2005), kde Fli-1 stimuloval expresi MDM2
na transkripéni Urovni. ZvySeni hladiny E3 ubikvitinligazy HDM2 jako odpovéd na vysokou hladinu
Fli-1 by mohlo byt klicovym mechanismem pro efektivni megakaryopoézu u MDS pacientt s del(5q)
nebo s del(5q) a trizomii 8. ZvySena hladina HDM2 by snizila hladinu p53 v megakaryocytech poly-
ubikvitinylaci p53 a jeho zvySenou degradaci v proteazomech a ochréanila tak megakaryocyty pred
ribozomalnim stresem, ktery vede k apoptéze bunék cervené fady.

Zavér: Potvrdili jsme dllezitou Ulohu vysokych hladin mRNA pro Fli-1 a CRBN pro dobrou odpovéd

pacientd MDS s del(5q) a s del(5q) a trizomii 8 ve dvou nezavislych klonech na terapii lenalidomidem.
Prace byla podpofena MZ CR - vyzkumny projekt pro koncepCni rozvoj vyzkumné organizace
(00023736; UHKT, Praha), grantovou agenturou UK-projekt ¢. 924616, MZ CR 0064165 a ProgresQ28.

P27.

Vysoka hladina cereblonu na trovni mRNA i proteinu je dulezita pro uc¢innost lenalidomidu
u nizkorizikovych pacientd MDS

Fuchs O., Polak J., Bokorova R., KostecCka A., Vostry M., Neuwirtova R., Siskova M., Stopka T .,
Lauermannova M., Salek C., Soukupova Maaloufova J., Mikulenkova D., Cermék J., Brezinova J.,
Zemanova Z., Michalova K., Jonasova A. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha; VFN, Praha)

Uvod: Ukazali jsme, Ze vysoka hladina cereblon (CRBN) mRNA o piné délce v mononuklearnich
burikach kostni diené a periferni krve pacientl s myelodysplastickym syndromem (MDS) o niz$im
riziku transformace do akutni myeloidni leukemie (AML), zavislych na transfuzich a s izolovanou
deleci kratkého raménka 5. chromozomu je dulezita pro ucinnost lenalidomidu u téchto pacient(
(Eur J Hematol 95, 27-34, 2015). Nyni predkladame vysledky, které svédci pro dudlezitost vysoké
hladiny CRBN mRNA o pIné délce a odpovidajiciho proteinu také v mononuklearnich bunkach
kostni dfené a periferni krve pacientdl MDS s normalnim chromozomem 5 a niz$im rizikem transfor-
mace do AML pro U¢innost lenalidomidu u téchto pacientd.

Metody: Mononuklearni buriky byly izolovany separaci pomoci centrifugace na gradientu Ficoll-
-Paque PLUS, promytim fosfatovym roztokem (PBS) a lyzou bunék Cervené fady. Analyzovali jsme
expresi genu pro CRBN na urovni mRNA pomoci kvantitativni TagMan PCR z celkové cDNA za po-
uziti primerd v exonech 9 a 10 a sondy na exon 9. Hladina proteinu CRBN byla detekovana Western
blotem a imunodetekci s odpovidajici protilatkou.

Vysledky: Pouze jeden pacient z 10 analyzovanych pacientti MDS s normalnim chromozomem 5, ktefi
byli v rdmci studie na terapii lenalidomidem dosahl nezavislosti na transfuzich. Tento pacient s refrakter-
ni anemii, prstencitymi sideroblasty a trombocytézou (RARS-T) bez mutace JAK2 V617F a s normalnim
karyotypem mél vysokou hladinu CRBN mRNA a proteinu CRBN v mononuklearnich burikach. Ostat-
ni pacienti MDS s normalnim chromozomem 5 méli nizkou hladinu CRBN mRNA v mononuklearnich

burikach a neodpovidali na terapii lenalidomidem. Také jsme potvrdili na dalSich pacientech s izolo-
vanou deleci chromozomu 5, Ze prudky pokles hladiny cereblon mRNA v mononuklearnich burikach
béhem terapie lenalidomidem je spojen se ztratou citlivosti na lenalidomid a s progresi onemocnéni.
Zaveér: Ukazali jsme, ze vysoka hladina CRBN mRNA a proteinu CRBN je dlilezita pro odpovéd pacient(
MDS s nizsim rizikem transformace do AML na lenalidomid a pro dosaZeni nezavislosti na transfuzich.
Tato prace byla podpofena vyzkumnym projektem pro koncepéni rozvoj vyzkumné organizace
(00023736; UHKT, Praha), grantovou agenturou UK-projekt &. 924616, MZ CR 0064165 a Pro-
gresQ28.

P28.

CALR mutaéni profil pacientl se suspektni Ph-negativni myeloproliferaci

Slavikova M., Simova J., Kubové B., Mazurové J., Méch R., Zmolikova J., Kantorové B., Vrzalové Z.,
Skalikova R., Heranova P, Uvirova M., PospiSilova S., Doubek M. (Sofigen spol. s.r.o., Brno; CGB
laborator a.s., Ostrava; CEITEC Masarykova univerzita, Brno)

Uvod: Do skupiny chronickych Ph-negativnich myeloproliferativnich neoplazii (MPN) fadime poly-
cytemii vera (PV), esencialni trombocytémii (ET) a primarni myelofibrozu (PMF). V roce 2013 byly
detekovany aberace v 9. exonu genu calreticulin (CALR). Celkové bylo zaznamenano vice nez 50
typd rdznych mutaci CALR v souvislosti s MPN. Alterace v exonu 9 CALR genu se vyskytuji pfiblizné
u 20-25 % pacientt s ET nebo PMF. Nej¢astéji, a to ve vice nez 80 % pfipad(, se jedna o deleci 52-
bp (c.1092_1143del, p.L367fs*46) oznaCovanou jako typ 1 a 5-bp inzerci (c.1154_1155insTTGTC;
p.K385fs*47) oznacovanou jako typ 2 mutace.

Metodika: Do analyzy bylo zahrnuto 231 vzork( pacient( se suspektni Ph-negativni myeloprolifera-
ci. DNA byla izolovana prevazné z periferni krve popf. granulocytd. Analyza mutaci v exonu 9 genu
CALR byla provedena pomoci Sangerova pfimého sekvenovani. Vysledky: Na zakladé vysledku
sekvenacni analyzy jsme detekovali mutace v genu CALR u 18,2 % analyzovanych vzork( (42/231).
NejCastéji byla detekovana alterace oznac¢ovana jako typ 1 a to ve tfiadvaceti pfipadech (10 %)
a mutace typ 2 v jedendcti pfipadech (4,8 %). U osmi vzorkU byl detekovan jiny typ mutaci nez typ
1 a 2. Rovnéz jsme detekovali 3 typy mutaci, které nebyly dosud publikované/ uvedené v COSMIC
databazi a ani v dostupné literature.

Zavér: Frekvence i typy nalezenych mutaci v CALR genu jsou v nasem analyzovaném souboru
lehce nizsi, nez uvadi publikované Gdaje. To mize byt dano zarazenim i MPN suspektnich pacien-
td, u nichz nakonec nebyla tato diagnéza potvrzena. Po mutaci p.V617F v genu JAK2 se jedné se
o druhé nejCastéjsi mutace u myeloproliferativnich neoplazii. Uvedené mutace maji vyznam nejen
diagnosticky pfi diferencialni diagnostice, ale i prognosticky.

Supported by TE - The Technology Agency programme “Competence Centres”, TE02000058,
Center of competence for molecular diagnostics and personalized medicine.

P29.

Zvysovani limitu detekce BCR-ABL1 pro monitorovani zbytkové choroby u pacientti s CML
pouzitim metody ddPCR

Smitalova D., Juréek T., Dvorakova D., Mayer J., Racil Z., RomZova M. (Lékarska fakulta,
Masarykova univerzita, Brno; Centrum molekularni biologie a genové terapie, Fakultni nemocnice,
Brno; Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice, Brno,; Stfedoevropsky
technologicky institut, Masarykova univerzita, Brno)

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je klonalni nadorové onemocnéni vznikajici neoplastickou trans-
formaci hemopoetické kmenové burky. CML je charakterizovana piftomnosti fuzniho genu BCR-ABLA1
v leukemickych burikach. Molekularni stanoveni hladin transkriptu BCR-ABL1 metodou kvantitativni RT-
-PCR je zakladem pro monitorovani minimalini zbytkové nemoci a nésledné vyhodnoceni G¢innosti lé¢-
by CML. Nepfitomnost BCR-ABL1 nemusi nutné znamenat vymizeni zbytkové choroby, nebo ,vyléceni®
CML pacientti, protoze senzitivita pouzité standardni RT-PCR pro kvantifikaci transkriptu BCR-ABL1 je
limitovana. Mnoho laboratofi jiz v souc¢asnosti testuje metodu digitalni PCR (dPCR) umoznuijici pfimou
absolutni kvantifikaci, kterd muze zvysit citlivost méfeni BCR-ABL1. Cilem této studie bylo zavedeni dro-
pletové digitélni PCR (ddPCR) pro co nejsenzitivnéjsi detekci minimalni zbytkové choroby u pacientd
s CML a stanoveni jeji funkénosti a efektivity v porovnani se standardné pouzivanou kvantitativni metodou
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GeneXpert (Cepheid). Pro méfeni absolutniho poctu kopii BCR-ABL1 a ABL1 transkriptu pomoci ddPCR
na systému QX200 (Biorad) byly pouzity primery a sondy dle EAC protokolu (Gabert et al., 2003). Reakéni
podminky byly nastaveny podle instrukci vyrobce s modifikaci ve finalni koncentraci primert a sond. RNA
byla pfepsana pomoci SuperScript® VILO™ cDNA kitu (Invitrogen). Pro stanoveni limitu blanku (LOB) pro
kazdy gen byly méreny kontroly bez cDNA templatu (n=45). Mira faleSné pozitivity (FPR) byla stanovena
na vzorcich od zdravych dobrovolniki pod vékovou hranici 30 let v triplikdtech (n=45/gen). Linearita
byla testovana na pDNA BCR-ABL1 kalibrantu v triplikatech (ERM AD623, Sigma-Aldrich). Pro stanoveni
senzitivity byla pouZita cDNA od CML pacienta s hodnotou BCR-ABL1/ABL1 poméru 10 % IS nafedéna
na pozadi zdravé kontroly (6x sériové fedéni). Vzorky 28 CML pacient( s riznymi hladinami molekularni
odpovedi (10 %-0.001 % BCR-ABL1/ABL1 poméru) a 11 CML pacientd BCR-ABL1 negativnich, zmére-
nych pomoci GeneXpert, byly pouzity pro stanoveni shody mezi kvantitativni a digitalni PCR. LOB pro
BRC-ABL1 a ABL1 eseje byl stanoven jako 0. FPR pro BCR-ABL1 byla v zavislosti od prahu intenzity
signalu 8.9 % (minimalni) 4.4 % (stfedni) a 2.2 % (maximalni). Absolutni pocty kopii ABL1 se pfi rliznych
hranicich amplitudy nemeénily. Test linearity ukézal vysokou korelaci mezi naméfenym a oCekavanym ab-
solutnim poctem kopii u obou gen( - R (BCR-ABL1)= 0,9906, R (ABL1)=0,9948. Pri testovani senzitivity
na ddPCR byla nejnizsi detekovatelna hladina BCR-ABL1 0,022 kopie/ul (prdmeérny pocet v triplikatu),
odpovidajici hladiné 0.0001% IS. Spodni limit detekce v pozitivnich vzorcich zdravych kontrol odpovidal
0,047 kopii BCR-ABL1/ul (1 pozitivni droplet na triplikat). Limit senzitivity ddPCR pro BCR-ABL1 byl proto
posunut nad tuto hranici a byl ur€en jako 0,080 kopii BCR-ABL1/ul a vzorky s poctem kopii BCR-ABL1
pod touto hranici tak byly hodnoceny jako BCR-ABL1 negativni. Pomoci ddPCR byly detekovany priblizné
o 1 rad vyssi hladiny BCR-ABL1 transkriptu u u 25 % MR3.0, respektive 36 % MR4.0-4.5 CML pacient(i
ve srovnani s GeneXpert (graf €. 1). 2/11 (18 %) vzorkd, které byly GeneXpert uréeny jako negativni, byly
ddPCR vyhodnoceny jako pozitivni. Metoda ddPCR byla schopné detekovat i velmi nizké koncentrace
transkriptu BCR-ABL1 - 0,08 kopie/ul pfi specificité 97.8 %, a u ¢asti vzork(i CML pacient(i MR3.0-4.5 do-
$lo k posunu hladiny molekularni odpovéedi az o jeden fad vys oproti GeneXpertu. Pfi zohlednéni falesné
pozitivity (z méfeni zdravych kontrol) a maximalni hranici amplitudy (co nejbliz k pozitivnim signaliim) je
ddPCR mozné pouZit k sledovani pacientt ve stadiu hluboké lé¢ebné odpovédi.

Tento projekt byl podporen grantem na specificky vyzkum MUNI/A/1106/2016.

Korelace BCR-ABL1/ABL1 poméri méfenych pomoci kvantitativni (GeneXpert) a digitalni
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P30.

Kazuistika: Nador z blastickych plazmocytoidnich dendritickych bunék

Qerﬁan M., Szotkowski T., Rusiridkova Z., Duskova M. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc;
Ustav klinické a molekularni patologie LF UP a FN, Olomouc)

Néadory z blastickych plazmocytoidnich dendritickych bunék predstavuiji raritni hematologickou malig-
nitu s agresivnim prdbéhem a nepfiznivou progndzou. Pro onemocnéni jsou charakteristické primar-
ni kozni 1éze, Casto se soucasnym postizenim kostni diené a extramedulérnich organu. Diagnostika
je zalozena na imunohistochemickém a flowcytometrickém prikazu ko-exprese znakd CD4 a CD56,
s variabilnim vyjadrenim dalSich marker( specifickych pro dendritické buriky. Median véku v dobé
diagnodzy je 60-70 let, onemocnéni se 3krat Castéji vyskytuje u muzd. Poznatky o IéCbé tohoto one-
mocnéni jsou limitovany na retrospektivni analyzy malych souborl nemocnych. Navzdory obecné
dobré inicialni Ié¢ebné odpovédi na chemoterapii dochézi v odstupu fadu meésict k ¢asnému relapsu
a nasledné rychlé systémové diseminaci. Publikovana data ukazuiji na vy$si G¢innost indukéni [éCby
pro akutni lymfoblastickou leukémii nasledovanou alogenni transplantaci krvetvornych bunék ve srov-
nani s jinymi rezimy indukéni resp. konsolidacni chemoterapie. Prezentovana kazuistika popisuje pfi-
pad 22letého nemocného, u néhoz byla stanovena diagnéza nadoru z blastickych plazmocytoidnich
dendritickych bunék s izolovanym koznim postizenim. Pacient podstoupil indukéni a jeden cyklus kon-
solidaéni chemoterapie podle protokolu GMALL pro akutni lymfoblastickou leukémii, nasledovanou
alogenni transplantaci krvetvornych bunék od nepfibuzenského darce v 1. kompletni remisi onemoc-
néni. Podani chemoterapie i provedeni transplantace probéhlo bez zavaznych komplikaci a nemocny
z(stava v remisi onemocnéni s dobrou kvalitou zivota, v dobé vzniku této prace, 20 mésict od alo-
genni transplantace. Kazuistika dokumentuje Uspésny léCebny pfistup k prognosticky nepfiznivému
onemocnéni. Cilem sdéleni je také zvysSit poveédomi o této vzacné nozologické jednotce a prispét tak
k rychlejsi diagnostice a véasnému zahdjeni intenzivni terapie nutné ke kontrole prdbéhu nemoci.
Tato prace byla podpofena grantem IGA_LF_2017_007.

P31.

Molekularno-cytogeneticka analyza mnohopoc¢etného myelému - prinos zavedenia metody
arrayCGH

Miynérsikova M., Balcérkova J., Séudla V., Pika T., Minafik J., Krhovska P, Urbankova H. (Hemato-
onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Chromozoémové aberacie sa u mnohopocetného myeldmu z prognostického hladiska delia na
dve skupiny. Hyperdiploidna, prognosticky priaznivejsia skupina pacientov, je spojena so zmno-
zeniami neparnych chromozémov, hlavne 3, 5,7, 9, 11, 15, 19 a 21 a menej ¢astymi prestavbami
genu IgH. Na rozdiel od non-hyperdiploidnej skupiny, ktord sa vyznacuje vysokou incidenciou
IgH translokacii a je spojena s horSou prognézou. Heterogénny génovy profil mnohopocetného
myelému naznacuje pritomnost mnozstva dalSich génovych aberacii s doposial neznamym pro-
gnostickym vyznamom. Array komparativna genémova hybridizacia (aCGH) prispieva k odhale-
niu novych nebalansovanych zmien a objasneniu ich asociacie s dobre definovanymi prognos-
tickymi cytogenetickymi znakmi. Kombinaciou metéd konvencnej cytogenetiky, FISH a aCGH
sme schopny tieto zmeny detegovat a prispiet tak k spravnemu urCeniu progndzy pacientov
a zaroven k objasneniu patogenézy MM. Analyzovany subor tvorilo 57 pacientov s MM, ktory boli
vySetreny metédami klasickej, molekularnej cytogenetiky a aCGH. Subor tvorilo 30 zien a 27 mu-
zov, s medianom veku 68 rokov. V dobe diagndzy bolo vySetrenych 35 pacientov a 23 pacientov
v dobe progresie/relapsu. Opakovane sme vysetrili 5 pacientov z dvoch po sebe nasledujucich
odberov kostnej drene, ¢o ndm umoznilo sledovat u nich klonalny vyvoj. Na samotni analyzu
aCGH bola pouzitd DNA pacientov izolovana zo vzoriek kostnej drene, ktord sme hybridizovali
spolu s kontrolnymi vzorkami DNA najcastejSie s pouzitim oligonukleotidového €ipu 4x180K +
SNP, v niektorych pripadoch 4x44K, 8x60K (Agilent). Pomocou metédy aCGH sme u 54 pacien-
tov (95%) zachytili chromozomalne zmeny, pricom u kazdého z nich boli pozorované dalSie pri-
davné zmeny oproti konvenénej cytogenetike a FISH. Identifikovali sme vysoku frekvenciu zmien
chromozému X, az u 36 % Zien bola preukazana strata celého chromozému X. Okrem pritom-
nosti prognosticky znamych aberacii sme detegovali mnohé dalSie rekurentné aberacie, napr.:
del(12qg) u 18 % pacientov a del(16q) u 12%. Vysledky analyz naznacuju, ze aCGH je efektivhou
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metddou pre uréenie pocetnych chromozémovych zmien, ktoré mézu pri pouziti cytogenetiky
a FISH uniknut, ako aj pre identifikaciu novych rekurentnych nebalansovanych zmien v genéme
MM. Pouzivanie aCGH v rutinnej diagnostike MM ma vSak este v tejto chvili mnohé obmedze-
nia a prekazky (nizka infiltracia plazmatickymi bunkami, vyskyt viacerych patologickych klonov
a dalSie). Kazda z dostupnych cytogenetickych metéd plni dolezitl ulohu a ich kombinaciou sa
efektivne stanovi vysledny karyotyp.

Tato praca je podporovana grantom: IGA-LF-2017-007

P32.

Zména typu lehkého fetézce u nemocné s mnohoéetnym myelomem

Novak M., Minarik J., Pika T., Lochman R, S¢udla V. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc;
Oddéleni klinické biochemie, FN, Olomouc)

Referujeme kazuistiku raritni zmény lehkého fetézce u nemocné s mnohocetnym myelomem.
Pacientka ro¢nik 1937 byla diagnostikovana jako mnohocetny myelom IgA kappa stadia IIA dle
DS. Po osmi cyklech CVD senior a osmi cyklech RD dosahuje parciélni remise. Pomoci mnoho-
barevné pritokové cytometrie (BD FACS Canto Il, analyticky software BD Diva 7) bylo v kostni
dfeni zastizeno 0,45% plazmatickych bunék CD38+/CD138+, z nichz 92% exprimuje patologicky
imunofenotyp CD19+/CD56+/CD45+/CD117low/CD28-/CD33-, klonalita lehkych fetézc(: kappa
chain 92%, lambda chain 8%. Klonalita byla verifikovana biochemicky, stanovenim volnych lehkych
fetézcl: Kappa free 785,44 mg/l, lambda free 7,81 mg/l. Pro naslednou progresi onemocnéni je
|é¢ena kombinaci Carfilzomib + Dexametazon. Pfi kontrolnim vysetieni kostni diené je pratokovou
cytometrii zachyceno 0,8% plazmocytd s identickym imunofenotypem, avsak s odliSnou expresi
cytoplazmatickych lehkych fetézct: kappa 2%, lambda 98%, coz bylo potvrzeno biochemickym
stanovenim volnych lehkych fetézcl: kappa free 22,16 mg/l, lambda free 843,96 mg/l. Zatimco
klonalni evoluce spojena se zménou exprese povrchovych marker( je relativné bézné, nami pozo-
rovany switch cytoplazmatickych lehkych fetézc doposud nebyl popsan.

Vyzkum byl podporen z prostfedkd IGA_LF_2017_007

P33.

Cirkulujici plazmatické buriky u mnohocetného myelomu: flowcytometricka a molekularni analyza
Sedlafikové L., Bezdékové R., Rihova L., Aimési M., Kubaczkova V., Radové L., Penka M., Stork M.,
Pour L., Sevéikova S. (Babéakova myelomova skupina, Ustav patologické fyziologie, Lékarska
fakulta, Masarykova univerzita, Brno;, Oddéleni klinické hematologie, Fakultni nemocnice, Brno;
Stredoevropsky technologicky institut, Masarykova univerzita, Brno; Interni hematologicka

a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice, Brno)

Uvod: Mnohogetny myelom (MM) je hematoonkologické onemocnéni vyznadujici se predevsim
infiltraci kostni dfené (KD) monoklonalnimi plazmatickymi burikami (PC). V periferni krvi (PK) se PC
obvykle nevyskytuji. PC vSak nékdy expanduji z KD do PK a to pak ve formé tzv. cirkulujicich plaz-
matickych bunék (cPC). Jedna se o negativni prognosticky znak asociovany s krat§im prezitim MM
pacientd. MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekddujici jednoretézcové molekuly RNA, které reguluji
genovou expresi a jsou zapojeny do patofyziologie MM. Tato prace si klade za cil porovnat expresi
miRNA a imunofenotyp PC z KD s cPC v PK u pacient( s MM.

Material a metody: Bylo analyzovano 8 parovych vzorkd MM pacientd (KD a PK) v dobé diagnozy.
Detekci PC jsme provedli na zakladé znak(i CD38, CD45 a CD138. Pro dalsi analyzu PC byly vyuzity:
CD19 pro odliseni rezidualnich normalnich PC (N-PC), CD56 pro detekci abnormalnich PC (A-PC)
a CD20 pro odliseni populace plazmablastt (prekurzor( PC) a k detekci A-PC. Izolace cPC byla pro-
vedena magnetickou separaci pomoci Plasma Cell Isolation Kit Il na autoMACSpro (Miltenyi Biotech).
Pro analyzy exprese miRNA bylo vybrano 6 parovych vzorkt cPC s Cistotou > 92 %, kdy byly miRNA
izolovany pomoci miRNeasy Mini Kit (Qiagen) a analyza exprese byla provedena pomoci miRNA
Ready-to-Use PCR, Human panel |, V4.R (Exigon) dle doporuceni vyrobce. S pomoci linearnich mo-
delll jsme parovym testem ovéfili statisticky vyznamny rozdil exprese miRNA a vysledné p-hodnoty
parovych testd adjustovali Benjamini-Hochberg korekci pro mnohonasobné porovnani.

Vysledky: V rdmci provadénych analyz u nové diagnostikovanych pacientd s MM jsme identifikovali
8 MM pacientl s adekvatnim poctem cPC vhodnych pro nasledné zpracovani (flow cytometricka

detekce > 1 % cPC ze vsSech leukocytll). V PK byl median cPC 1,76 % (rozsah 1,28-3,55). Sou-
bézné s PK byla u danych pacient( analyzovana i KD s medianem 23,95 % (rozsah 10,8-69,9) PC
v KD, kdy pfitomnost cPC bylo mozné sledovat u pacientt s vyssi infiltraci PC v KD. Znak CD56 byl
s obdobnou mirou exprimovan u vétsiny pacientd (6/8) v PK i KD. CD19 byl na patologickych PC
exprimovan zfidka (2/8) a CD20+ PC nebyly v analyzovanych vzorcich viibec identifikovany. Mole-
kularni analyza profilu miRNA pak odhalila 19 miRNA, které jsou signifikantné méné exprimovany
ve vzorcich cPC oproti PC z KD (p < 0,05).

Zavér: Prvotni analyza ukézala, Ze exprese vybranych znakl na cPC je ve véech pfipadech shodna
s nélezem v KD. Profilovani exprese miRNA u parovych vzorkd odhalila 19 rozdilné exprimovanych
miRNA, které by mohly mit vliv na pfezivani PC mimo mikroprostfedi KD.

Prace byla podporena grantovym projektem AZV 15-29508A.

P34.
Lie¢ba mnohopocetného myelému podla protokolu Total Therapy 3 - pilotné skiisenosti pracoviska
Setteyova L., Roziakova L. (Klinika hematoldgie a transfuziolégie LF UK, SZU a UN, Bratislava — SK)

Intratumoralna heterogenita sa progresivne zvysuje od $tadia monoklonovej gamapatie nejasného
vyznamu (MGUS) k symptomatickému mnohopocetnému myelému (MM). Genémova nejednotno-
st vytvara predpoklad pre pouzitie metod lieCby MM podfa protokolu Total therapy 3 od Barlogieho
zameranych na preventivnu eradikaciu rezistentnych subklonov. Totalna terapia 3 je intenzifikovany
lieCebny rezim, ktory pozostava z podania dvoch cyklov VTD-PACE ako inicialnej a konsolida¢nej
lieCby pred a po tandemovej transplantacii, s naslednou udrziavacou lie¢bou. Protokol VTD-PACE
sme pouzili v ramci indukénej a chemomobilizacnej terapie. Praca predstavuje pilotné skisenosti
pracoviska. Material a metody Styria pacienti vo veku 43 az 61 rokov (median veku v Case vySe-
trenia 49,5 roka) s novodiagnostikovanym alebo progredujucim MM po viacerych cykloch terapie
(bortezomib, carfilzomib, lenalidomid, pomalidomid) vhodni na autolégnu transplantaciu kme-
flovych krvotvornych buniek (TPKB) podstupili dve kury VTD-PACE, spolu 8 cyklov. VTD-PACE.
Terapia pozostava z bortezomibu podavaného subkutanne v davke 1 mg/m#den v den 1, 4, 8
a 11, dexametazénu podavaného peroralne v davke 40 mg/den v den 4 az 7 a peroralne poda-
vaného talidomidu v davke 200 mg/den v den 4 az 7, v kombinacii so Stvordfiovou kontinualnou
infUziou cisplatiny v davke 10 mg/m?/den, doxorubicinu 10 mg/m?/den, cyklofosfamidu 400 mg/
m?/den a etopozidu 40 mg/m2/den. Mobilizacia periférnych krvotvornych buniek. Na mobilizaciu
krvotvornych buniek bol podavany granulocytové koldnie stimulujici faktor v davke 10 ug/kg/den
subkutanne od piateho dra po ukonceni kury VTD-PACE. Vysledky Odpoved U troch zo Styroch
sledovanych pacientov sme zaznamenali po dvoch cykloch lie€by vyznamny pokles monoklono-
vého proteinu a fahkych retazcov (60 % az 84%). Jeden pacient na uvedenu terapiu neodpovedal.
Odber krvotvornych buniek Dvaja z troch pacientov, ktori odpovedali na stimuléciu, absolvovali od-
ber kmernovych krvotvornych buniek po prvom cykle lie€by VTD-PACE, jeden pacient po druhom
cykle. Aferézy boli realizované na krvinkovom separatore Spectra Optia do celkového poctu viac
ako 12x106/ CD34+ buniek/ kg telesnej vahy. U dvoch pacientov bolo potrebné na zozbieranie
stanoveného poctu kmernovych krvotvornych buniek odber uskutoénit v dvoch droch, u jedného
pacienta sa dostato¢ny pocet buniek ziskal pocas jedného odberu. Toxicita lieCby Neutropénia
4. stupna bola hlavnhym prejavom toxicity lieCby a objavila sa u vSetkych pacientov. U Ziadneho
pacienta sa nevyskytli klinicky vyznamné nehematologické komplikacie (obstipacia, hiboka zZilova
trombdza, synkopa, tremor, periférna neuropatia). Zaver Pilotné skisenosti pracoviska s lieCbou
VTD-PACE preukazali, Ze ide o efektivnu lie€bu, ktord mozno pouzit ako mobiliza¢nu terapiu pred
autolognou TPKB. V nasom subore sme nepotvrdili signifikantni nehematologicku toxicitu, he-
matologicka toxicita sa vSak vyskytla u vSetkych sledovanych pacientov. Tento lie¢ebny postup
moze byt prinosom predovsetkym u mladych pacientov s novodiagnostikovanym MM vhodnych
na transplantéaciu kmenovych krvotvornych buniek.

P35.

Molekularné cytogeneticka analyza u nemocnych s monoklonalni gamapatii nejasného
vyznamu

Balcérkova J., Mlynaréikova M., Smidova S., Pika T, Minafik J., Krhovska P, Séudla Vi,
Urbankova H. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)



Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) je premaligni onemocnéni plazmatickych bu-
nék spojené s trvale vy$sim rizikem vzniku mnohocetného myelomu (MM). Cytogenetické studie
ukéazaly, Ze u nemocnych s MGUS se vyskytuji chromozomové abnormality shodné jako u MM: de-
lece RB1 genu/monozomie chromozomu 13, translokace zahrnuijici IgH gen, trizomie lichych chro-
mozomU a zmnozeni oblasti 1g. Dalsi genetické zmény jako jsou delece genu TP53, prestavby genu
MYC, jsou spojeny spiSe s progresi a relapsem MM. Biologicka podstata pfechodu MGUS do MM
neni zcela presné objasnéna, ale je spojena s expanzi geneticky pozménéného klonu patologickych
plazmatickych bunék. Cilem prace bylo analyzovat geny IgH, RB1, TP53, CKS1B(1g21), trizomie
chromozomu 15 a 17 metodou FICTION v souboru nemocnych s MGUS, urcit frekvenci jednotlivych
cytogenetickych zmén, u opakované vySetfenych nemocnych studovat klonalni vyvoj. Soubor 70
nemocnych tvorilo 35 muzl a 35 zen s medidnem véku 65 let, ktefi byli diagnostikovani a 1é¢eni na lll.
interni klinice a Hemato-onkologické klinice FN a LF UP v Olomouci v letech 2000-2016. Cytogenetic-
ka a molekularné cytogenetickéa vySetfeni byla provedena na nestimulovanych burikach kostni diené,
s minimalnim zastoupenim 1,5 % plazmatickych bunék. Opakované bylo vySetfeno 18 nemocnych.
Alespori jedna z vySetfovanych cytogenetickych zmén byla zjisténa u 62 (89 %) nemocnych, nejcas-
téji byla zastoupena zména (pfestavba, delece, duplikace) v IgH genu u 31 (44 %) nemocnych. Tri-
zomie chromosomu 15 nebo 17 byla prokazana u 27 (39 %), delece RB1 genu byla zjisténa u 20 (28
%) nemocnych, ale u Zzddného pacienta nebyla zjiSténa jako samostatna zména. Zmnozeni oblasti
1921 bylo detekovano u 16 (23 %) nemocnych. Delece genu TP53 byla zji§téna jen u 2 nemocnych.
Klonalni vyvoj byl pozorovan u 3 (17%) nemocnych. Nase vysledky naznacuji, ze cytogenetické ab-
normality se vyskytuji u vétsiny diagnostikovanych MGUS a ackoli jsou heterogenni, mohou slouzit
k charakterizaci a identifikaci rizikovych pacientt a ke sledovani klonalniho vyvoje onemocnéni.
Prace je podporovana grantem IGA_LF_2017_007

P36.
Kazuistika zeny s HELLP syndromem
Cieslarova H., Mrovcova L. (Klinika hematoonkologie, Fakultni nemocnice, Ostrava; KHO JIP FN, Ostrava)

HELP syndrom neboli H- hemolyza, EL - elevace jaternich enzymu v séru a LP — pokles po¢tu trom-
bocytd, je velmi vazna komplikace téhotenstvi a Sestinedéli, ktera je v desitkach procent pfipadd
smrtelnd. U téhotné nebo Zeny v Sestinedéli zacne dochazet k masivnimu rozpadu krevnich bunék,
poskozeni jater a aktivaci krevni srazlivosti na mnoha mistech zaroven. V této praci popisujeme
kazuistiku 35leté zeny, ktera byla pfijata na JIP hematoonkologické kliniky FNO Sest dni po ur-
gentnim porodu cisafskym fezem ve 35. tydnu gravidity pro tézky HELP syndrom s pfechodem do
multiorgédnové dysfunkce. Popisujeme prlibéh jeji dvanactidenni hospitalizace na JIP, zakoncené
prelozenim ve stabilizovaném stavu na gynekologické oddéleni.

P37.

Detekce respiracnich virli v nasofaryngealnich stérech a tekutiné z bronchoalveolarni
lavaze u hematoonkologickych pacientt

Panttickova D., Pospisilova J., Volfova R, Langer J., Lengerova M., Weinbergerova B., Mayer J.,
Racil Z. (Centrum molekularni biologie a genové terapie, Interni hematologicka a onkologicka
klinika LF MU a FN, Brno; Interni hematologicka a onkologicka klinika LF MU a FN, Brno)

Uvod: Respiraéni viry (RV) jsou piicinou riizné zavaznych onemocnéni v priibéhu celého roku. U imu-
nokompromitovanych pacientll pak infekce RV Casto progreduji do dolnich cest dychacich a mohou
se stat Zivot ohrozujici infekéni komplikaci. Rychla detekce RV pomoci molekularné biologickych me-
tod umozniuije rozliseni infekci zplisobenych RV od jinych s podobnymi klinickymi pfiznaky, zejména
infekci bakterialnich. Nasim cilem bylo zjistit pfinos komercnich kit (Argene, bioMérieux) zalozenych
na real-time PCR pro detekci respiracnich vir(i v klinickych vzorcich. Testovany byly vzorky broncho-
alveolarni lavaze (BAL) a nazofaryngedlnich stér( (NFS) od pacient( Ié¢enych na oddéleni Interni
hematologické a onkologickeé kliniky Fakultni nemocnice Brno (IHOK FN Brno).

Metody: Do testovani bylo zarfazeno celkem 87 vzork( (15 BAL, 72 NFS) od celkem 74 pacientll
odebranych v obdobi od ledna 2016 do Unora 2017. Vzorky byly vySetfeny sadou komerénich kitli
pro detekci respiratné syncitialniho viru (RSV), lidského metapneumoviru (hMPV), influenza vird
A a B (INF A a INF B), parainfluenza virG 1-4 (PIV), adenovir( 1-7 (AdV), lidskych koronavird (HCoV),

lidskych bokavird (HBoV), lidsky rhinovird (HRV) a lidsky enterovir(l (HEV). Soucésti kit je také interni
kontrola pro ovérfeni U¢innosti izolace virové RNA a nasledné PCR amplifikace. Vysledky: Pozitivni na
néktery z respiracnich virll bylo celkem 9/15 (60%) vzorkd BAL a 49/72 (68%) vzorkd NFS. Spektrum
virll detekovanych v pozitivnich vzorcich je zndzornéno v grafech (Graf 1, Graf 2). V obou materialech
prevazovala pozitivita RSV (BAL — 19%, NFS — 18%). Ve vzorcich NFS byly také Cetné zastoupené
vzorky pozitivni na INF A (13%) a HCoV (18%). Velmi ¢asta byla pozitivita nékolika virl sou¢asné. Vice
nez jeden RV byl detekovan v 15/49 (31%) vzorkl NFS, ale pouze v 1/9 (11%) vzork( BAL.

Zaveér: Prestoze jsou komereni kity ve srovnani s doposud pouzivanymi in-house metodami naklad-
néjsi, je jejich nespornou vyhodou kromé zkraceni doby odezvy do vydani vysledku a moznosti
standardizace, rychlé rozsifeni spektra vysetfovanych patogent. Testovanymi komerénimi kity Ize
ziskat vysledky detekce vSech vySe uvedenych RV jiz béhem 3 hodin. Spektrum ziskanych vysled-
kil s nejcastéjsSim zachytem RSV a INF A odpovida lokalni epidemiologické situaci a dfive publi-
kovanym vysledkim. Pro zhodnoceni vyznamu vysokého zachytu HCoV a smiSenych RV infekci
bude nutné korelovat s vysledky dalsich vysetreni a klinickymi daty pacientd.

Graf 1 Zachyt respiranich virQ ve Graf 2 Zachyt respiracnich virli ve
vzorcich BAL vzorcich NFS
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P38.
Néabor darcd na Transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc
Stybnarova R, Lysa L., Viybiralova L., Koukalova A., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc)

Tab.& 1 - Flehied typd odbbn Tab.& 2 - Detailni roziodeni viku dared Uvod: Darcovstvi krve hraje Vyznamnou roli
Typ odbiru Potat [Vék dired krve % i & 4 icing 4 8

e 508 1520 zim i v soucasné medlglne. Krev. se neo!a umeLe
o :}:22:[ ’;;{f vyrptl)(lt, gnllnahradllt,kproto je nutne bezprl,-
Enyocytateréza 3 i h’mﬁmr__ﬁh_ spévkove darcovstvi krve podporovat a rozvi-

jet. Podle WHO mUze darovat krev 5 % - 6 %

Tab.& 3 Skadeni dircovskis zakladny na nasem oddien populace, v CR je to asi jen 3,7%. Proto je ci-

FLiH] FUIE] FUIL) TS ww— lem naseho oddéleni informovat o darcovstvi
Al 5126 4958 5408 5549 5589 krve, ziskavat nové darce a udrzet si nasi sta-
[ Frvodarcl H14 113 1 058 800 1041 vajici darcovskou zakladnu.
Tab & 4 Rozioeni darcovské zakiadny podie pohiavi Metodika a cil: Prezentovat data o nabo-
[ 1 N1 1 S rovych akcich a darcovstvi krve za obdobi
[ | 3654 | @ew0 | 377 | 3758 | 3eas M .
Ey T 1e0s | 1774 | 2116 | 2180 | 2248 2012-2016. TO FNOL porada naborové akce,

tematické odbéry a pravidelné odménuje dar-
ce v mési¢nim nebo &tvrtletnim losovani o ceny. Nedilnou soucasti je prezentace dobrovolného
darcovstvi krve na ugilistich, stfednich a vysokych Skolach s cilem ziskavat mladé darce. Novym
trendem v nabort darcl je pouzivani sociélnich siti www.facebook.com/470ml.
Vysledky: viz. tabulka ¢. 1- 4 Ve sledovaném obdobi jsme provedli 131 184 odbérd. Modernim trendem
darcovstvi krve a nami osvédcenym prostfedkem je komunikace s darci krve pomoci sociélnich siti. Vy-
uziva jich velké procento mladych, pfevazné zen (57 %), prestoze darci krve jsou pfevazné muzi (68 %).
Zavér: Ro¢né organizujeme kolem 80 naborovych akci na oddéleni i mimo néj. Diky témto akcim
se nam dafi pocty darcl rozsifovat. Kazdy rok ziskdme prdmérné az 1000 novych prvodarcl. Nasi
snahou je darce co nejvice motivovat, informovat a nasledné jim zpfijemnit pobyt na transfuznim
oddéleni, aby se k nam radi vraceli.
D
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Problematika dlouhodobych Zilnich pfistupii na HOK FN Olomouc
Hajkova V., Szotkowski T., Hubacek J., Rohori P, Vykydalova J., Hlavacova J., Labudikova M.
(Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Disgnoza Intravenézni port nabizi moznost dlouhodo-
nehodgkinsky lymfom 20| pého pristupu do zilniho fecisté, proto se im-
| Hodgkindv lymfom 207 . H v . . . o
[ akutn lymfoblastickd leukemie 151 plantuje nejCastéji onkologickym pacientum,
| chronickd lymfaticks leukemie | 0| jejichz onemocnéni vyzaduje opakované
| myelodysplasticky syndrom | 10 dl hod b, d s, ti d ) /
mnohotetny myslom s) @ dlouhodobé podavani protinadorové a,
akutni myeloidni leukemie 3| nebo podplrné léCby a provadéni krevnich
arcnem peu 21 odbérii. Umoziiuje vétsi komfort béhem celé
[ostatni 14| |é¢by jak pro pacienta, tak pro zdravotnicky

persondl. V letech 1997 - 2016 bylo na Hema-
to-onkologické klinice FN Olomouc implantovano celkem 561 vendznich portl. Jednalo se
0 327 zen a 234 muzd ve véku 18-86 let (median 46let). Nejcastéji zvolenym zilnim pfistupem
byla v.subclavia (527), v.jugularis interna (33) a jednou byla vyuZzita v.femoralis. NejCasté;jsi
zakladni diagnézou byl u 290 pacientd nehodgkinsky lymfom a u 207 pacientd Hodgkinlv
lymfom, zbyvajicich 64 pacientl mélo jinou diagnézu (viz tabulka). 550 implantaci probéhlo
bez komplikaci, u 6 pacient( vznikl vyznamny hematom a u 5 pacient( plastovy pneumotorax.
Ddvodem k extrakci portu bylo u 306 pacientll ukonceni terapie, u 37 pacientt infekéni kompli-
kace, u 19 pacientll trombd6za a u 8 pacientl sanace potencialnich infek¢nich fokusu pred
transplantaci krvetvornych bunék. U 7 pacientd byla indikovana extrakce pro poskozeni portu
a 6 pacientl pro dekubitus kozniho krytu nad portem. 108 nemocnych zemrelo se zavedenym
portem. Median doby pouzivani venézniho portu byl k 31.12.2016 718 dni (7 - 3976). V letech
1997 - 2002 bylo provedeno pomoci dotaznikového Setfeni hodnoceni spokojenosti pacientt
s vendznim portem. Vysledky dotaznik(i od celkem 59 respondent( ukazuji, ze béhem pobytu
v nemocnici vétsinu pacientl (96,7%) port nijak neomezoval. Nepfijemné pocity mimo terapii
nemélo 94,9% pacienttl, pfi pouzivani 89,8% pacient(l. Zadné omezeni v praci nevnimalo
91,5%, ve volném Case 94,9%, ve vztazich s lidmi 93,2% a v sexudlnim zivoté 91,5% responden-
td. Dotaznikové Setfeni mame v planu opakovat.

P40.
Prvni psychicka pomoc ve FNO (predstaveni prace intervenéniho tymu)
Vzorkova M. (Klinika hematoonkologie, Fakultni nemocnice, Ostrava)

Prvni psychickd pomoc ve FNO (pfedstaveni prace intervencéniho tymu) Martina Vzorkova, Dis
- Klinika hematoonkologie Soucasti nasi prace neni jen péce o pacienty. Do blizkého kontaktu
se dostavame také s jejich blizkymi. Primarné se na vysoké Urovni vénujeme pacientliim, ale
jejich pfibuznym, v nemocnici ¢asto pfitomnym, se obvykle pfili§ nevénujeme. Ti pak zlstavaji
osamoceni a ponechani bez podpory v ¢ekarnach nemocnice. Pro¢ k tomu dochazi? Jednim
z dlivodd byvéa nedostatek Casu ze strany zdravotnikd. Jsou to ale také rozpaky, jak s blizkymi
vazné ohrozeného C¢i jiz zemrelého pacienta jednat. Co s tim mizeme délat? - vénovat témto
osobam pozornost - postarat se o jejich aktualni psychické potfeby - poskytnout jim tzv. prv-
ni psychickou pomoc Intervenéni tym FNO Tym tvofi speciélné vyskoleni pracovnici s rliznych,
prevazné akutnich oddéleni. V ¢innosti je tym od roku 2012. Celkem je vyskoleno 23 intervent(.
Jsou aktivni pro celou nemocnici.Slouzi 24 hodinové sluzby na telefonu. K ¢emu intervenéni tym
slouzi? * snizuje psychickou zatéz oSetfujiciho personalu * zkvalitiuje komunikaci mezi rodinou
a personélem v psychicky naro¢nych situacich * pracuje s pfibuznymi a pozlstalymi, ktefi jsou
ve stavu akutni stresové reakce

P41.

Autologni transplantace krvetvornych bunék: potransplanta¢ni komplikace u pacient
v reverzni izolaci a bez reverzni izolace

Novotna J., Vodickova M., Labudikova M. (Hemato-onkologicka klinika, FN, Olomouc)

Prfedlozend prace je zaméfena na problematiku komplikaci spojenych s autolognimi
transplantacemi a jejich pfipravnym rezimem u pacient s mnohocetnym myelomem, ktery

je dle mezinarodni klasifikace nemoci oznacen jako Dg. C90.0. Vyzkumné Setfeni probéhlo

u vyzkumného vzorku 16 pacient( transplantovanych na oddéleni s reverzni izolaci v roce

2013, kdy jejich pramérny vék cinil 58 let, a u 19 pacientd transplantovanych na oddéleni
bez reverzni izolace v roce 2015, kdy byl primérny vék 59 let. VSichni pacienti podstoupili
pfipravny rezim s Melphalanem, jenz mél za nasledek cytoredukci kostni dfené, ta nasledné
vedla k imunosupresi pacienta, ktera s sebou pfinasi fadu komplikaci. Mezi bézné potrans-
planta¢ni komplikace Ize zafadit mukositidu gastrointestinalniho traktu spojenou s ¢etnymi
prdjmy, nauzeou a zvracenim, ktera se nékdy neobejde bez parenteralni vyzivy. Déle se jedna
o stomatitidu a v neposledni radé febrilni neutropenii, kterd mudze, ale také nemusi byt zpG-
sobena grampozitivnimi ¢i gramnegativnimi bakteriemi. Na oddéleni s reverzni izolaci prodé-
lalo bézné potransplanta¢ni komplikace v§ech 16 transplantovanych pacientd, pfi primérné
délce hospitalizace 20 dnl. Mukositida gastrointestinalniho traktu spojena s prijmy trvala
v priméru 6 dnud a probéhla u 12 pacientl. Oproti tomu na oddéleni bez reverzni izolace pro-
délalo bézné potransplanta¢ni komplikace 17 pacientd z 19 transplantovanych, pfi¢emz u 2
pacientl probéhl potransplantac¢ni reZzim zcela bez komplikaci. Mukositidou gastrointestinal-
niho traktu spojenou s prijmy v tomto pfipadé trpélo taktéz 12 pacient(, avSak trvala o jeden
den déle, nez u pacientd v reverzni izolaci, tedy 7 dnd. Mezi dal$i bézné potransplantaéni
komplikace patfi stomatitis acuta, kterou v reverzni izolaci i bez reverzni izolace prodélal
stejny pocet pacientd, tedy 9. Primérna délka trvani byla v obou pfipadech 7 dnd. Tyto dvé
vySe zminéné potransplantaéni komplikace mohou v nékterych pfipadech znemoznit peroral-
ni pfijem stravy a tim si vyzadat nutnost parenteralni vyzivy. V rezimu s reverzni izolaci byla
parenteralni vyziva indikovana u 5 pacientl s pradmérnym trvanim 4 dnd, kdezto v rezimu bez
reverzni izolace byl tento problém fesen v 8 pfipadech s primérnym trvanim 9 dnd. Posled-
nim feSenym problémem byla febrilni neutropenie, kterda v obou pfipadech probéhla u 14
pacientl, se stejnou délkou trvani a to 4 dnd. Pozitivni zachyt v hemokulturach byl potvrzen
u 6 pacientld v reverzni izolaci, kdy byly hlaseny 3x grampozitivni koky v hlouécich a 3x gram-
negativni tycky. U pacientl bez reverzni izolace byl problém febrilni neutropenie s pozitivnim
zachytem v hemokulturach fesSen v 8 pfipadech, pfiemz grampozitivni koky v hlou&cich byly
hlaseny 6x a gramnegativni tycky 2x. Vysledky vyzkumného Setfeni poukazuji, na fakt, Ze po-
transplantac¢ni komplikace u pacientd s mnohoc¢etnym myelomem probéhly s témér totoznou
mirou a zavaznosti jak u pacientd transplantovanych v reverzni izolaci, tak u pacientd bez
reverzni izolace. Z vysledkU tedy vyplyvd, ze reverzni izolace nemé na prliibéh potransplan-
tacnich komplikaci vyznamny vliv.

P42.

Imunomodulaéni u¢inek mesenchymalnich kmenovych bunék - porovnani péti Sarzi
Vrbova J., Holubova M., Vias T, Jindra P, Lysak D. (Hematologicko-onkologicke oddéleni, FN,
Plzen; Ustav imunologie a alergologie, FN, Plzeri)

Mesenchymalni kmenové buriky (MSC) jsou v souc¢asnosti vyuzivany v rdznych oblastech me-
diciny. Pouzivaji se v riznych indikacich z oblasti regenerativni mediciny ¢i pfi potfebé mirnit
aktivitu imunitniho systému. V hematoonkologické oblasti se vyuziva jejich potencial tlumit
reakci imunitniho systému a snizovat tak zavaznost reakce $tépu proti hostiteli. MSC pouzivané
v klinické praxi pochazeji z rliznych zdroju jako je tukové tkan, kostni dien ¢i pupecnikova krev.
Nase pracovisté pfipravuje |é¢ivy pfipravek z MSC pro |é¢bu reakce $tépu proti hostiteli u paci-
entl, u kterych selhala standardni 1é¢ba. Rzné Sarze léCivého pripravku pochéazeji od rdznych
darcl. Cilem této studie bylo zjistit, zda se li§i imunomodulaéni Ucinek péti rlznych Sarzi.
MSC byly izolovany z 20ml kostni dfené a kultivovany po zhruba 3 tydny. Z kazdé Sarze byl
nasledné zamrazen vzorek, ktery byl po rozmrazeni kratce rekultivovan a poté pouzit na testo-
vani schopnosti potlacit aktivaci, proliferaci ¢i metabolickou aktivitu aktivovanych alogennich
mononuklearnich bunék (MNC). MNC byly izolovany z krve 10-ti darc( gradientovou centrifu-
gaci s pouzitim separa¢niho roztoku (Histopaque, Sigma, USA). Bunky byly poté nafedény na
koncentraci 2x10e6/ml v kultivaénim médiu RPMI (Gibco, USA) +10%pHPL (mistni zdroj). Jako
aktivacni latka byl zvolen phytohemagglutinin (PHA; Sigma) v koncentraci 5mg/ml. K MNC byly
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poté pfidany MSC (1x10e6) a bunky byly kultivovany po doby 4 dni. Po uplynuti doby kultivace

byly odebrany vzorky na jednotliva méfeni. Pro sledovani aktivace T-lymfocytl na pratoko-
vém cytometru byly ke 150ul pfidany nésjedujici protilatky: CD45-Horizon, CD25-APC (obé BD
Bioscience, USA) a CD3-PerCP (Exbio, CR). Po 15-ti minutové inkubaci a promyti byly vzorky
ihned méreny na pritokovém cytometru BD FACSCanto (BD Bioscience), analyza byla prove-
dena softwarem FlowJo (hodnoceni intenzity flourescence CD25 na CD3+ lymfocytech). Na
testovani proliferace byl pouzit BD Cell Cycle test (BD Bioscience), ktery vyuZziva barveni bunék
(DNA) propidium iodidem (Pl) a rozliSeni bunék s rdznym obsahem DNA, které je specifické
pro jednotlivé faze bunécéného cyklu. Faze cyklu byly hodnoceny software MultiCycle AV DNA
analysis (Beckman Coulter, USA). Metabolicka aktivita bunék byla méfena pomoci AlamarBlue,
coz je latka, ktera jako neflourescencni forma resazurin vstupuje do buriky, kde je metaboli-
zovana (pomoci oxidoreduktadz) na flourescenéni resorufin. Flourescence je poté zméfena na
destickovém readeru (Synergy HTX, Biotek, USA), kdy nizsi flourescence indikuje snizenou
metabolickou aktivitu bunék. VSechny testované Sarze vykazovaly imunomodulaéni Uc¢inek ve
srovnani s kontrolni skupinou (tj. MNC s PHA bez MSC). Intenzita flourescence aktivacniho
znaku CD25 v kontrolni skupiné méla median MFI1=53587, po pfidani jednotlivych sarzi MSC
byl median flourescence v rozmezi MFI= 24587 — 31208. Zastoupeni bunék v S+G2/M fazi
bunécéného cyklu bylo s medidnem 45% u kontrolni skupiny, u vzorku s pfidani MSC se median
pohyboval v rozmezi 4,4%-10,6%. Median flourescence AlamarBlue byl u kontrolni skupiny
4034, ve skupinach s MSC byl v rozmezi 2424-2678. Mezi kontrolni skupinou a skupinami
s MSC byl signifikantni rozdil ve vSech testech, mezi jednotlivymi skupinami nebyl signifikantni
rozdil zaznamenam (p<0,05). NaSe studie prokazala, ze jednotlivé $arze MSC (tj. od rdznych
darcu) vykazuiji stejné imunomodulaéni schopnosti. Proto G¢innost 1éCivého pfipravku MSC
nezavisi na tom, jaka Sarze je pro vyrobu pouzita.
Prace byla podporena grantem MZ CR-RVO (Fakultni nemocnice Plze-FNPI, 00669806) a gran-
tem Nadace pro transplantaci kostni dfené.

P43.

Nase zkusSenosti se zkuSebnimi provozy imunohematologickych analyzator( v laboratofich
TO FNOL - retrospektivni analyza

Vodickova M., Palovska E., Holuskova I., Entrova A., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN,
Olomouc)

™ e,
Tachnalogis/stugen

»: s =« Uvod: Sdéleni pfedklada zkusenosti se zku-
. - $ebnimi provozy (ZP) &tyf imunohematologic-
. : kych analyzatort, které probihaly v laborato-
— — fich TO FNOL od roku 2013. Tfi zkouSené

- =— analyzatory pracovaly technikou sloupcové

Podat vilsthelpasitival —
- 22

Potet dismseganteich
s

STty Mo
Framéma cooa vyseten
§ d3ves;

e et | ity 3 rias it
ot s | A | g n | sutronots avglutinacc,e (SA) a jedenvtechnikog pevné, fége,
LESHE tfi analyzéatory byly piné automatizované a je-
avimoay wites, | eeaen | e den poloautomatizovany.

Metodika: V ramci zkuSebnich provozi byla
testovana krevni skupina (KS), screening an-
tierytrocytarnich protilatek (SP) a test slucitelnosti, do testovani byly vzdy zafazeny vzorky
s pozitivnim SP, vysledky byly porovnany s rutinnim vysetfenim na analyzatoru Techno TwinSta-
tion (pozitivni nalezy byly konfirmovany v referenéni laboratofi UHKT Praha). Déle byla sledo-
vana stabilita krevniho vzorku 4. az 7. den od odbéru a doba vySetreni predtransfuznich vzorkud
v rezimu statim. ZkuSebni provozy byly zahajeny zaskolenim potfebného poctu zdravotnich
laborantt a vysokoskolského pracovnika, ktery za cely ZP odpovidal, véetné vypracovani pla-
nu a zavérecné zpravy.

Vysledky: viz. tabulka €. 1

Zavér: Nasim zamérem ZP byla predevsim obména pfistrojové techniky, zlepseni doby ode-
zvy u statimovych vzork( a prevedeni manudlnich metod na automat. Obecnym doporuc¢enim
pro ZP je standardizace sestavovani planu ZP, zafazeni jednotného poctu testovanych vzorkd,
stejné tak i vzorkl s positivnim SP ve stejném poméru k celkovému poctu vzorkd, hodnoceni
nakladd na provoz, validace a reference.

Tatuks 1 Menicd oot peenstivieh Zkeadenieh mayzdord
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Jak ovlivnila potrubni posta dobu odezvy u statimovych vysetfeni na TO ve FNOL
Palovska E., Vodickova M., Dvorakova K., Holuskova I., Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN,
Olomouc)

Casmesi

sanimm | Jak ovlivnila potrubni posta dobu odezvy u sta-
vorku s timovych vySetfeni na TO ve FNOL Palovska E.,

wyddnim TP

{hed.) Vodi¢kova M., Dvorakova K., Holuskova I., Ga-
Mottt e 2| luszkova D. Transfuzni oddéleni Fakultni ne-
rozdil [po PP - prad 0:25:39 0:01:06 ozl Ga7:15 mocnice Olomouc (TO FNOL)

- Uvod: Koncem roku 2016 probéhla instalace,

Cas mazi Cas mazi Cas mazi
odbirem a piijmem a | pijmem vzorku
pfijmem vzorku|  nakfitenim a videjem TP
(hed.) vzorku [hod.) [hod.)

EBR a ERD

Tabulles & 1 Vinbedley rerdilh danb odbéng veodkn, péims na TO 2 vydini TP pod s po zavedeni

ueryeytimich TP proskoleni personélu a zkusebni provoz po-

Gome | Gmmen | o | Seme ) grypni posty (PP) na Transfuznim oddéleni (TO)

TRaPA | | makftanim simemuzeru| s | Fakultni nemocnice Olomouc (FNOL). V lednu
rod) | waoruihed) | "ls) | Minea) 2017 byl spustén ostry provoz PP

fleot0lopteartle .. S0, L. 1m0 Lty x| Cil: Nasim cilem bylo zjistit, jak ovlivnilo zave-

mor 2017 (po FR)@ 0:54:00 0:51:00 0:44:15 1:38:15 , . v . v

I onts ozsise P FJenl PP dobu mezi odbérem vzorkuva jeho pri-

T v e T e imem na TO a dobu odezvy, tedy Cas vydani

uplszem 3 ombocytimich TP transfuzniho pfipravku (TP) na oddéleni.
Metodika: Srovnani doby od ¢asu odbéru
krevniho vzorku po €as pfijmu na TO, od ¢asu pfijmu krevniho vzorku po ¢as nakfizeni TP
a celkového ¢asu od pfijmu vzorku do vydeje TP na oddéleni. Zaméfili jsme se na sledovani
statimovych vysetieni testl slucitelnosti (TS) ze vSech oddéleni FNOL. Porovnéani bylo pro-
vedeno zvlast pro pozadavky na pfipravu erytrocytarnich TP, u kterych se vySetfuje krevni
skupina (KS), screening protilatek (SP) i test slucitelnosti, a zvlast pro pozadavky na pfipravu
plazmy (PA) a trombocytarnich TP (TA), u nichZ se vySetfuje pouze KS. Porovnavali jsme
obdobi fijen 2016 pfed zavedenim PP a Gnor 2017 po zavedeni PP.
Vysledky: viz Tabulka ¢. 1 a2
Zaveér: Zavedeni PP na TO FNOL pfiznivé ovlivnilo dobu transportu vzorku krve na TO. Srovna-
nim dat z fijna 2016 a Unora 2017 bylo v priméru zjisténo zlepseni ¢asu mezi odbérem vzorku
krve a pfijmem na TO o 26 minut. Celkovy ¢as odezvy TO na statimovy poZadavek erytrocytar-
nich TP na oddéleni se tedy v priméru zlep$il o cca 47 minut. U plazem a trombocytarnich TP
byla priimérna doba transportu srovnatelna, pti¢emz se vydani TP urychlilo v priméru o cca
26 minut. Podle téchto vysledkd nejen ze spliiujeme doporuceni Spolec¢nosti pro transfuzni
Iékarstvi CLS JEP &. STL2015 ze dne 1. 09. 2015 verze 1, které udava v rezimu statim obvyklou
dobu vydani TP do 90-ti minut, ale oproti roku 2016 pred zavedenim PP jsme se dobou odezvy
zlepsili v priméru o 25%.
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