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P1/1502.

Duplicitni malignita MDS a B-CLL jako pricina
pancytopenie — popis pripadu

Vondrakova Jana, Pikalova Zuzana, Rohon Peter, Novak
Martin, Szotkowski Tomas, Hubacek Jaromir, JaroSova
Marie, Indrak Karel, Kucerova Ladislava, Cernd Micha-
ela, Repovsky Stefan (HOK FN a LF UP, Olomouc; Ustav
patologie FN a LF UP, Olomouc, Stiedomoravskd nemoc-
nic¢ni a.s., Nemocnice, Prerov)

60-lety muz, ktery dosud vaZnéji nestonal, byl hospi-
talizovdn na internim oddéleni pro unavovy syndrom
a dusnost. Byla zjiSténa anémie, kterd vyZadovala poda-
ni transfizi. Podrobnymi vySetfenimi vSak jeji pfi¢ina ne-
byla objasnéna, a proto byla indikovana sterndlni punk-
ce, na jejimz zdkladé byla vyslovena suspekce na MDS.
Nasledné byl pacient odesldn ke konzultaci a provedeni
cytogenetického vySetieni. Pfi vstupnim vySetfeni byl fy-
zikdlni ndlez v normé&, hodnoty leukocytt 2,32x109/1, Hb
83 g/1, trombocyty 74x109/1, neutrofily 0,5x109/1, lymfo-
cyty 1,7x109/1, v MD segmenty 11%, ty¢e 7%, eosinofi-
ly 1%, monocyty 5%, lymfocyty 76%. Aspirat kostni dfe-
né (KD) prokazuje normoceluldrni kostni dfeni s dysplas-
tickymi zménami vSech fad, 8% myeloblastt a 14% lym-
focytll, imunofenotypiza¢né prokdzana infiltrace myelob-
lasty CD33+, CD13+, CDw65+, CD34+, CD117+ a pfe-
kvapivé klondlni infiltraci 20% bunék B-CLL (CD19+,
CD20+, CD22+, CD23+, CD5+, IgM/D lambda). Nové
tak byla diagnostikovand soucasnd duplicita MDS typu
RAEB I, IPSS 1,5 (int-2), WPSS 4 (high) a B-CLL C Bi-
net. Cytogenetické vySetfeni doplnéné metodou FISH po-
tvrzuje ndlezy odpovidajici obéma jednotkdm — 2 pato-
logické klony s trisomii chromozomu 12 a trisomif chro-
mozomu 8. Trepanobiopsie KD svéd¢i pro MDS i B-CLL.
PET/CT odhaluje pozitivitu uzlin v oblasti tfisel
(11x8x16mm), krku (23x10mm) a mediastina (10mm).
Byla zahdjena terapie rituximabem, podany 4 cykly, po-
stupné vSak dochdzi k progresi pancytopenie, kontrolni
vySetieni KD prokazuji lehkou redukci klonu B-CLL (na
13%) s vymizenim znaku CD20+, ale vyvoj AML (35%
myeloblastil), cca za 2 mésice od dg. MDS/CLL. Proto
bylo indikovdno podéni indukéni chemoterapie. Zvolen
byl redukovany rezim dle protokolu FLAG tak, aby cy-
tostatika byla cilena na obé malignity. Lécba byla kom-
plikovdna G+ sepsi pfi odontogennim fokusu a mykézou
plic, nicméné bylo dosaZeno kompletni remise choroby,
resp. obou soubéZznych malignit. Autofi poukazuji na vy-
znam komplexniho laboratorniho vySetfeni v dif. dg. pan-
cytopenie, zejména pak piinos pritokové cytometrie
i u zdanlivé jasného piipadu MDS, kterd odhalila dals{
soubéZnou klondlni malignitu a moZnost Uspésné indivi-
dudlni modifikace terapeutického postupu. Prace podpo-
fena VZ MSMT CR 6198959205 a IGA MZ CR
NR/9481-3

P2/ 1488.

Deregulace microRNAs v progenitorovych

buiikach pacientd s 5q- syndromem

Bruchova Hana, Merkerova Michaela,Vasikova Alzbéta,
Belickova Monika, Neuwirtova Radana, Cermék Jaroslav
(UHKT, Oddéleni molekuldrni genetiky, Praha; I. inter-
ni klinika 1. LF UK a VFN, Praha)

Intersticidlni delece na dlouhém raménku chromosomu
5, del(5q), je nejcastejsi delece nalézand u pacienti s de
novo myelodysplastickym syndromem (MDS). Tato de-
lece se vyskytuje jako izolovand abnormalita karyotypu
u MDS pacientl s 5q- syndromem, ktery se klinicky i mo-
lekuldrné 1i$i od ostatnich MDS subtypi. Patofyziologie
5g- syndromu je zfejmé spojena s haploinsuficienci gent
lokalizovanych v deletované oblasti, av§ak dal§i mecha-
nismy se mohou podilet na selhdni funkce kostni diené.
luji hematopoézu a jejich aberantni exprese muzZe prispi-
vat ke klondln{ expanzi bunék. Proto jsme se zaméfili na
detekci odli$né exprimovanych miRNAs v progenitoro-
vych bunkach pacientl s 5q- syndromem. Celkovd RNA
byla izolovdna z CD34+ bunék kostni dfené ziskané od
5¢g- pacientli a kontrolnich jedinct. Expresni profily mi-
RNAs byly stanoveny pomoci microarray metody zalo-
Zené na real-time PCR tzv. TagMan Low Density Micro-
RNA Array detekujici expresi 365 miRNAs. Komparativ-
nf analyza (p<0.05) identifikovala 38 deregulovanych mi-
RNAs u 5g-pacienttl. ZvySenou expresi vykazovaly napf.
let-7b, miR-199a, miR-338, miR-410. Vyrazné zvySend
exprese byla také pozorovdna u miR-34a s proapoptotic-
kou funkcf, ktera se zfejmé muze podilet na zvySené apo-
ptéze pozorované u low-risk MDS. Signifikantni down-
regulace byla detekovdna napf. u miR-135b, miR-203,
miR-369-5p, miR-429, miR-589. miR-203 je ¢asto hypo-
methylovand u hematologickych malignit a reguluje gen
ABLI.V deletované oblasti 5q31-q32 se nachdzeji geny
pro miR-143, miR-145 a miR-378. U pacienti vSak byly
miR-143 a miR-145 exprimovany na stejné hladiné jako
u kontrol a pouze exprese miR-378 byla snizend. V pro-
gramech TargetScan and Miranda byla provedena in sili-
co predikce potencidlnich cilovych genti deregulovanych
miRNAs a zdroven byly stanoveny mRNA profily bunék
pomoci celogenomovych Illumina microarrays. Kombina-
ce dat z t€chto dvou analyz vedla k identifikaci gend, je-
jichZ exprese vykazovala negativni korelaci s expresi de-
regulovanych miRNAs: miR-299-5p/H3F3B, TP53INP2
a miR-34a /KLF4, LEF1, NR4A2. Tyto geny tak mohou
predstavovat kandidétni cilové molekuly danych miRNAs.
Vysledky studie dokumentuji, Ze specificky profil mi-
RNAs je asociovan s 5q- fenotypem a taktéZ na mozné
zapojeni aberantné exprimovanych miRNAs do patoge-
neze MDS prostfednictvim deregulace cilovych gent.
Podpoteno grantem IGA: NR/9236 MZ CR.
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P3/1457.

Prikaz darcovského B-lymfomu u pacienta

po transplantaci kostni diené

Hilska Irena, Kalinovd Markéta, Augustinidkova Alena,
Mrhalova Marcela, Kodet Roman, Keslova Petra ( Ustay
patologie a molekuldrni mediciny, Klinika détské hema-
tologie a onkologie, 2.LF UK a FN Motol)

Akutni lymfoblastickd leukémie (ALL) je zdvaZné
onemocnéni krvetvorby postihujici prevazné déti. Za-
kladem terapie ALL je kombinovand cytostatickd 1é¢-
ba. V nékterych piipadech u typi ALL s vysokym rizi-
kem relapsu se pristupuje po dokonceni prvotni terapie
k transplantaci kostni dfen¢ (TKD). Autologni TKD je
zatiZzena vysokym procentem relapst, proto se u téchto
pacientt pfistupuje k alogenni TKD od pfibuzného ne-
bo nepribuzného darce. Posttransplantacni lymfoproli-
ferativni onemocnéni (Posttransplant lymphoprolifera-
tive disorder, PTLD) patii k méné castym komplikacim
TKD nebo solidnich organt. Ve velké vétsiné pripadi
je PTLD spojena s reaktivaci latentn{ infekce B lymfo-
cytd virem EBV (Epstein-Barr virus) v souvislosti
s imunosupresi v rdmci transplantacniho reZimu. PTLD
u autolognich TKD vychazeji z bunék hostitele, po alo-
genni TKD jsou darcovského piivodu. Prezentujeme ka-
zuistiku 17letého pacienta, kterému byla v inoru 2005
diagnostikovdna ALL. Pomoc{ hight risk chemoterapie
(prednison poor responder) byla dosaZena remise a v li-
stopadu 2005 pacient podstoupil alogenni TKD od HLA
identického bratra. V ervenci 2007 trvd remise v kost-
ni dfeni, ale dochdzi k rozvoji PTLD v zaludku. K hi-
stologickému a molekuldrnimu vySetfeni byl dorucen
biopticky vzorek pankreatu a Zaludecni sliznice pacien-
ta, vySetfeni bylo doplnéno o pritkaz latentni infekce
EBYV virem. Imunohistochemickym vysetfenim fenoty-
pu nddorovych bunék (CD20+, CD10+, BCL2 neg.,
BCL6+, Ki-67+, EBER+ ) byla pfedbézné stanovena di-
agndza Burkittova lymfomu. Metodou fluorescenéni in
situ hybridizace na interfazickych jadrech (I-FISH)
jsme potvrdili pfitomnost zlomu 8q24 genu c-MYC
a metodou chromogenn{ in situ hybridizace (CISH) zjis-
téna pritomnost latentni EBV infekce. Molekularni ana-
lyzou klonélnich prestaveb receptorti B lymfocytd po-
moci PCR jsme detekovali pfitomnost bunécnych klo-
nd tézkych fetézcl imunoglubulinti IGH (VH/FR1-JH)
atypické velikosti, které poukazuji na klondlni lymfo-
proliferaci B lymfocytl. Fragmenta¢ni analyzou jsme
vySetfili 6 mikrosatelitnich lokusti, z nichZ 4 byly in-
formativni. Ve vzorku nddoru ze Zalude¢nf sliznice byl
detekovan genotyp darce. Na zdkladé souboru vysled-
ki uvedenych vysetfeni byla stanovena diagnéza Bur-
kittova lymfomu a potvrzen ddrcovsky ptiivod tohoto
EBV pozitivniho lymfomu. Pacientovi byla ndsledné
nasazena intenzivni chemoterapie, pomoci které bylo
dosaZeno kompletn{ remise, kterd trva do soucasné do-
by. Podporovdno VZ FNM MZ 00064203/6704, MSM
0021620813.

P4 /1548.

VySetrenie protilatok proti vnitornému faktoru

pri perniciéznej anémii

Bratkova Annamdria, Cintalanova Helena, Zemberova
Eva (Hematologicko-transfuziologické oddelenie, Nemoc-
nica Kosice-Saca - SR; RIA laboratérium, Koice - SR )

Protildtky proti vnitornému faktoru /IFAB/ su vysoko
Specifické pre perniciéznu anémiu. Kombindcia megalob-
lastovej anémie, zniZenych sérovych hladin vitaminu B12
a pritomnosti protildtok proti vnitornému faktoru zname-
nd de facto diagnézu perniciéznej anémie. Stbor tvorilo
57 pacientov, 25 muZov a 32 Zien, M:Z=1: 1,28, s prie-
mernym vekom 63 rokov s megaloblastovou anémiou.
Priemerna hladina vitaminu B12 bola 57+ 41,9 /17-273/
j- Priemernd hodnota IFAB bola 11,9 20,55 /0-107/, po-
zitivne hodnoty sa vyskytli u 54,3%, negativne u 21,7%,
nejednoznacné u 23,9% pacientov. Protilatky proti pari-
etdlnym bunkdm Zalidka /APCA/ boli pozitivne u 52,6%
pacientov, negativne u 26,8%. Len u 3 pacientov /5,3%/
boli negativne APCA i IFAB, 94,7% malo pozitivne
APCA alebo IFAB. Na zdklade naSich skusenosti v stla-
de s literarnymi idajmi mdZene odporicat’ vysetrenie pro-
tilatok proti vnitornému faktoru u pacientov vramci dife-
rencidlnej diagnostiky makrocytovej anémie, u ktorych
na zdklade prvotnych vySetreni je suponovand pernici-
6zna anémia.

P5/1518.

Kongenitalni dyserytropoeticka anemie

— fetalni erytroblastoza jako neobykla manifestace
Sukova Martina, Pindurova Ester, Vodickova Elena, Pos-
piSilovd Dagmar, Stary Jan (Klinika détské hematologie
a onkologie FN Motol, Praha; Oddéleni klinické hema-
tologie FN Motol, Praha; Détskd klinika FN, Olomouc)

Kongenitalni dyserytropoetickd anemie (CDA) je vzac-
nd vrozend porucha erytropoesy, charakterizovand anemii
s retikulocytopenii, inefektivni erytropoesou a typickou
morfologif erytroidnich prekursorl v kostni dieni. CDA
je fenotypové i genotypové variabilni onemocnéni, déle-
ni do 4-6 typu je morfologické, podklad v mutacich
CDAN genti byl potvrzen u typu I-III. Manifestace CDA
v novorozeneckém véku je velmi vzicnd, jsou popsany
ojedinglé kazuistiky prezentujici se jako fetdlni hydrops.
Predstavujeme dva piipady sporadického vyskytu tézké
intrauterinni anemie s obrazem fetdlni erytroblastézy/
hydropsu prechazejici do obrazu chronické na transfuzich
zéavislé anemie. Etiologicka diagnostika byla u novoro-
zencl komplikovéna té¢Zzkou anemii (HCT 0,18/0,11) s po-
trebou transfuze v prvnich hodinach Zivota a naslednou
absenci vlastnich erytrocytil pfi zavislosti na transfuzich.
Ackoli znamky inefektivni erytropoesy byly zfejmé od
prvnich tydnd véku (anemie, normoblastosa, retikulocy-
topenie, hyperplasticka erytropoesa), typické morfologic-
ké znaky Casnych erytroidnich prekursorti (binuklearita,
multinuklearita, chromatinové mustky) se objevily az po
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nékolika mésicich. Morfologicky obraz v obou pripadech
odpovidal CDA Il.typu, specifickd biologickd aktivita
erytroblastli asociovand s timto typem vsak nebyla po-
tvrzena, ndlezy odpovidaji geneticky nespecifikovanému
IV. typu s nepfiznivou prognosou. Pro téZkou zavislost na
transfuzich a znamky pretiZeni Zelezem byla jedna z di-
vek indikovéna k alogenn{ transplantaci kmenovych bu-
nék. MUD-SCT byla provedena ve véku 30 mésicti po
myeloablativnim reZimu, ndsledovana den 94 odhojenim
$t€pu a obnovenim autologni krvetvorby s nutnosti sple-
nektomie pfi progresivni splenomegalii. 3,5 roku po SCT
zustava zavisld na transfuzich, na chelata¢ni 16¢bé trva la-
boratorni obraz pretiZeni Zelezem. I druhd divka s leh-
¢im postnatalnim pribéhem je ve véku 18 mésich zdvis-
14 na transfuzich s potiebou chelatacni 1écby od 15 mési-
cli véku. Genetickd a funkéni diagnostika probihd v za-
hrani¢nich laboratorich. CDA se obvykle manifestuje ja-
ko mirnd nebo stredné tézka anemie s hemolytickymi ry-
sy u adolescenttl, intrauterinni zacétek je neobvykly, sig-
nalizuje nepfiznivy pribéh s rizikem zdvislosti na trans-
fuzich. Oba pripady dokladuji obtiZnost diagnostiky vzac-
nych vrozenych selhdni dfené a upozorniuji na potiebu
mezioborové a mezindrodni spoluprdce vcetné napojeni
na vznikajici evropskou databézi. S podporou VZ-FNM
MZ 00064203

P6 / 1402.

Effects of tyrosine kinase inhibitors on lymphocyte
subpopulations in patients with chronic myeloid
leukemia

Rohon Peter, Mustjoki Satu, Faber Edgar, Indrak Karel,
Porkka Kimmo (HOK FN, Olomouc,; Hematology Rese-
arch Unit, Biomedicum, University, Helsinki — Norway;
Hematology Research Unit, Biomedicum, University
Central Hospital, Helsinki; HOK FN, Olomouc)

OBJECTIVES: Tyrosine kinase inhibitors (TKIs) are
the standard treatment in patients with chronic myeloid
leukemia (CML), in vivo effects of TKIs on immune ef-
fector cells are mostly unknown. We aimed at the cha-
racterization of lymphocyte subpopulations at diagnosis
and during TKIs therapy in chronic phase CML patients.
MATERIALS AND METHODS: A total of 142 periphe-
ral blood (PB) and bone marrow (BM) samples were stu-
died from CML patients at diagnosis (n=18) and during
TKI therapy (n=28). Samples from (n=17) healthy volun-
teers served as controls. Lymphocyte subpopulations we-
re analyzed with multicolor flow cytometry. RESULTS:
The percentages of lymphocyte subpopulations correla-
ted well in BM vs. in PB. At the time of diagnosis, the
proportions of T-,Th-, Tc- and NK-cells were similar in
CML patients compared to healthy controls. The percen-
tage of B-cells was decreased both in BM (8% vs 21%,
p=0.001) and in PB (9% vs. 12%, p=0.001) in CML pa-
tients. On the contrary, the percentage of NKT cells was
increased at the time of diagnosis in BM (11% vs. 6%,
p=0.02). During imatinib treatment, the proportions of T,

B-, NK- and NKT-cells did not differ from healthy con-
trols, whereas the percentage of Tc-cells was decreased in
BM (51% vs. 38%, p=0.006) and in PB (58% vs. 47%,
p=0.001). The lymphocyte profile differed during dasati-
nib treatment and the proportion of B-cells was lower (9%
in BM, p=0.02 and 6% in PB, p=NS) and increased num-
bers of NKT cells were detected (12% in BM and 14%
in PB), similarly as at the time of diagnosis. In BM, the
median percentage (range) of Tregs at diagnosis, during
imatinib and dasatinib therapy and in healthy volunteers
was 2.6 (0.9-5.3),5.6 (0.2-9.8),2.9 (1.3-5.8) and 4.3 (1.5-
7.5), p=0.003. No correlation with age or the Sokal risk
score at diagnosis was observed. CONCLUSIONS: We
conclude that at the time of diagnosis, CML patients ha-
ve decreased level of B-cells both in BM and in PB, whe-
reas the T-cells numbers are comparable with those seen
in healthy volunteers. Imatinib and dasatinib have shown
to possess inhibitory functions on T-cells in vitro, no ma-
jor differences were observed in T-cells numbers in pati-
ents during these treatments. Dasatinib therapy was as-
sociated with similarly low Treg levels as was found in
CML patients at the time of diagnosis, whereas the level
of Tregs was similar in imatinib treated patients as in he-
althy controls.

P7/1472.

Burkitt-like lymfom a nasledna aplastickd anemie

u EBV-negativniho 16letého chlapce s X-vazanou
lymfoproliferativni chorobou

Janda Ales, Mejstiikova Ester, Sumerauer David, Freiber-
ger Tomas, Hubécek Petr, Kyn¢l Martin, Ravcukova Bar-
bora, Keslova Petra, Sedlacek Petr, Kodet Roman, Kabic-
kovd Edita, Stary Jan (Klinika détské hematologie a onko-
logie UK 2. LF a FNM, Praha; Laboratoi molekuldrni ge-
netiky, Centrum kardiovaskuldrni chirurgie a transplanta-
ce, Brno; Klinika zobrazovacich metod, UK 2. LF a FNM,
Praha; Laborator molekuldrni genetiky, Centrum kardio-
vaskuldrni chirurgie a transplantace, Brno; Ustav patolo-
gie a molekuldrni mediciny, UK 2. LF a FNM, Praha)

X-vézand lymfoproliferativni nemoc (XLP) je vzdcny
primarni imunodeficit, ktery se nejcastéji manifestuje po
infekci virem Epsteina-Barrové (EBV). Typicky fenotyp
zahrnuje fulminantné probihajici infekéni mononukled-
zu, dysgamaglobulinémii a non-hodgkinsky lymfom.
Aplasticka anémie patii mezi vzacnéjsi projevy této ne-
moci. Kazuistika: 16lety chlapec byl pfijiman pro gene-
ralizovanou lymfadenopatii, ndsledné byl u néj prokdzan
Burkitt-like lymfom (BLL). V dobé& stanoveni diagndzy
byl pritomen pleurdlni vypotek a malnutrice az kachexie.
V predskolnim véku trpél na Casté zanéty stfedousi, 2 ro-
ky pred stanovenim diagnézy BLL byla zjisténa eufunkc-
ni struma a mirnd ristova retardace. Pfi diagnéze byly hla-
diny imunoglobulinti a zdkladni lymfocytarni subpopu-
lace v normé; EBV a CMV séronegativni. Byla zahdjena
1é¢ba dle protokolu BFM B-NHL 2004. Kviili neutrope-
nické enterokolitidé po prvnim cyklu a ndslednimu zdr-
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Zeni chemoterapie, byly do 1écby zatazeny 2 davky ritu-
ximabu (375 mg/m?2). Lécba byla ukoncena v lednu 2008.
O 3 mésice pozdéji se objevila pancytopénie (leu 1.6 x
1079/1, hgb 46 g/1, trombo 55 x 10A9/1). Na zdkladé vy-
Setfeni aspirdtu a biopsie kostni dfené (KD) byla stanove-
na diagndza téZké aplastické anémie (SAA), relaps BLL
vyloucen. V KD i v perifernf krvi (PK) byl patrny zvySe-
ny pocet aktivovanych TCR gama/delta T lymfocytt
(CD8+) bez jasné klonality. Chlapec byl PCR EBV, CMV
1 HHV6 negativni v PK i v KD, serologie nebyla vzhle-
dem k aplikaci IVIG informativni, v malém mnoZstvi by-
ly v KD nalezeny kopie parvoviru B19. Soucasny vyskyt
BLL a SAA vedl k vysetfeni SH2D1A genu, jednoho ze
dvou gent, jejichZ poskozeni podmiriuje XLP fenotyp.
Byla nalezena delece 1. exonu. Pacient byl transplanto-
van perifernimi kmenovymi burikami od jeho zdravého
9/10 HLA-shodného bratra. Nyni, 8 mésictl po transplan-
taci, je klinicky v poradku, bez imunosupresivni ¢i sub-
stituéni 1écby. Stejnd mutace v genu SH2D1A byla dete-
kovéna i u jeho 24letého materndlniho bratrance, ktery tr-
pi mutilujicim epidermolysis bullosa-like onemocnénim
kize a mirnou psychomotorickou retardaci. Chlapec je
EBV séronegativni s normdlnimi hladinami imunoglo-
bulind a dosud se u n&j nikdy neprojevily piiznaky béz-
né asociované s XLP. Zavér: PoSkozeni genu SH2D1A
muze byt pfi¢inou EBV- negativniho BLL a SAA. Gene-
tické vySetfeni rodinnych piislusnikd mize odhalit jedin-
ce, u kterych je vysoké riziko propuknuti nemoci. Podpo-
feno granty IGA NS/9997-4 aVZ MZ CR 0000064203.

P8/ 1513.

TCR gama/delta pozitivni T lymfoproliferace

v predchorobi fatilné probihajiciho
hepatosplenického lymfomu u 16leté

pacientky po transplantaci ledviny

Mejstiikova Ester, Sumerauer David, Seeman Tomas,
Fronkova Eva, Zemanova Zuzana, Lizcova LibuSe, Sed-
la¢ek Petr, Smisek Petr, Muzikova Katefina, PospiSilova
Klara, Hubacek Petr, Trka Jan, Janda Ales, Kodet Roman,
éapkové Linda, Stary Jan, Kabi¢kova Edita, Hrusdk Ond-
tej (Klinika détské hematologie a onkologie, FN Motol,
Praha; Pediatrickd klinika, FN Motol Centrum nddoro-
vé cytogenetiky, Praha; VFN Ustav patologie a moleku-
ldrni mediciny, FN Motol, Praha)

Uvod. Pacienti po transplantaci organti chronicky uzi-
vajici imunosupresiva jsou ohroZeni rozvojem lymfopro-
liferativnich onemocnéni s incidenci 1-20%. Popisujeme
pfipad pacientky s hepatosplenickym lymfomem diagnos-
tikovanym 5 let po transplantaci ledviny, jehoZ rozvoj byl
molekuldrné sledovén pil roku pfed prvnimi klinickymi
projevy. U divky (11 let) byla v roce 2002 provedena
transplantace ledviny pro Fanconiho nefronoftizu. V fij-
nu 2006 byla v perifernim krevnim obraze zachycena vy-
znamnd neutropénie (<200/ul) bez ndpadnéjSich atypii
v aspiratu kostni diené¢. Opakované epizody neutropénie
(do konce roku 2006) ustoupily bud’ spontdnn& nebo po

zvySené imunosupresi. V lednu 2007 v rdmci dal$i ataky
neutropénie aZ agranulocytézy se objevila vyznamna
.monocytoza‘“ jak v periferni krvi tak i kostni dfeni. Pro-
cento morfologickych ,,monocytd* imunologicky kores-
pondovalo se zmnoZenim atypickych TCR gama/delta po-
zitivnich T lymfocyti (CD7slabé+CD5negCD3jasné+).
Molekularné geneticky byla identifikovdna klonalita
v systémech TCR delta i gama a bylo moZné sledovat ten-
to klon pomoci kvantitativntho PCR. U pacientky neby-
la zfejmd lymfadenopatie, pouze byla ultrasonograficky
pritomna prechodné mirna hepatosplenomegalie. Kon-
vencni ani molekuldrni cytogenetika neprokdzala Zadné
chromozomalni aberace v krvi ani v kostn{ dfeni. Nepro-
kazali jsme serologicky ani molekuldrné geneticky viro-
vou reaktivaci EBV ani CMV. V kvétnu 2007 u pacient-
ky doslo k rozvoji rychle progredujici hepatosplenome-
gdlie s horeckami a pancytopénif, klinicky stav odpovi-
dal hepatosplenickému lymfomu. Rovnéz jsme nové pro-
kazali pomoci FISH metody isochromosom 7q. Inicidlné
u pacientky byla zahdjena 1é¢ba monoklondlni protildtkou
campath s fludarabinem, ani 2. linie 1é¢by nebyla tspés-
nd (prednison, vincristin, daunorubicin, asparagindza)
a pacientka zemrela 2 tydny od manifestace lymfomu.
Retrospektivné jsme prokazali identické klondlni prestav-
by TCR vice neZ rok pred manifestaci lymfomu (na hla-
diné 0,03%), kdy byla pacientka zcela bez jakychkoli ob-
tizi s normdlnim krevnim obrazem. Zavér. Prokdzali jsme
dosud v literatuie nepopsanou chronickou T lymfoproli-
feraci klondlné identickou s vlastnim hepatosplenickym
lymfomem ve vlastnim pfedchorobi lymfomu. Typicka
chromozomadlni aberace isochromosom 7q je pozdni zmé-
na ve vlastni genezi lymfomu a pravdépodobné souvisi
s agresivitou onemocnéni. Podporeno: IGA NS/9997-4;
IGA NR/9531-3, MZCR 000064203, MSM0021620813

P9 / 1475.

Dlouhodoba remise leukemizovaného folikularniho
lymfomu se ziskanou von Willebrandovou chorobou
a sekundarni paraproteinémii IgM kappa

po chemoterapii CHOP s konsolidaci rituximabem
Hrudkova Monika, Belada David, Duli¢ek Petr, Smolej
Lukas, Maly Jaroslav (UK v Praze, LF v Hradci Krdlo-
vé a FN Hradec Krdlové, I1. interni klinika, oddéleni kli-
nické hematologie, Hradec Krdlové)

57-lety muz byl v 3/2003 prijat na OKH II. interni kli-
niky FN v HK pro podezreni na lymfoproliferativni one-
mocnéni prekladem z ORL kliniky, kde byl vySetfovan
pro epistaxi. Od 1/2003 mél pacient opakované entero-
ragii a epistaxi, necilené zhubnul 12 kg za mésic.
V krevnim obraze byla pfitomna leukocytéza (38x109/1)
se 70 % X-bunék (mladSich lymfoidnich) v diferencidl-
nim rozpoctu a hypochromni normocytdrni anémie (Hb
55 g/l). Vzhledem k vysoké celkové bilkoviné (116 g/1)
byla provedena imunoelektroforéza a zjiStén paraprote-
in IgM kappa (52,4 g/1). Biopsie kostn{ dfené prokéaza-
la infiltraci folikuldrnim lymfomem (FL) grade II, sta-
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dium IVB, S, E (hepatosplenomegalie). Pro vyrazné kr-
véacivé projevy (epistaxe, enteroragie, preretindlni hemo-
ragie) s negativni osobni i rodinnou anamnézou byla
provedena rozsdhlejsi koagulacni vySetfeni a diagnosti-
kovédna ziskand forma von Willebrandovy choroby
[VWCH - nulové aktivita ristocetinového kofaktoru
FVIII (RiCo)]. Byla zahdjena substituce plazmami
a koncentratem obsahujicim FVIII i von Willebrandtv
faktor 1000 IU denné po dobu 15 dni s tstupem krvaci-
vych projevi, vzestupem FVIII RiCo a FVIII. Pro hy-
perviskozitu pfi paraproteinémii (6,3 mPa.s) byla v tivo-
du 1x provedena plazmaferéza s dobrym efektem.
K ovlivnéni aktivity FL bylo po prefézi kortikoidy (me-
tylprednisolon 80 mg i.v. 4 dny) poddno od 3/03 do 7/03
6 cykli CHOP s dosaZenim parcidlni remise (pfetrva-
vajici splenomegalie a paraproteinémie IgM kappa 25
g/1). Pti terapii FL se jiz krvdceni neopakovalo, nebyla
potieba dalsi substituce a postupné doslo k iplnému la-
boratornimu vymizeni aktivity vVWCH s normalizaci
vSech testti. Od 10/03 nésledovalo v ramci konsolidace
podan{ 4 davek rituximabu v monoterapii (375 mg/m?2
1x tydné) s dosaZzenim nepotvrzené kompletni remise
(uCR - pretrvavajici IgM kappa 23 g/1) a od 5/04 poté
udrZovaci terapie interferonem alfa (6 MU 3x tydné&). Ta
byla v 6/05 ukoncena pro hepatotoxicitu a leukopenii.
V 5/06 byl zjistén 1. relaps FL (kr¢ni uzliny), st. IIA. Pa-
cient obdrZel znovu 4 davky rituximabu v monoterapii
1x tydné s dosazenim druhé uCR (IgM kappa 8,8 g/l).
Béhem relapsu lymfomu jiZ nedoslo k nové aktivaci zis-
kané wWCH. Nemocny je nyni v dlouhodobé remisi FL.
Ziskana forma vWCH je velmi vzicnd, je mj. asocio-
vana pravé s lymfoproliferacemi a paraproteinémiemi.
K ovlivnéni jeji aktivity je nezbytnd tspéSna 1écba za-
kladntho onemocnéni, jak bylo demonstrovano i na na-
Sem pripadé. Tato prace byla podporena vyzkumnym za-
mérem MZO 00179906.

P10/ 1491.

Exprese znaku CD66abce u lymfoproliferativnich
chorob a mnohocetného myelomu

Karban Josef, Mocikovd Heidi, Pytlik Robert, Klener Pa-
vel, Siebertova Katarina, Trnény Marek (I.interni klinika
1.LF UK a VFN, Praha, Centrdlni hematologické labo-
ratore a Trombotické centrum VFN, Praha; Linterni kli-
nika 1.LF UK a VFN Praha; l.interni klinika 1 .LF UK
a VFN, Ustav patologické fyziologie 1.LF UK, Praha;
Centrdlni hematologické laboratore a Trombotické cent-
rum VFN, Praha)

Uvod. Exprese znaku CD66 byla popsana u chronické
myeloidn{ leukémie, u akutni myeloidni leukémie a u né-
kterych détskych akutnich lymfoblastickych leukémii. Mé-
né je zndma exprese CD66abce u lymfoproliferativnich cho-
rob (LPD) a mnohocetného myelomu (MM). Protildtka an-
ti-CD66 (klon BW 250/183) znacend radionuklidem 90Y se
v soucasné dobé zkousi k terapii nékterych nadort. Cil.
Flow cytometricky prikaz exprese CD66abce na nadoro-

vych burnkéch nové diagnostikovanych LPD a MM s urce-
nim vhodnosti 1é¢by téchto nadord pomoci protildtky anti-
CD66 konjugované s 90Y. Pacienti a metody.Exprese zna-
ku CD66abce byla zkoumana na nadorovych bunkach kost-
ni dfené od 227 pacientti s nové diagnostikovanou neléénou
LPD nebo MM ovérenou histologickym vySetfenim kostn{
dfené. Soubor pacientli: 74 B-chronickych lymfatickych le-
ukémii (B-CLL), 22 lymfomti z plastovych bunék (MCL),
18 folikuldrnich lymfoma (FCL), 15 lymfomi z B-bunék
margindlni zény (MZL), 13 lymfoplazmocytarnich lymfo-
mt/ Waldenstromova makroglobulinemie (LPL/MW), 13
difuznich velkobunéenych B lymfoma (DLBCL), 4 T-NHL,
4 vlasatobunééné leukémie (HCL), 3 bliZe nespecifikova-
né B-NHL (B- NHL NOS), 3 B-ALL a 58 MM. Ve vSech
227 vzorcich kostni dfené byl znak CD66 detekovan pri-
tokovou cytometrii pomoci monoklondlni protildtky anti-
CD66abce (klon Kat4C) znacené fluorescein isothiocyana-
tem (FITC) od firmy DAKO. 115 z 227 vzorki bylo para-
lelné znaceno i protilatkou anti-CD66abce — FITC stejné-
ho klonu (BW250/183) jako terapeuticky zkouSeny radio-
immunokonjugét. Hodnoceni pozitivity znaku CD66 na na-
dorové populaci > nebo = 20%. Vysledky jsou shrnuty
v Tab. 1. Zavér: Aberantni exprese znaku CD66abce byla
nejcastéji prokdzdna u B-CLL, u MM, u MCL a u LPL.
U téchto diagndz by bylo vhodné zjistit terapeutickou tcin-
nost protildtky anti-CD66 znacené radionuklidem. Price by-
la podporena grantem FT-TA2/081.

Diagnéza Exprese CD66abce
(klon BW250/183)
pozit./negat.
B-CLL B/30 60/14
MM 8/24 43115
MCL 3111 22/0
FCL 36 513
MZL 443 1372

Exprese CD66abce
(klon Kat 4C)
pozit.;negat

LPLAMWY 22 13/0
DLBCL 24 1172
T NHL 111 0i4
HCL 0f1 3
NHL NOS 0/2 3/0
BALL 0/2 30
Celkem: pozit/negat. vzorky 29/86 176/51
P11/ 1466.

Pripad mycosis fungoides s folikularni mucinézou
Gspésné léceny bexarotenem a elektronovou sprchou
Litvik Radek, Starostka David, Vantuchova Yvetta (Koz-
ni oddelent FN, Ostrava; Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou, Havifov)

Prezentujeme piipad 56letého pacienta s folikularné va-
zanymi papulemi ve kStici a plakoznimi erytematosquamoz-
nimi loZisky na integumentu. Provedené opakované biop-
sie potvrdily diagnézu mycosis fungoides s folikuldrni mu-
cinézou. Jednd se o primdrni koZni T-bunéény lymfom, lym-
fatické uzliny, visceralni organy ani kostni dfenl nebyly u pa-
cienta postizeny (stadium T3NOMO, stadium dle
WHO/EORTC IIB). Pacient byl 1é¢en kombinovanou tera-
pii lokdlnimi kortikosteroidnimi externy a systémovou
PUVA terapif s retinoidy (Re-PUVA) a posléze kombinaci
PUVA terapie s interferonem alfa (PUVA + IFN-a). Pro pro-
gresi klinického ndlezu byla tato terapie ukoncena a pacient
byl preveden na monoterapii systtmovym bexarotenem.
Parcidlni odpovéd na 1écbu bexarotenem trvala 5 mésicd.
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Pro postupné zhorSovdni klinického nalezu bylo rozhod-
nuto o vysazeni bexarotenu a celotélovém ozéreni elektro-
ny, které navodilo kompletni remisi onemocnéni trvajici 8

mésici. Pacient po ozafeni elektrony uZziva bexaroten v udr-
Zovacim 1é¢ebném reZimu.

P12/ 1459.

Komplexni diagnostika kompozitniho lymfomu

- kazuistika

Kalinova Markéta, Vesela Eva, Kamardadova Katefina,
Manddkov4 Petra, Stranskd Eliska, Bfizovd Helena, Au-
gustindkova Alena, Hilskd Irena, Pokornd Petra, Kodet
Roman (Ustav patologie a molekuldrni mediciny 2. LF
UK Praha a FN Motol, Praha; Radioterapeuticko-onko-
logické oddéleni 2. LF UK Praha a FN Motol, Praha)

Soucasny vyskyt dvou malignich lymfomu v jedné ana-
tomické lokalité je pomérné vzicny ndlez. Na naSem pra-
covisti jsme diagnostikovali kolizi dvou B lymfomi niZsi-
ho stupné malignity: lymfomu z margindlni z6ny a malobu-
nécného B lymfomu typu B-CLL/SLL. Prezentujeme pri-
pad 57letého pacienta s 3 mésicni anamnézou podkoZni re-
zistence tempordlni krajiny vlevo. Byla provedena exstirpa-
ce tumoru a jeho ndsledné vysetfeni. Komplexni diagnos-
tika se opirala o vySetfeni histologické vcetné imunohisto-
chemie (IHC), vySetfeni pritokovou cytometrii a moleku-
larn{ vySetieni klonality onemocnéni pomoci detekce imu-
noglobulinovych genti téZkych, kappa a lehkych fetézct
(IgH, IgK a IgL) (European BIOMED-2 collaborative stu-
dy). Nadorové buriky byly pozitivni v IHC prikazu prote-
inu CD20, bcl-2, slabé kolisave pozitivni v CD23. Cdst na-
dorové populace nesla pozitivitu proteinu CD5, stejné jako
malobunécna nenadorova primes v pozadi. Nadorové bun-
ky dale exprimovaly lehké imunoglobulinové fetézce lamb-
da (s prikazem restrikce lambda nad kappa). U nadorovych
bunck jsme imunohistochemicky nedetekovali expresi mo-
lekul CD10, bcl-6 a cyklinu D1. Pritokova cytometrie za-
stihla dvé subpopulace B lymfocytti; jedna subpopulace od-
povidala malym B lymfocytiim s imunofenotypem CD19+,
CD5+, CD20+, lambda+, CD23+, CD52+, CD10-, CD38-
,FMC7-, CD71-; druhou subpopulaci tvofily stfedné velké
B lymfocyty s imunofenotypem CD19+, CD5-, CD20+,
lambda silné +, CD38+, CD23+/-, CD52+, CD10-, FMC7-
, CD71-. Molekularni vysetfeni prokdzalo monoklonaln{
prestavbu IgH-VH/FR1-JH a VH/FR3-JH, biklondlni pre-
stavbu IgH VH/FR2-JH, ddle monoklonalni prestavbu IgK
(VK-JK) a biklondlni prestavbu IgK (VK-KDE) a biklonal-
ni prestavbu v piipadé IgL. V ndsledném vysetieni kostn{
dfené byla histologicky zastizena minimalni nodularn{ in-
filtrace kostni dfené lymfomem typu B-CLL; pritokovd cy-
tometrie detekovala infiltraci burikami s profilem B-CLL
(0,7% z celku) a molekularni vySetfeni prokdzalo monok-
londln{ prestavbu IgH VH/FR1-JH a VH/FR2-JH a biklo-
ndlni prestavbu IgK VK-KDE. Pro sledovani minimalnf{ di-
seminované nemoci jsme molekuldrng odlisili dvé popula-
ce B lymfomi. Kombinaci diagnostickych a ndslednych kli-
nickych vySetfeni v rdmci stagingu onemocnéni byl nélez

hodnocen jako kompozitni lymfom: kolize lymfomu z mar-
gindln{ z6ny (MZL)- postiZeni kize 1bi, klinické stadium
I.A- a malobuné¢ény B lymfom typu B-CLL/SLL s noduldr-
ni infiltraci kostni dfené, klinické stadium IV. A, FLIPI
I. Podporovéno grantem: MZ CR 00064203

P13/ 1389.

Lymfomy orbity, retrospektivni analyza OKH, FNKV
Jankovskd Milada, Krdasny Jan, Kozdk Tomd§ (OKH
FNKYV, Praha; Oc¢ni klinika FNKV, Praha)

Uvod. Lymfomy orbity jsou relativné vzicné, tvoii asi
jen 1% vSech lymfomi a 5-15% extranoddlnich
lymfom.VétSinou jsou to indolentni lymfomy , lymfom
marginalni zony-MALT, pouze 15% tvoii DLBCL a jen 5%
MCL.Infiltrujf slznou Zl4zu, spojivku, o¢ni vicko nebo pe-
riorbitalni tkan. Postizeni mtiZe byt jedno i oboustranné. Pa-
cienti a metody. V retrospektivni studii od r.1999 jsme ana-
lyzovali 15 pacientil s primdrnim postiZeni orbity,u jedno-
ho pacienta se objevil lymfom vicka pfi relapsu onemoc-
néni. Charakteristika pts.:median véku 69 let /44-77/, po-
mér 9M:6Z histologicky typ 11xMALT-73%, 2xDLBCL-
13,5%, 2xMCL -13,5%.Ve v§ech pripadech bylo postizeni
jednostranné KLinické stadium I mélo 66,5% pacient, KSII
13,5% a KSIV 20%.Ve 3 pripadech /20%/ byly pts jen sle-
dovani, 9 pts / 60%/ mélo chemoterapii, a 3pts / 20%/ by-
lo 1é¢eno radioterapii. Median sledovan{ je 48 mésicl. Vy-
sledky. Kompletni remise dosahlo 14 pts, jedna pacientka
zemiela po prvnim cyklu chemoterapie. Zrelabovalo 5 pa-
cientd. Zavér. V diagnostice ma nezastupitelné misto pies-
nd histologicka verifikace, jak ukazuji dvé kazuistiky. Kla-
deme diiraz na mezioborovou spolupraci oftalmologa a he-
matologa. Cilem terapeutické strategie je nejen dosaZeni
kompletni remise, ale zaroven i minimalizovat poskozen{
funkce oka, sniZen{ vizu, coZ mé podstatny vliv na kvalitu
Zivota pacienttl.

P14/ 1553.

Usp&na 1é¢ba alemtuzumabem a naslednou

alogenni transplantaci u nemocné s refrakternim
CD5-negativnim lymfomem z plast'ovych bungk

a deleci 17p13

Smolej Lukas, Belada David, Rusinovd Marie, Kucero-
va Lenka, Pekova Sona, Krejsek Jan, Novd Markéta,
Soukup Jan, Kodet Roman, Hrudkovd Monika, Lanska
Miriam, Zavielova Alzbéta, 74k Pavel (Il.interni klini-
ka, oddéleni klinické hematologie, FN a LF UK, Hra-
dec Krdlové; Hematologicko-transfuzni oddéleni, Ma-
sarykova méstskd nemocnice, Jilemnice; Oddéleni lé-
karské genetiky,FN a LF UK, Hradec Krdlové; Labora-
toF molekuldrni diagnostiky, Laboratore CHAMBON
a.s., Praha; Ustav klinické imunologie a alergologie,
FN a LF UK, Hradec Krdlové; Fingerlandiiv ustav pa-
tologie, FN a LF UK, Hradec Krdlové; Ustav patolo-
gie a molekuldrni mediciny, 2. lékarskd fakulta UK
a FN Motol, Praha)
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Lymfom z plastovych bunék (MCL) je klinicky agre-
sivni Ne-HodgkinGv lymfom (NHL) charakterizovany
translokaci t(11;14)(q13;932) vedouci k nadmérné expre-
si cyklinu D1. U 20-45 % nemocnych je pfitomna dele-
ce 17p13 - vysoce nepriznivy faktor z hlediska odpovédi
na 1é¢bu a celkového preziti. Vzdcné mize byt MCL
CD5-negativni. Popisujeme piipad 63-leté Zeny 1écené od
listopadu 2007 pro lymfoproliferaci s masivni splenome-
galif, t€Zkou anémif a hyperleukocytosou. Imunofenotyp
svédcil nespecificky pro B-bunéénou lymfoproliferaci
(CD19/20/79b/sIgM pozitivni, CD5/CD10/CD23 nega-
tivni). Vzhledem ke stejnému ndlezu v histologii dfené
a absenci lymfadenopatie umoznujici histologicky zavér
byla diagndza stanovena jako bliZe nespecifikovany B-
bunéény NHL a poddny 4 cykly R-CHOP, avSak bez 1é-
¢ebné odpovédi. Terapie byla zménéna na reZim FCR a po
2 cyklech na R-ESAP, ale ani po této 1é¢bé nedoslo k ustu-
pu masivni splenomegalie, t€Zké anémie a trombocytope-
nie. Nemocna byla zavisld na transftzich. V této dobé byl
dovysetien cytogeneticky vzorek z doby diagnézy: FISH
prokazala translokaci t(11;14), trisomii 12 a delece 13q14
a 17p13. Byla také zji§t€na zvySena exprese cyklinu D1
v periferni krvi i kostn{ dfeni. Vzhledem k dell7p byla
1é¢ba zménéna na alemtuzumab, 30 mg 3x tydné v pod-
koznich injekcich. Po 12 tydnech (Cerven-zaii 2008) by-
lo dosaZeno kompletni tipravy anémie a trombocytopenie
a velmi dobré 1écebné odpovédi ve sleziné. Vzhledem
k agresivnimu pribéhu onemocnéni byla v prosinci 2008
provedena alogennf transplantace po pfipravném reZimu
FluMel (darce plné shodna sestra), kterd probéhla bez
komplikaci. V bfeznu 2009 je pacientka 100 dni od trans-
plantace v kompletni remisi, se 100% darcovskym chi-
mérismem ve dfeni a bez zavaznych infek¢nich kompli-
kacf ¢i zndmek reakce Stépu proti hostiteli a prakticky nor-
mdln{ kvalitou Zivota. Kazuistika dokldda vynikajici 1é-
¢ebnou dcinnost alemtuzumabu v ,,off-1abel* pouZiti u re-
frakterntho B-bunééného lymfomu s dell7p, kdy selhaly
3 linie 1é¢by veetné fludarabinového a platinového rezi-
mu. Lécba alemtuzumabem umoznila dosdhnout 1é¢ebné
odpovédi a provést alogenni transplantaci, a tfm nemoc-
né zachranila Zivot. Nelehké bylo zaradit toto onemoc-
néni diagnosticky. V souladu s klasifikaci lymfoidnich
malignit dle WHO 2008 jsme pro t(11;14) a zvySenou ex-
presi cyklinu D1 pripad uzavreli i pres negativitu CD5 ja-
ko lymfom z plastovych bunék. Nase pouziti alemtuzu-
mabu u této jednotky je prioritni. Podpofeno vyzkumnym
zdmérem MZO 00179906 MZ CR.

P15/ 1574.

Restrikce repertoaru imunoglobulinovych

molekul u pacienti s CLL

Plachy Radek, Papajik Tomas, JaroSova Marie (HOK, FN
a LF UP, Olomouc)

Uvod: Struktura imunoglobulinové molekuly (Ig) je ur-
¢ena sledem d&ji béhem ontogeneze B lymfocytt (B Ly).
Tyto molekuly ziskdvaji zdkladni podobu béhem vyvoje

B Ly v kostni{ dfeni ¢asové cilenou prestavbou piislusnych
stavebnich kamenti leZicich na chromosomech 2, 14 a 22.
Zakladni kostra Ig je pak doplnéna o somatické hypermu-
tace v disledku kontaktu B Ly s antigeny. Mozny pocet
kombinaci Ig se miZe pohybovat mezi 1012 az 1015. Pa-
tologické B lymfocyty (CD5+, CD23+) pacientil s chro-
nickou lymfatickou leukemii (CLL) vykazuji vyrazné
omezeni v pestrosti repertodru molekul Ig. S nékterymi
strukturnimi prvky se setkdvame nebyvale Casto zatimco
nékteré se vyskytuji jen velmi vzacné. Cil: Cilem nasi pre-
zentace je charakterizace pacientti s CLL, ktefi maji ve
struktufe variabilni ¢asti tézkého fetézce Ig subgen VH1-
69. Materidly a metody: Z mononuklearni frakce perifer-
ni krve pacientti s CLL byla vyizolovdna RNA, reverzné
prepsdna a nasledné pomoci multiplexové polymerazové
fetézové reakce byla detekovana prestavba piislusejici pa-
tologickému klonu B Ly. Pfimou sekvenaci pak byla ur-
Cena struktura variabilni ¢asti téZkého fetézce Ig. Vysled-
ky: Struktura IgVH byla uréena u 328 pacientti s CLL.
U 44 pacientt (13,5%) byla identifikovédna piestavba ob-
sahujici subgen VH1-69. Viechny sekvence byly v nemu-
tované konfiguraci. Ve skupiné s VHI1-69 v porovndni se
skupinou vsech pacientti s CLL byli statisticky signifi-
kantné vice zastoupeni muzi (p=0,03). Sekvence s VHI1-
69 méli relativné dlouhou CDR3 oblast (medidan 22AK).
Napadnym znakem téchto patologickych IgVH byla uni-
formita oblasti CDR3. Nejcastéji se subgen VHI1-69 vy-
skytoval soucasné se subgeny DH3-3 a JH6 (17/44 =
39%, rozsah CDR3: 19-27AK, medidn 24AK) a DH2-2
a JH6 (6/44 = 14%, rozsah CDR3: 21-30AK, median
23AK). NejcastéjSimi partnery subgenu VH1-69 byly ze
skupiny DH subgen DH3-3 (22/44 = 50%) a ze skupiny
JH subgen JH6 (31/44 = 70%). Shrnuti: Repertodr mole-
kul Ig u pacientii s CLL je silné omezen, coZ potvrzuje
nespornou roli imunoglobulinovych molekul pfi iniciaci
arozvoji choroby. Pacienti, ktefi maji v prestavbé subgen
VH1-69 tvoii mimoradné pocetnou a uniformni podsku-
pinu s rizikovym pribéhem CLL. Price je podporovédna
granty IGA 9484 a MSM 6198959205.

P16/ 1511.

Extrémne vystupiiovana expresia c-Ig v bunkach
chronickej lymfocytovej leukémie dokumentuje
mozné odblokovanie zastavenia diferenciacie
nadorovych buniek smerom k plazmocytom

Plank Lukas, Szépe Peter, Balhdrek Tomas, Barthovd
Martina, Marcinek Juraj, Wild Alexander, Stefénikova
Zdenka, Richterova K. (Ustav patologickej anatémie JLF
UK a MFN, Martin, SR; Oddelenie hematologie FNsP
F.D.Roosevelta, Banskd Bystrica, SR; Klinika hematolo-
gie a transfuziologie LF UK, FNsP Bratislava, Nemoc-
nica sv. Cyrila a Metoda, Bratislava, SR)

Néadorové lymfocyty CLL st zrelé, ale funkéne nevy-
zrievajlice bunkové elementy, o sa prejavuje aj nizkou
hladinou expresie s-Ig. Napriek tomu v§ak moZno aZ v cca
40-50% pripadov CLL dokazat’ tzv. plazmocytoidnu dife-
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rencidciu (Pcoid) buniek s expresiou monotypického c-
Ig. Pcoid sa zvicsa najlahsie dokumentuje v proliferujui-
cich elementoch proliferatnych centier nddoru (v pseudo-
folikuloch), obycajne vSak byva vyznacend v obmedze-
nom percente buniek nddoru. V predloZenej praci doku-
mentujeme kazuistiky 2 pacientov s CLL s vystupnova-
nou produkciou c-Ig. Pacient A je 51-roény muZ s masi-
vnou generalizovanou lymfadenomegadliou, u ktorého bo-
la laboratdrne aj biopsiou kostnej drene verifikovana Pco-
id+ CLL (CD5+/CD19+/CD23+) s del13ql4 a pozitivi-
tou ZAP-70 proteinu. Vnutri CLL infiltrdtov drene boli
primieSané napadne pocetné plazmocytdrne diferencova-
né nadorové bunky negativne pri imunohistochemickom
dokaze antigénu CD138 v sprievode pocetnych Russelo-
vych teliesok. V nich a rovnako aj v plazmocytoidne di-
ferencovanych lymfocytoch nddoru bol pritomny mono-
typicky c-Ig typu lambda. Imunofixdciou nebol dokdza-
ny monoklondlny Ig, v moci bolo zistené stopové mnoz-
stvo BJB a diskrétny gradient vol'nych l'ahkych retazcov.
Pacient B je 55-ro¢ny muZz s takmer ro¢nou anamnézou
chemoterapiou lieCenej CLL (CD5+/CD19+/CD23+)
s trizémiou 12 a dell11g23. V troch bioptickych vySetre-
niach kostnej drene bola opakovane verifikovana nadoro-
va infiltracia rézneho stupia, v ktorej sme imunohisto-
chemicky verifikovali pozitivnu expresiu ZAP-70 prote-
inu. V kazdom vySetreni v nddorovom infiltrdte domino-
val klon plazmocytoidne diferencovanych lymfocytov
s expresiou I'ahkého retazca kappa a pritomny bol aj me-
nej rozsiahly klon plazmocytoidne diferencovanych lym-
focytov s expresiou 'ahkého retazca lambda. ELFO séra
a moca nedokdzali pritomnost’ paraproteinu. Oba uvede-
né pripady predstavuju priklady zriedkavej extrémne vy-
stupnovanej expresie monotypického c-Ig v bunkéch
CLL, ktoré vyzaduju dokladné diferencidlno diagnostic-
ké odliSenie od inych B-NHL, najmi typu lymfoplazmo-
cytového lymfému, resp. myelému. Stcasne dokumen-
tuju skutocnost’, Ze v Casti pripadov CLL dochadza k od-
blokovaniu maturécie nddorovych buniek a k ich vyzrie-
vaniu smerom k plazmocytom. Podobne ako v myeléme,
aj tu moze nastat’ diskordancia medzi syntézou a sekréci-
ou c-Ig. Pripad dokumentovany u pacienta B spifia krité-
rid tzv. biklondlnej CLL, pripad pacienta A pripomina v li-
teratdre diskutovani moznu transformaciu CLL do plaz-
mocytového myelému.

P17 / 1461.

Nezvykla komplikace priabéhu B-CLL

Mikula Peter, David Starostka, Libuse Novosadova
(OKH, Nemocnice s poliklinikou, Havirov)

Klinickd data: 63lety muz s B-CLL s typickym imuno-
fenotypem, nemutovany status IgVH genu, Binet B, abdo-
mindln{ bulk. Primoterapie 4 cykly fludarabinu. Po &tvr-
tém cyklu chemoterapie ndhlé zhorSeni stavu — dusSnost,
kasel, slabost, bez zvySené teploty ¢i bolesti na hrudi. Pri
fyzikalnim vySetfeni dyspnoe a tachypnoe, vyrazné osla-
beni auskultace a poklepové zkraceni nad dolni polovinou

pravého hemithoraxu, minimdlni periferni lymfadenopa-
tie, ostatni nalez v normé. Paraklinickd vySetfeni: V he-
mogramu lymfocytosa 14.5 giga/l bez cytopenie, v bio-
chemii séra lehkd elevace CRP a hypotriacylglycerolémie,
koagula¢ni parametry v normé. RTG a CT hrudniku - roz-
sahly pravostranny fluidotorax bez mediastindlni lymfa-
denopatie ¢i jiné hrudni patologie (CT provedeno po punk-
ci). Pfi pleurdlni punkci evakuovano 1200 ml mlé¢né zbar-
vené tekutiny. Cytologie a flowcytometrickd imunofeno-
typizace prokazuje dominujici lymfocytdrni populaci
s imunofenotypem typickym pro B-CLL, biochemickd
analyza deteguje zvySenou hodnotu bilkoviny a vyrazné
zvySenou hodnotu TAG 6.24 mmol/l, cholesterol v normé.
Nalez hodnocen jako chylotorax. Terapie: Dals{ 1é¢ba za-
hrnovala opakované pleurdlni punkce s evakuaci recidivu-
jictho chylotoraxu s rozvojem malnutrice a dale inefektiv-
ni intrapleurdlni aplikaci cyklofosfamidu a Corynebacte-
rium parvum. Vyrazny léCebny vysledek teprve po che-
mické pleurodéze s uZitim intrapleurdlni aplikace talku
(vykon proveden na hrudni chirurgii FN). Dokonceni che-
moterapie fludarabinem (celkem 6 cykli 1é¢by) s dosaze-
nim parcidlni remise B-CLL, bez recidivy chylotoraxu. Za-
vér: Chylotorax jako nezvykld komplikace B-CLL byl
efektné feSen chemickou (talkovou) pleurodézou.

P18 / 1449.

Zachyt CD8+ u B-chronické lymfatické leukemie
Martinek Jan, Zuchnicka Jana, Wrobel Marek, Levakova
Veronika, Kutéjovd Kamila, Gumulec Jaromir, Kucerovd
Marcela, Brejcha Martin (Onkologické centrum J. G.
Mendela, Klinické laboratore, Laborator imunologie, No-
vy Jicin; Ustav klinické hematologie FN, Ostrava,; Onko-
logické centrum J. G. Mendela, hematologické oddélent,
Novy Jicin; Ustav klinické hematologie FN, Ostrava)

Pro B-CLL je pfi imunofenotypiza¢nim vysetfeni cha-
rakteristickd exprese té€chto znakt: CD19, CD20, CD23,
CD5 anegativita FMC7. Exprese T lymfocytarnich antige-
nti (mimo CD5) u B-CLL je velmi vzacnd. Ve velkych sou-
borech pacientd se pohybuje kolem 0,5%. Prezentujeme
nilez CD19+CD&8+ na B lymfocytech u pacienta — muz
70 let: Onemocnéni bylo diagnostikovano v unoru 2009 bg-
hem hospitalizace pro flegmonu kiize na krku — do té do-
by byl pacient zcela bez potiZi. VySetfenim byla prokaza-
na chronickd lymfatickd leukémie — klinické stadium III
dle Raie se vstupni lymfocytozou 47x10na9/1, anemii a vel-
kou nadorovou masou v dutiné bfis$ni. Vstupni infekce —
flegmona ktize na krku — byla zvlddnuta intravenoznimi an-
tibiotiky. V soucasné dob¢ je pacient 1é¢en chemoterapii
(indikaci pro zapoceti 1éCby je klinické stadium III dle Ra-
ie a velkd nddorovd masa v dutiné bfi$ni). Exprese znaku
v kostni dfeni je: CD19, CD20, CD5, CD23 a CDS. Zna-
ky CD10, CD38, CD22, CD79b a FMC7 jsou negativni.
Prokdzana kappa klonalita s nizkou expresi. Znak CD8+
na CD19+ byl exprimovan jak v kostn{ dfeni, tak i v peri-
ferni krvi. Méfeni probéhlo opakované (dva odbéry), pro
diagnostiku CD8+ bunék byly pouZity rizné kombinace
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a klony protilatek: CD8-FITC(Clone B9.11)/CD4-PE/CD3-
PC5, CD3-FITC/CDS8-PE(Clone B9.11) a tetrachrome
CDA45-FITC/CD4-RD-1/CDS8-ECD (Clone SFCI21Thy2-
Dr)/CD3-PC5. Dalsi T lymfocytdrni znaky: CD2, CD3,
CD4, CD7 byly negativni.

P19 /1433.

ZmnoZeni oblasti kratkych ramen chromozému 2,
rekurentni chromozémova aberace u B-CLL
Sobotka Jifi, Brejcha Martin, Holubovd Vladimira,
Brychtova Yvona, Drevojankova Bronislava, Tovaryso-
va Alena, Stoklasovd Martina, Czekajovd Aneta, Hein-
zova Vladimira, Urbankova Marie, Wrébel Marek, Ziv-
nd Jarmila, Radina Martin, Mayer Jif{ (Onkologické cent-
rum J.G. Mendela, Novy Jicin; Interni hematoonkologic-
kd klinika, FN Brno, Slezkd nemocnice, Opava, gumper—
skd nemocnice; Nemocnice Hranice)

Uvod: Chromozémové aberace jsou v§znamnym pro-
gnostickym faktorem u B-CLL. ZlepSenim klasického cy-
togenetického vysetfeni u pacientd s B-CLL metodou kul-
tivace se stimulaci CpG oligonukleotidy a IL-2, byly iden-
tifikovany dalSi chromozémové aberace, zejména nevyva-
Zené translokace a komplexni zmény karyotypu, které mu-
Zou modifikovat prognézu pacienta stanovenou I-FISH ana-
Iyzou. Recentné byla u B-CLL identifikovana dals{ reku-
rentn{ aberace - zmnoZeni oblasti kratkych ramen chromo-
z6mu 2 (Pfeifer 2007, Haferlach 2007). Pacienti a metody:
Cytogenetickym a ndsledné molekuldrné-cytogenetickym
vySetfenim jsme ve skupiné 189 pacientl identifikovali 10
pacientll se zmnoZenim kratkych ramen chromozému 2.
ZmnoZeni oblasti 2p jsme identifikovali klasickou cytoge-
netickou analyzou, metodou kultivace bunék periferni kr-
ve se stimulaci s CpG oligonukleotidy a IL-2. I-FISH ana-
Iyza byla u pacientl provedena pouzitim setu DNA sond
na identifikaci deleci 17p, 11q a 13q, trizomie 12 a prestav-
by IgH genu. Zisk 2p byl potvrzen metodou FISH s DNA
sondami ALK a N-MYC, metodou M-FISH a rozsah dupli-
kace byl stanoven metodou M-BAND. Vysledky: Cytoge-
netickym vysetfenim u 189 pacientti s B-CLL bylo zmno-
Zeni oblasti kritkych ramen chromozému 2 identifikovdno
u 10 pacientl (5,3%). I-FISH analyza detekovala aberace
u 9 z nich, u 6 pacientil byla detekovand izolovand delece
13q, u dvou pacienti delece 11q a 13q a u jednoho delece
11q s trizomif 12. Cytogenetickou a M-FISH analyzou by-
lo u 6 pacienti zjiSténo zmnoZeni 2p formou nevyvizené
translokace s jinym chromozémem (14, 15, 18 a 20),
u dvou pacienti jako pfimd duplikace na 2p, v jednom pii-
padé byly pritomny jak klony s pfimou duplikaci, tak klo-
ny s translokaci s riznymi chromozémy a klon s izochro-
mozémem 2p. U 9 pacientil byly cytogenetickym vySetie-
nim identifikovany dalS{ aberace, nejcastéji vyvazené a ne-
vyvazené translokace, u jednoho pacienta byla duplikace 2p
soucasti komplexniho karyotypu. V préci bude diskutova-
nd souvislost zmnoZeni 2p s dal§imi klinickymi a biologic-
kymi parametry. Zavér: Metoda kultivace bunék se stimu-
laci CpG oligonukleotidy a IL-2 je vhodnou metodou pro

kvalitni cytogenetické vySetieni u pacientd s B-CLL. Me-
toda zvysuje vytéZnost cytogenetického vySetieni a zvySu-
je se 1 zachyt chromozémovych aberaci. Detekuje dalsi ab-
normality, jako je i prezentovand aberace-zmnoZeni 2p. De-
tekce dal$ich chromozémovych zmén miZe poskytnout di-
lezité prognostické informace a prinést tak vétsi heteroge-
nitu do subklasifikace B-CLL.

P20/ 1390.

Senzitivizace CLL bunék na fludarabin
monoklonalni protilatkou rituximab

— identifikace zodpovédnych genu

Ro¢nova Ludmila, Tichy Boris, Cejkové Sona, Potésil
David, Brychtova Yvona, PospiSilovd gérka, Mayer Jifi,
TrbuSek Martin (Centrum molekuldrni biologie a genové
terapie, Interni hematoonkologickd klinika FN a LF MU,
Brno; Ustav chemie, PFirodovédeckd fakulta MU
Interni hematoonkologickd klinika FN a LF MU, Brno)

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) stale patii
mezi nevyléCitelnd onemocnéni s vysoce variabilnim
pribéhem. Moderni{ 1é¢ebné prostiedky, hlavné kom-
binované reZimy monoklondlnich protilatek a klasické
chemoterapie, v§ak mohou u ¢asti pacientdt prodlouzit
dobu preziti a/nebo dobu bez progrese nemoci. V nasi
posledni publikované prici (Cejkova et al., Eur J Hae-
matol, 2009;82:133-42) jsme ukdzali, Ze monoklondlni
protildtka rituximab senzitivizuje vyznamnou ¢ast CLL
vzorkd in vitro na fludarabin a Ze tato senzitivizace ne-
zavisi na pritomnosti ,,high risk® genetickych abnorma-
lit, aberaci v tumor supresorovych genech ATM a TP53
(primarni odpovéd na fludarabin v8ak pfitomnost t&ch-
to aberaci vyznamné ovliviiuje). Cilem nasi prace pro-
to bylo urcit odli§né exprimované geny u CLL kultur
senzitivizovanych a nesenzitivizovanych rituximabem
pro fludarabin. Takto vybrané geny by mohly slouZit ja-
ko potencidlni markery senzitivity (nebo rezistence)
a nasledné pomoci objasnit mechanismus tc¢inku ritu-
ximabu v CLL bunikach. Otestovali jsme 60 CLL kultur
in vitro pomoci metabolického testu bunécné viability
WST-1. Fludarabin byl na bunky aplikovan po dobu 48
h ve ¢tyrech koncentracich (25; 6,25; 1,6 a 0,4 ag/ml),
a to bud samostatn& nebo po predosetieni bunék ritu-
ximabem (10 ag/ml, 72 h). 21 vzorki bylo rituximabem
vyznamné senzitivizovano (p < 0,01). Pro ¢ipovou ana-
lyzu (Agilent Technologies, 4x44K microarray) jsme
pouzili 7 nejvice senzitivizovanych vzorkl a 8 vzorki
nesenzitivizovanych. Na ¢ipu jsme u kazdé kultury hod-
notili zménu genové exprese oSetfenych bunék vztaze-
nou k neoSetfené kontrole. Pozorovali jsme sniZeni ex-
prese nékterych gend u senzitivizovanych vzorki a za-
roven zvyseni exprese téchto genl u vzorkl nesenziti-
vizovanych. Opacny efekt prekvapive nebyl pozorovan.
Z nejvice rozdilné exprimovanych gent mezi senziti-
vizovanymi a nesenzitivizovanymi vzorky se jako za-
jimavé jevi tyto: metallothionein 2A (MT2A), ktery md
vliv na eflux chemoterapeutik z bunky, M2 podjednot-
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ka ribonukleotid reduktizy (RRM2), kterd je spojova-
na s rezistenci na chemoterapii, a topoizomeraza II al-
fa (TOP2A), kterd ovliviiuje odpovéd na terapii. Zis-
kand data ukazuji na velmi zajimave geny, které mohou
byt zodpovédné za pozorovany senzitivizaéni efekt ri-
tuximabu. Jejich vyznamnost chceme v nejblizsi dobé
ovéfit na vétsim souboru vzorkid s vyuZitim metody
qRT-PCR. Podporovédno grantem IGA MZ ¢. 9301-
3/2007.

P21/ 1387.

Chromosomalni zmény detekované metodou array
komparativni genomické hybridizace u 50 pacientd
s B-bunécnou chronickou lymfocytarni leukémii
Urbankovd Helena, Holzerovd Milena, Plachy Radek,
Pikalovd Zuzana, Papajik Tom4s, Indrak Karel, JaroSova
Marie (HOK, FN a UP, Olomouc)

B-bunéénd chronickd lymfocytarni leukémie (B-CLL)
je nejcastéjsi leukémii dospélych. Pokrok v molekuldr-
né-genetické charakterizaci B-CLL potvrdil prognostic-
kou roli muta¢niho statutu IgVH, stejné jako vyznam
chromosomalnich abnormalit ur¢ovanych molekuldrné-
cytogenetickymi metodami. Kromé& chromosomédlnich
zmén se zndmym prognostickym vyznamem, jako jsou
napr. delece 6q, 11q (ATM), 13q a 17p (TP53) deteko-
vanych rutinné, se u pacientd s B-CLL vyskytuji také dal-
§1 cytogenetické zmény. V soucasnosti neni zndmo, zda
maji tyto dalS{ aberace vliv na prognézu a vyvoj onemoc-
néni. Abychom tyto zmény béZné unikajici rutinnimu vy-
Setfeni metodou FISH (fluorescen¢ni in-situ hybridiza-
ce) detekovali, provedli jsme array komparativni geno-
mickou hybridizaci (arrayCGH) u 50 pacientl s B-CLL
diagnostikovanych na nasi klinice. Cilem této studie by-
lo urcit oblasti se ztrdtami a zmnoZenim genetického ma-
teridlu, které mohou obsahovat kandidatni tumor-supre-
sorové geny a onkogeny zapojené v patogenezi tohoto
onemocnéni. ArrayCGH odhalila kvantitativni zmény
u 43 z 50 vysetfenych pacientii. Kromé jiz znamych ab-
normalit jako jsou delece 6q (7 pacientl), 11q (13 paci-
entd), 13q (28 pacientt), 17p (5 pacientli) a trisomie
chromosomu 12 (5 pacientl), jsme detekovali také dals{
nendhodné chromosomalni zmény jako napf. zmnoZeni
2p (11 pacienttl) a 8q (4 pacienti), deleci 14q (3 pacien-
ti), abnormality chromosomu 18 (9 pacientti) a dalsi. Pfi-
pady s deleci v oblasti 6q byly dile vysetfeny s pouZi-
tim arrayCGH Ccipu specifického pro chromosom 6. Ur-
¢ili jsme nejmensi spolec¢nou deletovanou oblast v pru-
hu 6q21 o velikosti 1,4 Mb. Podle literatury je delece 6q
u pacientl s B-CLL spojena s nepfiznivou prognézou,
predpoklddame proto, Ze v této oblasti lezZi neznamy tu-
mor-supresorovy gen, ktery by mohl byt zapojen v pa-
togenezi B-CLL. V na$i prici budeme prezentovat vy-
sledky klasického cytogenetického vySetieni, metody
FISH a arrayCGH u 50 pacientti s B-CLL a hodnotit kli-
nicky vyznam nalezenych zmén. Tato prace je podporo-
véna granty NR 9484 and MSM 6198959205.

P22/ 1562.

Nové metody standardizace a optimalizace sbéru
perifernich kmenovych bunék

Fatorova Ilona, Blaha Milan, Vokurkova Doris, Vroblo-
vda Vladimira, Maly Jaroslav (II. interni klinika - OKH FN
a LF UK, Hradec Krdlové; UKIA, Hradec Krdlové; I. in-
terni klinika — OKH, Hradec Krdlové)

Uvod: Kvalita §tépu perifernich kmenovych bunék
(PBSC) pro néslednou transplantaci zdvisi na vytézku
CD34+ bunék v tomto Stépu. Pocet CD34+ bunék se ob-
vykle stanovuje pritokovou cytometrii podle tzv.
ISHAGE protokolu a cut off hodnota pro zahdjeni se-
parace je 20 CD34+ bunék/KI. Tato metoda je vSak Ca-
sové i finan¢né ndrocnd. Cil price: Zjistit, zda lze tuto
metodu nahradit dal§imi perspektivnimi metodami. a)
Porovndvali jsme ji s metodou stanoveni hematopoetic-
kych progenitorovych buné€k (HPC) na analyzatoru Sys-
mex XE-2100, kterd je rychld a levna. Stanovili jsme
i specifitu a senzitivitu pro rizné cut off hodnoty HPC
a zjistovali jsme optimalni pocet pro zahdjeni separace
PBSC. b) Dile jsme metodu stanoveni CD34+ porov-
ndvali se stanovenim enzymu aldehyddehydrogenazy
(ALDH) a CD133+ bunék na pritokovém cytometru.
Metodika: V obdobi 8/2007 az 12/2008 jsme vysetfili
54 osob (M 30, 7 24; vék: 20 — 67 let, medidn 56 let)
a provedli 159 leukaferéz (r=3/osobu). Jednalo se o sou-
bor pacientd s mnohocetnym myelomem, leukemiemi
a lymfomy. VySetfeni jsme provedli vzdy z periferni kr-
ve (PB) pred separaci a z bunééného koncentratu (CC)
po separaci. Vysledky: Korelace CD34+ vs. HPC
(R=0,592) a CD34+ vs. ALDH (R=0,574) v PB byla
dobrd, korelace CD34+ vs. CDI133+ (R=0,971)
a CD34+ vs. CD34+/CD133+ (R=0,915) v PB byla vel-
mi dobrd. Korelace v CC byla velmi dobrd v pfipadech
CD34+ vs. ALDH (R=0,865), CD34+ vs. CD133+
(R=0,971) a CD34+ vs. CD34+/CD133+ (R=0,972), ko-
relace CD34+ vs. HPC (R=0,244) byla slaba. Zjistili
jsme, Ze senzitivita se vzristajicim po¢tem HPC ve
vzorku klesd a specificita stoupd. Zavéry: VSechny vy-
Se uvedené metody pii vySetieni PB pred separaci vel-
mi dobte koreluji se stanovenim CD34+ bunék. Meto-
dy ALDH a CD133+ jsou s CD34+ metodou srovna-
telné i z hlediska ekonomického a asového. Pro nés je
nejprinosnéjsi stanoveni HPC (vysledek je rychle k dis-
pozici) a je i finanéné nendroc¢né. Jako optimdlni cut off
hodnota pro zahdjeni separace PBSC se jevi pocet 30
HPC/KI (senzitivita 78,1%, specifita 64,2%) a vySsi.
Hodnota 10 HPC/KI (senzitivita 91,8%) a nizsi je li-
mitem, kdy nenf nutné vySetrovat CD34+ bunky a ne-
ni vhodné ani zahajovat separaci (ndslednd mala vytéz-
nost). Pfi hodnotdich HPC mezi 10 — 30/KI doporucu-
jeme soucasné vySetrovat i CD34+ buniky. Metoda HPC
neni vhodna pro stanoveni po¢tu PBSC z CC (slabé ko-
relace). Ostatni metody lze pro stanoveni PBSC z CC
vyuzit. Prace byla podporena z Vyzkumného zaméru
MZO 00179906/9802
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P23/ 1496.

Zastoupeni subpopulace BB9+ v populaci CD34+
bunék u pacientii stimulovanych filgrastimem

ke shéru perifernich kmenovych bunék

Novak Martin, Juranova J., Prochdzka V., Pikalova Z.,
Indrédk K. (HOK FN, Olomouc)

Autologni transplantace hematopoetickych krevnich
bunék umoznuje podani vysoce davkované chemotera-
pie s ndslednou restituci krvetvorby. Hematopoetické
krevni bunky schopné obnovy krvetvorby jsou v rutinni
praxi identifikovdny pomoci markeru CD34. Dle recent-
nich praci je vSak schopnost diferenciace do vSech krev-
nich fad a tedy oznaceni periferni hematopoetické krev-
ni buniky sensu stricto vyhrazena pouze minoritni subpo-
pulaci téchto bunék, které mimo pozitivitu CD34+ expri-
muji i marker BB9. Cilem nasi prace bylo metodou vice-
barevné pritokové cytometrie urcit procentualni zastou-
peni CD34+/ BB9+ populace u nemocnych v piipravé
k autologni transplantaci perifernich hematopoetickych
krevnich bunék. Bylo provedeno celkem 35 vysetreni u 17
nemocnych ( 6x mnohotny myelom, 5x diftizni velkobu-
nécény lymfom, 2x anaplasticky velkobuné¢ny lymfom,
2x Hogdkindv lymfom, 1x Sézaryho syndrom, 1x perifer-
ni T-Nehodgkintiv lymfom) Vzorky periferni krve byly
vySetfeny metodou lyse-wash na pritokovém cytometru
BD FACSCalibur za pouZiti protilatek anti-CD45 PerCP,
anti CD34 APC a anti BBY PE. Jako gate byla zvolena
populace CD34+ a bylo napocitdno vZdy minimalné 1000
CD34+ bunék. Analyza byla provedena v programu Cell
Quest Pro. Medidn procentuélniho zastoupeni perifernich
hematopoetickych krevnich bunék sensu stricto, tedy
CD34+ / BB9+, byl 39.,44%. Zbyvajicich 60,56% bunék
neslo imunofenotyp CD34+ / BB9-. Je tedy zfejmé, Ze
CD34+ / BB9+ tvoii pouze subpopulaci vSech CD34+ bu-
nék, vyplavenych po primingu do periferniho obéhu ne-
mocnych. Lze ocekdvat, a préce je takto i ddle planova-
na, Ze zastoupeni BB9+ subpopulace bude rozdilné u jed-
notlivych diagnéz a pravdépodobné i u riznych metod
primingu. Dedikace: Vyzkum byl podporen grantem Mi-
nisterstva Skolstvi, mlddeze a télovychovy MSM
6198959205.

P24 /1587.

Kol’ko buniek potrebujeme na dspesni regeneraciu
krvotvorby po autolégnej transplantacii?

Hrubisko Mikulas, Pribulova Hana, Janosova Ol'ga, Zwi-
ewka Michal, Hapalova Jolana, Bojtarova Eva, Mistrik
Martin (Klinika hematologie a transfiiziologie FNsP Bra-
tislava, Nemocnica sv. Cyrila a Metoda PetrZalka, Brati-
slava)

Dostato¢ny pocet krvotvornych buniek (KB) v Stepe
je zdkladnym predpokladom uspeSnej transplantdcie. Na
rychlu orientdciu sliZi vySetrenie CD34 pozitivnych
(CD34+) buniek, avSak lepSiu informdciu o kvalite KB
podd az vySetrenie koloniformnych jednotiek (CFU). Li-

terarne tdaje o tychto parametroch sa liSia. Nasim ciefom
bolo vyhodnotit’ skisenosti s odbermi a kontrolou kvali-
ty KB z hl'adiska vzdjomnej stvislosti oboch parametrov
a ich dostato¢nosti na obnovu krvotvorby po autolégne;j
transplantdcii KB. Metodiky: Cytofluorometricky sme vy-
Setrili 210 transplantdtov periférnych KB od 121 pacien-
tov s hematologickymi malignitami na obsah CD34+ bu-
niek. Metddou kultivécie in vitro sme vySetrili aj obsah
CFU. Regenericiu krvotvorby sme stanovili na zdklade
dna dosiahnutia hodnét leukocytov (Le) >1,0 G/I a trom-
bocytov >20 G/1. Vysledky: Podl'a obsahu CD34+ buni-
ek bolo 51 Stepov nedostato¢nych (hodnoty CD34+ buni-
ek >1,0x1076/kg podra literatiry) a 47 hrani¢nych (hod-
noty >1,0 a >2,0x1076/kg). V takychto pripadoch sme
Standardne indikovali aj druhy (v troch pripadoch i treti)
zber PKB. Nedostato¢né hodnoty CFU (>20x10/4/kg —
hodnota urcena podl'a nasich vlastnych skisenosti s re-
generdciou krvotvorby po transplantdcii) sme zazname-
nali len v 22 pripadoch z 51 nedostato¢nych na zdklade
poctu CD34+ buniek. V odberoch hrani¢nych na zdklade
CD34+ buniek bolo len 9 nedostato¢nych aj podl'a vyset-
renia CFU, zatial' o vicsina (38) zo 47 hrani¢nych Ste-
pov bola podl'a hodnét CFU dostato¢na. Zo 112 odberov
PKB s obsahom CD34+ buniek >2,0x1076/kg len v 2 pri-
padoch nebol odber na zdklade poctu CFU dostato¢ny,
v ostatnych 110 Stepoch bol obsah CFU dostato¢ny do-
konca na 2-50 (!) transplantdcii. Transplantovali sme len
pacientov so ziskom CFU >20x10/4/kg a u vSetkych do-
Slo k regenerdcii Le do 19 dni. Zdver: Koreldcia vysled-
kov vySetrenia CD34+ buniek a CFU je dobrd (korelac-
ny koeficient R = 0,654), nie je v§ak dokonald. Normy
CD34+ buniek st v niektorych pripadoch nepresné a na
zaklade tohto vySetrenia by mohlo dojst’ k zbyto¢nému
vyradeniu transplantdtu, ktory je inak na zdklade hodnot
CFU dostato¢ny. Na druhej strane, v oboch pripadoch,
ked vySetrenie CD34+ bb. poukazovalo na dostato¢ny
Step, avSak hodnoty CFU boli nedostato¢né, iSlo o cho-
rych, ktorf neboli v remisii a pozitivita znaku CD34 mo-
hla urovat’ aj blastickd populédciu. Nase vysledky pou-
kazuji na to, Ze vySetrenie CD34+ buniek a CFU nie st
len dva pohl'ady na to isté, ale kazdé vySetrenie zachyta-
va mierne odliSnd populédciu buniek.

P25/ 1438.

Klinické a histologické charakteristiky reakce Stépu
proti hostiteli v oblasti dutiny tstni po alogenni
transplantaci krvetvornych bunék po pripravé

s fludarabinem a melphalanem (FLU/MEL)

Vokurka Samuel, Boudova Ludmila, Svoboda Tomas, Ka-
ras Michal, Koza Vladimir (Hematologicko-Onkologic-
ké odd., FN, Plzeri; Sikliiv patologicko-anatomicky istav,
FN, Plzeit)

Uvod: Chronickd reakce §tépu proti hostiteli (GVHD)
je vyznamnou komplikaci alogennich transplantaci krve-
tvornych bunék (SCT). Sliznice dutiny dstni (DU) mize
byt postizena jak pfi GVHD akutni, tak pfedevsim chro-
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nické u 54-80% pacientt. Histopatologické literatury
0 GVHD DU je milo. Nejsou zkugenosti s GVHD DU po
SCT s predtransplantacni ptipravou fludarabin/melfalan
140mg/m? (FLU/MEL).Cil: Charakterizovat klinicko-pa-
tologické rysy GVHD DU po SCT s piipravou
FLU/MEL. Metodika: Prospektivni sledovéni 71 pacien-
ti po SCT FLU/MEL. Diagnostika a tize GVHD dle Na-
tional Institutes of Health (NIH). Histologicka verifikace
vzorkii bukalni sliznice pfi klinicky zfejmé GVHD DU.
Vysledky: Akutni GVHD DU rozvinuta u 6/71 (8%), resp.
6/29 (21%) pacienti s akutni GVHD. Nebyl rozdil s pa-
cienty po Bu/CY2 (8% vs. 4%, p=0,67). Rozvoj postiZe-
ni od dne +85 (40-140), trvani 24 (7-54) dni, dstup v den
+113 (93-150) pii systémové 1écbe. Obtize: suchost 67%,
bolest 33%. Klinika: lichenoidni 83%, erytém 33%, de-
fekt-pseudomembrédna 17%. Oblast postiZeni: bukaln{
100%, jazyk 33%. Chronicki GVHD DU rozvinuta
u21/71 (29%), respektive u 21/29 (72%) pacientt s chro-
nickou GVHD. U 17% v rdmci chronické GVHD pouze
izolované postizeni DU. Nebyl rozdil s pacienty po
Bu/CY2 (29% vs.20%, p=0.46). Rozvoj postizeni DU od
dne +230 (107-540), trvani 135 (11-665) dni, dstup v den
+362 (178-835) pfi lokalni nebo systémové 1écbé. Obti-
7e: suchost 71%, bolest 52%, dyskomfort 29%. Klinika:
lichenoidni 100%, erytém 38%, defekt-pseudomembra-
na 48%. Max st. postiZeni dle NIH: st.1- 80%, st.2- 10%,
st.3- 10%. Oblast postiZeni: bukalni 100%, jazyk 43%, rty
33%, vse 19%. Pti souhlasu u 14 pacientti odebrano 12
validnich vzorka sliznice - 4x klinicky akutni a 8x chro-
nickd GVHD. Nebyly histologické vlastnosti rozliSujici
nesporné akutni GVHD od chronické. Zavér a diskuze:
Byly charakterizovany rysy chronické a predevsim akut-
ni GVHD DU, kdyZ o tomto nenf dostatek literatury. Kli-
nické a histologické charakteristiky chronické i akutni
GVHD DU se prolinaji. Odliseni forem vyZzaduje hodno-
tit klinicko-patologicky obraz u pacienta jako celku. Téz-
ké ordlni GVHD jsou po FLU/MEL malo ¢asté, ale s ohle-
dem na délku pretrvavani (medidn prakticky 3-4 mésice)
i niz§ich stupritl postizeni se jedna o klinicky vyznamny
problém.

P26 / 1558.

WAA apheresis register — last results

in the Czech Republic

Bléha Milan, Ptdk Jan (II. interni klinika, OKH, LF UK
Hradec Krdlové; Transfiizni oddéleni nemocnice, Frydek-
Mistek)

Background: Therapeutic aphereses are important con-
tribution of transfusion medicine to the therapy of some
serious diseases. They are performed in 7 centres in Czech
Republic. Two of them have been registered their proce-
dures in WAA register. One centre (I) is located in Mora-
via (Ostrava/Frydek) and the other (II) in Bohemia (Hra-
dec Krilové). We give a report on this activities. Methods:
WAA is a webb-based registry. So far 205 patients (672
procedures) have been included. A median of 3.3 treat-

ments have been performed (1-26). Main indications: ha-
ematological and lipid apheresis, stem cell collection (au-
tologous, less from donors) and neurological. Both cent-
res are including their procedures regularly. Results: The
reason of apheresis was therapeutic in 83% and retrieval
of blood components in 17%. Blood access: mainly pe-
ripheral vessels (90%), central catheter through subclavia
route or femoralis vein (9%) and AV fistula (in 1% on-
ly). Anticoagulant was ACD-A mainly. Replacement flu-
id was mainly by albumin. Advers events were registe-
red in centre I in 3, 1%, in centre Il in 5, 6% of procedu-
res. They were clinically not relevant and no death occur-
red due to treatment. The connection with the leading cent-
re in Sweden was without problems. The administrator was
able to collect data to the end of each year or for the sepa-
rate centres upon request. The actual version of WAA re-
gister is ,,user friendly*, data submission are accompanied
by a clear help. To enter data of one performed procedure
usually lasts about 2-3 minutes. We can summarize that the-
re were no significant differences between the centre I and
II. Conclusion: Analyses of data in WAA register enables
improvement of quality of apheresis. To learn more about
various indications for apheresis as well as learn about the
risks and to reduce adverse events, the use of WAA regis-
ter is helpful as a quality assurance measure. Supported by
the grant of IGA MH CZ NS/9743-4.

P27 / 1555.

Hemorheopheresis in the treatment

of microcirculatory disorders

Bldha Milan, Rencova Eva (Il "dDepartment of Internal
Medicine , Division of Clinical Hematology, LF UK Hra-
dec Krdlové; Department of Ophtalmology LF UK, Hra-
dec Krdlové)

Background:The single rheopheresis treatment simul-
taneously eliminates an exactly defined spectrum of
high-molecular weight rheologically relevant plasma
proteins (i.e. o.2-macroglobulin, fibrinogen, LDL-cho-
lesterol, lipoprotein(a), von Willebrand factor (vWF),
immunoglobulin M (IgM), fibronectin, and putatively
multimeric vitronectin). This results in the immediate
pulsed reduction of plasma viscosity as well whole blo-
od viscosity, which with a series of treatments can le-
ad to sustained microcirculatory recovery, and change
significantly the natural course of a chronic disease.
Methods and patients:In the prospective trial presented
here, 41 patients were treated - severe familiar hyper-
cholesterolemia (FH): 5 pts; non-healing lesions caused
by severe ischemic diabetic foot syndrome (IDFS): 6
pts; age related macular degeneration (AMD): 20 pts;
acute sensorineural hearing loss (ASHL): 5 pts; thyre-
oid orbital endocrinopathy (TAO): 5 pts. Our own mo-
dification of rheopheresis was used: Plasma, free from
cellular elements is obtained by blood cell separator
(Cobe-Spectra, Denver, USA) in high-speed centrifuga-

70

Transfuze Hematol. dnes, 15, 2009



XXIII. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni tcasti, Olomouc, 24. - 26. 6. 2009 — abstrakta

tion. Then it is run through the ,,second stage* — a rhe-
ofilter (Evaflux 4A, Kuraray) with ethylene-vinyl-alco-
hol hollow fibres with holes of 0,03 micrometer. Plas-
ma flow is continuous, anticoagulation done with hepa-
rin. Basic amount of processed plasma (calculated by
Cobe computer) is 1,5 of body volume. The size of ho-
les in the filter enables to retain the above mentioned
high-molecular elements. Haematological, biochemical
and haemorheological parameters were measured befo-
re and after procedures and after the finishing of thera-
peutic series (AMD 8 procedures, IDFS 10, ASHL 3,
TAO 10). Results:Rheological procedures resulted in
significant decreases of pathologically effective sub-
stances: alfa2-macroglobulin 57,6%, fibrinogen 68,6 %,
IgM 61,5 %, LDL-cholesterol 75,0 %, apolipoprotein B
76,0 %, lipoprotein(a) 63,2 %. It resulted in blood/plas-
ma viscosity decrease (14,13/12,5 %). Diabetic foot ul-
cers were healed in 4 of 6 pts. No progression from dry
to wet form of AMD has been observed during 2 ye-
ars. Side effects: 6,3 %. Conclusions:Hemorheophere-
sis appears to be a method suitable adjunct therapy for
diseases involving severe disturbance of microcircula-
tion, especially when previous therapeutic options we-
re not sufficiently effective or invasive procedures can-
not be applied. Supported by the research task of IGA
MH CZ MZO 00179906.

P28 / 1420.

Je lé¢ebna vyménna plazmaferéza prijatelnou
alternativou v hemorheoterapii?

Ptak Jan, Kretkova Renata, Sitek Petr (Hematologicko-
transfuzni odd. Nemocnice, Frydek Mistek, Interni oddé-
lent, Frydek Mistek; Chirurgicko-traumatologické odde-
lent, Frydek Mistek)

Hemorheoterapie jako lé¢ebna metoda je popisovana
fadou autorl pfi 1é¢bé poruchy periferniho prokrveni
(Borberg 2001, Koll 2002, Klingel 2003, 2005, Bldha
2008) predevsim u nahlé ztraty sluchu, diabetické nohy
a degenerativni makulopatie. Princip 1écby spociva ve
sniZeni viskozity plazmy (krve) opakovanou redukci hla-
din plazmatickych sloZzek s velkou molekulou (fibrino-
gen, [gM, alfa-2-makroglobulin, cholesterol, Lp(a), vW
faktor, fibronectin a vitronectin) a tim zlepSeni prokrve-
ni v mikrocirkulaci a podpofe regeneracnich procest
v periferii. Pfi této 16¢bé& je mozno vyuZit bud selektivni
eliminaci fibrinogenu s pouZzitim imunoadsorp¢ni tech-
niky nebo eliminace vice plazmatickych sloZek s velkou
molekulou s pouzitim specidlniho filtru. Tyto metody
jsou ekonomicky velmi naro¢né, vyzaduji specielni pri-
strojové vybavenli, filtry a adsorp¢ni kolony jsou pouze
na jedno pouZiti a metoda nenf hrazena ze vSeobecného
zdravotniho pojiSténi. Vyhodou je absence ndhradniho
roztoku. Obdobného tc¢inku Ize dosdahnout i opakovanou
klasickou vyménnou plazmaferézou, jejiz provedeni vSak
vyzaduje pouZziti ndhradniho roztoku. Prezentace popisu-
je hemafereticky zpasob 1é¢by vyménnou plazmaferézou

3 muzi s diabetes mellitus 2. typu léCeny insulinem
s dlouhodobé (24-26 mésict) se nehojicimi koZnimi de-
fekty na nohach v rdmci tézkého neuropatického syndro-
mu diabetické nohy pri dosavadni netispésné chirurgic-
ké 1écbé. Pacienti byli zafazeni do hemorheoterapeutic-
kého programu na zdkladé doporuceni diabetologa a chi-
rurga podiatrické ambulance. Podminkou zahdjen{ 1é¢-
by byl odpovidajici periferni Ziln{ pfistup, normdlni hod-
noty krevniho obrazu, normélni hodnoty hladin plazma-
tickych imunoglobulinG a CRP. Lé¢ba spocivala v pro-
vedeni{ série 10 vyménnych plazmaferéz s vyménou 1
plazmatického objemu, provadénych v prodluzujicich se
intervalech béhem 8-9 tydnl. Vykony byly provadény
ambulantné z perifernich Zilnich pfistupl na separatoru
COBE-Spectra. Pro substituci byl pouzit 5% albumin
(2/3) a fyziologicky roztok (1/3), jako antikoagulans byl
standardné pouzit roztok ACD-A. U vSech pacientl se
podafilo docilit zhojeni defektti kiize a podkozi. Nebyly
zaznamenany zZadné komplikace této 1écebné metody. Ja-

//////

moglobinu vlivem opakovanych ztrdt krve v separacnim
setu a pokles hladiny imunoglobulinu IgG jako nezbyt-
ny privodni jev pii pouZiti této neselektivni eliminacni
metody.

P29 / 1386.

Dlouhodobé sledovani darcti po mobilizaci perifernich
kmenovych bunék-zkusenosti Aferetického oddéleni
UHKT

Bhuiyan Ludvikova Zderika, GasSova Z., Bohmova M.
(UHKT Praha Aferetické oddéleni, Praha)

Periferni kmenové buiiky se pouzivaji k alogennim
transplantacim jiz fadu let.Ziskdvaji se od pribuznych
i nepfibuznych darct po stimulaci ristovym faktorem
G-CSF, jehoz dlouhodobé icinky zatim nejsou zndmy.
Na nasem pracovisti se periferni kmenové odebiraji vi-
ce nez 10 let.V na$i praci jsme se zamérili na dlouho-
dobé sledovéani darcti kmenovych bunék po stimulaci
G-CSF. Hodnotili jsme jejich zdravotni stav, laborator-
ni parametry pred stimulaci a dlouhodobé po stimula-
ci. VSichni dérci byli pfed stimulaci interné vySetieni
a byli jim provedeny laboratorni odbéry (KO, minera-
logram, jaterni testy, zdkladni koagulace, mo¢ a sedi-
ment, RTG S+P,markery doporucenych infekei ). Na za-
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kladé vysledkd byli darci indikovani k stimulaci G-CSF
s ndslednou separaci PBPC. K mobilizaci byl pouZivan
Filgrastim s.c.v jedné vecerni ddvce 8,5-17,7 ug/kg den-
né (medidn 11,2 ug/kg ).VéEtsina darcti podstoupila sti-
mulaci bez vyraznéjnéjsich potizi, 43 darcti (28 %) po-
pisovalo nezddouci ucinky G-CSF ve formé& flu-like
syndromu. Separace byly zahajovdny 5.den poddvani
ristového faktoru. Ve vétsiné pripadt jsme pouZili pe-
riferni Ziln{ pfistup. Pouze u 13% darct byl pouzit Zil-
ni pfistup centrdlni.Ve vSech piipadech bylo dosaZzeno
pozadované transplantaéni ddvky s nutnosti rizného po-
¢tu leukaferéz. Jednu separaci podstoupilo 42 % dar-
cl, 2 separace 49 % a 3 separace 9 % darct. Po ukon-
Cenf sbérti byli darci pozvani ke kontrole za tyden (pou-
ze KO), poté za 4,8,12 mésict a dile jedenkrat za rok
po dobu 10-ti let. ( KO, FW, biochemie, jaterni testy,
ELFO, moc¢ ). Ke kontrole se dostavilo 78 % vSech dar-
cli. Mobilizace zdravych darct perifernich kmenovych
bunék byla provedena bezpecné bez vyraznéjsich neza-
doucich dc¢inki stimulace. Pfi dlouhodobém sledovéani
dédrct jsme nepozorovali zavaznéjsi patologické néle-
zy v souvislosti se stimulac{ ristovym faktorem G-CSF.

P30/ 1503.

Prevalence HLA protilatek u darkyn krve

s graviditou v anamnéze

Bolckova Hana Tereza, Matéjkova Eva, GaSovd Zdenka,
Zlabové J ana, Vlachova Alena (UHKT, Praha, TO FNKYV,
Praha)

Mezi dérci krve se vyskytuji také Zeny s jednou ne-
bo vice graviditami v anamnéze. V prubéhu téhoten-
stvi muze dojit, zejména u multipar, k aloimunizaci pa-
terndlnimi antigeny plodu, vzniklé protilatky pak mo-
hou byt pri¢inou potransfuznich reakci. Mezi nejzavaz-
néjsi potransfuzni reakce zpisobené pasivnim pieno-
sem protilatky v transfuznim piipravku patii TRALI
(Transfusion Related Acute Lung Injury). Tato vzacnd
reakce byvd velmi t€7kd a muiize byt i fatdlni. Za hlav-
ni pri¢inu TRALI jsou povazovany antileukocytarni
protildtky, jak specifické granulocytédrni, tak i HLA pro-
tilatky I. a/nebo II. tfidy. VysSetfovani HLA protilatek
u darct s imunizaénim podnétem v anamnéze by moh-
lo byt jednou z cest, jak riziko TRALI sniZit. V obdo-
bi od srpna do prosince 2008 jsme provadéli vySetfova-
ni HLA protildtek u darkyn UHKT a TO FNKYV, které
mély v anamnéze alespon jednu graviditu. Pro detekci
HLA protildtek jsme pouZili LCT test a ELISA kity fir-
my GTI: QuikScreen [GTI] pro detekci HLA protila-
tek I. tfidy a B-Screen [GTI] pro detekci HLA protila-
tek II tfidy. Celkem jsme takto vySetfili 105 darkyn.
Prevalence HLA protildtek v této skupiné byla 15,24%
(16/105 ptipadir) detekovanych pomoci ELISA kitd ver-
sus 4,76% (5/105 pripadti) detekovanych pomoci LCT
testu. Z 16ti ELISA pozitivnich vzorkt bylo 9 (56.25%)
anti-HLA protilatek I. tfidy, 2 (12.5%) byly II. tfidy
a v 5ti pripadech (31.25%) byla detekovdna smés HLA

protildtek I. i II. tfidy. Mezi 16ti pozitivhimi Zenami 4
mély v anamnéze jednu graviditu, 12 jich bylo gravid-
nich vicekrat (2-7x). Darkyné s pozitivnimi HLA pro-
tilaitkami byly docasné vylou€eny z dércovstvi, hladi-
na jejich HLA protilatek bude dale sledovédna. Tato pra-
ce vznikla za podpory grantu CEZ 237360001 UHKT

P31/ 1414.

Incidence erytrocytarni aloimunizace u téhotnych Zen
Lubusky Marek, Holuskové Iva, Prochdzka Martin, Vo-
mackova Katefina (Porodnicko-gynekologickd klinika FN
a LF UP, Olomouc; Transfiizni oddéleni FN, Olomouc;
1. chirurgickd klinika LF UP a FN, Olomouc)

Cil studie: Zjistit u téhotnych Zen incidenci klinicky
vyznamnych antierytrocytarnich aloprotildtek, které
mohou zpisobit zdvazné hemolytické onemocnéni plo-
du a novorozence. Metodika: Na Transfuznim oddéle-
ni FN Olomouc bylo letech 2000-2008 vysetfeno cel-
kem 33818 téhotnych Zen. U vSech byl na zacatku té-
hotenstvi proveden screening nepravidelnych antieryt-
rocytdrnich protildtek + event. identifikace aloprotilat-
ky. Vysledky: Klinicky vyznamné antierytrocytdrni
aloprotilatky byly diagnostikovany ve 482 pripadech.
Nejcastejsi pricinou matefské aloimunizace byl antigen
E s incidenci 5,1%0 (172/33818), déle antigeny D 3,8%o
(127/33818), M 1,4%0 (46/33818), C 1,3%0 (44/33818),
K 1,2%0 (41/33818), ¢ 0,6%0 (20/33818), S 0,4%o
(15/33818), Jka 0,2%0 (7/33818), PP1pk (Tja) 0,1%0
(3/33818) a antigen Fya 0,1%0 (2/33818). Zavér: 1 pti
provadéni profylaxe D aloimunizace poddvanim anti-D
imunoglobulinu D-negativnim Zendm v t€hotenstvi a po
porodu D pozitivniho ditéte predstavuje D antigen sta-
ky. Zbyvajici klinicky vyznamné aloimunizace jsou
zpusobeny non D antigeny systému Rh, antigeny systé-
mu Kell a vzdcné se vyskytujicimi antigeny v krevnich
systémech MNS a Kidd. V olomouckém regionu v po-
slednich ctyfech letech byla incidence Rh (D) aloimu-
nizace u téhotnych Zen 5. Pfedpoklddame-li v Ceské
republice podobné vysledky tak se jedna ptfi 100.000
porodech asi o 500 Rh (D) aloimunizovanych téhotnych
Zen ro¢né. Pokud dvé tretiny z nich budou mit D-pozi-
tivni plod tak miZeme predpokladat asi 333 ohroZenych
plodii roéné. VSem pripadim Rh (D) aloimunizace vSak
Ize teoreticky zabranit profylaktickym poddnim anti-D
gamaglobulinu v potiebné davce pfi kazdé potencidlné
senzibilizujici udalosti. V olomouckém regionu v po-
slednich deseti letech byla incidence Kell (K) aloimu-
nizace u té¢hotnych Zen 1,28. Pfedpokladame-li v Ces-
ké republice podobné vysledky tak se jednd pri 100.000
porodech asi o 120 Kell (K) aloimunizovanych téhot-
nych Zen ro¢né. Pfi 5% pravdépodobnosti, Ze budou mit
K-pozitivni plod tak miZeme predpokladat asi 6 ohro-
Zenych plodi ro¢né. V Ceské republice neni Zenam pred
ukoncenim reprodukéniho obdobf pfi transfuzi podava-
na vzdy Kell (K) kompatibilni nebo Kell (K) negativni
krev.
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P32/ 1536.

Oportunni neuroinfekce Toxoplasma gondii,
komplikace imunosupresivni 1écby pacienta

s idiopatickou trombocytopenickou purpurou
Urbanova Renata, Hlusi Antonin, Raida Ludék, Pecticho-
va Marie, Papajik Tomas, Indrédk Karel (HOK FN, Olo-
mouc)

PrestoZe se v kazdodenni praxi u hematologickych pa-
cientll setkdvame s infekénimi komplikacemi, zejména
u nékterych oportunnich infekei ztistdva spravnd diagnos-
tika a v€asnd terapie obtiznd. Popisujeme kazuistiku 43le-
tého muZe rok 1é¢eného pro idiopatickou trombocytopenic-
kou purpuru (ITP) kombinaci kortikoterapie a cyclospori-
nu A. Na HOK FN Olomouc byl pfijat pro tfi dny trvajici
subfebrilie, bolesti hlavy, poruchu vidéni, amentni stav
a dezorientaci. Magnetickd rezonance (MR) mozku pro-
kazuje rozsdhlou arachnoidedlni cystu vpravo bez zndmek
expanze, kterd se vSak od pocatku nejevila byt pricinou pa-
cientovych obtiZi. V diferencidlni diagnostice neurotrop-
nich infekci bylo od poc¢atku pomysleno na toxoplazmo-
vou infekei, proto byla bezprostfedné po prijeti nasazena
cilend kombinovand terapie antibiotiky zahrnujici cotrimo-
xazol a dalacin. Ctvrty den od zahdjeni terapie doglo ke
zmirnéni bolesti hlavy, zlepSena orientace pacienta. VySet-
fen{ likvoru zahrnujici biochemické vysetreni, kultivaci,
imunofenotypizaci, PCR diagnostiku neutrotropnich infek-
ci véetné Toxoplasma gondii, stejné jako serologickd vy-
Setfeni negativni. Proto byla ukoncena terapie dalacinem,
ndsledné recidiva potiZi pacienta, nauzea, kontinudlni bo-
lesti hlavy. Na MR mozku byl nové popsan nélez vicecet-
nych drobnych loZisek supratentoridlné postkontrastné se
syticich prstencitym lemem (ring enhancing), rentgenolo-
gem vysloveno podezieni na parazitarni postiZzeni mozku,
zahajujeme proto kombinovanou terapii dalacin, cotrimo-
xazol a pyrimethamin, sou€asné byl pacient 1é¢en terape-
utickou ddvkou antimykotik. Stereotakticka biopsie loZis-
ka mozku diagnosticky nepfinosnd, histologicky prokaza-
na pouze gliéza. Postupné na kombinované antibiotické
1é¢bé dochdzi ke stabilizaci klinického stavu pacienta, re-
gresi ndlezu na MR mozku. Spolehlivé definitivni potvrze-
ni reaktivace Toxoplazma gondii je obtiZné, senzitivita PCR
diagnostiky je <50% . U imunokompromitovanych pacien-
ti miZe mit infekce Toxoplasma gondii fatdln{ pribéh, se
zahdjenim 1é¢by nelze tedy védhat. PouZiva se proto v pra-
Xi u téchto pacientl s klinickym podezfenim na toxoplaz-
movanou infekci empirickd terapie metodou terapeutické-
ho pokusu. V pripadé spravné indikované Iécby je popiso-
van promtni efekt terapie, coZ dokumentuje také naSe po-
zorovani.

P33 /1437.

Bezpecnost intratékalnich aplikaci depotniho
cytosin-arabinosidu DepoCyte

Vokurka Samuel, Svoboda Tomas, Hrabétova Marcela, Mo-
hammadova Leka, Karas Michal, Koza Vladimir (Hema-
tologicko-Onkologické odd. FN, Plzeri)

Uvod: profylaktické intratékalni (i.t.) aplikace cytosin-
arabinosidu (Ara-C) a metotrexdtu jsou konvenéni a du-
lezitou soucasti 1é¢by pacientl s akutni lymfoblastickou
leukémii (ALL) a vysoce agresivnimi lymfomy. K zajis-
téni adekvatni koncentrace cytostatik a s ohledem na krét-
ky polocas jejich rozpadu jsou i.t. aplikace doporucové-
ny v intervalu az 2-3x tydné. Depocyte - depotni liposo-
madlni forma Ara-C - mtiZe byt s ohledem na prodlouZe-
ny polocas rozpadu aplikovdn v intervalu minimélné 2
tydny a jeho efekt byl jiZ opakované prokézan. Cil: zhod-
notit bezpeénost aplikaci Depocyte u pacientil indikova-
nych k profylaktické nebo lécebné i.t. aplikaci Ara-C. Me-
todika: prospektivni nesponzorované sledovani. Depocy-
te 50mg injekce byl aplikovan za aseptickych kautel i.t.
v intervalu 14 dni. Pacienti soucasné 1é¢eni systémovou
chemoterapii (2x s imatinibem pfi Ph+ ALL), antiemeti-
ky a zajiSténi kortikoidy. Vysledky: v 6-10/2008 byl 1ék
aplikovan celkem 9 konsekutivnim pacientim (7x B-
ALL, Ix T-ALL, Ix T-lymfoblasticky lymfom) s media-
nem véku 40 (20-60) let, 4 Zeny a 5 muzi. Celkem apli-
kovano 19 davek Depocyte s medidnem dvou davek po-
danych na pacienta (min. 1, max. 6). V rdmci profylaxe
poddno celkem 10 ddvek 6 pacienttim bez cerebrospindl-
niho (CNS) postiZeni. 3 pacienti s CNS postiZenim ma-
lignitou byli 1é¢eni celkem 9 ddvkami (min.1, max.6). Ne-
zadouci ucinky vztaZzené na aplikaci ddvky: cephalea
16%, nauzea 10%, vertigo 10%, zvraceni 5%, lumbalni
bolest 5%, meningismus 0, zmatenost nebo somnolence
0, infekce 0, jiné 0. S medidnem sledovani 7 (5-9) mési-
¢l Zije 5/6 pacientl bez piivodniho CNS postiZeni (1 zem-
fel narelaps ALL) a 1/3 s piivodné CNS postiZzenim ( dmr-
ti na relaps ALL a lymfoblastomu). Zdavér a diskuze:
s ohledem na omezeny pocet pacientli, heterogenitu sou-
boru a konkomitatn{ systémovou 1é¢bu nemizeme zod-
povédné hodnotit 1éCebny efekt Depocyte, nicméné zku-
Senosti ukazuji na jeho priznivy bezpecnostni profil a vel-
mi dobrou tolerovatelnost. Limitem S§ir§tho vyuZiti je ce-
na 1éku (38 000 K¢). Poskytovand moZnost omezeni Cet-
nosti i.t. aplikaci by byla pfinosem pro rizikové trombo-
cytopenické a neutropenické pacienty.

P34/ 139%4.

Lécba relapsu akutni promyelocytarni

leukemie — zkuSenosti jednoho centra

Szotkowski Tomdas, Hubdcek Jaromir, Faber Edgar, Ind-
rdk Karel (HOK FN, Olomouc)

Uvod Akutni promyelocytérni leukemie (APL) je v éfe
all-trans-retinové kyseliny vylécitelnd u velké vétSiny ne-
mocnych. Relapsy jsou mdlo ¢asté a doporuceni pro je-
jich 1é¢bu nejsou, vzhledem k malému poctu téchto ne-
mocnych, zatim jednotnd. Metody V na$i prici jsme re-
trospektivné zhodnotili vysledky 1é¢by relapsi APL
v souboru nemocnych 1é€enych na naSem pracovisti od
roku 1993. Vysledky Do konce tinora 2009 byla stano-
vena diagnéza APL 45 nemocnym. 40 (88,9%) dosdhlo
kompletni remise onemocnéni. U 5 nemocnych (12,5%)
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doslo k relapsu, pficemz u 3 Slo o relaps hematologicky
au 2 o relaps molekuldrni. Prvni 4 nemocni (vSichni s po-
zdnim relapsem, tj. po déle neZ rok trvajici kompletnf re-
misi) byli 1é¢eni stejnou 1éEbou, jakd byla pouZita v pri-
moterapii — tedy kombinaci ATRA a chemoterapie podle
GIMEMA/EORTC protokolu. 1 nemocn4 byla navic 1é¢-
ba doplnéna naslednou autologni transplantaci krvetvor-
nych bunék. U 1 nemocného byla 1éc¢ba vyrazné reduko-
vdna pro jeho nespoluprdci. Ostatni 3 nemocni Ziji v dlou-
hotrvajici 2. kompletn{ remisi (trvajici 15,6 a 5 let). U po-
sledni nemocné §lo o Casny relaps sekundarni APL, krat-
ce po dokonceni konsolidacni 1é¢by na udrZovaci 1é¢bé
ATRA, coz svédcilo pro pravdépodobny rozvoj rezisten-
ce k tomuto 1éku. Podle aktudlné platnych doporuceni
(rok 2008) byla indikovédna a podédna lécba oxidem arse-
nitym, kterd bez vyznamnych komplikaci a neZddoucich
uc¢inkt vedla k dosaZeni 2. molekuldrni remise. Nemoc-
nd byla ndsledné alogenné transplantovdna. Podrobné in-
formace budou prezentovany. Vypracovdno s podporou
grantu IGA MZ CR NR 9481-3 a VZ MSMT CR
6198959205.

P35/ 1377.

An ‘intention-to-treat‘ factor in 299 AML

patients — single center experience

Szotkowski Tomas, Muzik Jan, Chroust Karel, Indrak
Karel (HOK FN, Olomouc; IBA MU, Brno)

Initial intention of AML patients* treatment is not al-
ways kept during the course of therapy. There are ma-
ny factors influencing the clinicians® decision-making
about changes of intended treatment. Neither these
changes nor their effect on patients‘ survival have be-
en analyzed generally. The aim of analysis was to com-
pare the initially intended option of consolidation tre-
atment (Tx) with subsequently realized one and explo-
re the effect of this decision and its parity or disparity
with realized Tx on its outcomes. Data of 299 conse-
quently curatively treated AML patients (1996-2008;
APL were excluded) in Olomouc were analyzed; M:F
=45.5% : 54.5%; 50.5% of pts were younger (<55); cy-
togenetic risk distribution : good 10.7%, intermediate
48.5%, poor 31.4% (9.4% NA). 55.9% of pts were in-
tended to be consolidated with chemotherapy (CH),
10% of pts with autologous transplantation (autoSCT)
and 34.1% of pts with allogeneic transplantation (allo-
SCT). There was significantly higher proportion
(87.9%) of younger pts in groups intended to be trans-
planted when compared with patients intended to be
consolidated with CH (21%; p<0.001). We found signi-
ficant difference in distribution of cytogenetic risk
among groups of pts according to intention-to-treat. An
intended treatment has been kept in comparable propor-
tion of pts (48-56%) of all groups. Both the highest in-
cidence of changes in treatment course and the best sur-
vival were found in the group of pts intended to be tre-
ated with autoSCT. However, there was the highest pro-

portion of pts with good cytogenetic prognosis and
younger pts in this group, too. The treatment outcome
and survival were worse in pts intended to be treated
both with CH and alloSCT. The pts both intended to and
treated with autSCT did have comparable survival with
pts intended to be treated with autoSCT and treated with
another treatment option subsequently. The pts both in-
tended to and treated with alloSCT did have better sur-
vival when compared with pts intended to be treated
with alloSCT and consolidated with another treatment
option finally. The pts both intended to and treated with
(any) SCT did have better survival when compared with
pts intended to be transplanted and consolidated with
CH. The worst outcome we found in pts intended to be
treated with alloSCT and consolidated with CH only.
Supported by IGA MZ CR NR/9481-3 and VZ MSMT
CR 6198959205.

P36 / 1529.

Pripad raritni nadorové duplicity

- Hodgkinova lymfomu a malobunééného

plicniho karcinomu (kazuistika)

Smardova Lenka, Kral Zdenék, TomiSkova Marcela, Ba-
bickova Lenka, Vasova Ingrid, Mayer Jifi, Skfickova Ja-
na (Interni hematoonkologickd klinika a Klinika nemoci
plicnich a TBC, Fakultni nemocnice a Lékarské fakulty
Masarykovy univerzity Brno)

Uvod: Nédory plic patfi mezi nejéastéjii sekundérni
malignity u pacientti 1é¢enych pro HodgkinGv lymfom
(HL). Jejich incidence stoupd vyrazné po 15. roce od
ukoncené terapie a za hlavnf rizikové faktory je pova-
Zovana radioterapie a koufeni cigaret. Vzhledem k ob-
vykle nizkému véku pacientd v dobé diagnézy HL se
s nddorovou duplicitou prakticky nesetkdvdme. Mate-
ridl: 60lety pacient, dlouholety tézky kufak, byl od pro-
since 2007 vySetfovan na plicnim oddéleni spadové ne-
mocnice pro horecky, vyrazné poceni a vahovy ubytek
(> 10%). Pri objektivnim vysetieni byla zjisténa lymfa-
denopatie na krku a v pravém nadklicku a CT vysetfe-
nim ddle mediastindln{ a hilovd lymfadenopatie s infilt-
raci apikodorzdlnitho segmentu pravé plice. Broncho-
skopie opakované neprokazala pfitomnost nadorovych
bunék, z biopsie nadkli¢kové uzliny byla stanovena di-
agnoza klasického HL (typ smiSend bunécnost) a paci-
ent byl proto v tinoru 2008 predan k 1écbé na nase pra-
covisté. Navrhované histologické dosetien{ plicniho na-
lezu pacient vstupné odmitl. Vysledky: S prihlédnutim
k veku, klinickému stavu a obtiZné spoluprdci pacien-
ta jsme zahdjili 1é¢bu reZimem ABVD (adriamycin,
bleomycin, vinblastin, dacarbazin). Systémové prizna-
ky ustoupily, prubéh 1é¢by vSak byl komplikovéan opa-
kovanymi infekcemi dychacich cest. Pfi CT restagingu
po podani IV. cyklu chemoterapie ABVD v ervenci
2008 doslo sice k vymizeni kréni lymfadenopatie, in-
filtrat v oblasti S1-2 pravé plice a plicniho hilu vSak
zprogredoval, zuZuje hlavni bronchus a deviuje jicen.
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Pacient nynfi s invazivnim dosetfenim souhlasi, punkc-
ni biopsif plicniho infiltratu byl prokdzdn malobunécny
plicni karcinom (SCLC). Od zéif 2008 byl pacient 1é-
¢en na Klinice nemoci plicnich a TBC FNB s ohledem
na limitované stadium onemocnéni chemoterapii ve slo-
Zeni cisplatina a etoposid (celkem 4 cykly). Kontroln{
CT vySetfeni bohuZzel prokazuje dalsi progresi a pro
zhorSujici se bolesti hrudniku byla planovana zevnf ra-
dioterapie s paliativnim zdmérem. Vzhledem k dalSi-
mu zhorSen{ klinického stavu (neurologické symptoma-
tologii pfi pravdépodobném metastatickém postizeni
mozku) vSak tato lé¢ba nebyla zahdjena a pacient byl
preddn k symptomatické 16¢bé na 1Gzko paliativni péce
— 6 mésict od zahdjeni onkologické 1é¢by pro SCLC.
Zaveér: V kazuistice prezentujeme raritni piipad nado-
rové duplicity, jednd se o druhé sdéleni popsané v lite-
ratufe. Neobvyklé extranoddlni postizeni u pacientt
s lymfomem je vhodné histologicky verifikovat.

P37 /1517.

Nové kardialni biomarkery v diagnostice
kardiotoxicity hematoonkologické 1écby

— naSe zkuSenosti

Horécek Jan M., Jebavy Ladislav, Tichy Milo§, Ulrycho-
va Martina, 74k Pavel, Maly Jaroslav (FVZ UO Hradec
Krdlové, Katedra vdlecného vnitiniho lékarstvi, Hradec
Krdlové; Ustav klinické biochemie a diagnostiky, FN a LF
UK, Hradec Krdlové, I1. interni klinika — oddéleni klinic-
ké hematologie, FN a LF UK, Hradec Krdlové)

Cil: Sledovani kardiotoxicity hematoonkologické 1é¢-
by pomoci sady kardidlnich biomarkerd — myoglobin,
CK-MB mass, kardidlni troponin T a I (¢TnT, cTnl),
glykogenfosforyldza BB (GPBB) a kardidlni typ pro-
teinu vazajictho mastné kyseliny (H-FABP). Posledni 2
uvedené biomarkery nebyly v této indikaci dosud stu-
dovany. Soubor a metodika: Ve studii bylo celkem 43
pacientd s nové dg. akutn{ leukemii — 24 pacientt 1é-
¢enych konvencni chemoterapii (CHT) obsahujici ant-
racykliny (celkovd kumulativni ddvka 4632 + 1143
mg/m?) a 19 pacientd lé¢enych vysokoddvkovanou
CHT (ablativni pfipravny rezim BuCy2 nebo TBI/Cy)
s ndslednou transplantaci krvetvornych bunék (TKB).
Biochemické markery byly v 1. skupiné stanoveny pred
zahdjenim 1écby (pred CHT), po 1. cyklu CHT s antra-
cykliny (po 1. CHT), po poslednim cyklu CHT s antra-
cykliny (po posl. CHT) a s odstupem 6 mésicti po ukon-
Ceni 1é¢by (6 mésict po CHT). Ve 2. skupiné byly bio-
chemické markery stanoveny pfed zahdjenim piiprav-
niho rezimu (pred PR), po podani pfipravného rezimu
(po PR), po prevodu stépu krvetvornych bunék (po
TKB) a s odstupem 14 dni po TKB (14 dni po TKB).
Koncentrace biochemickych markeri diagnostické pro
kardiotoxicitu onkologické 1écby nebyly dosud presné
stanoveny. Ve studii byly za zvySené povaZovany kon-
centrace nad horni mez referenéniho rozmezi doporu-
¢enou vyrobcem (Roche Diagnostics pro myoglobin,

CK-MB mass, ¢TnT; Randox Laboratories pro c¢Tnl,
GPBB, H-FABP). Vysledky: Vysledky a horni meze re-
feren¢niho rozmezi pro jednotlivé biomarkery jsou pre-
hledné zobrazeny v tabulce 1 a 2. Zavér: NaSe dosavad-
ni zkuSenosti naznacuji, Ze stanoveni GPBB by mohlo
byt uZite¢né pro casnou diagnostiku kardiotoxicity kon-
venéni CHT obsahujici antracykliny i vysokoddvkova-
né CHT s ndslednou TKB. Z kardidlnich troponind se
c¢Tnl zda byt lepsi nez cTnT pro ¢asnou detekci kardi-
alntho poskozeni spojeného s léCbou antracykliny.
U asymptomatickych pacientd jsou abnormadlni kardi-
alni ndlezy, véetné elevace kardidlnich biomarkeri, po-
vaZovany za projev subklinické kardiotoxicity a vyZa-
duji dalsi sledovéni v ¢ase. DalS{ prospektivni studie na
vétsich pocétech pacientli budou nezbytné k potvrzeni
nasich predbéznych vysledkl a vymezeni role novych
cirkulujicich biomarkerd pfi hodnoceni kardiotoxicity
v hematoonkologii. Podpofeno z vyzkumného zaméru
MO 0FVZ0000503 a MZO 00179906.

Tabulka 1. Elevace b
kardialni biomarkery
myoglobin nad 76,0 pg/l
CK-MB mass nad 4,80 pa/l
cTnT nad 0,01 pafl
cTnl nad 0,40 pg/l
H-FABP nad 4 50 pofl
GPBE nad 7,30 pofl

kerl kardidlniho poskozeni v souvislosti s chemoterapii antracykliny (n=24)
pred CHT po 1. CHT po posl. CHT | 6 mésicl po CHT

1] 0 1]

0 0 1]

263 %)

3 (125 %)

0 0
283 %) 2[B83%)
0 i

olo|o|o|o|e

i
4 (167 %) 5 208 %) 5 (208 %)

Tabulka 2. Elevace biomarkerd kardilniha poskozeni v souvislosti s transplantaci kivetvornych bunék (n=19)
kardialni biomarkery pred PR po PR po TKB 14 dni po TKB
myoglobin nad 76,0 pg/l a 0

CK-MB mass nad 4,80 po/l
cTnT nad 0,01 pafl
cTnl nad 0,40 pg/l
H-FABP nad 4 50 pofl
GPBE nad 7,30 pofl

ol|o|o|o

a
1)
1]

ol|o|o|o

0
0
0

o

0 0
5 (263 %) 5 (263 %)

o

153 %)

P38 / 1519.

Pneumocystova pneuménia (PCP) na Internej
hematoonkologickej klinike FN Brno a LF MU

v rokoch 1999-2008

ToSkovéd Martina, Lengerovd Martina, Volfovd Pavlina,
Kocmanova Iva, Mayer Jifi ({HOK, Brno; Centrum mo-
lekuldrni biologie a genové terapie IHOK, FN, Brno; Od-
délent klinické mikrobiologie, FN, Brno)

Uvod: Napriek tomu, Ze horticka, dusnost’, bilateral-
ne intresticidlne infiltrdty na pl'icach su typické pre
PCP, nie st Specifické. Diagnéza PCP moze byt’ posta-
vend aZ na dokaze Pneumocystis jiroveci z bronchoal-
veoldrnej lavdze, eventudlne sptta a vinimoc¢ne z biop-
sie pl'ic. Metddy: Retrospektivna analyza vSetkych pri-
padov (PCP) na Internej hematoonkologickej klinike
(IHOK) FN Brno v rokoch 1999-2008 s cielom zistit’
vyvoj poctu pripadov, rizikové faktory, prinos jednot-
livych diagnostickych metdd na stanovenie diagndzy
a efekt pouZitej lie¢by. Vysledky: V sledovanom obdo-
bi bolo bronchoalveoldrnou lavdZou vySetrenych cel-
kom 429 pacientov, z toho pozitivnych na Pneumocys-
tis jirovecii bolo 46 (11%) pacientov (22 muzov, 24 Zi-
en) vo veku 18 — 73 rokov (medidn 57 rokov). Pocet pri-
padov sa v priebehu rokov nemeni (1-8 pripadov za
rok). 87% (40) pacientov malo hematologickd malig-
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nitu, 11% (5) systémové ochorenie spojiva a 2% (1) au-
toimunitnd hemolytickd anémiu. PCP bola u 15% dia-
gnostikovana zaroven so zakladnou diagnézou, u 41%
behom terapie zdkl. ochorenia, u 29% v dobe progre-
sie ochorenia, u 8,5% po transplantdcii kostnej drene
(auto-, alebo alo-génnej) a u 6,5% pacientov v remisii
zékl. ochorenia. 61% pacientov uzivalo v dobe diagné-
zy kortikoidy . Profylaxiu PCP uzivali len 2 pacienti,
jeden inhala¢ne Pentacarindt (pentamidin)1x mesacne,
druhy Biseptol 480mg/den (sulfametoxazol — trimetop-
rim), 95,5% bolo bez profylaxie. Auskultacny pl'icny
nalez malo len 34% pacientov, ndlez na RTG pltic v do-
be dg. malo az 93% (40/43) pacientov (dominovalo bi-
lateralne postihnutie pl'ic 90%, 36/40). HRCT pltic bo-
lo indikované u 52% a vSetci mali pozitivny nélez (pre-
vladalo postihnutie intersticia a obraz mlie¢neho ska-
lenia 71%, 17/24). Diagnostika PCP sa opierala o dokaz
P. jiroveci PCR metédou (100%). Imunofluorescencia
z bronchoalveolarnej tekutiny bola pozitivna ibau 10%
(3/28). 87% pacientov bolo lieCenych vysokoddvkova-
nym sulfametoxazolom-trimetoprimom 100mg/kg,
6,5% (3) pre alergiu dostdvali primaquine + klindami-
cin a 6,5% pre vCasny exitus liecbu nedostalo. Exito-
valo 41% pacientov (19), z nich v pri¢innej sdvislosti
na PCP 63% (12), na sekundarnu infekciu 26% (5)
a progresiu zdkladného ochorenia 11% (2). Zaver: Z na-
Sej analyzy vyplyva, Ze PCP je zdvaZznd infekénd kom-
plikdcia imunokompromitovanych pacientov. ZlepSenie
preZivania pacientov moze priniest’ doslednd profylaxia
a vCasnd diagnostika a liecba.

P39/ 1539.

Vyvoj incidence a spektra kandidovych kolonizaci
a invazivnich infekci v souvislosti se spotiebou
flukonazolu na IHOK FN Brno v letech 2000 - 2008
Weinbergerova Barbora, Kocmanovd Iva, Racil Zdenék,
Winterova Jana, Toskova Martina, Mayer Jiti {HOK FN,
Brno; Oddéleni klinické mikrobiologie FN, Brno)

Metody: Provedli jsme retrospektivni analyzu vyvoje
incidence a spektra izolatd Candida spp. jako kolonizaé-
nich kment a piivodctl invazivnich infekci na IHOK FN
Brno v letech 2000-2008. Nalezy jsme korelovali se spo-
trebou flukonazolu na nasi klinice v tomto obdobi. Vy-
sledky: Od roku 2000 do roku 2008 jsme méli celkem 47
pacientt s invazivni kandid6zou na IHOK. Zaznamenali
jsme klesajici trend incidence této invazivni mykotické
infekce (12 epizod v roce 2000 vs. 4 epizody v roce 2008).
Ve vsech pripadech se jednalo o izolaci Candida sp. z he-
mokultur, tedy o invazivni kandidémie. Pomér Candida
albicans vs. nonalbicans je ve sledovaném obdobf stabil-
ni, v priméru lehce ve prospéch kmenil nonalbicans (57%
vs. 43%). Zastoupeni potenciondlné flukonazol-rezistent-
nich kment kandid — Candida glabrata a krusei - zstdva
stabilni po celé obdobi, okolo 30%. Mezi koloniza¢nimi
kmeny mirné pfevazovala Candida albicans nad nonal-
bicans kmeny kandid (55% vs. 45%), z nichZ nejCastéji

zastoupené byly Candida krusei, glabrata, parapsilosis
a tropicalis. RovnéZ v kolonizatech jsme nezaznamenali
stoupajici trend procentudlniho zastoupeni potencional-
né flukonazol-rezistentnich kandid, tyto tvofily v primé-
ru kolem 30% vsech koloniza¢nich kmend. Vzhledem
k ndrdstu poctu pacientll s hematoonkologickymi malig-
nitami a pouzivan{ agresivnéjsich rezimt vedoucich k hlu-
bokym a prolongovanym neutropeniim u takto 1é¢enych
nemocnych dochdzi na nasi klinice k vyraznému linedr-
nimu narQstu spotfeby azolového antimykotika - flukona-
zolu - ve sledovaném obdobi (v PDD/1000LD: 190 v ro-
ce 2000 vs. 390 v roce 2008). Zavér: I pres dvojnasobny
narist spotieby flukonazolu, pouzivaného na nasi klini-
ce v profylaktické antimykotické 1é¢bé po celé sledova-
né obdobi, nedochdzi ke zméndm v pomérném zastoupe-
ni potenciondlné flukonazol-rezistentnich kment kandid
ani v kolonizétech ani v hemokulturdch. Incidence inva-
zivniho kandidového onemocnéni se na nasi klinice v uve-
deném obdobi sniZuje, coZ kopiruje uvedeny trend spo-
tieby flukonazolu.

P40 / 1407.

Implementacia cytogenetickych a molekularnych
markerov pri sledovani detskych pacientov

s AML v Kklinickej praxi

Ilen¢ikova Denisa, Slamka Tomas, Novakova Petra, Pi-
ackova Barbara, RuZbacky Rastislav, Cermék Martin,
Durovéikova Darina (Oddelenie onkologickej genetiky
NOU a Katedra klinickej genetika SZU, Bratislava)

Uvod: AML je vel'mi agresivne, fenotypicky a genet-
icky heterogénne klondlne ochorenie hematopoetickych
progenitorovych buniek s vel’kou variabilitou patogenézy
na molekuldrnej drovni. Novd WHO klasifikdcia (Bloom-
field et al. 2008) rozdeluje de novo AML na zdklade cy-
togenetickych a molekuldrnych genetickych ndlezov,
ktoré sluzia ako vyznamné a moZzné prediktivne a prog-
nostické markery. V sti¢asnosti prebiehaju klinické Stidie,
ktoré sa zameriavaju na identifikdciu vyznamnych genet-
ickych markerov pre sledovanie prognézy deti s AML
a ich praktické vyuzitie v liecbe. Cielom nasej prace bo-
lo identifikovat" prognosticky vyznamné molekuldrne
markery u detskych pacientov s primdrnou AML, strati-
fikovat' pacientov s normdlnym karyotypom a moni-
torovat’ priebeh ochorenia na zéklade genetického nélezu.
Metodika: V obdobi rokov 2005-2008 sme na naSom odd-
eleni vySetrili vzorky KD a PK z doby stanovenia diag-
nézy u 22 deti s AML (12 chlapcov a 10 dievcat). Bola
zrealizovand konvec¢nd cytogenetika, FISH vySetrenie
a arrayCGH, molekulovo-genetické vySetrenie mutdcii
v génoch FLT3, MLL, NPMI1, exéne 14 génu c-Kit
a hladiny expresie génov BAALC a WT1. Vysledky:
V celkovom subore 22 detskych pacientov s AML, z to-
ho s normalnym karyotypom/bez vySetrenia karyotypu
bolo 9/22 (40,9%). Doplnenim arrayCGH sme u dvoch
pacientov potvrdili dalSie genetické abericie, tj. pocet pa-
cientov s normdlnym karyotyopom sa zniZil na 7/22
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(31,8%).U 3/22 (13,6%) sme identifikovali mutdcie génu
FLT3 ITD, u 3/22 (13,6%) FLT3 TDK, u 2/22 ( 9,09%)
NPM1, u 1/22 (4,5%) MLL PTD, u Ziadneho mutéciu
v exéne 17 génu c-Kit a u 5/22 (22,7%) zvySenu expre-
siu génu BAALC, u 12/22 ( 54,54%) zvySenu expresiu
WT. U pacientov s normdlnym karyotypom 5/7 (71,4%)
sme identifikovali jeden alebo viac molekuldrnych
markerov. Koreldciu genetickych ndlezov s priebehom
ochorenia bude sumarizovany a prezentovany v naSom
prispevku.

P41/ 1493.

Prikaz JAK2 V617F mutace alelové specifickou PCR
a pomoci alelické diskriminace

Kovarova Petra, MaluSkova Alena, Lhot'anovd Tamara,
Pauliskova Monika, Cermédkové Zuzana (Krevni centrum,
Fakultni nemocnice, Ostrava)

Myeloproliferativni poruchy jsou charakterizovany
nadbytecnou produkci krevnich bunék. U velké casti pa-
cienti s Ph- myeloproliferativnimi poruchami je nale-
zena ziskand bodovad mutace V617F v JH2 pseudoki-
ndzové doméné cytoplazmatické Janus tyrozin kindzy
2 (JAK?2). Tato mutace, vedouci k zdméné valinu za fe-
nylalanin v pozici 617 aminokyselinového fetézce, zpl-
sobuje konstitutivni aktivaci JAK2 a aktivaci signdln{
kaskady JAK/STAT. JAK2V617F mutace je diagnostic-
kym vySetfenim v souladu s pozadavky WHO Kklasifi-
kace z r. 2008 u pacienti s Polycytemia vera (PV)
a u pacientti s MPO s trombocytémii patii mezi jeden
z nejdulezitéjsich rizikovych faktord trombdzy. Béhem
prvniho roku (11/2007 - 11/2008) testovani
JAK2V617F mutace jsem vySetfili 57 pacienti. DNA
pacienttl byla izolovdna z ndbéru z periferni krve. Pfi-
tomnost/nepritomnost mutace JAK2V617F jsme dete-
kovali alelové specifickou (AS) PCR a metodou alelic-
ké diskriminace pomoci real time PCR, kitem firmy Ip-
sogen. Paralelné obéma zplsoby jsem vySetfili 49
(86%) pacientl, 8 na JAK2V617F mutaci pozitivnich
pacientl bylo testovdno pouze AS PCR. Soubor tvoii
8 pacientil s PV (z toho bylo na JAK2V617F mutaci po-
zitivnich 75%), 4 pacienti s esencidlni trombocytémifi
(z toho 50% pozitivnich), 10 pacientd s chronickym
myeloproliferativnim onemocnénim (z toho 80% pozi-
tivnich) zbylych 35 jedinct tvofili pacienti s jinymi di-
agnézami (nejcastéji vadou koagulace) z této skupiny
bylo pozitivnich 17%. Vysledky testovdni obéma me-
todami se shodovali v 86% (47/49). U dvou pacientt
byla pritomnost JAK2V617F mutace potvrzena pouze
real time PCR. PrestoZe jsme zatim vySetfili pouze ne-
velky soubor pacientti, vysledky naznacuji, Ze metoda
detekce JAK2V617F mutace pomoci alelické diskrimi-
nace s vyuzitim PCR v redlném case, je pfi nami pou-
zitém postupu citlivéjsi neZ AS PCR a proto vSechny
negativni ¢i nejasné vysledky vysetfeni AS PCR ovéru-
jeme i druhou zminénou metodou.

P42/ 1484.

Priubézna validace klicovych reagencii pro HLA
genotypizace v souladu se standardy

EFI a CSN EN ISO 15189

Nazarova Sara, Filkukova Jitka, Vrana Milena, Dobrovol-
nd Marie (UHKT, Praha)

HLA systém (Human Leukocyte System) je hlavni
histokompatibilitni systém ¢lov€ka. Geneticky se ma-
puje na kratké raménko 6. chromosomu. Urceni presné-
ho genotypu HLA u pacienta a jeho darce je jednou ze
zékladnich podminek pro tispés$nost allogennf transplan-
tace hematopoetickych kmenovych bunék. V soucasné
dobé& provadime rutinné genotypizaci nejdilezitéjSich
transplanta¢nich lokusti HLA I. a II. tfidy: HLA -A, -
B,-C,-DRBI1,-DQB1. V roce 2008 jsme prijali ke zpra-
covéni v laboratofi 1076 primarnich vzorkt Typizace je
provadéna dvéma molekurdlné-genetickymi metodami:
PCR se sekvencné speicfickymi primery (PCR-SSP)
a pfimym sekvenovanim (SBT). K typizaci jsou vyuzi-
vany komer¢ni kity od firmy GenoVision a Abbott. Pod-
le mezindrodnich standardd European Foundation for
Immunogenetics (EFI a norem CSN EN ISO 15189) je
vyzadovéna validace vSech klicovych reagencii pouZi-
vanych metod v&etné komer¢nich kiti. Podle téchto
standardu je validovdna (ovéfovano) kazdd nova Sarze
i nova doddvka kitti. Za rok 2008 jsme v nas{ laborato-
fi validovali 147 nové dodanych PCR-SSP kitt od fir-
my GenoVision Z toho bylo 16 kitli pro stanoveni ale-
lickych skupin HLA (LR= Low Resolution Typing Kits)
a 131 kitd pro stanoveni konkrétnich HLA alel v rdm-
ci alelickych skupin (HR= High Resolution Typing
Kits). Pfi téchto validacich bylo 96 % testi zcela vy-
hovujicich. U vsech ¢étyft kitd DQB1*03 high resoluti-
on byla zaznamendna slabd amplifikace specifickych
pozitivnich reakci. Tento problém je dlouhodoby a v la-
boratofi je feSen pridanim vétsiho mnozstvi DNA. Dal-
§1 nedostatky jsme zaznamenali u jedné doddvky HR ki-
tu B*08 SarZe 24E. Tato doddvka byla na zdkladé vy-
sledkl validace reklamovéna. Byla provedena valida-
ce 63 kit pro SBT a 1 skupinové specificky kit HARP.
Z toho bylo 5 validaci HLA-A, 2 validace HLA-A2, 6
validaci HLA-B, 2 validace HLA-C, 2 validace HLA-
DRBI1 a 3 validace HLA-DQBL1. V roce 2008 nebyly
zaznamendny zadné problémy s kvalitou téchto kitt. Di-
ky prubézné validaci doddvanych kitd jsme sniZili po-
tiebu opakovani testi z divodu jejich Spatné kvality
a jsme schopni pomoci porovnani s vysledky validaci
1épe rozlisit specifické reakce v pripadé nejasnosti pri
testovani vzorkd pacientil a darctit HSCT, coZ je smys-
lem tohoto postupu a vede k vySsi kvalité vyddvanych
vysledkd.
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P43 / 1443.

Pretrvavajici cytogenetické klony

po chemoterapeutické 1é¢bé u pacienti

s akutni myeloidni leukémii

Dvorak Pavel, Hruba Martina, Subrt Ivan ( Ustav léka¥-
ské genetiky LF UK a FN, Plzert)

Cilem naSi prace bylo vyhledat pacienty s diagné-
zou AML, u kterych byly po absolvovani chemotera-
peutické 1é€by naddle prokazovany patologické klony
pri cytogenetickém vySetfeni, a tuto skupinu podrobit
bliz§imu rozboru. Vychdzeli jsme ze souboru 320 paci-
entt, jimz bylo v letech 2000-2008 na naSem pracovis-
ti provedeno cytogenetické vySetieni vzorku kostni dfe-
né pro diagnézu AML. Z pohledu druhu aplikované che-
moterapie i po¢tu podanych cykld je nds soubor velmi
heterogenni. Soustiedili jsme se proto na pacienty, kte-
rym byla v 1. cyklu aplikovdna indukéni chemoterapie
“7+43%“ ndsledovana ve 2. cyklu chemoterapii “HiDAC”,
coZ je v soucasné dobé nejpouzivané;jsi 1écba prvni li-
nie u pacientd s AML do 60 let vé€ku. Nalezli jsme 16
pacienttl, u nichZ po zminénych dvou cyklech chemo-
terapeutické 1é¢by byly naddle detekovatelné patologic-
ké cytogenetické klony. U 4 pacientl nebyla dosaZena
ani parcidlni remise AML dle Chesona, sou¢asné ne-
doslo ani k minimdlni redukei cytogenetickych klont
a onemocnén{ bylo klasifikovano jako rezistentni AML.
Zbyvajicich 12 pacientl dosdhlo alespon parcidln{ re-
mise AML. V této skupiné se velikost patologickych cy-
togenetickych klont po 1é¢bé pohybovala od klonl na
hranici detekénich moZnosti cytogenetickych metod (G-
pruhovani, FISH) aZ po témér 100% klony. Zajimavou
podskupinu tvofi pacienti s “AML with multilineage dy-
plasia® dle WHO klasifikace z roku 2001, ktefi dosah-
li morfologické remise AML, ale pfi cytogenetickém
vySetfeni stdle pretrvavaly vyrazné patologické klony
(4 pripady). V prispévku jsou pro 16 uvedenych paci-
entl s pfetrvavajicimi cytogenetickymi klony prezento-
vany blizsi vysledky cytogenetickych vySetfeni, jejich
korelace s vySetfenimi cytologickymi, flowcytometric-
kymi a molekuldrn€ genetickymi a dostupné vysledky
1é¢by. NasSe informace jsou také kratce zasazeny do kon-
textu publikovanych odbornych praci zabyvajicich se
podobnou problematikou.

P44 / 1556.

Vyskyt chromozomalnich aberaci v endotelidlnich
burikach pacientii s mnohocetnym myelomem

Némec Pavel, Pour Ludék, Svéachova Hana, Almasi Marti-
na, BureSova Ivana, Muthu Raja Karthick Raja, Roman Ha-
jek (University Research Centre - Czech Myeloma Group,
MU, Brno; Inetrni hematoonkologickd klinika, FN Brno)

Vyskyt specifickych chromozomadlnich aberaci v plaz-
matickych burikdch pacienti s mnohocetnym myelomem je
povazovan za vyznamny prognosticky faktor. Zisk chromo-
zomdln{ oblasti 1q21 (CKS1B gen), ztrity lokust 13q14

(RBI gen), 17p13 (TP53 gen) a translokace t(4;14) v plaz-
matickych burikéch byva spojena s vyrazné krat$im celko-
vym prezivanim pacientit s MM. Bylo popséno, Ze nékteré
z téchto aberaci, zvlasté del(13)(ql4) se vyskytuji nejen
u plazmatickych bunék (CD138+), ale byly pozorovany
i u prekurzord bunék endotelidlnich (CD34+) u pacientt
s MM. Existuje hypotéza, Ze genetické postiZeni endoteli-
alnich buné¢k mize podporovat angiogenezi a prispivat tak
k progresi onemocnéni (Rigolin a kol. 2006). Cil prace Ci-
lem prace je potvrzeni pfitomnosti genetickych zmén
u CD34+ endotelidlnich kmenovych bunék v kostni dieni
pacienti s MM pomoci fluorescenéni in situ hybridizace.
Materidl a metody Vzorky kostni diené pacienti s MM, se
zndmym molekuldrng cytogenetickym nélezem byly pouZi-
ty k izolaci endotelidlnich kmenovych bunék pro vysetieni
chromozomadlnich aberaci del(13)(q14), del(17p)(13), ga-
inlq21, t(4;14) metodou fluorescen¢ni in situ hybridizace
(FISH). Endotelidlni kmenové buniky CD34+ byly izolo-
vany z CD138- frakce (ziskané pfi standardni imunomag-
netické separaci mononukledrnich bunék kostni diené
(MACS)) pomoci flow-cytometru vybaveného sortovacim
zatizenim (FACS). Pro FISH vySetieni del(13)(q14),
del(17p)(13) a t(4;14) byly pouZity komercni lokus speci-
fické DNA sondy (Abbott Vysis). Jako DNA sonda pro vy-
Setfeni gainlq21 byl pouzit fluorescen¢né znaceny BAC
klon RP11-205M9 hybridizujici v oblasti 1g21. Vysledky
U pacientl s postizenim gain1q21 v plazmatickych burikdch
jsme zjistili vyskyt této aberace i u endotelidlnich kmeno-
vych bunék CD138- CD34+. Toto zjisténi miZe poukazo-
vat na pivod této genetické zmény u spole¢ného prekurzo-
ru plazmatickych a endotelidlnich buné€k a poukazovat ta-
ké na velmi Casny vyskyt této zmény v genezi onemocné-
ni. Vyskyt ostatnich chromozomalnich aberaci je nyni zkou-
mdn. Podrobné;si vysledky u vét§iho po¢tu nemocnych bu-
dou budou prezentovany. Podpora Podporovdno granty
LC06027 MU Brno a granty MSM0021622415, MSMO00-
21622434 MSMT CR a grantem IGA NR/9317-3 MZ CR.

P45 / 1545.

Vysledky 1écby AL amyloidézy pomoci
vysokodavkované chemoterapie — zkuSenosti pracovisté
Spiéka Ivan, Vackovd Blanka, RySavd Romana, Straub
Jan, Kofen Jan, Trnény Marek (Univerzita Karlova v Pra-
ze, 1. lékarskd fakulta, I. interni klinika — klinika hema-
tologie 1. LF a VFN, Praha)

Primérni — AL amyloid6za (AL) je nejcastéjsi formou
systémové amyloidézy v zdpadnich zemich. Z celé skupi-
ny monoklondlnich gamapatii md nejhorsi prognézu, i kdyz
medidn preziti stoupd v poslednich letech na cca 40 mési-
cd, proti pivodnim 13-15, kdy byla jedinou moznost{ 1é¢-
by kombinace melfalanu a kortikoidi. Jednou z moznych
pricin je zavedeni vysokodavkované terapie s podporou
kmenovych hemopoetickych bunék. Ta vede Castéji k re-
misi, véetné kompletni hematologické remise, je vSak za-
tiZzena znacnou mortalitou. Proto je tiloha ATKD stéle ne-
jasna a jeji prinos nepotvrdila ani neddvna randomizovana
studie. Indikaéni kriteria pro ATKD u pacientti s amyloid6-
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zou byla pred nékolika lety podstatné zprisnéna jak celo-
svétove, tak na naSem pracovisti. Pfedkladdme vysledky
1é¢by u nemocnych s AL 1é€enych timto postupem na na-
Sem pracovisti v letech 1998-2008. Soubor zahrnuje 14 pa-
cientll, 8 muzl a 6 Zen, ve véku 32-65 let (pramér 52,1).
Z nich u 11 byla prokédzana samostatna diagnéza AL, u 3
AL spolu s mnohocetnym myelomem. RozloZeni izotypt
monoklondlniho proteinu bylo: 2xIgA lambda, 1xIgG
lambda, 2xIgG kappa, 3xLC kappa, 3x LC lambda, 3x by-
la imunofixace a stanoveni FLC (pokud bylo k dispozici)
negativni. U vSech pacientl jsme kromé vySetfeni ev. pfi-
tomnosti myelomu provedli tzv.amyloidovy staging, zamé-
feny jak na Casté, tak na suspektné postiZeni lokalizace.
U osmi pacientl jsme prokazali postiZzeni jednoho orgénu,
u 5 organil dvou a v jednom piipadé jsme k transplantaci
pristoupili i ptes postizeni 5 organd (nikoli srdce). Nejcas-
t&j81 bylo postiZeni ledvin- to se manifestovalo 6 jako sa-
motny nefroticky syndrom a 6x jeho kombinaci s renaln{
insuficienci/selhanim. U dvou pacientd jsme transplantaci
provedli i pres znalost o amyloidéze myokardu (v jednom
ptipadé biopticky prokdzaném s jen lehkymi zménami dle
Echo). Pfi hodnoceni vysledki terapie jsme ve skupiné ne-
mocnych se samotnou AL prokézali dosaZeni orgdnové
kompletni remise (KR) 3x (27,3%), parcidlni remise (PR)
3x (27,3%) a stabilizace (SD) 4x (36,4%). Pti hodnoceni
celé skupiny (tj. véetné kombinované dg. AL+MM) byla
procenta remisi: KR —21,4%, PR- 28,6%, SD- 42.9%. Je-
den nemocny zemfel v disledku komplikaci ATKD — mor-
talita v naSem souboru byla 7,1%. Prace podporovana gran-
tem IGA: NR 9225-3.

P46 / 1525.

Prognosticky vyznam morfologického hodnoceni
nadorovych bunék u mnohocetného myelomu
Al-sahmani Mohammed, Trnavska Irena, AntoSova Mo-
nika, AntoSova Libuse, Jilasova Jarmila, Adam Zden¢k,
Pour Ludék, Krej¢i Marta, Zahradovéd Lenka, Bulikovd
Alena, Penka Miroslav, Hajek Roman (Interni Hemato-
onkologickd klinika FN a LF MU, Brno;, OKH FN, Br-
no; Univerzitni vyzkumné centrum - Ceskd myelomovd
skupina, ILBIT, LF MU, Brno, (Laboratoi experimentdl-
ni hematologie a bunécné imunoterapie FN, Brno)

Uvod: Mnoho&etny myelom (MM) je druhé nejcastéj-
§i krevni nddorové onemocnéni zplsobené klondlni pro-
liferaci elementi kone¢né vyvojové faze B-lymfocytarni li-
nie. Morfologického hodnocenti, respektive stanoveni poctu
plazmatickych bunék (PB) patii mezi zakladni diagnostic-
k4 kritéria i v dob& modernich genomickych analyz. Cilem
prace bylo stanoveni prognostického vyznamu morfologic-
kych podtypl plazmocyti ve vztahu k celkové 1é¢ené od-
povédi, dlouhodobému preziti a definovani jeho vztahu k ji-
nym konvenénim prognostickym parametrim. Pacienti
a metody: Bylo analyzovédno 139 diagnostikovanych paci-
entil s MM, ktefi podstoupili autologn{ transplantaci v ram-
ci klinickych studii 4W a CMG 2002. Bylo hodnoceno pro-
centudlni zastoupeni podtypt PB v kostni dieni na zakladé

progresivni analyzy nukleolu, chromatinu a nukleocelular-
niho poméru (N/C). Kombinace téchto ti{ prvki vytvaii osm
podtyptt POOO-P111 a ¢tyfi subklasifikace. Vysledky: Zra-
1¢ PB (PO0O0, P001) byly nalezeny u 424% pacientd; pro-
plazmocyty I (P010,PO11, P100) u 38,1% pacientl a pro-
plazmocyty I (P101,P110) u 19,4% pacientti. Pacienti pod-
stupujici autolognf transplantaci majf statisticky vyznamny
vztah mezi subtypem P00O a celkovou 1é¢ebnou odpovédi
(p = 0,032). Skupina pacientti s hodnotou PO0O0 < 10% ma
mnohem niz§i medidn pfeZiti neZ skupina pacientl s hod-
notou PO00 > 37% (46,8 mésict vs. 77,8 mésich; p =0,020).
Pfi analyze TTP u skupiny pacientd s hodnotou P110 < 3%
je mnohem delsi medidn progrese nez u skupiny pacientt
s hodnotou P110 > 31% (medidn 54,6 mésicu vs. 22 4 mé-
sice; p=0,045). Pfi hodnoceni PFS je u skupiny pacientt
s hodnotou P110 < 3% mnohem vyss$i medidn preziti nez
u skupiny pacientd s hodnotou P110 = 31% (34,8 mésict
vs. 21,5 mésich; p=0,039). Korelace s ISS prognostickym
indexem ukdzala statisticky signifikantni vztah mezi sub-
typem P100 a v§emi stupni ISS (p = 0,047). U skupiny pa-
cienti s ISS 1+2 byly mnohem niz$i hodnoty parametru
PO10 nez u skupiny pacientti s ISS 3 (median preziti 11,5
vs. 23,0). Zavér: Numerické hodnoceni PB v prepardtech
kostni diené patfi mezi zakladni diagnostické kritéria. Dal-
§1 hodnoceni morfologickych podtypti plazmocyti dle nasi
nymi prognostickymi faktory, ve vztahu k celkové 1écebné
odpovédi a celkovému preZiti u souboru nemocnych s MM,
ktef{ podstoupili autologni transplantaci kostniho dfené.
Podpoteno projektem MSMT LC06027, MZCR NR9225-
3.aIGA NR9225-3

P47 / 1523.

Separace plazmatickych bunék z kostni diené
pacientd s monoklonalnimi gamapatiemi

metodou fluorescen¢niho tiidéni

BureSovéa Ivana, Karthick Raja Muthu Raja, Kyjovska
Draha, Moravcové Jana, Rycovd Marcela, Handkova Bo-
7ena, Hijek Roman (Univerzitni vyzkumné centrum - Ces-
kda myelomovd skupina (URC-CMG), LF MU, Brno;
LEHABI, OKH FN, Brno; Interni hematoonkologickd kli-
nika, FN a LF MU, Brno)

Uvod: Vysokd &istota plazmatickych bunék (PB) je za-
kladnim predpokladem pro uplatnéni cytogenetickych,
molekuldrné biologickych a proteomickych aplikaci ve
vyzkumu mnohocetného myelomu (MM) a monoklonal-
ni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS). Obohaceni
vzorkll PB je na naSem pracovisti provadéno dvoukro-
kové — po separaci mononukledrni frakce (MNF) meto-
dou gradientové centrifugace na Histopaque 1077 jsou
vzorky s infiltraci PB nad 5% separovdny imunomagne-
ticky (MACS), vzorky s infiltraci PB do 5% jsou tridény
na bunécném sorteru (FACS). Prace predstavuje vysled-
ky separaci PB pomoci metody FACS po prvnich 6 mé-
sicich jejtho rutinntho pouZivani. Pacienti a metody: Od
zari 2008 do konce tnora 2009 bylo provedeno celkem
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114 odbérti kostni diené u pacient s monoklondlnimi ga-
mapatiemi. U 46% (53/114) odbért byla po separaci MNF
nalezena infiltrace PB pod 5% a ndsledovala separace na
bunééném sorteru FACSAria. K oznaceni PB byla pou-
zita monoklonaln{ protilatka proti syndecanul (CD138);
separovdny byly CD138+ a CD138- frakce. Medidn
vstupni infiltrace byl 0,7% (0,05-4,3%) PB; median zpra-
covaného celkového poctu bunék 23,8 x 106 (1 — 116 x
106). Cistota ziskanych buné&nych populaci byla kontro-
lovéna pouze pritokovou cytometrii. Vysledky: Medidn
cistoty CD138+ frakei byl v uvedeném obdobi 96,1% (62
- 99.8%). Cistota = 70% byla dosazena u 94% (50/53)
zpracovanych vzork, ¢istota = 90% u 87% (46/53) vzor-
kii. Cistota CD138- frakci byla de facto absolutni — pii
30000 analyzovanych bunék v kazdém vzorku bylo za-
stoupeni CD138+ bunék vzdy 0,0 %. Vysoka cistota bu-
nék je provazena ztratami, které se pfi nizkych infiltra-
cich a nizkém celkovém vytéZku obtiZné hodnoti. Na 25
vzorcich CD138- frakce bylo moZno zhodnotit vytéZnost
tridéni (,,recovery* = pomér poctu cilovych bunék ve vy-
tridéném vzorku a bunék indikovanych sortrem); jeji me-
didn byl 40,9% (19,4-90,8%). Zavér: Bunéény sorter
FACSAria umoznuje ziskat velmi Cisté populace PB i ze
vzorki kostni dfené se vstupni infiltraci pod 5%. Vyz-
kumnym tymim se tak otevfela cesta k vyzkumu v oblas-
ti MGUS, coZ bylo doposud nemozné. Déle probiha opti-
malizace metod separace s cilem zlepSit pomér mezi po-
Zadovanou Cistotou, maximdlni vytéZnosti a minimdlni-
mi ztritami. Price byla podpofena granty MSMT
LC06027 a MSMO0021622434.

P48 / 1470.

Imunoterapie s vyuzitim dendritickych bunék

u mnohocetného myelomu — pribézné vysledky
klinické studie faze II

Zahradova Lenka, Mackova Klara, Ocadlikova Darina,
Kovarova Lucie, Kyjovska Drahomira, Vidlakova Petra,
Moravcova Jana, Kryukov Fedor, Hidjek Roman, Miché-
lek Jaroslav (IHOK FN, Brno; Univerzitni centrum bu-
nécné imunoterapie MU, Brno; Univerzitni vyzkumné
centrum-Ceskd myelomovd skupina, MU, Brno; I. détskd
interni klinika, FN a LFF MU Brno)

Uvod: Nadorové buiiky maji imunogenni povahu, pro-
to je protinddorova imunoterapie jednou z moznosti ovliv-
néni prubéhu onemocnéni. V ¢ervnu 2006 byla na nasem
pracovisti zahdjena klinickd studie faze II zaméfend na
podani protinddorové vakciny pacientim s mnohocetnym
myelomem(MM). V kvétnu 2008 bylo dokon¢eno vyhod-
noceni imunitn{ a klinické odpovédi u 7 pacientti. Vakei-
na obsahovala dendritické buniky(DB) pacienta naloZené
autolognim monoklondlnim imunoglobulinem (MIg) pro-
dukovanym myelomovymi bunikami. Metody a soubor
pacienti: Bylo vakcinovano 7 pacientl s MM se stabil-
nim ¢i mirn€ aktivhim onemocnénim bez nutnosti systé-
mové 1écby. Kazdému pacientovi bylo poddno 6 vakcin

s

v mésicnich intervalech. Vakcina pfipravena podle pod-

minek spravné vyrobni praxe obsahovala dendritické bun-
ky kultivované z mononukledrnich bunék periferni krve
pacienta naloZené 6.den kultivace autolognim Id-protei-
nem. Po proveden{ testil bezpecnosti a jakosti byla vak-
cina splnujici kritéria pro podani aplikovdna pacientovi.
Funkéni charakteristika DB byla prokdzdna imunofeno-
typizaci na pritokovém cytometru, imunologickd odpo-
véd byla hodnocena metodou ELISpot a koZnim testem
hypersenzitivity. Klinickd odpovéd byla sledovéna pomo-
cif koncentrace Mlg. Po ukonceni vakcinace byli pacien-
ti sledovéni (imunomonitoring, koZni test a hodnoceni kli-
nické odpovédi) dalsich 6 mésicd. Vysledky: Bylo pfipra-
veno 48 vakcin, z nichZ 87.5% (42/48) vyhovovalo vy-
stupnim kritérifm a bylo poddno nemocnym. Funk¢ni cha-
rakteristika DB pomoci imunofenotypizace prokdzala
v den poddni 92,9% HLADR/CD86 pozitivnich DB
(32,10-99,30%), medidn (min—-max). Po podani vakcin
nebyla zaznamendna zdvaZznd reakce 2-4 stupné. Lokdln{
reakce (zarudnuti, indurace se vyskytla u vSech pacientil
a vymizela v medidnu 4(2-7)dni. Metodou ELISpot by-
la zaznamendna imunologickd odpovéd u 71% (5/7) pa-
cient, kozn{ test byl pozitivni u 42.9% (3/7) pacientu.
Hladina monoklonélniho imunoglobulinu kolisala po ce-
Iych 12 mésich sledovani, avSak nepfesahla 25% pokles
pro dosazeni minimdln{ odpovédi. V pribéhu dosavadni
doby sledovani — median 32 mésict (16-32) nebylo do-
sud nutné zahdjeni systémové 1écby u 57.1% (4/7) paci-
entl. Zavér: Vakcina na bdzi DB je bezpecnou 1é¢ebnou
strategif bez zavaznych vedlejsich G¢inkd. Imunologicka
odpovéd byla zaznamenéna u 5/7 pacientdi, piicemz u 4/7
pacientti dosud nedoslo k vyznamné progresi choroby
s nutnosti zahdjeni systémové 1écby. Podpofeno grantem
MSMT LC06027, MZCR NR8945-4, MSMT NPVII
2B06058 a MZCR NR9225-3.

P49 / 1489.

Vzacné kozni zmény zpuisobené

¢i provazejici monoklonalni gamapatie

Adam Zdenék, Krej¢i Marta, Pour Lud¢k, Kfivanova
Andrea, KriZzalkovicova Viera, Zahradova Lenka, Hajek
Roman (Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN,
Brno)

Situace, kdy monoklonalni imunoglobulin zptisobuje
patologické koZni zmény v organismu, jsou velmi vzdcné.
Ve vyjimecnych pripadech vsak tyto kozni zmény mohou
byt prvnim klinickych pfiznaky monoklondlni gamapa-
tie. Cilem sdéleni bude ukazat tfi formy koZniho postize-
ni souvisejiciho s monoklonalni gamapatii a prispét tak
k jejich Casné diagnostice. Schnitzlertiv syndrom je defi-
novan pritomnosti monoklonalniho IgM, kopfivkovych
zmén, bolestmi kosti ¢i kloubl s osteolyticko-osteoskle-
rotickymi zménami a trvalym zvySenim hodnot CRP a dal-
Sich zanétlivych markert. Excelentni 1é¢ebné odpovédi
s kompletnim vymizenim morf jsme dosahli pravidelnou
aplikaci anakinry. IgM pemfigus podobny subkornedlnim
pustuldrni dermatdze je puchyifnaté kozni onemocnéni,
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zpusobené vazbou monoklondlnim imunoglobulinu na
struktury dermis s ndsledujicimi zménami vedoucimi
k tvorbé vesikul a pustul. Pro 1é¢bu tohoto koZntho one-
mocnéni neni definovédna optimdln{ 1é¢ba. Kombinaci bor-
tezomibu, cyklofosfamidu a dexametazonu jsme dosdhli
kompletni remise mnohocetného myelomu a uplné vymi-
zeni téchto koZnich morf. Nekrobioticky xantogranulomu
je termin pro vznik Zlutych koznich morf, zpisobenych
proliferaci histiocytarnich bunék s tukovymi inkluzemi,
a pritomnost monoklondlniho imunoglobulinu. Patofyzio-
logickd souvislost mezi koZnimi projevy a monoklonal-
nim imunoglobulinem je zde méné jasnd u predchozich
dvou. Zmény provdzejici nekrobioticky xantogranulomu
také demonstrujeme na obrdzcich, zatim vSak nemédme vy-
hodnocenu 1é&ebnou odpovéd. Kli¢ovd slova: Schnitzle-
rdv syndrom, IgA pemfigus, subkornedlnim pustularni der-
matdza, nekrobioticky xantogranulomu.

P50 / 1468.

Vysocedavkovana chemoterapie s podporou
autologniho Stépu stira prognosticky vyznam sérovych
hladin volnych lehkych Fetézci i kappa/lambda
indexu u mnohocetného myelomu

Pika Tomas, Faber Edgar, Minatik Jifi, Bacovsky Jaro-
slav, Schneiderka Petr, Slézar Jifi, Langova Katefina, Ind-
rak Karel, S¢udla Vlastimil (111. interni klinika, LF UP
a FN, Olomouc; Hemato-onkologickd klinika FN, Olo-
mouc; Oddéleni klinické biochemie, FN, Olomouc; He-
matologickd ambulance, Stiedomoravskd nemocnic¢ni
a.s., Odstépny zdvod Prostéjov; Ustav lékaiské biofyzi-
ky, Lékarskd fakulta, Univerzita Palackého Olomouc)

Uvod: Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fe-
tézcl(sVLR) a jejich poméru(K/L index) se za nékolik let
stalo soucdsti zakladniho algoritmu vySetfeni v diagnos-
tice a sledovani mnohocetného myelomu(MM).Nékolik
studif potvrdilo vliv hladin sVLR i K/L indexu na pieZi-
tf nemocnych s MM.Cil:Cilem studie bylo srovnani vli-
vu hladin sVLR i K/L indexu na pfeZiti nemocnych 1ée-
nych konvenéni terapii(KT) nebo vysoceddvkovanou te-
rapif s podporou autologniho $tépu(ASCT).Metody:Sou-
bor tvorilo 169 nemocnych vysetfenych v obdobi 2/2004-
8/2008, 47 nemocnych bylo 1é¢eno ASCT, 122 pacientt
KT.Sekrece kappa byla zastoupena u 105(62%),Jambda
u 64 nemocnych Hladiny sVLR byly stanovovany systé-
mem FreeliteTM, hladiny sVLR byly dle tercial hodno-
ceny separdtné pro skupinu kappa a lambda, hodnoty in-
dexu K/L byly rozdéleny dle mezi:<0,02;3,2>, <0;0,02)
a(3,6;...);<0,03;32>, <0;0,03) a (32;...).Pro statistické vy-
hodnoceni bylo pouzito LogRank testu.Vysledky: Ve sku-
piné kappa u nemocnych lé¢enych KT byly zjiStény roz-
dily v pteziti dle tercidld (medidn 45 vs. 15 vs. 25 mési-
cl), u nemocnych 1ééenych ASCT nebylo prozatim do-
sazeno medidnu preZiti, nebyl zatim zaznamenan vliv hla-
din sVLR na miru pfeZiti nemocnych.Ve skupiné lamb-
da u nemocnych lécenych KT byly zjistény rozdily v pre-
ziti dle tercidld (medidn 48 vs. 32 vs. 10 mésicti), u ne-

mocnych lécenych ASCT median preziti byl shodny pro
1 a 2 tercidl (medidn 46 mésici), medidn 3 tercidlu nebyl
zatim dosazen.Pfi zhodnoceni preZiti nemocnych dle hod-
not K/L indexu <0,02;3,2>, <0;0,02) a (3,6;...) byly zjis-
tény rozdily v preziti nemocnych 1é¢enych KT (median
45 vs. 17 mésicti), u nemocnych 1é¢enych ASCT byl trend
zcela opaény (medidn 48 mésici u nemocnych s rozme-
zim <0,02;3,2>, u nemocnych s hodnotami K/L indexu
<0;0,02) a (3,6;...) medidn preZiti nebyl zatim
dosazen(p=0,042).Pii zhodnoceni preziti nemocnych dle
hodnot K/L indexu <0,03;32>, <0;0,03) a (32;...) byly
zjistény rozdily v preziti nemocnych 1é¢enych KT (me-
didn 30 vs. 18 mésicl), u nemocnych lé¢enych ASCT do-
posud median pteziti nebyl dosaZen, primér preziti v§ak
byl shodny pro obé skupiny (48 vs. 49 mésicii).Zavér:
ASCT u MM méni prognosticky vyznam mnoha fakto-
rl, jenZ maji vliv na hodnoceni prognézy nemocnych 1¢é-
cenych klasickou terapii. Dle vySe uvedené predbézné
analyzy se jevi vyuZiti hladin sVLR a K/L indexu k hod-
noceni prognézy nemocnych lé¢enych ASCT jako nepfi-
nosné. Definitivni zhodnoceni bude moZzné az v delSim
¢asovém odstupu.S podporou IGA MZ CR NR/9500-3,
MSM 6198959216.

P51/ 1463.

Vztah sérovych hladin vybranych biologickych
ukazatell a cytogenetickych zmén

u mnohocetného myelomu

Pika Tomas, Balcarkova Jana, Holzerova Milena, Mina-
fik Jiri, Budikova Marie, Langova Katefina, Bacovsky Ja-
roslav, JaroSova Marie, S¢udla Vlastimil (I1l. interni kli-
nika, LF UP a FN, Olomouc; Hematoonkologickd klini-
ka, LF UP a FN Olomouc; Oddéleni klinické biochemie,
FN Olomouc; Ustav lékaiské biofyziky, LF UP Olomouc)

Uvod: Mnoho&etny myelom (MM) je zhoubné hemato-
logické plazmoceluldrni onemocnéni vyznacujici se pro-
dukci monoklondlniho imunoglobulinu detekovatelného
v séru a/nebo v modi a piitomnosti rtizného stupné orga-
nového postizeni. Progndza pacientil se stanovuje na za-
klad€ biochemickych parametrti, biologickych vlastnosti
onemocnéni a nalezenych chromosomovych zmén. Nék-
teré méné obvyklé biochemické parametry se jevi nejen
jako moZzné ukazatele neoplastické transformace, ale rov-
néZ jako ukazatele pokrocilosti, progrese a 1écebné odez-
vy u nemocnych s MM. Cil: Srovnéni sérovych hladin 12
vybranych biologickych ukazateli a cytogenetickych
zmén u 128 nemocnych s MM vysetienych v dobé diag-
nézy nemoci. Metody: K uréeni chromosomovych zmén
byla pouzita klasickd cytogenetickd analyza a metoda
FICTION s lokusové specifickymi sondami 1q21/1p36
(Kreatech, MP Biomedicals, CA, USA), IgH, RBI,
t(4;14),t(11;14) a centromerickymi sondami pro chromo-
somy 7,9, 11, 15 a 17(Abbott-Vysis, Downers Grove, IL,
USA). Slozitéjsi chromosomové piestavby byly analyzo-
vany pomoci metod M-FISH a CGH (MetaSystems, Al-
tussheim, Némecko) Hladiny vybranych biologickych pa-
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rametrd v séru byly stanoveny nésledujicimi metodami:
radioenzymatickou eseji (thymidinkindza), ELISA (32-
mikroglobulin), radioimunoanalyzou (ICTP, PINP), enzy-
moimunoeseji (sIL-6R, sVCAM, sICAM-1, sOPG)
a kvantitativni enzymatické imunoeseji (sSHGF, sVEGF,
syndecan-1/CD138 a sFas). Statisticka analyza byla pro-
vedena pomoci Mann-Whitney testu. Vysledky: U paci-
entl s komplexnim karyotypem byly prokazany vyznam-
né vyssi hladiny 82-mikroglobulinu (p=0,010). ZmnozZe-
ni oblasti 1q21 signifikantné korelovalo s vyS$Simi hladi-
nami sIL-6R (p=0,038), naopak signifikantné niz3{ hladi-
ny sIL-6R (p=0,009) byly zjistény u pacientt s t(11;14).
Niz§{ hladiny OPG byly asociovény s deleci RB1 genu
(p=0,013), stejné¢ tak niz$i hladiny PINP s t(4;14)
(p=0,031). Nebyla prokédzana korelace mezi vybranymi bi-
ochemickymi parametry a polyploidii. Zavér: VySe uve-
dend analyza ukdzala, Ze cytogenetické zmény maji vliv
na jednotlivé slozky cytokinové sit€¢ u MM, zejména pak
na jeden z klicovych faktorl (sIL-6R), ktery je v§znamné
zapojen do patogeneze MM. Vyznamné prognostické uka-
zatele jako sHGF a syndecan-1/CD138 nebyly v naSem
souboru nemocnych nalezenymi cytogenetickymi zména-
mi ovlivnény. Price je podporovédna granty IGA MZ CR
NR/9500-3, MSM 6198959205, MSM 6198959216.

P52 /1454.

Nizka hladina trombispondinu koreluje

s nedostatecnou odpovédi na 1écbu bortezomibem
Almasi Martina, Pour Ludék, Svichova Hana, Krédlova
Dana, Némec Pavel, Adam Zdenck, Krej¢i Marta, San-
decka Viera, Kfivanova Andrea, Al Sahmani Mohamed,
Penka Miroslav, Kuglik Petr, Hijek Roman (URC-CMG
LF MU, Brno; IHOK FN a LF, Brno; OKH FN, Brno;
0dd. genetiky a molekuldrni biologie, Ustav experimen-
tdlni biologie, PFF MU, Brno; LEHABI OKH FN, Brno)

Uvod Angiogeneze hraje vyznamnou roli v patogene-
zi mnohocetného myelomu (MM). Uloha aktivétort an-
giogeneze je velmi dobie objasnéna. Role inhibitorti an-
giogeneze zlstava doposud nejasnd. Za nejdilezitéjsi in-
hibitor angiogeneze je povazovan trombospondin. NaSe
predchozi vysledky jiz potvrdily spojitost mezi nizkou
hladinou trombospondinu a $patnou potransplanta¢ni od-
povédi u MM. Cilem této studie bylo urcit v§znam trom-
bospondinu v plazmé kostni diené (PKD) u pacientt
s MM podstupujicich 1é¢bu bortezomibem. Metody Sle-
dovali jsme hladinu trombospondinu u 55 pacientti s MM
1éCenych bortezomibem (30 M/ 25 Z; medidn véku 65,1
let; medidn sledovani 18,8 mésict). Hladina trombospon-
dinu v PKD byla méfena u 25 % (14/55) pacienti s MM
v dobé stanoveni diagndzy, u 35 % (19/55) pacientii s MM
v dobé prvniho relapsu a u 40 % (22/55) pacienti s MM
v obdobi druhého a nésledujicich relapsti pomoci meto-
dy ELISA. Vybrani pacienti byli rozdéleni do 3 skupin
podle 1écebné odpovédi: skupina (A) 42 % (21/50) paci-
entl, ktefi dosahli alesponl velmi dobré parcidlni remise
(VGPR), zahrnujici 24 % (12/50) pacientti, ktef{ dosahli

kompletni remise (CR); skupina (B) 26 % (13/50) paci-
ent, ktefi dosahli parcidlni remise (PR); skupina (C) 34%
(17/50) pacientd, ktefi nedosdhli ani parcidlni remise
(PR). Spojitost mezi hladinami trombospondinu a 1éc¢eb-
nou odpovédi byla statisticky zhodnocena pomoci t-tes-
tu a Anova. Vysledky Statisticky vyznamné rozdily byly
nalezeny mezi skupinou (A) (n = 21; medidn = 582.,0
pg/ml; 232-816) skupinou (B) (n = 13; medidn = 400
pg/ml; 103-672) a skupinou (C) (n = 17; medidn = 285,0
pg/ml; 96 — 572) P < 0,001, pfi srovnani pomoci Anova.
Koncentrace trombospondinu je vyznamné vySsi u sku-
piny (A) oproti ostatnim (n = 30; medidn = 337 pg/ml;
103 - 672) P <0,001. Hladina trombospondin je vyznam-
né vyssi i u pacientd s kompletni remis{ (n = 12; medidn
=573.,0 pg/ml; 406 — 816) ve srovnani ostatnimi (n = 39;
medidn =400 pg/ml; 103 — 612) P=0,002. Zavér Vysled-
ky ukazuji, Ze nizkd hladina trombospondinu pred 1é¢-
bou u pacientd s MM léCenych bortezomibem je spojena
s nepfiznivou odpovédi. To znamend, Ze u pacientl
s kompletni remisi a velmi dobrou parcidlni remisi docha-
zi k v&ts{ inhibici angiogeneze oproti ostatnim pacientim.
Lécebn4 odpovéd je vyrazny prognosticky faktor a je tiz-
ce spjata s hladinou trombospondinu v plazmé kostni dfe-
né v Case diagnézy. Podporovano: MSMT0021622434,
LC06027

P53/ 1453.

Odpovéd na lécbu bortezomibem koreluje s hladinou
HGF v periferni plazmé na pocatku 1écby u pacientii
s mnohocetnym myelomem

Svéachova Hana, Pour Ludék, Kralova Dana, Némec Pa-
vel, Adam Zdenék, Krej¢i Marta, Sandecka Viera, Kfi-
vanova Andrea, Al Sahmani Mohamed, Penka Miroslav,
Kublik Petr, Hijek Roman (URC-CMG LF MU, Brno;
IHOK FN a LF MU, Brno; OKH FN, Brno; Odd. gene-
tiky a molekuldrni biologie, Ustav experimentdlni biolo-
gie, PFF MU, Brno, LEHABI OKH FN, Brno)

Uvod Angiogeneze je zahrnuta ve vyvoji a progresi
mnohocetného myelomu (MM). Za klicové faktory v in-
dukci neovaskularizace MM jsou povaZovény angio-
genni aktivatory, mezi které se fadi i hepatocytdrni rd-
stovy faktor (HGF). Predchozi studie potvrdily zvyse-
nou hladinu HGF v séru pacientti s MM jako negativni
prognosticky znak. Bortezomib je velmi G¢inny v 1&¢-
bé MM pacienti a vedle silné protinddorové aktivity ma
i pfimy nebo nepfimy antiangiogenniho dcinek. Cilem
této studie bylo urcit hladinu HGF v periferni plazmé
(PP) pacientl s MM na pocatku 1é¢by bortezomibem
a jeji vliv na lé¢ebnou odpovéd. Metody Hladiny HGF
byly méfeny ve vzorcich PP od celkem 58 MM paci-
entii Ié¢enych bortezomibem (32M/26Z, vék-medidn:
65,1 let). Méfeni HGF v PP bylo provadéno metodou
ELISA u pacientii s MM v prvnim relapsu 34%(20/58),
ve druhém a dalSim relapsu 41%(24/58) a v Case diag-
nézy 25%(14/58). Po 18,8 mésicni dobé sledovani (roz-
sah 0,5-44,6) byli pacienti rozdéleni dle 1é¢ebné odpo-
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védi na skupiny: A) 38%(20/52) pacientt, ktefi dosah-
li alespon velmi dobré parcidlni remise (VGPR) vcet-
né kompletni remise (CR u 21%(11/52) pacientl); B)
25%(13/52) pacientl, ktefi dosdhli parcidlni remise
(PR) a skupina C) 37%(19/52) pacientu, ktefi nedoséh-
li ani parcidlni remise (PR). Korelace mezi hladinou
HGF a lécebnou odpovédi byla hodnocena pomoci
Mann-Whitney testu a Kruskal-Wallis Anova. Vysled-
ky Statisticky vyznamné rozdily byla nalezeny mezi
skupinou A (n=20; median=1155 pg/ml; rozsah 6-6000),
skupinou B (n=13; medidn=2670 pg/ml; rozsah 355-
6000) a skupinou C (n=19; medidn=2980 pg/ml; rozsah
763-6000) p=0,042 (Anova). Také hladina HGF v PP
u pacientd s CR (n=11; medidn=1260 pg/ml; rozsah 6-
1860) je vyznamné niZ§i neZ u ostatnich (n=41; medi-
4n=2430 pg/ml; rozsah 30,2-6000) p=0,014. Vyznam-
né rozdily v hladindch HGF na pocdtku 1é¢by a v re-
lapsu nebyly prokdzdny. Zavér NaSe vysledky nasvéd-
¢uji, Ze vysoké hladiny HGF v PP pacienti s MM pfed
1écbou bortezomibem jsou spojeny s nepiiznivou odpo-
védi. Pfedchozi studie oznacily HGF jako vhodného
kandiddta pro monitorovdni angiogeneze, jelikoZ je
mo#né jeho hladiny sledovat v PP. Lé¢ebnd odpovéd je
vyznamny prognosticky faktor a naSe méfeni potvrdila,
Ze hladiny HGF v PP na pocatku 1é¢by tésné korelova-
ly s 1é¢ebnou odpovédi. Z vysledku vyplyvd, ze HGF
v PP se muZe stat jednim z pomocnych prediktivnich
markerd pfi 1é¢bé bortezomibem a moZnd i obecné pro-
gnostickym faktorem. Prace vznikla za podpory gran-
ti: VC MSMT CR LC06027 a MSM 0021622434,

P54/ 1441.

Delece 14q zahrnujici IGH gen u pacienti

s mnohocetnym myelomem

Balcarkova Jana, Urbankova Helena, Pika Tomas, Holze-
rova Milena, S¢udla Vlastimil, Bacovsky Jaroslav, Indrdk
Karel, JaroSova Marie (Hemato-onkologickd klinika FN
a LF UP, Olomouc; I11. Interni klinika FN a LF UP, Olo-
mouc)

Translokace zahrnujici IGH gen (14g32) jsou faze-
ny mezi jedny z nejcastéjSich chromosomomalnich
zmén u pacientd s mnohocetnym myelomem (MM).
V soucasnosti se ukazuje, Ze IGH gen u B-bunéénych
malignit nemusi byt zahrnut jen v translokacich ale
1 v delecich postihujicich chromosom 14. Delece v IGH
genu zji§téné metodou FISH mohou byt rozdéleny do
3 skupin: delece zahrnujici cely IGH gen, delece zahr-
nujici IGVH oblast (telomerické) a delece oblasti pfi-
lehlych k 3ekonci IGH genu (centromerické). Delece
telomerickych ¢asti IGH genu jsou povazovdny za fy-
ziologické a vznikaji v disledku VDJ rekombinace
v pribéhu vyvoje B-lymfocytu. Predpokldda se, Ze de-
lece sekvenci v blizkosti 3” konce IGH genu mohou
vznikat jako ztrdta celého derivovaného chromosomu
14, kterd nastane velmi brzy po vzniku translokace za-
hrnujici IGH gen zejména t(4;14) nebo jako disledek

intersticidlni delece 14q. Cilem naSi prace bylo zjistit
frekvenci a typ delece IGH genu pomoci molekuldrné
cytogenetickych metod v souboru 200 pacientit s MM.
Metodou FICTION s lokusové specifickou sondou LSI
IGH (Abbott-Vysis, Downers Grove, IL, USA) jsme zji-
stili deleci IGH genu u 42 (21 %) z 200 pacientl. De-
lece byly rozdéleny do 3 skupin: 1. delece celého IGH
genu (15 pacientit) 2. delece IGVH oblasti (14 pacien-
tt) 3. delece sekvenci pfilehlych k 3” ¢dsti IGH genu
(13 pacientt) Delece IgH genu byla jako jedind zména
nalezena u 13 pacientii. U 29 pacienti byly delece
v IGH genu nalezeny spolecné s deleci RB1 genu. Mo-
nosomie chromosomu 13 byla prokdzadna u vSech paci-
entll s deleci celého IGH genu a deleci RB1 genu (12
pacientd). U 11 pacientl s deleci celé jedné kopie IGH
genu byla prokdzdna pomocf specifickych sond 14qTEL
(Abbott-Vysis) a TCR A/D (14q11) (Dako, Stockholm,
Sweden) monosomie chromosomu 14. Termindlni dele-
ce 14q, kterd nezahrnovala TCR A/D lokus byla nale-
zena u 4 pacienttl. Translokace byla prokdzana u 7 ze
13 pacienti s deleci sekvenci pfilehlych k 3” ¢asti IGH
genu- t(4;14) u 5 pacientt a t(11;14) u 2 pacientd. U 2
ze 13 pacientl byla prokdzdna delece 14q zahrnujic{ se-
kvence prilehlé k 3" ¢asti IGH genu pomoci metod
CGH/arrayCGH. NaSe vysledky potvrzuji, Ze delece na-
lezené v IGH genu mohou byt disledkem monosomie
chromosomu 14, translokace zahrnujici IGH gen nebo
delece 14q a velmi Casto se vyskytuji spole¢né s mo-
nosomii chromosomu 13. Prace je podporovdna gran-
tem MSM 6198959205

P55/ 1431.

Rizikové faktory casné prvni progrese nebo relapsu
u pacientit s mnohocetnym myelomem po autologni
transplantaci perifernich krvetvornych bunék
Jungové Alexandra, Vokurka Samuel, Schiitzovd Mirosla-
va, Koza Vladimir (Hematologicko onkologické oddéle-
ni FN, Plzeri)

Vysokodédvkovand chemoterapie s melfalanem zajis-
ténd autologni transplantaci perifernich krvetvornych
bunék (APSCT) je standardni 1é¢bou prvni linie pro
unosné pacienty s mnohocetnym myelomem (MM).
Transplantaci 1ze prodlouZit dobu do prvni progrese/re-
lapsu, ale u nékterych pacientti tato doba remise trva
pomérné kratce. Cil: ovérit mozné faktory ovliviujici
délku doby do prvniho relapsu/progrese (TTP) u paci-
entl s MM. Metodika: Retrospektivni analyza, pacien-
ti s relapsem/progresi po ukoncené prvni linii 1é¢by 4x
VAD a melfalan 200mg/m2 s APSCT a s moZnou na-
slednou udrzovaci 1écbou (interferon, chemoterapie
CED). TTP = doba od APSCT do relapsu/progrese. Ri-
zikové cytogenetika = komplexni aberace, del 13, -13,
t/4;14/. Soubor: 68 pacienttl spliiujicich kriteria meto-
diky a s dobou primolécby v 1/97-6/2007. Vysledky:
medidn TTP celého souboru 13 ( 1-64) mésict. Dile by-
la porovnéna skupina ,,A“ (TTP <=12m) vs. ,,B* (TTP
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> 12m): n= 32 vs. 36 pacientl, medidan TTP 6 ( 1-12)
vs. 27 ( 13-64), vék 58 ( 42-70) vs. 60 ( 38-69), Zeny
40% vs. 27%, st.I11. dle S-D 81% vs. 75%, st.I11. dle
ISS 48% vs. 44%, risk cytogenetika 29% vs. 7%, risk
cytogenetika véetné del13q FISH 42% vs. 25%, stav re-
zistence nebo progrese pred APSCT 25% vs. 6 %, dav-
ka melfalan 4,6(2,3-6,7) vs. 4,8(3,1-6,2), zadna udrzo-
vaci 1é¢ba 60% vs. 72%. Zavér: Skupina pacienti s krat-
kym TTP (do 12mésicti od APSCT) méla zfetelné vys-
§1 zastoupeni prognosticky nepfiznivych genetickych
zmeén, zfetelné Cetnéjsi stav rezistence nebo casné pro-
grese pfed APSCT a tendenci k pokrocilejsi nemoci
podle stadia dle S-D a ISS. Pro pfesnéjsi posouzeni po-
zorovanych rozdilti bude nutné doplnit analyzu statis-
tické signifikance.

P56 / 1430.

Progresia mnohopocetného myelému

s raritnym postihnutim CNS - kazuistika

Pizurova Rendta, Hudecek Jan, Holly Pavol, Chudej Ju-
raj, Fedorovd Jana, KociSovd Méria (KHaT MFN, Mar-
tin; KHaT MFN a JLF UK, Martin; Onkorddioterapeu-
tické odd. MFN s JLF UK, Martin)

Mnohopocetny myelém je nddorové ochorenie, vy-
znacujuce sa klondlnou nekontrolovanou proliferdciou
a akumuldciou neoplasticky transformovanych elemen-
tov B-bunkovej linie charakteru plazmocytov, produ-
kujicich monoklondlny imunoglobulin, ktory je doka-
zateI'ny v sére alebo v moci. Plazmoceluladrna prolife-
rcia a jej produkty vedu vécSinou k osteolytickému po-
stihnutiu skeletu, k hyperkalcémii, anémii, niekedy az
pancytopénii, k postihnutiu obli¢iek event. i dal3ich or-
ganov. Postihnutie CNS u mnohopocetného myelému
je vel'mi nezvycajné. Presna incidencia nie je znama,
v odbornej literatire je popisanych celkovo len nieko-
ko desiatok pripadov — vicsinou len malé stibory pa-
cientov event. kazuistiky. Odhaduje sa, Ze takychto pri-
padov nie je viac ako 1% vSetkych pacientov s myel6-
mom. V dostupnej odbornej literattire bola popisovana
od autorov Schluterman a spol. retrospektivna analyza
pacientov lieenych pre myeldm v University Arkansas
Medical Centre, kde z cca 2000 pacientov zistili 23 pri-
padov postihnutia CNS. Predpokladd sa moznost’ lokal-
nej invazie nddoru alebo hematogénny rozsev, dochdd-
za tu bud k infiltrdcii meningov event. intracerebralnym
mts. Postihnutie CNS sa moZe objavit’ u ktoréhokol'vek
pacienta s myelémom, ale CastejSie sa objavuje u roz-
vinutého ochorenia alebo u relapsu ochorenia, len vy-
nimoc¢ne bola infiltrdcia CNS opisand ako prvy priznak
choroby. Progndza pacientov je vel'mi nepriazniva, ty-
pickd je rychla progresia ochorenia a rezistencia na li-
ecbu,priemernd doba prezivania / podl'a viacerych au-
torov / je 1,5 mesiaca od stanovenia diagndzy, najviac
4-5 mesiacov. Liecba je kontroverznd, vic¢Sinou indi-
vidudlne postupy / vzhl'adom k malému poctu pacien-
tov /, vyuZiva sa systémova chemoterapia, i.th. terapia,

radioterapia, autolégna transplantacia kmenovych bu-
niek, neurochirurgia, resp. kombinécia jednotlivych po-
stupov. Opisovany je pripad 49-ro¢nej pacientky s dia-
gnostikovanym mnohopodetnym myelémom, u ktorej
sa ochorenie po I. cykle cht schémy CAD junior / 5 kur
/ sprogredovalo, bol zahdjeny dal§i cyklus chemotera-
pie v kombindcii bortezomid + cyclophosphamid + kor-
tikoid, kde po 1. kire doSlo k tprave v laboratérnych
parametroch, ale bola dokdzana raritnd progresia ocho-
renia v oblasti CNS. Lie¢ba bola kombinovand — celko-
va chemoterapia, i.th. terapia, radioterapia.

P57 / 1425.

Optimalizace imunomagnetické separace
plazmatickych bunék z kostni diené pacienti
nemocnych mnohocetnym myelomem

Cumovd J ana, Kyjovskd Drahomira, Suskd Renata, Mo-
ravcova Jana, Rycovd Marcela, Perutka Tom4s, Handko-
va BoZena, Krdlova Dana, BureSova Ivana, Kovarova Lu-
cie, Kryukov Fedor, Penka Miroslav, Hijek Roman
(URC-CMG, LF MU, Brno; LEHABI, OKH FN, Brno;
IHOK FN, Brno)

Uvod: Vysoka &istota plazmatickych bungk (PB) je za-
kladnim predpokladem pro uplatnéni cytogenetickych, mo-
lekularné biologickych a proteomickych aplikaci ve vy-
zkumu mnohocetného myelomu (MM) a monoklondlnich
gamapatif nejasného vyznamu (MGUS). Obohaceni vzor-
ki PC je na naSem pracovisti provadéno pomoci metod flu-
orescencniho tiidéni (FACS) a imunomagnetické separace
(MACS). Prace predstavuje vysledky separaci PB pomo-
ci metody MACS s vyuzitim prednastavenych programu
(possels a posseld2) separdtoru autoMACS a nastaveni
optimdln{ separacni strategie pro zisk populace PB s is-
totou >90%. Pacienti a metody: V letech 2007 - 2008 by-
lo provedlo celkem 276 separaci vzorki KD ziskanych od
250 pacienti nemocnych MM (145 muzi a 105 Zen) me-
didnu véku 66 let (28 - 87). U 23 pacientil byl v priibéhu
onemocnéni v rizném datu proveden odbér kostni diené
2x (n =20) a 3x (n = 3). Plazmatické bunky byly separo-
vany z frakce mononukledrnich bunék kostni dfené
(MNKD) pomoci znac¢eni bunék monoklondlni protildtkou
konjugovanou s paramagnetickou partikuli (CD138 MACS
MicroBeads). Cistota separovanych frakei byla stanovena
morfologicky a flowcytometricky. Ziskané CD138+ frak-
ce byly ndsledné vyuzity k vyzkumnym dcelim tymu
URC-CMG nebo byly zamraZeny v kryokonzervantu a po-
té uloZeny do myelomové banky vzorkd. Vysledky: Zhod-
noceni G¢innosti MACS separace s vyuzitim programu
possels a posseld2 shrnuje tabulka. Statistické zhodnoce-
ni pomoci ROC kfivek z dostupnych flowcytometrickych
dat (n = 133) stanovilo pro program possels nejlepsi hod-
notu vstupn{ infiltrace PB v MNKD frakci >12% (p<0,001)
pro zisk populace PB s Cistotou >90%. U programu pos-
seld2 (n = 103) byla stanovena hodnota vstupni infiltrace
>5,1% (p<0,001). Zhodnoceni z dostupnych morfologic-
kych dat (n = 138) pro program possels stanovilo nejlepsi
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hodnotu vstupni infiltrace PB v MNKD frakci >7,2%
(p<0,001), pro program posseld2 (n = 32) hodnotu >4,6%
(p<0.001). Zavér: Cistota separované frakce, stejné tak ja-
ko vyté€zek zdvisi na kvalité vzorku a zvolenych paramet-
rech separace, které se odviji od poZadavkl na separova-
né bunky. Proto volime rlizny separa¢ni program separa-
toru autoMACS pro vzorky riznych vstupnich infiltrac{
PB ve frakci MNKD. Program posseld2 vyuZivame pro se-
parace vzorki MNKD, u nichZ je stanovena vstupni in-
filtrace PB 5-10%, program possels pro vzorky se vstup-
ni infiltraci >10%. Pro vzorky s infiltraci <5% pouZivime
bunécny sorter FACSAria. Prace byla podpofena granty
MSMT LC06027 a MSM0021622434.

[ Possels I Posseld,
Flowcvtometrické hodnoceni CD138 znaku median (rozmezi)
Cistota PB v MNKD firakei - vstupni infiltrace (%) 17,0 (0.2-81.5) 4.3 (0.2-54.0)
¢1stota CD138+ frakce (%) 82.8 (0.5-99.5) 83.1 (14.3-99.7)
Cistota CD138- frakce (%) 6.4 (0.0-70.2) 2.6(0.0-19.2)
Pocet ziskanych PB po separaci (x106) 24 (0,0-51,2) 0.1 (0.0-10.1)
Celkova ztrata PB (x10%) 2.6 (0.0-105.2) 0.9 (0.0-11.8)
Ztrata PB v CDI138- frakei (x106) 0.7 (0,0-59.7) 0.3 (0,0-7.9)
Ztrata PB v separacni kolong (x10¢) 1,6 (0,1-99.,6) 0.3 (0.0-11.3)
Faktor obohaceni 4.1 (04-76,0) 179 (1,7-277.5)
Navratnost PB (TCR %) 34.5 (0.0-210.3) 13.7 (0.0-385 4)

P58/ 1424.

Detekcia chromozémovych abnormalit pri
mnohopocetnom myeléme metédou I-FISH s vyuzitim
imunomagnetickej separacie plazmatickych buniek
Ruzbacky Rastislav, Messingerova L., Rotikovd L., 74-
kovitova A., Kasabova L., Szab6va Z., Ballova V., Illen-
¢ikova D. (Ndrodny onkologicky ustav, Oddelenie onko-
logickej genetiky, Bratislava)

Uvod: Mnohopotetny myelém (MM) je charakterizova-
ny akumuldciou monoklondlnych plazmatickych buniek
v kostnej dreni (KD). Vysledkom je pritomnost’ malignych
plazmatickych buniek (PB) deliacich sa nekontrolovane
a interagujicich s mikroprostredim KD. MM je zodpoved-
ny za priblizne 20% tmrti pri hematologickych malignitdch.
Ciel'om nasej prace bolo porovnanie pocetnosti chromozé-
movych aberdcii z kultivovanych konvencnych vzoriek KD
a z populdcie buniek ziskanych metédou MACS. Metddy:
24-(RPMI-1640) a 96-(BoneMarrowGrow) hodinova kul-
tivacia kostnej drene, cytogenetické spracovanie a nasled-
nd [-FISH s pouzitim ndsledovnych sond: LSI D13S319 pre
13q14 (orange)/13q34 (green), LSI IGH 14q32 dual color
break apart, SRD 1p36 (red)/ON 1q21(green), LSI
p53(17p13.1) spectrum orange/cep 17 spectrum aqua. Se-
pardcia plazmatickych buniek z Cerstvych vzoriek KD (1-
2ml) pomocou mini-MACS separdtora a naslednd fixdcia
vyseparovanej bunkovej suspenzie pre I-FISH. Vysledky:
V rokoch 2007 az 2009 sme vykonali 16 dspeSnych imu-
nomagnetickych separdcii myelémovych PB od pacientov
s potvrdenou diagnézou MM. 54 separdcii bolo netspes-
nych z dovodu nepotvrdenej diagnézy MM alebo nizkej
infiltrdcie KD plazmatickymi bunkami. Naslednd I-FISH na
tychto separovanych malignych PB ndm potvrdila podstat-
ne vyS$i a presnejsi percentudlny zachyt chromozémovych
aberdcii oproti vysledkom ziskanych I-FISH po klasicke;j
kultivécii KD. Zéaver: V naSom prispevku su uvedené prvé

skusenosti s metddou imunomagnetickej separacie (MACS)
myelémovych buniek CD 138+ na OOG NOU. Potvrdili
sme, Ze MACS separacia PB umoziiuje podstatne senzitiv-
nejsie sledovanie vyskytu chromozémovych aberécii pomo-
cou I-FISH na separovanych PB v porovnani s konvenc-
nymi vzorkami KD.

P59 / 1573.

Molekuldrna heterogenita akiitnej myeloidnej
leukémie s norméalnym karyotypom

— prehlad vysledkov jedného centra

Katrincsakova Bedta, Szotkowski Tomas, Divoka Marti-
na, Holzerova Milena, Hubacek Jaromir, Muzik Jan, Du-
Sek Ladislav, Indrak Karel, JaroSova Marie (Hemato-on-
kologickd klinika FN a LF UP Olomouc; Institut biosta-
tistiky a analyz MU, Brno)

Normdlny karyotyp (NK), najcastejsi cytogeneticky
ndlez (40-50 %) u akitnej myeloidnej leukémie (AML)
v dobe diagnézy, zahfia AML s heterogénnou moleku-
larnou bazou, ktord d'alej stratifikuje prognézu tejto sku-
piny AML. N4&§ prispevok sumarizuje aktudlne vysled-
ky molekularneho monitorovania pacientov s de novo
AML bez cytogenetickych zmien (NK-AML) v dobe di-
agnézy na HOK FNOL, kde sa dlhodobo zaoberdme cy-
togenetickou/molekuldrnou diagnostikou AML. Indivi-
dudlny molekuldrny profil pacientov s NK-AML a je-
ho prognosticky vyznam hodnotime na zdklade zmien
v NPM1, FLT3, BAALC a MLL génoch, aktudlne za-
¢iname monitorovat' zmeny v CEBPA a WT1 génoch.
Nasim cielom je sledovat’ molekuldarne markery, ktoré
by v ramci NK-AML pomohli odli§it’ pacientov s pri-
aznivou progndzou od pacientov s menej priaznivou
prognézou. N&s sibor zahina 71 pacientov (36 Zien; 35
muzov; medidn veku 56 rokov (22-77 rokov) diagnos-
tikovanych v rokoch 1998 az 2009 s dostupnym gene-
tickym materidlom z doby stanovenia diagndzy. V tom-
to stibore predstavuje subor kurativne lieenych, 57 pa-
cientov (31 Zien; 26 muzov; medidn veku 55 rokov (22
az 72), median doby sledovania 150 tyzdnov (11 — 548);
median celkového prezivania 52 tyzdiov (6 az 358)).
Molekuldrnu analyzu vykondvame na drovni cDNA,
resp. DNA metddami fragmentacnej analyzy a sekve-
novania (NPM1mut, FLT3-ITD), kvantitativnej RT-
PCR (BAALC), restrikénej analyzy PCR produktov
(FLT3/D835) a konven¢nej PCR (MLL/PTD). V cel-
kovom subore 71 pacientov sme zachytili muticie gé-
nu NPM1 (NPM1mut) u 55% (39/71); FLT3-ITD u 39%
(28/71); FLT3/D835 u 14% (10/71); zvySenu expresiu
génu BAALC u 28% (20/71) a parcidlnu tandemovi du-
plikdciu génu MLL (MLL/PTD) u 2 zo 71 pripadov.
V stbore 57 kurativne lie€enych pacientov boli sledo-
vané génové zmeny distribuované nasledovne: 54%
(31/57) NPM1mut; 35% (20/57) FLT3-ITD; 12% (7/57)
FLT3/D835; 32% (18/57) zvySend expresia BAALC;
1,8% (1/57) MLL/PTD. S prihliadnutim na FLT3-ITD
a NPMImut sa v rdimci NK-AML vy¢lenili 4 prognos-
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ticky vyznamné podskupiny: FLT3-ITD+/NPMIlwt
(4/57); FLT3-ITD+/NPM1mut (16/57); FLT3-ITD-
/NPMImut (15/57) a FLT3-ITD-/NPMIlwt (22/57).
V rdmci FLT3/ITD+ stuboru poukazuji naSe vysledky
na inter-individudlnu heterogenitu na drovni zasttpe-
nia, dizky a po¢tu mutovanej FLT3-ITD alely. V na-
Som prispevku zhodnotime jednotlivé molekularne pod-
skupiny na tdrovni ich incidencie a klinického vyzna-
mu u NK-AML. Grantové podpora: MSM 6198959205
a IGA MZ CR NR/9481-3

P60 / 1544.

Korelacia nadexpresie WT1 génu s chromozémovymi
aberaciami pri akutnych leukémiach

Hanusovska Eva, Lukackova Renata, Markova Klaudia,
Tomésova Radka, Hojsikova Ivana, KriZzan Peter (Medi-
rex, a.s., Genetika, Bratislava)

Uvod : Okolo 50% pacientov s akiitnou myeloickou
leukémiou je charakterizovanych Specifickymi chromo-
z6movymi aberdciami. Casto ide o komplex zmien v ka-
ryotype pacienta (numerické a Strukturdlne abericie).
Druhé skupina AML pacientov s normalnym karyoty-
pom vykazuje na molekulovej drovni r6zne anomaélie
(nadexpresie regulaénych génov a r6zne mutdcie). Asi
u 90 % pacientov s AML bez ohl'adu na subtyp leukémie
sa pozoruje nadexpresia WT1 génu. Tento gén kdéduje
jadrovy DNA viaZuci protein a hra dlohu génového ak-
tivatora aj represora, ¢im priamo ovplyvnuje prolifera-
ciu, diferencidciu a apoptézu buniek. Metodika: Vzor-
ky: PK a KD pacientov s AML (n=200). Karyotyp : kon-
venénd cytogenetika (G-pruzkovanie). FISH: sondy na
Specifické aberdcie (PML-RARA, AML1/ETO, CBFB,
MLL, ETV6,5q31/D5S23,7q31/CEP7). Expresia WT1
génu bola merand metédou RTQ PCR. Vysledky: Vzor-
ky pacientov boli vySetrené kvalitativnou cytogenetic-
kou a molekulédrne-genetickou analyzou (FISH) a kvan-
titativne metédou RTQ-PCR. Hladina expresie WT1 gé-
nu v leukocytoch kostnej dreni zdravych jedincov sa po-
hybuje rddovo okolo 10-2 NCN (Normalizovany pocet
kopii) a v periférnej krvi je o rad nizsie, ¢ize 10-3 NCN
alebo je nedetekovatel'nd. Expresiu WT1 génu sme po-
vaZovali za nadexpresiu, ak jej hodnota bola 0,5-4 rady
vySSia oproti fyziologickym hodnotdm. Sustredili sme
sa prevazne na koreldciu s markerom: PML-
RARA- t(15;17), ETV6 na 12. a MLL na 11. chromo-
zome. Hladina nadexpresie WT1génu presne kopirova-
la kvantitu jadier s t (15;17). Skupina pacientov s abe-
raciou MLL alebo ETV6 génu ( translokdcie, delécie
a amplifikdcie ) vykazovali aZ o 3-4 rddy zvySend hla-
dinu expresie WT1 oproti fyziologickym hodnotdm.
S postupom tspesnej liecby, jeho hladina radovo klesa-
la aZ do negativity a korelovala s cytogenetickou remi-
siou a klinickym obrazom pacienta. Opédtovny nérast ex-
presie WT1 génu bol signdlom relapsu. Zaver: Vo vic-
S$ine nami sledovanych pripadov akiitnych leukémif bo-
la zistend koreldcia medzi nadexpresiou WT1 génu, cy-

togenetickym nédlezom a celkovym klinickym obrazom
pacienta. Cytogeneticka analyza a FISH su dbleZitou su-
Cast'ou diagnostiky a predikcie ochorenia. Meranie ex-
presie WT1 génu mdze pomdcet lekdrovi pri monitorin-
gu minimélnej rezidudlnej choroby a vhodnej lieCebne;j
stratégii.

P61 / 1506.

Vyznam metody MethyLight ke sledovani

aberantni metylace genii u pacienti

s akutni myeloidni leukémii (AML)

Hajkova Hana, Benson Veronika, Schwarz Jif{, Maalou-
fovd Jacqueline, Haskovec Cedrik ( Ustav hematologie
a krevni transfiize, Praha; Mikrobiologicky iistav AVCR,
Praha)

Je prokdzéno, ze metylace geni hraje vyznamnou roli
v patogenezi nddord, véetné leukémii. MethyLight pred-
stavuje vysoce senzitivni a specificky pfistup k detekci
a kvantifikaci metylace DNA metodou real-time PCR. Je
zalozeny na kombinaci metyla¢né specifickych primert
a sondy (TagMan). Vysokd senzitivita a specificita ¢in{
metodu vhodnou i pro detekci nizkych frekvenci metyla-
ce DNA jako biomarkerd onemocnéni. Cilem této studie
bylo analyzovat metylacni status v promotorové oblasti
geni CDKN2B, ESRI1, ECAD, DAPKI1, CALCA,
ICAM1, MYOD1, SOCS1, TIMP-3 a TERT u pacientt
s AML pri diagnéze a vybrat nejvhodnéjsi geny pro dal-
§1 sledovani progrese onemocnéni. Analyzovali jsme 30
vzorkl DNA izolované z periferni krve od pacienti AML
pfi diagndze, 5 vzorkit DNA z remise onemocnén{ a 3
vzorky DNA z relapsu onemocnéni. Metoda spoc¢iva v bi-
sulfitové konverzi genomické DNA, kterd umoZni na za-
klad€ metyla¢né podminénych sekvencnich zmén navr-
Zeni metylacné specifickych primeri a sondy. Jako refe-
renéni DNA slouZzi 100% metylovand DNA dodédvana
spolu s nemetylovanou DNA jako EpiTect PCR Control
DNA Set (Qiagen). Jako kontrolni gen, ktery normalizo-
val vstupni mnoZstvi a kvalitu bisulfitové DNA, byl pou-
zit B-actin (ACTB). Stupen metylace je vyjadiovan vzhle-
dem k 100% metylované DNA jako PMR (percentage of
methylated reference). PMR < 0.1% je povaZovéno za ne-
gativni; PMR 0,1-3,9% slabé pozitivni; PMR 4,0-19,9%
pozitivni; PMR 20,0-49 9% stfedni pozitivita; PMR 50,0-
74.9% vysoka pozitivita; PMR =75% velmi vysokd po-
zitivita. Z naSich dosavadnich vysledkt vyplyva nasledu-
jici frekvence vyskytu metylaci u pacienti AML pfi dia-
gnéze CDKN2B 70%; ECAD 63%; CALCA 45%;
DAPK1 20%; MYOD1, SOCS1 a TIMP3 15%; ESR1
10%, ICAM1 a TERT 0%. Stupné metylace dosahovaly
nejvysSich hladin u geni CDKN2B, CALCA, ECAD
a DAPK, u zbylych genti se az na vyjimky pohybovaly
v rozmez{ slabé pozitivity. VSechny vysetfované vzorky
od pacienttl v remisi vykazovaly negativitu ve vSech sle-
dovanych genech. Dva vzorky od pacientii v molekular-
nim relapsu onemocnéni se pohybovaly na hranici slabé
pozitivity pro gen CDKN2B, vzorek v potvrzeném relap-
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su vykazoval pozitivitu pro dvojici sledovanych gent
CDKN2B a ECAD. Pro pacienty AML, ktef{ vykazuji pri
diagnéze pozitivitu v jednom ¢i vice ze sledovanych ge-
nt, je rozhodné zajimavé a pifnosné sledovat vyskyt a stu-
pen metylace v pribéhu onemocnéni a zaméfit se i na pro-
gnosticky vyznam vyskytu aberantni metylace. Podpore-
no vyzkumnym zdmérem 00023736.

P62 / 1479.

Exprese geni WT1, PRAME, RHAMM, BAALC

a vybranych “Leukemia Associated Antigens”

v periferni krvi AML pacienti pri diagnéze

a v pribéhu 1écby

Polak Jaroslav, Hijkova Hana, Schwarz Jifi, Markova Ja-
na, Maaloufovd Jacquelline, Volkova Zuzana,Haskovec
Cedrik, Dvorakova Dana ( Ustav hematologie a krevni
transfiize, Praha; FN Brno)

Uvod: Za ti¢elem monitorovani minimalni rezidudlni ne-
moci (MRN) u pacientd s AML byly sledovany exprese ge-
ntt WT1, PRAME a RHAMM. Rada antigenti spojenych
s leukémiemi (LAA) je zvySen¢ exprimovana pii diagnéze
onemocnéni. Cil studie: Testovani exprese vySe uvedenych
gend a jejich vhodnosti jakozto markéri MRN. Metody: Ex-
prese genlt WT1 a PRAME v periferni krvi (PK) pacientt
a zdravych darct byla analyzovdna pomoci kvantitativni
PCR v redlném Case s pouZitim specifickych TagMan préb.
Exprese geni BAALC, RHAMM a vybranych LAA byla
kvantifikovdna pouzitim TagMan® Gene Expression As-
says. Informovany souhlas byl obdrzen od vSech sledova-
nych pacientd. Vysledky: Zvysend exprese genu WT1 by-
la detekovédna v (PK) u 90% AML pacient pfi diagndze.
U pacientd AML s pfitomnosti fizntho genu AML1/ETO
byla exprese WT1 niz$i neZ u zbytku pacient pfi diagné-
ze (P=0,0004). Velmi nizkd exprese genu WT1 pii diagné-
ze byla nalezena u pacienti s pfestavbou genu MLL. Zvy-
Send exprese gentit PRAME a RHAMM byla nalezena u pa-
cientd s AML pii diagndze (u 65% a 70%), P<0,0001. Ex-
prese genu PRAME je vysSi u pacienti s AML a s piitom-
nosti fizntho genu AML1/ETO ve srovndni s zbylymi AML
pti diagnéze, P=0,0029. Analogicky, exprese genu BAALC
byla signifikantné¢ zvySena u pacientdl s translokacemi
t(8;21) a inv.16 (CBF leukémie), P<0,0001. Na druhé stra-
né, exprese genu BAALC byla nizka u pacientt s piitom-
nost{ translokace t(15,17) a v burikach 13 leukemickych bu-
né¢nych liniich. Sledované LAA: ST18, XAGE1, MSLN,
CSPG4 a CA9 byly zvySené exprimovéany v 56%, 25%,
24%,41% a 43% vzorcich z periferni krve pacienti s AML
v dobé diagnézy. U nékolika pacienti s ptitomnosti prestav-
by genu MLL byla sledovdna exprese vybranych LAA
v pribéhu 1é¢by. Zavéry: Na zakladé nasich predbéznych
vysledki 1ze doporucit jako alternativni nespecifické mar-
kéry MRN geny PRAME a BAALC a to zejména u paci-
entd s nizkou expresi WT1 pfi diagnéze. Vysokd exprese
genu BAALC (negativni prognosticky faktor u AML s nor-
mdlni cytogenetikou) byla rovné€Z neocekdvané zjiSténa
u pacientti s CBF leukémiemi, které jsou povazovany za

skupinu s dobrou prognézou onemocnéni. K zjiStén{ statu-
tu MRN lIze rovnéZ u nékterych pacientil pouZit monitoro-
vani exprese vybranych LAA. Studie byla podpofena IGA
MZ CR grantem: NR 8748-3

P63 / 1471.

Neobvykla prestavba genu PML/RARa detekovana
u pacienta s akutni promyelocytarni leukémii

- kazuistika

Jeziskova Ivana, Gazdova Jana, Kofistek Zdenck, Razga
Filip, Jur¢ek Tomas, Mayer Jifi, Dvordkova Dana (Cen-
trum molekuldrni biologie a genové terapie, IHOK FN
a LF MU, Brno)

Uvod: Akutni promyelocytarni leukémie (APL) je sta-
vem nejvyssi hematologické urgence. Onemocnéni muze
vést béhem nékolika hodin k tmrti pacienta. Z tohoto du-
vodu je nutno APL diagnostikovat co nejrychleji a v pripa-
dé suspekce na APL zahgjit terapii ATRA, kterd sniZuje ri-
ziko ¢asného umrti, nez bude dokoncena presna diagnosti-
ka stavu. U vétSiny nemocnych s APL je detekovéna spe-
cifickd t(15;17). Dostupnou metodou molekuldrni diagnos-
tiky, kterd je zaroven schopna definovat typ zlomového mis-
ta v genu PML (ber 1,2, 3), je RT-PCR. Kvantitativni RQ-
PCR pak predstavuje vhodnou metodu pro sledovani mini-
malni rezidudlni nemoci (MRN) pomoci nejcastéjsich typt
transkriptd genu PML/RARa (dlouhé - L, variantni -
V a kratké S - formy). Pro rychlost ziskéan{ vysledku a do-
stateCnou citlivost ji 1ze GspéSné pouZit i jako metodu dia-
gnostickou pro vstupni vysetfeni. Cil: Demonstrovat na za-
jimavé kazuistice pacienta s APL moZnosti soucasné dia-
gnostiky a ukdzat na vyznam presné specifikace zlomové
oblasti. Pacient a metody: U 55 letého pacienta se suspek-
ci na APL byla standardizovanou metodou RQ-PCR podle
EAC protokolu (Gabert et al., Leukemia, 2003) prokdzana
pozitivita pro zlomovou oblast bcr 3 fiizntho genu
PML/RARa. Detekovana pozitivita v§ak byla na hranici cit-
livosti zvolené metody. Z tohoto divodu byla provedena
kontroln{ analyza RNA jednokolovou RT-PCR s mirné od-
lisnou lokalizaci primerd, kterd sice znovu potvrdila pozi-
tivitu odpovidajici uvedené oblasti, ale analyza PCR frag-
menttl na gelu ukdzala atypickou délku amplikonu (480 vs.
320 bp). Amplikon byl podroben piimé sekvencni analyze.
Vysledky: V PML/RARa genu pacienta byla identifikova-
na neobvykld pozice zlomového mista ve 4. intronu genu
PML a ddle piitomnost 85 nukleotid dlouhé inzerce, z Ce-
hoZ prvnich 9 nukleotidti je neznamého piivodu a nésledu-
jicich 76 nukleotidd pochazi z nepieklddané oblasti genu
RARa. RQ-PCR podle EAC protokolu pro S - formu
PML/RARa genu (ber 3) navrhuje primery lokalizované do
exonu 3 genu PML a exonu 3 genu RARa. V ndmi popiso-
vaném piipadé vSak doslo zménou typu zlomu a inzerci
k prodlouZeni amplikonu o 156 nukleotidi, coz vedlo k vy-
raznému snizeni amplifikac¢ni Gcinnosti a k detekci poziti-
vity na hranici citlivosti metody. Nezbytnym predpokladem
pro sledovani MRN u naseho pacienta je navrZzeni TagMan
systému specifického pro tento typ prestavby. Zavér: Uve-
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deny ptiklad ukazuje na vyznam presné specifikace mole-
kuldrniho markeru pro sledovdni MRN.

P64 / 1455.

Expresia bel-x1 a ABC transportnych bielkovin

vo vzt'ahu k citlivosti leukemickych myeloblastov

na cytostatika in vitro

Racay Peter, Hatok Jozef, Chudej Juraj, Chudy Peter, Hol-
ly Pavol, Jurecekové Jana, Dobrota DuSan ( Ustav lekdr-
skej biochémie JLF UK, Martin; KHaT MFN a JLF UK,
Martin)

Rezistencia na chemoterapiu predstavuje hlavny problém
obmedzujuci efektivitu protinddorovej terapie. Medzi naj-
CastejSie molekulové mechanizmy rezistencie nddorovych
buniek patria: a) indukcia $pecifickych bielkovin podiela-
jucich sa na odstranovani cytostatik z bunky (napr. ABC
transportné bielkoviny) a biotransformadcii cytostatik (napr.
glutatién S transferazy) b) mutdcie génov kédujucich cie-
Tové efektorové molekuly (napr. mutdcie p53) c) nadpro-
dukcia ochrannych bielkovin (napr. antiapoptotickych
bielkovin BCL2 rodiny, enzymov oprdv DNA) d) represia
efektorovych (napr. tumor-supresorovych a apoptotickych)
bielkovin. V naSich experimentoch sme pozorovali v§znam-
nu variabilitu hladin mRNA antiapoptotickej bielkoviny bcl-
x1 ako aj bielkovin z rodiny ABC transportérov (MDR1,
MRP a BCRP) v leukemickych myeloblastoch izolovanych
z krvi pacientov s potvrdenou diagnézou akitnej myelob-
lastovej leukémie. Ciel'om nasej prace bolo zistit’ ¢i ma hla-
dina mRNA uvedenych bielkovin vplyv na chemosenziti-
vitu leukemickych myeloblastov stanovent in vitro. Po vy-
konani MTT testu a stanovent citlivosti myeloblastov na vy-
brané cytostatikd sme korelovali ziskané hodnoty LC50
s hladinou mRNA pre sledované bielkoviny stanovenou po-
mocou RT-PCR. Korela¢n4 analyza ukézala, Ze medzi hla-
dinou mRNA bcl-xl a citlivost'ou leukemickych myelobla-
stov na cytozin-arabinozid existuje Statisticky vyznamny po-
zitivny vzt'ah (R=0,4477, p=0.0283). U ostatnych vysetro-
vanych cytostatik (daunorubicin, mitoxantrén, etopozid
a vinblastin) sme vSak nepozorovali $tatisticky vyznamné
vztahy. V pripade ABC transportnych bielkovin sme nepo-
zorovali Statisticky vyznamné vztahy medzi citlivostou na
vySetrované cytostatikd a hladinou mRNA sledovanych bi-
elkovin. NaSe vysledky naznacuju, Ze v pripade akutnej my-
elobastovej leukémie je citlivost’ buniek na Ara-C Ciastoc-
ne modulovand hladinou antiapoptotickej bielkoviny bcl-xl1.

P65 / 1410.

Sledovanie priebehu ochorenia u detskych

a dospelych pacientov s AML a MLL

aberaciami v rokoch 2005-2008

MikulaSova Zuzana, Illenc¢ikova Denisa, Slamka Tomas,
DZzubasova Martina, Strbova Dagmar, Cermdk Martin,
Durovéikova Darina (Oddelenie onkologickej genetiky
NOU, Bratislava; Oddelenie onkologickej genetiky NOU
a Katedra lekdrskej genetika SZU, Bratislava)

Uvod: Svetové zdravotnicka organizacia (WHO) na-
vrhla Specifikovat’ 11q23+/MLL+ akitnu myeloblastovi
leukémiu (AML) ako samostatnd jednotku vramci AML
s opakujicimi sa cytogenetickymi translokdciami (Var-
diman a kol., 2002). 11q23+/MLL+ AML predstavuje 3%
- 4% 70 vietkych AML pripadov. CastejSie sa vyskytuje
u dojciat ako u dospelych a zvycCajne sa prejavuje AML
M4/M5 fenotypom (Haferlach a kol., 2002). Incidencia
MLL+ u AML zavisi na metdde detekcie (MLL je rela-
tivne Castym cielom kryptickych prestavb). Prognéza je
zla, premenlivd podl'a typu translokécie, fenotypu, a ve-
ku AML pacienta. Metddy: Cielom naSej prace bolo zis-
tit’ incidenciu jednotlivych prognosticky vyznamnych abe-
racii MLL génu u pacientov s diagnézou AML pomocou
kombindcie cytogenetickej analyzy, FISH (split- signal
FISH) a Specifikych RT-PCR metéd / PMRT PCR a iden-
tifikdcia zriedkavych fiznych partnerov v spoluprici s In-
Stititom Farmaceutickej Biologie/ZAFES/ Diagnostické
Centrum Akutnej Leukémie, Univerzita vo Frankfurte nad
Mohanom, Nemecko. Vysledky Zostavili a analyzovali
sme stibor AML pacientov s cielom zachytit’ jednotlivé
aberdcii MLL génu. V rokoch 2005 az 2008 sme na od-
deleni onkologickej genetiky, NOU vygetrili 105 dospe-
lIych (48 Zien a 57 muZov v rozpiti od 19-79 rokov) a 22
detskych pacientov (10 diev¢at a 12 chlapcov v rozpiti
od < 1-17 rokov) s diagnézou AML . U 5/22 deti s AML
sme zistili nasledovné aberdcie génu MLL: prestavbu
a translokdciu MLL u 3/22, MLL PTD 1/22, gain MLL
1/22. U 14/105 dopelych s AML sme zistili nasledovné
aberdcie génu MLL: prestavbu a translokdciu MLL u 3,
MLL PTD 5, gain MLL 4, amplifikdcia 2 pacientov
s AML. U pacientov sme sledovali preZivanie v korela-
cii s genetickym nélezom.

P66 / 1384.

Zvysena exprese genu ERG (homologu onkogenu
v-ets viru E26 zpusobujiciho erytroblastozu u ptaki)
a genu MN1 (meningioma 1) vedle dalSich
prognostickych faktoru u pacientt s akutni
myeloidni leukémii

Fuchs Ota, Provaznikova Dana, KosteCka Arnost, Biezi-
nova Jana, Polak Jaroslav, Novakova Ludmila, Kouba Mi-
chal (UHKT, Praha)

Analyzovali jsme skupinu 65 pacientl s akutni myelo-
idni leukémii (AML) prevazné normalniho karyotypu. Ex-
presi genli ERG, MN1 a EVI1 (“ecotropic viral integrati-
on site 1*) jsme stanovili pomoci kvantitativni PCR v re-
alném cCase. Potfebné vzorky cDNA byly pripraveny z cel-
kové RNA, izolované z mononukledrnich bunék ziskanych
z kostni diené nebo periferni krve pacienti s AML, pomo-
ci reverzni transkriptdzy(SuperScript II, Invitrogen Corp.).
Kontrolni vzorky cDNA byly ziskdny z kostn{ dfené a pe-
riferie zdravych jedincti odpovidajiciho stéfi. Exprese uve-
denych gent byla vztaZzena na expresi kontrolniho “hou-
sekeeping genu‘“ —glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy
(GAPDH) a povazovana za zvySenou pii prekroceni péti-
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nasobné hladiny pfislusnych mRNA ve srovnani s pramé-
rem kontrolnich vzorkil. V souboru 65 pacientii s AML
jsme nalezli 23 pacientti se zvySenou expresi genu MN1,
15 pacient se zvySenou expresi genu ERG a 5 pacientt
se zvySenou expresi genu EVI1. Devét pacienttl z tohoto
souboru mélo soucasné zvySenou expresi genu MN1 i ge-
nu ERG a zaroven 2 pacienti z uvedenych 9 pacienti mé-
li soucasné zvySenou expresi genit MN1, ERG i EVI1. U 8
z této skupiny 9 pacientl jsme soucasné prokdzali Castec-
né tandemové duplikace genu MLL (MLL-PTD). Potvr-
dili jsme, Ze soucasné zvysena exprese geni MN1 a ERG
je spojena s rezistenci na induk¢ni 1é€bu a hor§im celko-
vym prezitim (celkové preZiti u 5 pacientd, ktefi ze sku-
piny 9 pacientii zemfeli, ¢inilo v priméru 4,56 mésict).
Jeden z téchto pacientd mél dokonce dvojitou mutaci v ge-
nu CEBPA, kterd je povaZovana za priznivy prognostic-
ky faktor a nemél MLL-PTD. Zbyli 3 pacienti absolvo-
vali nedavno alogennf transplantaci kostni dfené a 1 paci-
ent s AML M2 po myelodysplastickém syndromu (MDS)
je zatim jiz 8 mésicti ispesné 1é¢en decitabinem, ktery pa-
sobi depleci metylcytosinu a hypometylaci cilovych geno-
vych promotorti. Dékujeme v§em dal$im klinickym pra-
covniklim, ktefi se podileli na shromazdéni uvedeného
souboru vzorkd.

P67 / 1478.

AIHA s chladovymi protilatkami zjisténa

pri vySetreni KO

Dvordkova Barbora, Zapletal Ondiej (OKH Détskd
nemocnice, FN, Brno)

Autoimunitni hemolytickd anémie (AIHA) je hemoly-
ticky stav zplsobeny protilditkami namifenymi proti
vlastnim erytrocyttim organismu. Protilatky jsou nejcas-
téji tepelné povahy (IgG) - reaguji pii teploté 37°C. Mé-
né Castd je AIHA s chladovymi protildtkami (IgM) - re-
aguji napf. pri 28-320C. RozliSujeme: 1. AIHA s tepel-
nymi protildtkami 70% 2. AIHA s chladovymi protilat-
kami 16% 3. Paroxysmadlni chladovad hemoglobinurie 2%
4. Léky indukované hemolytické stavy 12% Zakladnim
vySetfeni pfi podezieni na AIHA je pfimy AGH test
(PAT), jehoz pozitivita svéd¢i pro pritomnost protilatek
navéazanych na erytrocytech a tedy o imunitni etiologii
hemolyzy a nésledné urceni specifity pripadné protilat-
ky (NAT). Na ptitomnost chladovych protildtek mtiZe pfi
hodnoceni KO upozornit kromé snizeného Hb, abnormal-
né vysoka hodnota MCV zplisobend tim, Ze pfi teploté
nizsi, nez je teplota téla, dochdzi ke shlukovdni (agluti-
naci) erytrocytti a ndslednému ode¢tu shlukd analyzato-
rem. AIHA s chladovymi protildtkami mtiZe provazet na-
pt. infekéni mononukleozu nebo pneumonii zptisobenou
mycoplasmaty, popsdn je i vznik polékové AIHA s chla-
dovymi protilatkami. ZAVER: P¥i rutinnim vySetfeni
krevniho obrazu byly zjistény nesrovnalosti v naméfe-
nych hodnotdch cervené krevni fady, které nas vedly
k pétrani po pri¢inach tohoto nalezu. Ve spolupraci s TO
FN Brno byly v séru pacientky prokdzany chladové pro-

tildtky ve vysokém titru (1:1000 ve zkumavkovém testu)
- nalez typicky pro chladové AIHA. Ovéfeni KS bylo
komplikovano pritomnosti chladovych pl. Tepelné proti-
latky nebyly prokazdny. U pacientky, kterd byla zcela bez
klinickych obtiZi byla stanovena dg. AIHA s chladovy-
mi protilatkami.

P68 / 1400.

Izolace DNA pro ticely HLA genotypizace-hodnoceni
nékterych izolac¢nich automati

Klimentova Hana, Vondrackova Hana, Melkova Milena,
Vrana Milena, Dobrovolna Marie ( UHKT, odd. HLA ana-
lyzy, Praha; UHKT Praha )

Zékladem tspésné detekce HLA polymorfismu k ur-
¢eni histokompatibility pro transplantace hematopoetic-
kych kmenovych bunék ( HSCT) je kvalitni DNA, kte-
ré je pro sekvenovani ¢i metodu PCR-SSP tieba 150-
200 od, o miniméln{ koncentraci 20ng/1, kdy stanovuje-
me koncentraci a faktor istoty spektrofotometricky
(NanoDrop) a kontrolni gelovou elektroforézou . NaSe
pracovi§té pouzivd automat GenoM-6 ( Qiagen), jehoZ
vyhodou je Cas izolace (20 min.), vysokd kvalita DNA,
plné automatizovany provoz a minimdln{ vliv lidského
faktoru. Nevyhodou je kapacita 6 vzorki a po 4 letech
provozu opakovand nutnost servisnich zasaht. Vzhle-
dem k neustdlému ndrdstu poétu vySetfeni (mezironé
0 20%) jsme byli nuceni hledat pro rutinni i vyzkum-
nou ¢innost dal$i automat pfi zachovani vSech zmino-
vanych vyhod. Sledovana kritéria vybéru byla: princip
izolace, vytéZnost izolace, mira automatizace, snadnost
obsluhy a kapacita pristroje. K testovani jsme méli za-
pljéend nasledujici zafizeni: QiuckGene (FujiFilm):
princip izolace spoc¢iva v oddéleni DNA pomoci poréz-
ni membrany (patent FujiFilm), avSak s nutnosti pred-
chozi lyzy, kapacita pristroje je 8 vzorku s kratkou do-
bou izolace. VytéZnost izolace DNA vSak nesplnila na-
Se pozadavky. U dalsich zafizeni byla principem izola-
ce DNA vazba na paramagnetické kulicky: Maxwell 16
(Promega): poloautomaticky pfistroj s paralelnim zpra-
covanim 16 vzorki. Pfed vlastni izolaci DNA je vyza-
moZznost lidské chyby pfi nékolikandsobném prepipeto-
vavani . Magna Pure (Roche) automat paralelné zpra-
covavajici 8 vzorkl s vysokou vytéznosti i kvalitou vy-
izolované DNA. Nevyhodou jsou velké rozméry pristro-
je a pomérné komplikovany zplsob obsluhy. iPrep (Qi-
agen), u kterého je vyhodou paralelni zpracovéni 13
vzorkl, vybornd vytéznost i kvalita DNA, maly vliv lid-
ského faktoru a snadnd obsluha. Nevyhodou je pomér-
né vysokd pofizovaci cena. Tento zpiisob porovnani na-
bizenych technologii pfimo v laboratofi pro konkrétn{
aplikace se nam osvédcil a v pripadé moznosti ho hod-
ldme pouZivat jako univerzdlni metodicky postup pro
vybér laboratornich zafizeni. Pfispévek byl podporen
vyzkumnym zamérem UHKT MZO 0002373601
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P69 / 1551.

Stidium génovych polymorfizmov

pri poruchach zrazanlivosti krvi

Kirschnerova Renata, Dobrotova Miroslava, Babusikova
Eva, Hatok Jozef, JureCekova Jana, Dobrota Dusan ( Ustav
lekdrskej biochémie JLF UK, Martin; Klinika hematolo-
gie a transfuziologie MFN JLF UK, Martin)

Hemostdza ako komplexny systém prirodzenych me-
chanizmov organizmu sliZi na jednej strane k zastave-
niu krvicania a na druhej strane brdni nadmernej tvor-
be krvnych zrazenin. Riadend je optimalnou sthrou ak-
tivaénych a inhibiénych mechanizmov plazmatickych
bielkovin s trombocytmi na povrchu cievneho endote-
lu. Prirodzené inhibitory koagulécie sliZia na reStrikciu
koagulaéného procesu a chrdnia normdlne cievy pred
trombdzou. Jednym z nich je protein C, glykoprotein
cirkulujuci v plazme v neaktivnej forme. Endotelovy
protein C receptor (EPCR) je schopny viazat’ protein C
s vysokou afinitou, a tym zvySovat’ mieru jeho aktiva-
cie. Polymorfizmy EPCR génu su spojené so zmenou
distribucie hladin aktivovaného proteinu C, ktord stvi-
sf s moZnym rizikom vzniku vendzneho tromboembo-
lizmu alebo naopak protektivnym t¢inkom a redukciou
vzniku trombdzy. Stanovenie polymorfizmu 4678G/C
v 3’'neprekladanej oblasti EPCR génu sme uskutoc¢nili
pomocou PCR metdédy. Na stanovenie mozného vzta-
hu tohto polymorfizmu s rizikom vzniku trombdézy sme
urcili genotypy pacientov s diagnostikovanym trombo-
filnym stavom a kontrolnej skupiny zdanlivo zdravych
pacientov. U pacientov sme pozorovali signifikantne
niz8iu frekvenciu vyskytu genotypu 4678CC ako u kon-
trolnej skupiny. Vyskyt C alely sa spdja s vySSimi hla-
dinami cirkulujiceho aktivovaného proteinu C, pricom
mechanizmus jeho narastania je zatial neznamy. Geno-
typ 4678CC u skiimanej populdcie pacientov mdZeme
povazovat’ za faktor znizujuci riziko vzniku trombdzy.
Stanovenie polymorfizmov v EPCR géne by mohlo byt
prinosom pre objasnenie porich mechanizmu aktiva-
cie proteinu C pomocou EPCR a pre stanovenie jeho
moznej ulohy v budicnosti slizit ako marker skorej
identifikdcie rizika vzniku trombofilnych stavov. Tato
prdca vznikla za podpory grantu Univerzity Komenské-
ho ¢. 437/2008/UK.

P70/ 1538.

Cirkulujici mikropartikule

u hemodialyzovanych pacienti

Simkovi¢ Martin, Sadilek Petr, Maly Jaroslav, Dusilova
Sulkova Sylvie, Vrbacky Filip, Pecka Miroslav (OKH, II.
interni klinika FN a LF, Hradec Krdlové; Klinika geron-
tologickd a metabolickd, LF a FN Hradec Krdlové)

Uvod: Prokoagulaéni mikropartikule jsou neddvno ob-
jeveny marker endotelidlni dysfunkce a kardiovaskuldr-
nich chorob. Nemocni s chronickym selhdnim ledvin
v pravidelném hemodialyzacnim programu patii do sku-

vy,

piny s nejvyssim rizikem kardiovaskuldrnich pfihod. Pro-
to tedy neni prekvapujici, Ze u dialyzovanych bylo pozo-
rovano zvySeni po¢tu mikropartikuli. Cile: Nas$im cilem
bylo stanovit prokoagulacni aktivitu cirkulujicich mik-
ropartikuli u pacientl v pravidelném dialyzacnim progra-
mu pred hemodialyzou. Vysledky byly porovnany s kon-
trolni skupinou zdravych a hladinou solubilniho P-selek-
tinu a fibrinogenu, tedy zavedenych marker( zanétu a ate-
rosklerotickych komplikaci. Metodika: Prokoagulacni ak-
tivita cirkulujicich mirkopartikuli byla stanovena pomo-
ci trombin generacniho funkéniho testu u stabilnich dlou-
hodob¢ dialyzovanych pacientti (n=57) a zdravych dob-
rovolnikd (n=20). Diabeticka nefropatie byla pfitomna
u 23 dialyzovanych nemocnych. Odbéry byly provedeny
bezprostfedné pred zahdjenim hemodialyzy z arteriove-
nézni pistéle. Hladina solubilniho P-selektinu byla stano-
vena imunoenzymatickou reakci. Jako marker zanétu byl
sledovan C-reaktivni protein. Vysledky: Prokoagulacni
aktivita cirkulujicich mikropartikuli byla niZ8{ u hemo-
dialyzovanych pacienti (n=57) nez-1i u zdravych kontrol
(n=20) (3,98+1,89 vs.30+1,65 nmol/l; p<0,05). Naopak
solubilni P-selektin byl signifikantné vyssi u hemodialy-
zovanych (55,2+18.1 vs. 40.3+8.,2 ng/ml; p<0,001). Pod-
le ocekdvani byla signifikantné vyssi i hladina fibrinoge-
nu u hemodialyzovanych nemocnych (4,37+0,99 vs.
3,27+0,67 g/1). Zavér: Na rozdil od solubilniho P-selek-
tinu a fibrinogenu jsme nepozorovali zvySeni prokoagu-
lan¢ni aktivity cirkulujicich mikropartikuli pfed zahdje-
nim hemodialyzy. Prace vznikla za podpory Vyzkumné-
ho zaméru FNHK MZO 00179906.

P71 /1537.

Lécba ITP détského véku rituximabem

- prvni zkuSenosti

SmiSek Petr, Sukovd Martina, PospiSilovda Dagmar, Timr
Pavel, Votava Tomas, Hak Jifi (Klinika détské hematolo-
gie a onkologie, FN Motol, Praha; Détskd klinika, FN,
Olomouc; Détskd klinika, NemocniceCeské Budéjovice;
Deétskd klinika, FN, Plzen, Détskd klinika, FN, Hradec
Krdlové)

Imunni trombocytopénie (ITP) je nejCastéjsi krvacivé
onemocnéni détského véku. U vétSiny déti s ITP se hod-
nota trombocytl v kratké dob& spontanné nebo po 1é¢bé
prvni volby (kortikoidy, intravenozni imunoglobuliny)
normalizuje, asi ve 20% trombocytopénie pretrvava dlou-
hodobé. Jen mala ¢ast déti s chronickou ITP (priblizné 5%
ze vSech nové diagnostikovanych ITP) vyzaduje dals{ te-
rapii. Indikaci k 1é¢bé je pretrvavajici nizky pocet trom-
bocyti (pod 20x10%/1) a/nebo piitomnost krvéacivych pro-
jevia. Vzhledem k riziku zdvaznych akutné probihajicich
bakteridlnich infekci je u déti s chronickou ITP prefero-
vano farmakologické ovlivnéni trombocytopénie pred
splenektomii. Jednou z terapeutickych moZnosti je poda-
ni rituximabu. ZkuSenosti s touto 1é¢bou u déti jsou zatim
omezené. V letech 2005 — 2009 bylo ve 4 centrech dét-
ské hematologie 1éCeno rituximabem celkem 9 déti
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s imunni trombocytopénii. Jednalo se o déti ve v€ku 4-
18 let. Vétsina pacienti byla dlouhodobé sledovana pro
chronickou ITP, v jednom pfipadé trombocytopénie tr-
vala 4,5 mésice a jedna divka byla 1é¢ena pro akutni ITP.
Ve vsech pripadech byla predchozi 1écba (kortikoidy, in-
travenozni imunoglobuliny, anti-D imunoglobulin, azat-
hioprin) bez efektu a pretrvavala vyznamnd trombocyto-
penie. Rituximab (MabThera® Roche) byl podavan v dav-
ce 375 mg/m?2 v tydennich intervalech, celkem 4x (v 8 pri-
padech). Divce s akutni ITP byly poddny pouze 2 ddvky.
Aplikace preparatu byla dobre tolerovana, v souvislosti
s poddnim jsme nezaznamenali Zddné zdvazné nezadou-
ci uc¢inky. Na 1é¢bu pfiznivé odpovédélo 7 pacientl
(78%), 6 déti zistava v remisi ITP (hodnota trombocytt
nad 150x109/1) 2-42 mésice od terapie. V jednom pfipa-
dé byl efekt jen ¢asteény — pocet trombocytl je opako-
vané na bezpec¢né hodnoté nad 100x10%]1 i kdyZ normal-
ni hodnoty (150x109/1) dosazeno nebylo. Ve dvou pfipa-
dech (22%) bylo podén{ rituximabu zcela bez efektu, hod-
nota trombocytt ztstala pod 20x10%/1, obé déti byly na-
sledné indikovény ke splenektomii. Doba do normaliza-
ce poctu trombocytll byla 3 tydny az 6 mésicd od prvni-
ho podéni rituximabu. U Zadného z pacientd, ktef{ na 16¢-
bu odpovédéli jsme dosud nezaznamenali relaps onemoc-
néni. NaSe zkuSenosti potvrzuji, Ze poddni rituximabu dé-
tem s chronickou ITP je vhodnou a dobte tolerovanou Ié-
¢ebnou alternativou, kterd mize vést k oddélen{ splenek-
tomie i ke dlouhodobé normalizaci poctu trombocytil.
Podporovano VZ FNM 00064203 a vyzkumnym zadmé-
rem MSMT: MSM 6198959205.

P72 /1530.

Heparinem indukovana trombocytopenie

Sigutova Pavla, Slechtové Jitka, Haj$manové Zdeiika (he-
matologicky iisek Ustavu klinické biochemie a hemato-
logie FN a LF UK, Plzeii; UKBH FN a LF UK Plzeri)

Uvod: S pokrokem v prevenci a 1é¢bé trombotickych
stavl prichdz{ i Castéjs$i vyskyt heparinem indukované
trombocytopenie (HIT) jakoZto Zivot ohroZujici kompli-
kace heparinové terapie. HIT se objevuje pfiblizné u 0,5
—5 % nemocnych lécenych heparinem, Castéji po nefrak-
cionovaném heparinu nez po LMWH. Kritéria pro dia-
gnostiku HIT jsou 4 T: trombocytopenie (pokles desti-
¢ek 0 50 % ptivodni hodnoty pred 1é¢bou heparinem), ¢a-
sové souvislosti (timing, pokles desti¢ek 5. — 10. den po
zahdjen{ 1é¢by), trombdzy nebo koZzni 1éze, vyloucent ji-
né priciny trombocytopenie. Pro laboratorni diagnostiku
HIT jsou k dispozici testy s rozdilnou senzivitou a speci-
ficitou: funk¢ni (SRA - uvolnéni serotoninu z desticek,
agregace desticek s heparinem, zjiStovani trombocytdr-
nich mikropartikuli pomoci prittokové cytometrie) a imu-
nologické (riizné modifikace stanoveni protildtek proti
komplexu heparin/PF4). Laboratorni testy poméhaji po-
tvrdit ¢i vyvrdtit klinické podezfeni na HIT. Pro diagnos-
tiku je nejvyhodnéj$i kombinace senzitivniho testu akti-
vace desti¢ek a imunologicky prikaz PF4. Vlastn{ kazu-

istiky: Ve FN Plzen byl pouZit k diagnostice test PIFA He-
parin/Platelet Factor 4 Rapid Assay. Uvadime 2 tspésné
zvladnuté HIT: 60letou pacientku 1é¢enou heparinem pro
ileofemoropopliteokrurdlni trombdzu levé dolni konceti-
ny a scintigraficky prokdzanou oboustrannou plicni em-
bolizaci. 9. den po zahdjeni 1éCby heparinem doSlo bez-
prostfedné po zavedeni portokavélniho filtru ke kardio-
gennimu Soku, laboratorné prokdzdna trombocytopenie.
Heparin vynechdn, provedena celkovd trombolyza a pa-
cientka léCena fondaparinuxem. Postupné pak pfevedena
na Warfarin. V druhém pripadé se jednalo o 62letou po-
lymorbidni Zenu dlouhodobé 1é¢enou Plavixem, nové po-
ddvan LMWH pro flebotrombdzu pravého bérce, s akut-
ni nutnosti laparotomie pro perforacni divertikulitidu. 8.
den po zahdjeni 1écby LMWH se objevila trombocyto-
penie provazend nartistdnim soucasné trombézy DK a z4-
roven krvacenim do dutiny bfisni bez nalezeni chirurgic-
kého zdroje krvaceni. Po ukonceni terapie heparinem by-
la pfevedena na fondaparinux a pozdéji na Warfarin. Za-
vér: V piipadé podezieni na HIT musi byt okamzité ukon-
¢ena terapie heparinem a zahdjena alternativni antikoagu-
la¢ni 1é¢ba. Nelze ¢ekat na vysledek laboratornich testi.
S rychlym ndstupem novych antitrombotik, kterd se za-
¢inaji uZivat v prevenci Zilni tromboembolie, bude prav-
dépodobné mozné se v dalSich letech HIT vyhnout ¢i pod-
statné sniZit jeji vyskyt.

P73/ 1516.

Vliv oxida¢niho stresu na strukturu

a funkci fibrinogenu

Stikarova J ana, Reicheltovd Zuzana, Méjek Pavel, Chras-
tinovd Leona, Suttnar Jifi, Dyr Jan E. ( UHKT, Praha)

Fibrinogen, plasmaticky glykoprotein o molekulové
hmotnosti 340 kDa, patii mezi proteiny nichyIné k ptso-
beni oxidacniho stresu. Fibrinogen hraje zdsadni roli v se-
kundérni hemostase, kdy po odstépeni fibrinopeptidi z je-
ho molekuly aktivovanym trombinem vznika fibrin, ktery
polymeruje a vytvaii fibrinovou sit’. Je velmi dulezity také
v primdrni hemostdze, kde se aktivované krevni desticky
vazi pres povrchovy receptor GPIIb-IIIa na fibrinogen. Oxi-
dacnim stresem rozumime stav organismu, pri kterém do-
chézi k nerovnovdze v zastoupeni prooxidacnich a antioxi-
dacnich latek ve prospéch prooxidacnich. Kromé jiného do-
chézi k tvorbé volnych radikald a jejich produkti, které mo-
hou reagovat s biomolekulami, kdy méni jejich chemické
a fyzikdln{ vlastnosti a v disledku mohou narusit jejich bi-
ologické funkce. V této préci byly studovany funkcni i struk-
turni zmény fibrinogenu vystaveného podminkdm oxidac-
niho stresu. Oxida¢ni modifikace byly vyvolany ptisobenim
tif rtiznych ¢inidel — malondialdehyd, chlornan sodny a 3-
morpholinosydnonimin. Strukturni zmény byly sledovany
pomoci SDS PAGE s néslednou imunochemickou detekci
a metodou stanoveni karbonylovych skupin. Pro pozoro-
vén{ interakci mezi izolovanymi krevnimi desti¢kami a fib-
rinogenem byl pouZit analyzator ,,Cone and Plate*. Tvorba
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a rozpousténi fibrinové sit€ byly sledovany pomoci zédka-
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lovych krivek. Vzhled vzniklé sité byl sledovan pomoci ske-
novacf elektronové mikroskopie. HPLC byla pouZita ke sle-
dovani kinetiky odstépovani fibrinopeptidl z fibrinogenu
pusobenim trombinu. Oxida¢ni modifikace zptisobené vy-
Se zminénymi systémy vyvolaly jak zmény ve struktuie tak
1 ve fyziologické funkci v porovnani s kontrolnim fibrino-
genem. Ziskand data mohou usnadnit porozuméni mozné
role oxidativné modifikovaného fibrinogenu v atherotrom-
bose. Tato price vznikla za podpory grantu VZ UHKT MZ
00002373601 a grantu AV CR KAN200670701.

P74/ 1442.

Kinetika odstépovani fibrinopeptidi

z fibrinogenu adsorbovaného na povrchu

Riedel Tomas, Brynda Eduard, Houska Milan, Suttnar Jifi,
Dyr Jan E. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Adsorpci fibrinogenu na povrch doprovazeji konformac-
ni zmény, které méni povahu adsorbovaného fibrinogenu.
Na rozdil of fibrinogenu volné se vyskytujiciho v krvi, ad-
sorbovany fibrinogen miZe interagovat s riznymi protei-
ny, burikami a krevnimi destickami a iniciovat tak proces
vzniku trombu. V minulosti vétSina charakteristik fibrino-
genu byla zkoumadna v roztoku. JelikoZ k tvorbé€ fibrinové
sité a aktivaci koagulaéni kaskddy vZdy dochdzi na povr-
chu, tim mtiZe byt napf. povrch biomateridlu, pfi poranén{
odhaleny subendothel nebo poSkozend cévni sténa, v této
studii jsme se vénovali kinetice odStépovani fibrinopepti-
du z fibrinogenu adsorbovaného na povrchu. Fibrinogen je
protahla molekula o délce 45nm a tloustce Snm, kterou je
moZzné adsorbovat na povrch ve dvou odliSnych orienta-
cich, leZzici nebo stojici na povrchu, v zavislosti na koncen-
traci vychoziho roztoku. Na adsorbovany fibrinogen jsme
nechali ptisobit trombin, enzym katalyzujici odstépovan{
fibrinopeptidi z fibrinogenu. Kinetiku odstépovanych fib-
rinopeptidl jsme stanovovali pomoci RP HPLC. Zjistili
jsme, Ze se kinetika odstépovani fibrinopeptidi vyrazné
1is{ od kinetiky od$tépovani fibrinopeptidi z roztoku. Zej-
ména nedochdzi k lag-fazi od$tépovani fibrinopeptidi a od-
Stépovani fibrinopeptidii B probiha rychleji a kone¢nd hod-
nota odstépenych fibrinopeptidi B je dvakrat vyssi nez fib-
rinopeptidi A. Orientace fibrinogenu adsorbovaného na po-
vrchu a konformacéni zmény, které adsorpci fibrinogenu
provazi, ovliviiuji interakci fibrinogenu s trombinem a vy-
raznym zpusobem ovliviiuji kinetiku odstépovani fibrino-
peptidd. Fibrinopeptid B je znam jako silny chemoatrak-
tant, proto usuzujeme, Ze prednostni uvolnovani fibrino-
peptidu B ma fyziologicky zéklad a slouzi k prildkani bu-
nék zanétu, hladkych svalovych bunék a endothelidlnich
bunék do mista poranéni. Zmény vlastnosti fibrinogenu ad-
sorbovaného na povrchu mohou pfispivat k trombogenici-
t¢ biomateridld. Zvysené hodnoty fibrinopeptidu B pfi
trombotickych stavech mohou byt spojeny s pozménénou
kinetikou odstépovan{ fibrinopeptidii z fibrinogenu adsor-
bovaného na povrchu v misté vznikajicich trombt. Tato
prace vznikla za podpory grantu AVCR KAN200670701
aVZ MZ ¢.2373601.

P75 / 1436.

Detekce S-nitrosothioli v lidskych krevnich destickach
pomoci HPLC

Pimkova Kristyna, Balounova Renata, Sobotkové Alzbé-
ta, Suttnar Jiff, Dyr Jan Evangelista (Ustav hematologie
a krevni transfuze, Praha)

Uvod: Oxid dusnaty (NO) hraje vyznamnou roli v fadé
fyziologickych procesi, tcastni se hemostazy, signaliza¢-
nich procest, imunitni odpovédi organismu, odpovédi or-
ganismu na stres. Béhem aktivace lidskych krevnich desti-
¢ek dochazi ke stimulaci NO syntdzy a nésledné zvySené
produkci a sekreci NO. Oxid dusnaty inhibuje aktivaci de-
stiek. Hlavnim mechanismem piisobeni NO je aktivace
rozpustné guanylat cyklazy, coz vede ke vzristu koncentra-
ce cGMP. Existuji i jiné mechanismy, kterymi NO ovliv-
fiuje aktivitu desticek. NO miiZe v piitomnosti rozpusténé-
ho kysliku reagovat za vzniku oxidu dusitého, ktery jako
dobré nitrosylacni agens je schopen reversibilné reagovat
s thioly bilkovin za vzniku S-nitrosothiol (RSNO). Lite-
ratura uvadi, Ze ptisobeni NO za vzniku RSNO mize vést
k posttranslaénim modifikacim sulthydrylovych skupin cys-
teinovych zbytkl v proteinech. V této praci jsme sledovali
hladinu S-nitrosothiold v aktivovanych a neaktivovanych
lidskych krevnich destickdch. Metody: Krevni desticky by-
ly ziskany od zdravych ddrcti, kteff nejméné 14 dni neuZi-
vali Iéky ovlivnujici aktivitu krevnich desticek. Aktivace de-
sticek byla hodnocena sledovanim agregacni odezvy v pri-
tomnosti agonistl (kyselina arachidonov4, kolagen a trom-
bin) turbidimetricky. Pro stanoveni RSNO v destickach by-
la pouZzita metoda HPLC s fluorimetrickou detekci. NO2
uvolnény z RSNO pisobenim HgCl2, reaguje v kyselém
prostiedi s 2,3-diaminonaftalenem (DAN) za vzniku fluo-
rescencniho barviva 2,3-naftotriazolu (NAT). Ten je fluori-
metricky detekovan pii excitaci 365nm a emisi 425nm. Vy-
sledky: B&hem aktivace krevnich destic¢ek dochazi vlivem
uvolnovani nizkomolekuldrnich prooxidacnich latek k mo-
difikaci destickovych bilkovin a tim, kromé jiného, ke zmg-
né hladiny S-nitrosothiolil. Rozdily byly zaznamenany i me-
zi aktivaci jednotlivymi agonisty. Pod€kovani: Tato price
vznikla za podpory granti AV CR KAN200670701, IGA
MZ CR NS 9636-3/2008, VZ MZ CR 02373601.

P76/ 1416.

Markers of endothelial activation in the prediction of
subsequent development of preeclampsia

Prochazka Martin, Prochdzkova Jana, Slavik Ludék,
Ulehlové J ana, Pilka Radovan, Dhaifallah Ishraq, Méchu-
rové Alena, Simetka Ondfej (Dept. of Gynecology and
Obstetrics Dept. of Hemato-Oncology, Institute of Medi-
cal Genetics and Foetal Medicine, FH and MF PU, Olo-
mouc; UPMD, Praha; Dept. of Gynecology and Obste-
trics FH, Ostrava)

Introduction: The hypertension and preeclampsia in
pregnancy are multisystemic diseases characterized by
hypertension, proteinuria and generalized systemic va-
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soconstriction.The ischaemia of the fetoplacental unit
cause the release of specific factors into maternal ves-
sels and subsequent activation of the endothelium and
vasoconstriction . There is a rush development of the
laboratory tests and a new markers of the endothelial
activation have been found. Eg. t-PA, PAI-1, vWF,
EPCR, thrombomodulin and endothelial microparticu-
les. The aim of the study: To detect of above mentioned
markers of endothelial activation in healthy pregnant
women compared to those with pregnancy complica-
ted by hypertension, diabetes mellitus and preeclam-
psia. We suppose that plasma specimens of the women
with preeclampsia and diabetes mellitus will contatin
a higher levels of endothelial activation markers com-
pared to healthy pregnant. Methods: Included patients
assigned an informed content. The blood sampling we-
re taken routine way at the time of the first blood preg-
nancy sampling the end of the first trimester. The se-
cond specimen will be taken between 24.- 28. weeks
of gestation. The following tests will be performed: t-
PA — ELISA, PAI-1 — ELISA, vWF.Ag — EIA (immu-
nologic detection by imunoturbidimetry), ePCR —
ELISA ,MMP-2.9 — ELISA (fluorogenic detection), en-
dothelial microparticules — Flow cytometry. Results:
The levels of vWf Ag and vW activity are significant-
ly different (P = 0,02 resp. 0,01) in group patietns with
diabetes in comparison with control group. The levels
of TRM are significantly different (P = 0,03) in group
patiens with hypertension as well as in group patietns
with diabetes (P = 0,02) in comparison with control
group. The levels of ePCR are significantly different (P
= 0,04) in group patiens with hypertension as well as
in group patietns with diabetes (P = 0,01) in compari-
son with control group. The levels of tPA and PAI are
not significantly different in group patiens with hyper-
tension as well as in group patietns with diabetes in
comparison with control group. Conclusion: As expec-
ted, there were stat. Significant differences in the dia-
betes group in the case of vWf Ag, vWact., thrombomo-
dulin and ePCR. Significant diference was found in the
hypertension group compared to controls in ePCR.
Whereas EMP, MMP-9 were not different in all groups.
Supported by the Grant of Min.of Health, Czech Repub-
lic NR 9282-3/2007

P77/ 1415.

Fetomaternalni hemoragie pii porodu cisarskym Fezem
Lubusky Marek, Ordeltovd Marta, Prochdzka Martin, Vo-
méckova Katetina (Porodnicko-gynekologickd klinika FN
a LF UP, Olomouc; Oddéleni alergologie a klinické imu-
nologie LF UP a FN, Olomouc;, 1. chirurgickd klinika LF
UP a FN, Olomouc)

Cil studie: Zjistit incidenci fetomaterndlni hemoragie
(FMH) pri porodu cisaiskym fezem a stanovit objem fetdl-
nich erytrocytl, které pronikaji do matetské krve. Uréen{ téch-
to parametrii by umoznilo optimalizovat doporuéeni k pro-

vadéni prevence Rh (D) aloimunizace. Pracovni hypotéza:
IgG anti-D v dévce 10 pug podané nitrosvalové by mélo po-
kryt 0,5 ml fetdlnich Rh (D) pozitivnich erytrocyti nebo 1ml
celé krve. U naprosté vétSiny porodd pronikd do matetské kr-
ve méné nez 2,5 ml fetdlnich erytrocytt (5 ml plné krve, po-
staCujici ddvka IgG anti-D 50ug). Naopak jen ojedinéle do-
chazi pri porodu k FMH, ktera presahuje Sml (10 ml plné
fetalni krve, postacujici davka IgG anti-D 100ug). U vétSiny
pifpadil vSak nenf pfitomen zadny rizikovy faktor. ZvySené
nebezpeci prostupu Cervenych krvinek plodu do krve matky
je pii porodu cisarskym fezem. Metodika: Celkem bylo v pi-
lotnim studii provedeno 130 vysetfeni. MnoZstvi fetdlnich
erytrocytt proniklych do ob&hu matky pfi porodu cisaiskym
fezem bylo stanoveno pritokovou cytometrii na pfistroji
BDFACSCanto (Becton Dickonson International). Labora-
torn{ zpracovéni: Fetal Cell Count™ kit (Diagnosis of Feto-
maternal Transfusion by flow cytometry), IQ Products, IQP-
379. Vypocet celkového objemu fetdlnich erytrocytt pronik-
Iych do obéhu matky: Scientific Subcommittee of the Aust-
ralian and New Zealand Society of Blood Transfusion. Gui-
delines for laboratory assessment of fetomaternal haemorr-
hage. Ist ed. Sydney: ANZSBT, 2002: 3-12. Vysledky: Fe-
tomaterndlni hemoragie (FMH) < 2,5 ml (Sml celé krve), by-
la piitomna pfi porodu cisafskym fezem v 95,4% piipadt
(124/130), postacujici davka IgG anti-D 50 yg. FMH < 5 ml
(10 ml celé krve) v 97,7% piipadi (127/130), postacujici dav-
ka IgG anti-D 100 ug. Ve zbylych trech piipadech byla FMH
=154 ml, 16,3 ml a 18,2 ml (31 ml, 33ml a 37 ml plné kr-
ve), postacujici ddvka IgG anti-D = 320 ug, 330 ug a 370
pg. Zaver: Pii porodu cisarskym fezem je u Rh (D) negativ-
ni Zeny po porodu Rh (D) pozitivniho plodu vhodné stano-
vit objem fetomaterndlni hemoragie (FMH) k upfesnéni dav-
ky IgG anti-D potfebné k prevenci Rh (D) aloimunizace.
V 98% pripadt byla postacujici davka IgG anti-D 100 ug, na-
opak ve zbyvajicich 2% pripadu se jednalo o excesivni FMH
a bylo nutné podat dévku vice nez trojndsobnou.

P78/ 1401.

Fibrinogen Uherské Hradisté

Kotlin Roman, Reicheltova Zuzana, Suttnar Jifi, Riedel
Tom4s, Salaj Peter, Pohlreichova Viera, Geierovd Véra,
Dyr Jan E. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Uvod: Fibrinogen je glykoprotein krevni plasmy
o hmotnosti 340 kDa a je sestaven ze tfi pard polypepti-
dovych fetézcti. Fibrinogen hraje kli¢ovou tlohu v he-
mostdze, iCastni se angiogenese, agregace krevnich de-
sti¢ek a napomaha migraci bunék. Proteolytickym odsté-
povanim N-koncovych ¢asti fetézcti Aalfa a Bbeta doché-
zi k odkryti polymera¢niho mista a fibrinové monomery
spontdnné polymeruji za vzniku fibrinovych vldken tvo-
ficich fibrinovou sit’. Vrozend dysfibrinogenemie je vzac-
nd choroba projevujici se strukturni zménou v molekule
fibrinogenu vedouci k funkéni zméné molekuly. Cilem té-
to studie bylo odhalit pri¢inu patologického koagulacni-
ho nélezu u 36leté pacientky. Metody: Polymerace fibri-
nu a fibrinolyza byly sledovény turbidimetrickou meto-
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dou pfi 350 nm. Kinetika od$tépovani fibrinopeptidi by-
la méfena pomoci HPLC na reverzni fazi podle Suttnara
et al. [1]. Sekvenovani jednotlivych exonl genii FGA,
FGB a FGG bylo provedeno dideoxysekvenac¢ni metodou.
Skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM) byla prova-
déna pomoci VEGA Plus TS 5135 elektronového mikro-
skopu [2, 3]. Vysledky: Pacientka — 36letd Zena méla pro-
dlouzeny trombinovy ¢as (39.3 s) a nizkou hladinu funk¢-
niho fibrinogenu stanovenou metodou dle Clausse (0.85
g/1) a norméln{ imunoturbidimetrickou hladinou fibrino-
genu. Pacientka prodé€lala dva aborty v prvnim trimestru
gravidity spojené s vyraznym krvacenim. Polymerace fib-
rinu byla narusena a méfeni kinetiky odstépovani fibrino-
peptidti ukdzalo vétsi podil odstépenych FpB oproti FpA.
Geneticka analyzy ukdzala heterozygotni bodovou mu-
taci v exonu 2 FGA genu zpusobujici ziménu Aalfa 13
Gly/Glu. Zavér: U pacientky byla nalezena mutace ve fib-
rinopeptidu A. Gly 13 je dilezity pro spravné odstépo-
vani FpA z molekuly fibrinogenu a jeho zdména za Glu
znemoznuje trombinu katalyzovat hydrolytické odstépe-
ni FpA, coZ ma za ndsledek poruSenou polymeraci fibri-
nu, tvorbu abnormalnf fibrinové sité a patologickou koa-
gulaci. Tato prace vznikla za podpory IGA Ministerstva
Zdravotnictvi CR &islo NS 9636-3/2008.

P79 / 1383.

Analyza expresnich profili proteinti aktivovanych
a klidovych krevnich destic¢ek

Reicheltovd Zuzana, Méjek Pavel, Stikarova J ana, Kotlin
Roman, Sobotkova Alzbéta, Chrastinova Leona, Suttnar
Jifi, Dyr Jan E. (Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha)

Diilezitym procesem pro spravnou funkci krevnich desti-
cek je jejich aktivace, kterd je provdzena mimo jiné zmé-
nami destickového proteomu a s nim souvisejicich expres-
nich profilti. Expresni profil proteint je sledovan na zékla-
d¢ intensity zabarveni spoti, resp. normalizovaného obje-
mu spottl po zobrazeni v 3D, po 2D SDS-PAGE. Pokud sku-
pina proteinti vykazuje podobné expresni profily, existuje
predpoklad, Ze je tato skupina podobné regulovana, modi-
fikovédna, exprimovdna, zapojena do navazujicich metabo-
lickych drah nebo jsou proteiny této skupiny lokalizovany
v tésné blizkosti v ramci vnitiniho usporadani desticky. Poz-
néni takovych skupin proteintt pak miiZe pfinést data, kte-
rd nejsou béZnou proteomickou analyzou jednoduse dostup-
nd. Krevni desti¢ky zdravych darct byly aktivovany tfemi
agonisty — kys. arachidonovou, kolagenem a thrombinem.
Aktivace byla sledovédna agregometricky. Proteiny desti-
cek byly separovany pomoci 2D elektroforesy s isoelektric-
kou fokusaci (pH 3-10 a 4-7) v prvnim sméru a SDS-PAGE
(gradientovy gel 5-15%) v druhém. Po vizualizaci proteinti
koloidni Coomassie byly gely prevedeny do elektronické
podoby, rozdéleny do ¢ty vzajemné porovnavanych skupin
(neaktiv. desticky a tfemi agonisty aktiv. desticky) a zpra-
covdny pomoci softwaru Progenesis SameSpots (Nonline-
ar Dynamics, USA). Pomoci nanoLC-MS/MS byly pepti-

dy po Stépeni trypsinem separovany na revesni fazi (Ulti-
mate 3000, Dionex, USA) a identifikovdny hmotnostni
spektrometrii na principu nanoESI-TRAP (HCT Ultra, Bru-
ker Daltonics, USA). Porovnanim 36 gelti (pI 3-10) bylo na-
lezeno nékolik skupin proteinit s podobnymi expresnimi
profily. Vybrany byly pouze spoty, které se signifikantné
lisily (p<0,05,ANOVA) alespon ve dvou skupindch. Pro po-
drobnéjsi analyzu bylo provedeno porovnéni druhé skupi-
ny 39 gelti v rozmezi pI 4-7. Pomoci expresnich profild by-
ly nalezeny skupiny proteinti, které lze prifadit k jednotli-
vym agonistim v rdmci jejich fyziologického ptisoben{ pii
aktivaci desticek. U dalSich skupin proteint (fibrinogen, ak-
tin a dals{) existuje pfedpoklad pro jejich modifikaci ptso-
benim reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS) — jejich
vznik byl u aktivace desticek uz prokdzan. Citlivost protei-
nt téchto skupin k RONS byla jiz dfive publikovéna v lite-
ratufe. Nékteré skupiny proteinti se jevi jako potencidlné za-
jimavé pro dalsi studium pochodd odehravajicich se pfi ak-
tivaci krevnich desti¢ek. Pod€kovani: Tato prace byla pod-
pofena granty AVCR KAN200670701 a VZ UHKT MZ
02373601.
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Globalni hemokoagulacni testy: ZkuSenosti s pouZitim
trombingeneracniho testu u pacientd s trombofilii
Hlusi Antonin, Slavik Ludék, Ulehlova Jana, Krcova
Véra, Indrédk Karel (HOK FN, Olomouc)

Uvod: Podminkou spravné funkce hemokoagulaéni-
ho systému je vyvadZend interakce mezi systémem plas-
matickych koagulaénich faktorli, bunéénymi slozkami
v¢. bunéénych mikropartikuli a endotelem. Konvenéné
uzivané koagulacni testy jsou zaloZeny na in vitro mé-
feni Casl srdzlivost, stanoveni jednotlivych faktort a in-
hibitort, stanoveni specifickych mutaci, piip. izolova-
ném vysetfeni funkce trombocytl. Nepostihuji v§ak
funkci hemostdzy komplexné. Tento handicap postra-
daji vySetteni reflektujici generaci trombinu, klicového
enzymu hemostatického systému. Tromboelastografic-
ké metody ¢i waveform analyza odrdZzeji generaci trom-
binu nepfimo a jsou vhodné k rychlému zakladnimu po-
souzeni poruch hemokoagulace, zvl4sté v urgentnich
oborech. Pfimé monitorovani vzniku trombinu pomoci
trombingenerac¢niho testu (TGT) predstavuje metodu la-
boratorné naro¢néjsi, poskytujici ale detailnéjsi infor-
mace o aktudlni kapacité hemostdzy, véetné mozZnosti
hodnoceni trombofilniho rizika ¢i bypassové terapie
u hemofilikd s inhibitory. Ve sdéleni jsou pfedstaveny
moznosti uvedenych globdlnich vySetfovacich metod.
Dile jsou prezentovany vlastni zkuSenosti s TGT u pa-
cientli s trombofilii. Metoda: Pfi vySetfovani byl pou-
zit komer¢ni kit TGT Technothrombin firmy Technoc-
lone GmbH, zaloZeny na monitoraci fluorescence vzni-
kajici pti Stépeni fluorogenniho substratu trombinem.
K vySetfeni byla uzita plasma chudd na trombocyty.
Softwarové zpracovanym vysledkem vysetfen{ z fluo-
rescen¢niho readeru je kfivka s hlavnimi parametry -
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Lag faze, max. koncentrace trombinu (Cmax) a endo-
genni potencidl trombinu (ETP). VySetfeny byly rovnéz
standardni trombofilni markery. V souboru 80 proban-
di s trombofilnim stavem jsme hodnotili uvedené para-
metry ve vztahu ke klinickym projeviim a standardnim
trombofilnim markeriim. Referen¢ni skupinou byl sou-
bor zdravych darct krve. Vysledky: U symptomatic-
kych pacienttl stejné jako u pacientd s FVL byly para-

Y

metry Cmax a ETP vyS§i v porovnan{ s kontrolni sku-
pinou, naopak Lag fdze byla prodlouZena u vzorki kon-
trolni skupiny. Zavér: TGT je novou nadéjnou moZnos-
ti pfi laboratornim stanoveni trombofilie, kde dosud uzi-
vané testy narazeji na své metodické moznosti. Limi-
taci pro rutinni pouZiti je nedostate¢nd standardizace
a technickd i ekonomickd nédrocnost testu.
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