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TRANSPLANTACE

1469.

Vysledky nemocnych s myelodysplasickym
syndromem, akutni myeloidni leukémii s trilinearni
dysplazii a sekundarni akutni myeloidni leukémii

po alogenni transplantaci krvetvornych bunék
Steinerova Katerina, Koza Vladimir, Jindra Pavel, Karas
Michal, Lysdk Daniel, Vokurka Samuel, Svoboda Tom4s,
Vozobulové Véra (Hematologicko-onkologické oddeélent
FN, Plzer)

Myelodysplasticky syndrom a piibuzné diagndzy jako
akutni myeloidni leukémie s trilinedrni dysplazii (TLD-
AML) a sekunddrni myelodyspldzie/akutni myeloidni le-
ukémie (t-MDS/t-AML) souvisejici s 1é¢bou maji obvy-
kle velmi Spatnou prognézu po 1é¢bé konvenéni chemo-
terapii. Alogenni transplantace krvetvornych bunék (SCT)
skytd Sanci k trvalému vyléceni nemocnych s t€mito di-
agnézami. V naSem souboru jsme retrospektivné analy-
zovali soubor nemocnych transplantovanych na naSem
oddéleni pro vysoce rizikovou AML/MDS. Materidl a me-
tody: 50 nemocnych (nem) s dg. TLD-AML (32 nem,
65%; 9 nem s predchozim MDS a 23 nem s de novo
AML), t-AML (7 nem, 14%), MDS (7 nem, 14%) a t-
MDS (4 nem, 8%) podstoupilo na nasem oddéleni 51 alo-
gennich SCT v rozmezi{ let 2003 — 2008. Medidn véku
v celé skupiné byl 53 let (24-68 let). 2 nem (4%) méli dob-
rou cytogenetickou prognézu, 33 nem (66%) intermedi-
alni a 16 nem (32%) Spatnou cytogenetickou prognozu.
20 nem (40%) bylo transplantovano s pribuzenskym dar-
cem, 30 nem (60%) s nepfibuzenskym darcem. 17 nem
(34%) prodélalo myeloablativni ptipravu (Bu/Cy/+-ATG)
a 33 nem (66%) redukovanou ptipravu (FAMP/Mel).
VSichni nem dostdvali jako GVHD profylaxi cyklosporin
a “short” methotrexdt. Vysledky: 26 nem (52%) Zije
v kompletni remisi a kompletni chiméfe s medidanem fol-
low-up 15 mésict (1-63 mésict) a s pravdépodobnosti
preziti 2 roky (OS) 46% (42% pribuzenské a 49% nepfi-

buzenské, p=0,6552). 24 nem (48%) zemielo s medidnem
6 mésici (1-50 mésici). Nonrelaps mortalita (NRM)
v den 100 byla 14% (6% pribuzenské a 8% nepiibuzen-
ské), NRM v 1 roce byla 24% (6% piibuzenské a 18% ne-
pribuzenské). 10 nem (20%) -7 (14%) piibuzenské a 3
(6%) nepribuzenské, p=0,0673 — zrelabovali po SCT
s medidnem relapsu 5 mésict (3-48 mésici) a s pravdé-
podobnosti disease free survival (DFS) 2 roky 47% (43%
pribuzenské a 50% nepiibuzenské, p=0,5116). Diskuze:
naSe vysledky nasvédcuji, Ze alogenni SCT je dobrou vol-
bou 1é¢by pro nemocné s vysoce rizikovou AML a MDS.
Ve srovnani OS a DFS skupin transplantovanych pribu-
zensky a neptibuzensky nebyl zaznamenan statisticky sig-
nifikantni rozdil. AvSak naSe data ukazuji trend k lepSimu
OS, DFS a niz8§imu po¢tu relapst ve skupiné nemocnych
transplanovanych s nepfibuznym ddrcem, zfejmé diky
predpokladanému GVL efektu.

1439.

Rozdilnost davek melfalanu vztaZenych na kilogram
hmotnosti a vliv na vysledky pacienti s AML

po alogenni transplantaci krvetvornych bunék

po pripravé FLU/MEL (melfalan 140mg/m2)
Vokurka Samuel, Jindra Pavel, Steinerova Katefina, Jun-
gova Alexandra, Karas Michal, Svoboda Tomas, Lysak
Daniel, Koza Vladimir (Hematologicko-onkologické odd.,
Fakultni nemocnice, Plzern)

Uvod: Alogenni transplantace krvetvornych bunék
(SCT) s protokolem pripravy FLU/MEL (melfalan
140mg/m?) je vyznamnou moznosti 1é¢by pacientl
s AML, véetné pacientt star§ich. Empiricky ustanovené
davkovani melfalanu s ohledem na télesny povrch a ni-
koliv hmotnost pacienta vede ve svém disledku k neho-
mogenité davek vztaZzenych na kilogram hmotnosti ve
skupindch stejné 1é¢enych pacientt. Cil: zhodnotit vliv
rozdilnosti davek melfalanu na 1é¢ebné vysledky SCT.
Metodika: prospektivni sledovani pacienti s AML pod-
stupujicich SCT po ptipravé FLU/MEL (fludarabin

Transfuze Hematol. dnes, 15, 2009



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

120mg/m?2, melfalan 140mg/m?). Davka melfalanu po-
vazovéna za hlavni sledovanou proménnou za cely pro-
tokol FLU/MEL. Porovnani vysledkd skupin pacientt
s ,,vyS$$i a ,,niz8i* davkou melfalanu vztaZzenou na kg ak-
tudlni té€lesné hmotnosti. Vysledky: 38 pacientl 1é¢enych
v 10/2001-12/2007. Medidn davky melfalanu na pacien-
ta: 3,5 (2,5 - 4,1) mg na kilogram aktudlni hmotnosti.
S ohledem na vypocteny medidn byly déle porovniny
skupiny pacientti s ddvkou melfalanu ,,median a vyssi“
(=3,5mg/kg) vs. “niz8i” (<3,5mg/kg). Obé skupiny byly
relativné dobfe srovnatelné ve vSech dilezitych transplan-
ta¢nich charakteristikdch na strané pacientl tak i dérct
St€pu. Nebyl zjistén signifikantni rozdil v pravdépodob-
nosti 3-letého OS a DFS mezi obéma skupinami (48% vs.
54% a 48% vs.43%,p=0,8). Ve skupiné ,,nizsi“ byly cet-
néjsi prognosticky nepriznivé genetické aberace dle
NCCN (0% vs. 23%, p=0,03). U pacientt se stejnym té-
lesnym povrchem, ale niZ8§{ hmotnosti a tedy vysSi dav-
kou melfalanu vztaZenou na kilogram hmotnosti, byl
trend k vyS§Simu vyskytu téZké mukozitidy dutiny dstn{
stupné 3-4 dle WHO (48% vs. 24%, p=0,1). Zavér a dis-
kuze: Vysledky ukazuji, Ze zavedené schéma davkovani
melfalanu s ohledem na télesny povrch vede k nehomo-
genité ddvek vztaZenych na kilogram hmotnosti pacien-
ta. V rdmci rozptylu podanych davek nebyl patrny rozdil
v efektu na 3-leté OS a DSF, ale naopak byla tendence
k vyssi toxicite sliznic dutiny udstn{ pfi vyssi ddvce mel-
falanu na kilogram. Efekt ddvky 3,5mg/kg melfalanu
v ramci protokolu FLU/MEL (melfalan 140mg/m?2) by
nejspise mohl byt oveérovan v ramci dostatecné veliké pro-
spektivni studie. Limitem naSeho sledovani je zatim krat-
§i doba sledovani a omezeny pocet pacientti.

1395.

Alogenni transplantace krvetvornych bunék

u nemocnych s akutni myeloidni leukémii se strednim
cytogenetickym rizikem v 1. kompletni remisi

— analyza vysledki jednoho centra v obdobi 2003-2008
Karas Michal, Steinerova Katefina, Jindra Pavel, Lysdk
Daniel, Svoboda Tomas, Vokurka Samuel, Mohammad
Lekaa, Vozobulova Véra, Hrabétova Marcela, Koza Vla-
dimir (Hematologicko-onkologické odd. FN, Plzeri)

Uvod: alogenni transplantace (alloSCT) po myeloabla-
tivni piipravé (MAC) s pfibuznym darcem u pacientl
s akutni myeloidni leukémii (AML) s intermedidrnim cy-
togenetickym rizikem (IR) v 1.kompletni remisi (CR)
zlepsuje preZiti bez nemoci (DFS) a incidenci relapsu (RI)
ve srovnani s pacienty lééenymi pouze chemoterapii
(CHT). Tento pozitivni vliv nebyl jednozna¢né prokdzan
na celkové preziti (OS) transplantovanych pacienti z da-
pripravné rezimy (RIC), pouZiti nepfibuzného darce a za-
vedeni novych diagnostickych postupti a 1ékt v posled-
nich letech mtze vyznamné ovlivnit TRM a tim i vysled-
ky alloSCT. K ovéfeni potencidlni role téchto zmén na
transplantacni vysledky jsme retrospektivné zhodnotili

vysledky alloSCT u nemocnych s IR-AML v 1. CR trans-
plantovanych na naSem pracovisti v poslednich 6 letech
a soucasné jsme tyto vysledky srovnali s vysledky paci-
enti s IR-AML v 1. CR, ktef{ byli indikovani k alloSCT,
ale ktef{ z diivodu nenalezeni darce ¢i odmitnuti alloSCT
byli 1éceni CHT. Pacienti a metody: od roku 2003 30 pa-
cienti s medidnem véku 52 let (rozmezi 28-59) s IR-AML
v 1. CR podstoupilo alloSCT od pfibuzného (43%) nebo
nepiibuzného (57%) darce po MAC (40%, BuCY) nebo
RIC (60%, FLU/MEL). Kontrolni skupinu tvofilo 19 pa-
cientd s IR-AML v 1. CR, ktefi z divodu nedostupnosti
ddrce nebo odmitnuti transplantace pokracovali v dalSi
1écbeé CHT a ktefi se kromé nizsiho véku nelisili od sku-
piny transplantovanych pacientti v Zddném dal§im pro-
gnostickém faktoru. Vysledky: u vSech pacientt po allo-
SCT doslo k prihojeni $tépu. K rozvoji akutni GVHD do-
Slo u 9 (30%) pacienti. Chronickd GVHD se rozvinula
u 9 (36%) z 25 hodnocenych pacientd. 3 (10%) pacienti
zrelabovali a 5 (16%) zemielo z divodu TRM. Predpo-
kladany 3-lety DFS a OS jsou 84% a 60%. Zpisob trans-
plantacni pripravy ani typ darce nemély vliv na OS po
alloSCT. Ve skupiné CHT lé¢enych pacienti zemieli 2
(11%) z divodu TRM a 10 (53%) pacienti zrelabovalo.
Predpokladany 3lety DFS a OS jsou 31% a 40%. Allo-
SCT se srovnatelnou TRM (p=0,69) zlepSila DFS
(p=0,001), snizila RI (p=0,002) a soucasné byl patrny
trend ke zlepseni OS (p=0,10). Zavér: 1) alloSCT pfi niz-
kém riziku relapsu a v poslednich letech pfi nizké TRM
zlepSila DFS a snizila RI ve srovnani se samotnou CHT
u nemocnych s IR-AML v 1. CR. 2) mens{ vliv alloSCT
na OS muze souviset s vysokym zastoupenim alloSCT
(50%) v zachranné 1é¢bé relabujicich pacientd. 3) typ dar-
ce ani volba piipravy neovlivnili OS po alloSCT.

1541.

Vliv hladiny feritinu na vysledky alogennich
transplantaci krvetvornymi buiikami

Bélohlavkova Petra, 74k Pavel, Zavielova Alzbéta, Lan-
ska Miriam, Horacek Jan, Radoulea Jakub, Voglovd Jaro-
slava, Jebavy Ladislav, Maly Jaroslav (1. interni klinika
— OKH FN a LF UK, Hradec Krdlové)

Uvod: U pacientii pred alogennf transplantaci krvetvor-
nymi burikami (HSCT) ¢asto nalézame vysoké hodnoty
feritinu se znamkami pretiZeni Zelezem. Je znamo, Ze pre-
tiZeni Zelezem je negativnim prognostickym znakem pro
vysledky HSCT u pacientti s thalasemii. Dals{ prace pro-
kdzaly vyznam hladiny feritinu na vyskyt komplikac{
i u dalSich skupin nemocnych. PietiZzen{ Zelezem zvysu-
je predevsim cCetnost jaternich a infek¢nich komplikaci
a negativné ovliviiuje celkové preziti nemocnych. Sou-
hrn: Z naseho souboru alogenné transplantovanych paci-
entl jsme hodnotili skupinu 65 nemocnych (37 muzi, 28
Zen), u které pri zahdjeni pfipravného rezimu byla vySet-
fena hladina feritinu. Zjistény median hodnoty feritinu byl
769 ug/l (5 — 10466 ug/l) a medidn sledovani po trans-
plantaci byl 12 mésict (1-127 mésict). V 70% (45 paci-
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entl) byl uzit myeloablativni pfipravny rezim, v 95% (62
pacientll) byly $t€pem periferni kmenové buriky. Podle
medidnu hodnoty feritinu jsme tento soubor rozdélili do
dvou skupin. Prvni skupinu (34 pacientt) tvoii nemocn{
s feritinem < 800 ug/l a druhou (31 pacientd) nemocni
s feritinem > 800 ug/l. Vysledky: Ve skuping s niZsi hod-
notou feritinu bylo prokdzano lepsi celkové preziti paci-
entl (65% vs. 45%). Pti¢inou umrti v prvni skupiné byl
u 7 pacientti (58% zemfelych) relaps choroby a ve 2 pfi-
padech (17% zemielych) byla pficinou imrti infekce. Ve
druhé skupiné souboru byl relaps pri¢inou umrti v 10 pfi-
padech, coZ odpovida stejné frekvenci vyskytu (59% zem-
felych). V této skupiné Castéjsi pric¢inou umrti byla in-
fekce (36% zemrelych). Ve dvou piipadech se jednalo
o aspergilovou infekci, kterd se v prvni skupiné nevysky-
tovala. V obou skupinédch jsme nezaznamenali rozdilnou
Cetnost vyskytu akutni a chronické GvHD (65% vs 58%),
ale ve skupiné s niz8{ hladinou feritinu byla méné Casto
pritomna CMV infekce (35% vs 52%). Nezaznamenali
jsme rovnéZz rozdilnou frekvenci jaternich komplikaci (ve-
nookluzivni choroba). V téchto skupindch nebylo také
rozdilné dosazeni pfihojeni Stépu v leukocytech (den 15,5
vs den 16). Zavér: V naSem souboru jsme potvrdili ne-
gativni prognosticky vliv vysoké hladiny feritinu na cel-
kové preziti nemocnych a na vyssi vyskyt zavaznych in-
fek¢nich komplikaci. Nebyl zaznamendn rozdil ve frek-
venci vyskytu relapsu onemocnéni. Prace podpofena vy-

zkumnym zdmérem MZO 00179906.

1397.

Lécba pacientt se sekundarnimi hematologickymi
malignitami transplantaci kmenovych bunék
krvetvorby ve FN v Motole v letech 1991 — 2008

Krdél Ladislav, Mejstiikova Ester, Kotus Dusan, Matulo-
va Martina, Keslova Petra, Formankova Renata, Smel-
haus Vratislav, Blazek Bohumir, Stérba J aroslav, Vavra
Vladimir, SmiSek Petr, Sedlacek Petr, Stary Jan (Klinika
detské hematologie a onkologie UK 2. LF a FN v Moto-
le, Praha; CLIP, UK 2. LF, Praha; Klinika détského lé-
karstvi, FN, Ostrava)

Sekundarni hematologické malignity jsou zdvaznym
nezddoucim efektem chemoterapie (zejména inhibitory
topoizomerazy 2) podané v 1é€bé primdrni malignity.
K témto malignitdm jsou fazeny sekundarni akutni leuké-
mie (SAL) a sekunddrni myelodysplasticky syndrom
(sMDS). Nejcastéji se jednd o akutni myeloidni leukémii
(SAML), méné casté jsou sMDS a akutni lymfoblastickd
leukémie (SALL), typicky s prestavbou MLL genu. Ne-
jefektivnéjsi lécebnou modalitou pro tyto pacienty je alo-
genni transplantace kmenovych bunék krvetvorby
(HSCT). Ve sledovaném obdobi bylo v nasem centru za-
hdjeno hleddni ddrce pro 16 déti se sekunddrni hemato-
logickou malignitou (8 chlapct/ 8 divek). Primarni ma-
lignitou byla ALL u 4 (25,0%), AML u 3 (18,8%), kost-
ni tumor u 5 (31,3%), Hodgkinova choroba u 1 (6,3%),
germindlni tumor u 1, meduloblastom u 1 a ganglioneu-

roblastom u 1 pacienta. Median véku pri diagndze sekun-
ddrni malignity byl 9,9 let (2,2 — 17,7). SALL byla dia-
gnostikovdna u 4 (25,0%),sAMLu 6 (37,5%), sMDS u 5
(31,3%) a akutni hybridni leukémie (sAHL) u 1 (6,3%)
pacienta. Medidn diagnézy sekunddrni malignity od pri-
marn{ diagndzy byl 31,7 mésici (11,9 — 78,6). Komplet-
ni hematologické remise (CR) bylo dosaZeno u 10/11
(90,9%) pacientt se sAL, pacient ktery nedosahl CR zem-
fel na progresi nemoci. 5 pacientti s MDS bylo transplan-
tovano frontline ihned po nalezeni vhodného dérce. Pro
1 (6,3%) pacienta se SALL se nepodafilo najit vhodného
ddrce, tento pacient Zije v 2. CR. 14/16 (87,5%) pacien-
tt podstoupilo HSCT v medidnu 4,9 mésica (2,37 — 10,2)
od diagnézy sekunddrni malignity. 2/14 (14,3%) pacien-
ti mélo $tép od piibuzného a 12/14 (85,7%) od nepiibuz-
ného darce. Celkové preziti (OS) pacientl po transplan-
taci bylo 50,0% s medidnem exitu 105 (23 — 317) dni po
HSCT. Pricinou dmrti byl relaps ve 2 nebo transplant-re-
lated mortalita (TRM) v 5 pripadech. Median sledovani
souboru je 13,73 (0,7 — 111,3) mésici od diagndzy sekun-
déarni malignity a 7,43 (0,8 — 51,0) mésicti od HSCT. I pfi
velmi nepfiznivé diagnéze sekundarni hematologické ma-
lignity je velkym uspéchem vysoké procento dosaZenych
remisi a navzdory vysoké mife TRM i celkové prezivani
pacientti po alogenni HSCT. Podpofeno grantem MZO
00064203.

1581.

Nepribuzenska transplanticia krvotvornych

buniek na Slovensku

AlSabty Firas, Bodov4 Ivana, Bojtarova Eva, Demecko-
va Eva, Hordkova Julia, Hrubisko Mikulas, Kusikova Ma-
ria, Skrakova Marcela, Slezakova Katka, Stemnicka De-
nisa, Sufliarska Sabina, Mistrik Martin (KHaT LF UK,
SZU a FNsP, Bratislava; IlI. Detskd klinika LF UK
DFNsP, Bratislava)

Ciel’ prace. Nepribuzenskd transplanticia krvotvor-
nych buniek v pediatrickom transplantatnom centre II.
Detskej kliniky LFUK DFNsP v Bratislave (EMBT CIC
684) a v centre pre dospelych na KHaT LFUK, SZU
a FNsP v Bratislave (EBMT CIC 610). Materidl a me-
tody. Vyhl'addvanie nepribuzenského darcu pre 53 cho-
rych (28 dospelych a 25 deti) v ndrodnej databaze dob-
rovolnych darcov kostnej drene a cez BMDW. Vysetre-
nie HLA na drovni sérotypizicie a HR typizdcie. Prav-
depodobnost’ prezivania sme stanovili Kaplan-Meirovou
metddou (obrazok). Vysledky. Vyhl'addvanie bolo tspes-
né pre 56% chorych, darca nedostupny v 25%, a preru-
Senie vyhl'addvania pred jeho ukoncenim az v 19%. Pre
dospelych chorych sa naSiel zhodny darca 10/10 (HLA
-A, -B, -C, -DRBI1, -DQB1 na drovni HR typizédcie ) 7
x a Ciastocne nezhodny 5 x (2x v 1 a 3x v 2 lokusoch):
1 x v HLA-B na trovni sérotypizacie, | x HLA-C na
urovni sérotypizicie, 2 x HLA-A na trovni sérotypiza-
cie a v HLA-B na drovni HR typizdcie, 1 x HLA-A na
urovni HR typizacie a v HLA-C na drovni sérotypiza-
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cie; pre deti boli dostupni 9 — ti nepribuzni darci, vSet-
ci zhodni 10/10. Nepribuzenskd transplantaciu krvotvor-
nych buniek sme urobili u 21 chorych (12 dospelych a9
deti), 11 Zije (52%)(4, resp. 7). Prihojenie sme pozoro-
vali u 18 chorych (10, resp. 8). Nerelapsova mortalita sa
vyskytla 8x (3x infek¢na komplikacia, 3x multiorgdno-
vé zlyhanie, 2 x reakcia Stepu proti prijemcovi). Relaps
leukémie bol pricinou exitu u 2 chorych. Zaver. LepSie
vysledky nepribuzenskej transplantdcie krvotvornych
buniek pozorujeme v detskom veku a pri tplnej zhode
v HLA (10/10) (zhoda s literarnymi tdajmi).
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Analyza preZiti nemocnych s difiiznim
velkobunéénym B-lymfomem starsich 60 let

z registru Kooperativni lymfomové skupiny
Prochdzka Vit, Papajik Tomas, Trnény Marek, Pytlik Ro-
bert, Vasova Ingrid, Salek David, Belada David, Hrudko-
va Monika, Kozak Tomas, Kubackova Katefina, Siffne-
rova Hana, MatuSka Milan, Lysy Milan, Bolomska Inge,
Petrakova Katarina, Otavova Barbora, Pfibylovd Jana,
Svecovd J ifina, Brejcha Martin, Starostka David, Petro-
va Markéta (HOK, FN, Olomouc; Kooperativni lymfomo-
vd skupina)

Uvod: DLBCL je v CR nejéast&jsim typem nehodg-
kinova lymfomu. Medidn véku pfi diagnéze se pohybu-
je kolem 60 let. Samotny vek je ve vét§iné prognostic-
kych systému povazovan za nezavisly negativni predik-
tor preZziti, coz je podminéno nizs{ toleranci intenziv-
nich protokold terapie a komorbiditou pacienti. Cil:
Zmapovat preziti neselektované populace starSich ne-
mocnych s DLBCL na zdkladé dat databaze Koopera-
tivni lymfomové skupiny. Metoda: Analyzovali jsme
data 1337 nemocnych, ktefi pfi diagnéze lymfomu mé-
1i 60 a vice let. Medidn véku dosdhl 70 let (60-94), 50,2
% nemocnych mélo pokrocilé stddium lymfomu (III/IV
dle Ann Arbor), u 74,5 % bylo popsdno postizeni ex-
tranoddlni lokality. Stratifikace dle IPI: nizké riziko (L-

IPI; 20,8 %), nizsi stiedni riziko (LI-IPI; 25,5 %), vys-
§i stfednf riziko (IH-IPI; 24,1 %) a vysoké riziko (H-
IPI; 29,6 %). 96,6 % nemocnych bylo 1é¢eno s kura-
tivnim cilem, chemoterapie byla v 1. linii poddna v 91,6
% piipadl. Rituximab byl v rdmci 1. linie 1é¢by podan
u 43,2 % a radioterapie (RT) byla aplikovdna u 26,3 %
nemocnych. Vysledky: Medidn celkového preZiti sou-
boru (OS) dosahl 4,3 roku (95 % CI 3,5-5,0). OS ve 3
letech v rdmci jednotlivych podskupin dle IPI bylo na-
sledujici: L-1PI 84,4 % (95% C10,78-0,90), IL-IPI1 67 4
% (95 % CI 0,60-0,75), IH-IPI 45 % (95 % CI 0,37-
0,53), H-IPI 33,4 % (95 % C10,26-0,41), p=0,0001. In-
terval do progrese choroby (PFS) ve 3 letech dosdhl 41
% (95 % C10,38-0,45). PFS bylo stratifikovano dle IPI:
L-IPT 69 % (95 % CI 0,60-0,77), IL-IP1 53,3 % (95 %
CI10,45-0,61), IH-IPI 31% (CI 95 % 0,23-0,39), H-IPI
21 % (95 % CI 0,14-0,27), p=0,0001. V univariantn{
analyze byl prokdzan efekt rituximabu na prodlouZeni
OS (OS ve 3 letech 53 % vs 60 %; p=0,0002), ale ni-
koliv PFS. RT v prvnf{ linii 1é¢by prodluzuje OS (OS
ve 3 letech 54 % vs 65 %; p=0,0002) i PFS (PFS ve 3
letech 38 % vs 52 %; p=0,0001). V&k =70 let je spojen
s kratSim prezitim (OS ve 3 letech 48 % vs 65 %;
p=0,0001). Vysokd hladina beta-2-mikroglobulinu je
spojena s horsi prognézou (OS ve 3 letech 41 % vs 62
%; p=0,0001) i delsim PFS (PFS ve 3 letech 39 % vs 44
%; p=0,0005). Zavér: Soucasné 1écebné modality ve-
dou k dlouhodobému pfeziti u vice nez poloviny star-
§ich nemocnych s DLBCL, nicméné kiivka preziti ply-
nule klesa. Silnym prediktorem OS i PFS zistdva hod-
nota IPI skére. Podskupina pacientti =70 let vSak vy-
kazuje horsi preziti. Rituximab i aplikace radioterapie
v 1. linii 1é¢by zlepSuje osud nemocnych. Prace pod-
pofena grantem NR9453-3.
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1474.

Vyssi vék neni kontraindikaci kurativni terapie

u pacienti s difiznim B velkobunéénym lymfomem

- prehled vysledka jednoho centra se zamérenim

na nemocné starsi 60 let

Belada David, Sykorové Alice, gtépénkové Pavla, Hrud-
kova Monika, Smolej Lukas, Simkovi¢ Martin, Maly Ja-
roslav (11. interni klinika, Oddéleni klinické hematologie,
FN a LF UK, Hradec Krdlové)

Vice nez polovina nemocnych s nové diagnostiko-
vanymi lymfomy je star$i 60 let. Vzristajici podil star-
§ich nemocnych vyplyva z prodluzZovani stfedniho vé-
ku a ¢astené i z narustajici incidence lymfomti. Vyss{
veék predstavuje sdm o sobé negativni prognosticky fak-
tor - je soucdsti prognostickych indexd, napt. IPI (In-
ternational Prognostic Index). Pritomnost dalSich ko-
morbidit omezuje mozZnosti 1é¢by starSich pacienti. Ci-
lem price bylo analyzovat vysledky 1é¢by nemocnych
s diftiznim B-velkobuné¢nym lymfomem (DLBCL) na
nasem pracovisti za obdobi 2003-2007 se zaméfenim na
skupinu pacientti (p) nad 60 let.Za toto obdobi bylo cel-
kem lé¢eno 133 p, vSichni imunochemoterapif s rituxi-
mabem. Ve skupiné > 60 let bylo 74/133 (56 %), mlad-
$i nemocni (59 p) slouzili v analyze jako kontrolni sku-
pina. Z analyzy byli vylouc¢eni nemocni s priméarnimi
CNS lymfomy vzhledem k odliSnému biologickému
chovani. Vstupni charakteristika podskupiny >60 let: ze
74 p bylo v dobé diagndzy 41 p >70 let (55 %), 22 p>75
let (30 %) a 8 p>80 let (11 %). Lécbou prvni linie by-
la imunochemoterapie: 64x R-CHOP, 6x R-CNOP a 4x
R-COP. Pii medidnu sledovani celého souboru 32 mé-
sicti zemfelo 32 z 74 nemocnych > 60 let (43 %), v kon-
trolni skupiné < 60 let zemfelo 9 z 58, tedy 16 %. Me-
dian celkového preziti (OS) u skupiny > 60 let byl 46
mésicl, u mlads$ich nebyl dosaZen (p<0,002). Nebyl
zjistén rozdil v OS mezi podskupinou >70 let (20 p)
vs.>75 let (22 p), p=0,66. Imunochemoterapii bylo 1é-
¢eno i 8 nemocnych ve véku >80 let v dob& diagndzy,
a to v sedmi pfipadech antracyklinovym rezZimem s re-
dukei ddvky doxorubicinu nebo s mitoxantronem. Sest
z osmi nemocnych > 80 let Zije s medidnem sledovani
24 mésici. Zavér: vyssi vék nemocnych neni kontrain-
dikaci podan{ kurativni terapie u nemocnych s DLBCL.
V naSem souboru jsme oveéfili vyznam véku jako ne-
gativniho prognostického faktoru. Nebyl shleddn rozdil
mezi vysledky 1é¢by pacientd nad 70 let vs. nad 75 let.
Celkem 75 % nemocnych nad 80 let v dobé diagndzy
dokoncilo tspésné terapii a nadéle Zije. Kurativni 1é¢-
ba je tedy moznd i u v&tSiny starSich nemocnych. Nez-
bytnosti je kvalitni podpirna terapie, zejména spravné
pouzivani ristovych faktort (G-CSF) v rdmci primar-
ni profylaxe febrilni neutropenie. Pro volbu 1é¢by tak
neni rozhodujici kalendaini vék nemocného, ale biolo-
gicky. Celkové musi byt 1écba u této vékové kategorie
mnohem vice individualizovdna neZ u mladS$ich jedin-
cti. Podpofeno grantem NR/9453-3 IGA MZ CR a vy-
zkumnym zdmérem MZO 00179906 MZ CR.

1500.

Lécba nemocnych s difiznim B-velkobunéénym
lymfomem: chemoterapie s rituximabem zlepSuje
prognézu nemocnych ve vSech vékovych skupinach
Papajik Tomas, Prochdzka Vit, Raida Ludék, Faber Ed-
gar, Kubova Zuzana, Urbanové Renata, Hubacek Jaromir,
Hlusi Antonin, Szotkowski Tomas, Vondrakova Jana, Ku-
Cerovd Ladislava, Tichy Martin, Myslivecek Miroslav,
Sticha Michal, Pavlik Tomas, Indrak Karel (Hemato-on-
kologickd klinika FN a LF UP, Olomouc; Ustav patolo-
gie FN a LF UP, Olomouc; Klinika nukledrni mediciny
FN a LF UP, Olomouc, IBA MU, Brno)

Diftizni B-velkobuné¢ny lymfom (DLBCL) je nejcas-
t&€j$im podtypem skupiny ne-hodgkinovych lymfomu
(NHL), kdyz tvoii vice nez 1/3 ze vSech nové diagnos-
tikovanych pfipadii. Kombinovand chemoterapie s ant-
racyklinem se stala standardem 1écby jiz pred vice nez
25 lety. Kombinace této chemoterapie s rituximabem
(anti-CD20 protilatka, R) vyznamné zlepsila preziti
u star§ich a nizce rizikovych mlad§ich nemocnych. Ra-
da dat naznacuje, Ze kombinace R s intenzivni chemo-
terapii mize zlepsit osud mlads$ich nemocnych s kumu-
laci rizikovych faktorti. Na vlastnim pracovisti jsme re-
trospektivné analyzovali data nemocnych s DLBCL 1¢é-
¢enych chemoterapii s nebo bez pfidani R od roku 1995.
290 nové diagnostikovanych pacientti s DLBCL bylo
lé¢eno plné-ddvkovanou chemoterapii zaloZenou na
antracyklinu. Nemocni mlads$i 65 let byli rozdéleni do
3 prognostickych skupin a podle individuélniho rizika
byli 1é¢eni chemoterapii CHOP, PACEBO v rdmci in-
tenzivni sekvencni 1é¢by a nejrizikovéjsi skupina pak
1 1é¢bou vysoce ddvkovanou s autologni transplantaci
krvetvornych bungk. Pacienti ve véku 65 let a star§i by-
li 1é¢eni chemoterapii CHOP. Od roku 2003 byl k che-
moterapii priddn R. 3-leté celkové preziti (OS) bylo
84% ve skupiné s R a 59% ve skupiné 1é€ené jen che-
moterapif (p<0.001). 3-lety interval bez progrese one-
mocnéni (PFS) byl 85% ve skupiné s R a 64% ve sku-
piné bez pridani R (p=0.002). Lécba s pouzitim R zlep-
Sila OS a PFS u pacientii mladsich 65 let i pacientt nad
tento vék (OS: 90% vs 71%, and 69% vs 37%;
p<0.001), (PFS: 87% vs 68%, and 78% vs 53%;
p=0.09). R také zlepsil 3-leté OS u mlad$ich nemocnych
s aalPI 2-3 v porovnani s pouhou chemoterapii (91% vs
45%; p<0.001), kdeZto OS aa-IPI 0-1 nebylo statistic-
ky odlisné (90% vs 89%; p=0,76). U nemocnych léce-
nych R bylo nalezeno statisticky méné relapsi/progre-
si (9% vs 30%; p<0.001) a dmrti (13% vs 46%;
p<0.001). V multivariantni analyze byly vék, velikost
nadoru, pocet lymfocytd, IPI a terapie s R identifikova-
ny jako nezdvislé prognostické faktory pro délku OS.
Prognosticky stratifikovand terapie u mladSich pacien-
ti a pfidani R ve vSech vékovych skupinach vyznamné
zlepsuje PFS a OS u nemocnych s DLBCL. Podporeno
VZ MSMT 619 895 9205 a 619 895 922 a grantem IGA
NR/9502-3.
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1577.

Vliv primarni lokalizace difiizniho velkobunéc¢ného
B-lymfomu na lé¢ebnou odpovéd’ po indukéni
terapii a na celkové preziti

Kubovd Zuzana, Papajik Tom4s, Prochazka Vit, Sedova
Zuzana, Pavlik Tomas, Indrak Karel
(Hemato-onkologickd klinika FNOL, Olomouc; IBA, MU,
Brno)

Uvod: Vice jak 1/3 de novo ne-Hodgkinskych lym-
fomt (NHL) vznikd v mimouzlinovych lokalizacich,
dokonce i v mistech, kde se normalné lymfatickd tkan
nenachdzi. Diftizn{ velkobunéény B-lymfom (DLBCL)
tvofi témeér 50% vsech primarné extranodalnich lym-
fomi. DLBCL predstavuje heterogenni jednotku s od-
liSnymi klinicko-biologickymi znaky, mimo jiné i v za-
vislosti na primdrn{ lokalité onemocnéni. Cil: Hodno-
ceni 1é¢ebné odpovedi a preziti pacienti s DLBCL v z4-
vislosti na primdrni lokalizaci onemocnéni, respektive
na primdrné nodalnim (PN) a extranoddlnim postiZeni
(PEN). Metody: Hodnotili jsme soubor 314 pacientt
s nové diagnostikovanym DLBCL, 1écenych v obdobi
od roku 1995 az 2007 na Hemato-onkologické klinice
FN Olomouc. Jako PEN DLBCL bylo definovano one-
mocnéni s dominantnim postiZzenim orgédnu ¢i tkané
s Zadnym ¢i minimalnim postiZenim regiondlnich uzlin.
Pomérné zastoupeni PEN v souboru ¢inilo 20% (N=63),
PN 69% (N=218), zbyvajicich 11% (N=33) tvorili pa-
cienti s primdrné mediastindlnim velkobunénym B-
lymfomem (PMBL). Mezi hodnocené modality byla za-
hrnuta 1é¢ebné odpovéd po indukéni plné ddavkované
chemoterapii, pravdépodobnost celkového preziti (OS)
a pravdépodobnost preZiti bez progrese onemocnéni
(PFS) ve vztahu k poctu postiZenych uzlinovych a mi-
mouzlinovych lokalit. Vysledky: PEN DLBCL nejcas-
t&ji zahrnovalo postizeni GIT (37%), WaldeyerGv okruh
(25%), kize (14%), kost a kostni dien (8%), Stitnd zl4-
za (6%), varle (5%), mékké tkané (3%), slezina (2%).
Kompletni remise onemocnéni po plné ddvkované in-
duk¢ni chemoterapii dosdhlo 85% PEN DLBCL, 66%
PN DLBCL s postiZenim 1-2 uzlinovych lokalit a 42%
PN DLBCL s postiZenim vice jak 3 uzlinovych regio-
ni. Nejvyssi pravdépodobnost OS a PFS ve 3 letech mé-
li pacienti s PEN DLBCL, nejniZ8i pak pacienti s PN
DLBCL s postiZenim vice jak 3 uzlinovych lokalit (OS:
PEN vs. PN 82,9% vs. 57,8%, p<0,001, PFS: PEN vs.
PN 80,7% vs. 60%, p=0,002). Ve vztahu k poctu posti-
Zenych mimouzlinovych lokalit méli nejvyssi pravdé-
podobnost OS a PFS ve 3 letech pacienti s postiZenim
1 organu ¢i tkané oproti pacientim s PN DLBCL ¢i s vi-
ceCetnym postizenim PEN DLBCL (OS: 80,1% vs.
65,1% a 61,1%, p=0,008, PFS: 80,1% vs. 67,5%
a67.2%,p=0,077). Zavér: Primarné extranoddlni loka-
lizace DLBCL byla spojena s lep$i odpovédi na plné
davkovanou induk¢ni terapii, s lepSim celkovym pre-
zitim a s del8i dobou bez progrese onemocnéni. Dedi-
kovéano NR9502-3/2007.

1482.

Korelace dpravy poctu lymfocytia a prezivani

bez relapsu po autologni transplantaci

perifernich kmenovych bunék u pacienti

s Hodgkinovym lymfomem

Mocikovd Heidi, Vackova Blanka, Pytlik Robert, Obrtli-
kova Petra, Trnény Marek (1. Interni klinika a 1. LF UK
VFN, Praha)

Uvod. Cilem této retrospektivni studie bylo vyhodno-
cenf korelace tdpravy poétu lymfocytt a preZivani bez re-
lapsu (PFS) po autologni transplantaci perifernich kme-
novych bunék (ASCT) u pacienti (pt) s primarné progre-
dujicim nebo relabujicim Hodgkinovym lymfomem (HL)
a analyza faktort, které ovliviiuji pfezivani. Pacienti a me-
tody. Retrospektivné jsme vyhodnotili 33 pt s HL, ktef{
byli autologné transplantovani od roku 2000 do konce ro-
ku 2008. Analyzované faktory: klinické stadium a vék
v dobg relapsu, relaps <12mésict a >12mésicti, chemo-
senzitivita relapsu, PET pozitivita pfed ASCT, pocet lym-
focytd a CD34 bunék v podaném §tépu, absolutni pocet
lymfocyti (ALC) v periferni krvi pfed separaci kmeno-
vych bunék, ALC den 15 a den 90 po ASCT, charakte-
ristiky pfihojen{ a infekce prvnich 6 mésicti po ASCT. Vy-
sledky. Pfed ASCT 14/33 pacientd bylo v kompletn{ re-
misi, 7/33 v parcidlni remisi, 8/33 mélo stabilni nemoc
a 4/33 mélo primarné progredujici HL. Medidn véku:34
let (rozsah 19-57). Medidn podanych CD34+bunék
:6.8x106 /kg (rozsah 4.1-34.7). Medidn ALC v periferni
krvi pred separaci:1.2x109 /L, ALC den 15: 0.7x109 /L,
ALC den 90: 1.35x109/L. Median sledovani: 3,6let. 3le-
ty medidn celkového preziti (OS) a PES je 82% a 71%.
Nebyla zjisténa korelace mezi PFS a stavem remise v do-
bé ASCT, podanymi lymfocyty a poftem podanych
CD34+ bunék, poctem ALC pred separaci, poctem ALC
den 15 nebo dobou prihojeni. ALC den 90 >0,75x109 /L
(HR=0.205, p= 0.017) byl signifikantné spojeny s PFS
v univariaéni analyze. Zavér.V nasi retrospektivni studii
na malém souboru pacientd byl absolutni pocet lymfo-
cytl den 90 spojeny se zlepsenym PFS. Na zdkladé na-
Sich tidajt pocet lymfocytd po autologni transplantaci by
mohl byt faktorem, ktery ovliviiuje relaps lymfomu.

1528.

Nodularni Hodgkiniiv lymfom s predominanci
lymfocytii, nase zkuSenosti s diagnostikou a lécbou
Smardova Lenka, Kral Zden¢k, Janikova Andrea, Vaso-
va Ingrid, Sdlek David, Navratil Milan, Navratilova And-
rea, Mayer Jifi (Interni hematoonkologickd klinika FN
a LF Masarykovy univerzity Brno, Brno)

Uvod: Nodularni Hodgkintv lymfom s predominanci
lymfocyti (NLPHD) piedstavuje vzacnou variantu Hodg-
kinova lymfomu (asi 5% vsech pripadit). Charakteristic-
kymi naddorovymi bunkami jsou tzv. L&H bunky (lym-
focytdrné-histiocytarni neboli ,,popcorn cells*) vychdze-
jict z bunék germindlniho centra. Onemocnéni postihuje
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nejcasteji muze stfedntho véku v pocatecnim klinickém
stadiu bez systémovych pfiznaki. Pribéh je indolentni
a i pfes vetsi riziko zvlasté pozdnich relapsti ma ve srov-
nani s klasickou variantou Hodgkinova lymfomu lepsi
prognézu. Vzacné se muze transformovat do difizniho
velkobunééného B lymfomu (DLBCL). Material: Od ro-
ku 1995 bylo na nasi klinice 1é¢eno celkem 14 pacientt
s diagn6zou NLPHD, 10 muzi a 4 Zeny. Medidn véku
v dobé diagnézy byl 32 let (18-71). VéEtsina pacientt
(N=11) byla diagnostikovana v pocatecnim klinickém sta-
diu. Z hlediska uzlinovych lokalit jednoznacné prevlada-
lo postiZeni perifernich lymfatickych uzlin (krku, axil
a tifsel). VSichni pacienti byli v dobé diagnézy asympto-
maticti. Vysledky: Pacienti byli 1é¢eni s ohledem na kli-
nické stddium onemocnéni a komorbiditu. VétSina pod-
stoupila 1é¢bu kombinaci chemoterapie (2-8 cykli
ABVD) a radioterapie IF 30 Gy (N=8), 2 pacienti s po-
krocilym onemocnénim byli 1é¢eni pouze chemoterapif
(6x eskalovany BEACOPP), 2 pacienti pouze radiotera-
pii (30 a41 Gy). U jednoho pacienta ve vy$§im véku jsme
vzhledem k jeho komorbidité indikovali podan{ rituxima-
bu v monoterapii (6x 375mg/m2). Dalsi pacient s pokro-
¢ilym onemocnénim byl v tivodu 1é¢en reZimem R-CHOP
pro diagnézu bliZe nespecifikovaného B lymfomu, aZ na
zakladé tretiho ¢teni na referencnim pracovisti v Némec-
ku byla diagnéza prehodnocena na NLPHD a pacient do-
kondil 1é¢bu rezimem R-BEACOPP. U 2 pacientil jsme
za 7 resp. 12 let po ukonceni primdrni 1é¢by diagnosti-
kovali DLBCL, dalsi vyskyt relapsi nebo sekunddrnich
malignit jsme nezaznamenali. VSichni pacienti s NLPHD
1éCeni na naSem pracovisti Ziji v kompletni remisi, medi-
an sledovani celého souboru je 17,4 mésict. Zavér: Ob-
vykle limitovany rozsah onemocnénf a indolentni klinic-
ky pribéh umoznuji u pacienti s NLPHD podani méné
intenzivn{ 1é¢by, ktera miZe v indikovanych piipadech
zahrnovat i rituximab vzhledem k pravidelné CD 20 po-
zitivité naddorovych L&H bunék. Pro diagnostickou ob-
tiZnost je doporucovano druhé ¢teni histologickych pre-
parati na erudovaném pracovisti, v ramci diferencidln{
diagnostiky je nutné odlisit zejména TCRBCL a klasic-
ky typ Hodgkinova lymfomu (bohaty na lymfocyty).

CML A MYELOPROLJIFERATIVNI{
ONEMOCNENI

1597.

Kritéria WHO 2008 pro diagnostiku
Ph-myeloproliferativnich onemocnéni.

Kritika a doporuéeni Ceské skupiny pro Ph- MPO
Schwarz Jifi, Penka Miroslav, Indrak Karel, PospiSilova
Dagmar (Praha, Brno, Olomouc)

V poslednich desetiletich se pro klinickou klasifikaci
a diagnostiku chronickych Ph- myeloproliferativnich one-
mocnéni (MPO) uZivaji kritéria PVSG (Polycythemia Ve-
ra Study Group). Zpusob histopatologického hodnocen{
nedokéze odlisit Casnd stddia jednotlivych subtypi MPO.

vz

PVSG uziva ke stanoveni diagnézy primarniho MPO ce-
lou fadu kritérii, kterd mohou vyloucit sekundarni, resp.
potvrzovat primdrni charakter téchto stavl, ne vzdy vSak
s jistotou odlisi primarni MPO od reaktivniho stavu. Na-
opak Evropskd klinickd a patologicka (ECP) kritéria
z 1. 2002 a kritéria WHO z r. 2001 jsou zaloZena na po-
zitivni identifikaci primarnich MPO na histopatologickém
podkladu. Jednotlivé nosologické jednotky (esencidlni
trombocytémie — ET, primarni myelofibr6za — PMF a po-
lycythaemia vera — PV) jsou patologem navzdjem odlisi-
telné, a to v podstaté bez ohledu na KO. V souladu s tim
je mozné rozpoznat i prefibrotické stddium PMF nebo
prepolycytemickou PV (klinicky se dle PVSG kritérif
shodné projevuji jako ET), suverénné jsou odliSeny se-
kundarni stavy. Nova kritéria WHO z r. 2008 jsou u Ph-
MPO jakymsi prinikem ptivodnich PVSG kritérii a WHO
2001. Ceska skupina pro Ph- MPO (CSMPO) jiz upozor-
nila na fadu nedostatku této klasifikace. ,,Malad‘ kritéria
(pripominajicich PVSG klasifikaci) se v diagnostice ET
a PMF jevi jako nadbytecna ve svétle pozitivniho rozpo-
znani nosologické jednotky na zdkladé histologie coby
,,velkého kritéria,” navic v pripadé PMF , mala* kritéria
témer vylucuji moznost diagndzy prefibrotické faze one-
mocnéni. Nova kritéria také nejsou vhodna pro pediatric-
kou hematologii. CSMPO pied 2 lety souhlasila s tim, Ze
mutace genu JAK2 V617F miZe pii soucasné polyglobu-
lii (event. zvyseni celkového erytrocytarniho volumu) po-
stacovat k diagnéze PV bez potieby biopsie (ta je vSak
krucidlni v pripadé suspekce na JAK2- PV). Nelze vsak
s kritérii WHO 2008 souhlasit v tom, Ze stejny vyznam
md i prikaz mutace v exonu 12 genu JAK2 — ta je spoje-
na s ponekud rozdilnym klinickym obrazem (byva méné
Castd a méné vyraznd leukocytéza a trombocytémie)
i s odli§nou histopatologii. CSMPO tedy pro klinické uZi-
ti v CR doporuduje nadale klasifikaci WHO 2001, event.
ECP kritéria, s tim, Ze do klasifikace zaClenila mutaci
JAK2 V617F. U pacientti bez moznosti diagnostické kla-
sifikace podle WHO 2001/ECP 2002 1ze doporucovat uZi-
vani kritérii PVSG. CSMPO nedoporucuje termin WHO
2008 ,,myeloproliferativni neopldzie,* zistava u ptivod-
niho pojmu ,,chronickd MPO .

1590.

Korelacia vysledkov morfologickej a genetickej
analyzy kostnej drene pacientov s klinicky
potvrdenou esenciilnou trombocytémiou

Marcinek Juraj, Burjanivova Tatiana, Balhdrek Tomas,
Szépe Peter, Lasabova Zora, Plank Lukas ( Ustav patolo-
gickej anatomie a Konzultacné centrum hematopatolo-
gie JLF UK, Martin; Ustav molekuldrnej biolégie JLF
UK, Martin)

UVOD: Muticia JAK2V617F (JAK2) sa vyskytuje
v skupine myeloproliferativnych neoplazii (MPN), ov-
plyvnujic ich laboratérny obraz, klinickd manifestaciu,
a obcas i prognézu. Bioptické vySetrenie kostnej drene
(KD) zohrava doélezitd tdlohu pri potvrdeni JAK2- MPN,
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ako aj pri odliSeni skorych $tadii esencidlnej trombocy-
témie (ET) od inych MPN (najmé primérnej myelofibré-
zy - PMF). Vplyv JAK?2 na morfol6giu KD, ako i progné-
zu pacientov s ET je nejasny. Preto sme sa zamerali na
analyzu morfolégie KD a pritomnosti JAK2 u pacientov
s klinicky potvrdenou ET. METODY: Vygetrili sme 64 pa-
cientov (20 muzov, 44 Zien, vekovy priemer 52,7r) s cel-
kovym poctom 80 vzoriek KD, u ktorych oSetrujici he-
matolégovia potvrdili ET. Osobitne hodnotend bola sku-
pina biopsii odobratych v skorych Stddidch ET (trvanie do
2r.). Analyza KD sa zamerala na klasickd morfolégiu ET
(normocelularita, proliferdcia megakaryocytov - mgk s ty-
pickou morfolégiou, Ziadne resp. minimdlne zmnoZenie
retikulinu), ako aj na znaky netypické pre ET. JAK2 sme
vySetrovali alelo-$pecifickou PCR z DNA izolovanej z pa-
rafinovych blokov KD. Statistickii analyzu sme realizo-
vali o-kvadritovym testom. VYSLEDKY: JAK2 sme za-
znamenali u 41 (64%) pacientov s celkovym poctom 48
biopsii KD. Morfolégia KD prevazne zodpovedala kla-
sickému morfologickému obrazu ET, avSak relativne ¢as-
to s malym mnoZstvom atypickych morfologickych zna-
kov (atypie a dyspldzie mgk, myelofibréza), ktorych
vyskyt stipal po terapii resp. v dlhodobom priebehu.
V JAK2+ pripadoch ET sme CastejSie pozorovali lymfo-
1dné agregéty (v pripadoch skorych $tadii ET) a minimal-
ne zmnoZenie retikulinu (pripustné pre dg. ET), v JAK2-
ET rozvinutd myelofibrézu a v celkovom stbore 80 vzo-
riek i vySSiu celularitu KD a CastejSie ,,obld¢ikovité“ mgk
(typické skor pre PMF). Ostatné sledované parametre ne-
vykazovali $tatisticky relevantné rozdiely. ZAVER: V si-
lade s inymi Stidiami sme nepotvrdili zdsadnejsi vplyv
muticie JAK2 na morfolégiu ET. Castejsia pritomnost’ ne-
typickych morfologickych znakov v JAK2- pripadoch
mohla byt’ spdsobend primesou inych MPN (PMF klinic-
ky mylne povazovana za ET), ale nemozno vylucit ani
vplyv doteraz neznamych patomechanizmov JAK2- MPN
a malého stiboru pacientov. Pritomnost’ JAK?2 je dolezitd
pre potvrdenie MPN, avSak vzhl'adom na nepritomnost’
rozdielov v morfoldgii KD a prognéze pacientov zatial
nie je potrebné subtypizovat’ ET vzhl'adom na pritomnost’
mutécie.

1526.

Buddiv-Chiariho syndrom u détskych

pacienti s polycythemia vera

PospiSilovd Dagmar, Markova Jana, Schwarz Jii{, Komrs-
ka Vladimir, Novak Zbynék, Cario Holger (Détskd klinika
LF UP a FN, Olomouc; UHKT, Praha; Klinika détské he-
matologie a onkologie 2. LF UK, FN Motol, Praha; Deét-
skd klinika, Univerzitni nemocnice, Ulm - Germany)

Uvod. Polycythemia vera (PV) se nejcastéji vyskytu-
je ve vékové skupiné 50-60 let, pouze 1/1000 pacientt
je mladsi 20 let. Literdrni zdroje shrnujici klinické a la-
boratorni charakteristiky détskych pacienti s PV jsou
sporadické. DEtSti pacienti s primdrni erytrocytézou
maji obvykle pouze priznaky prechodné mikrovaskular-

ni obstrukce, polycytémie v§ak miZze byt pfic¢inou za-
vaznych trombotickych komplikaci. V prici jsou shrnu-
ta klinickd a laboratorni data dvou détskych pacientt
s PV, u kterych se vyskytla vzdcnd, ale obdvand kom-
plikace: Budduv-Chiariho syndrom (BCS). Pacienti
a metody. U dvou détskych pacientl s polycythemia ve-
ra a BCS bylo provedeno zdkladni hematologické vy-
Setfeni. Hladina EPO byla stanovena standardnim zpi-
sobem, pro vysetfeni EECs byla pouzita difve popsand
metoda (Grieshammer et al, 2004), pro detekci mutace
genu pro JAK?2 kindzu alelové specifickd PCR s modi-
fikaci alelové specifickych primerti (Baxter et al, 2005).
Mutace genu pro JAK?2 kindzu v exonu 12 byla potvr-
zena sekvenovdnim. Vysledky. Oba pacienti méli mir-
nou trombocytézu, pacient ¢.1 i leukocytézu. U obou
byl pozitivni ndlez EECs a nizka hladina EPO. U 11-ti
letého chlapce se objevil postupné nardstajici ascites
s progredujici poruchou jaternich funkci, pfi zdkladnim
vySetfeni byla zjisténa polycytémie s ndlezem mutace
JAK2V617F. Byla potvrzena diagnéza BCS. Pro zdvaz-
né postiZeni jater byla provedena ortotopni transplanta-
ce jater. Pacient Zije 7 let po transplantaci. U 12-ti leté
pacientky byla diagndéza polycytémie zjiSténa pri vyset-
feni pro synkopy. O dva roky pozdéji se manifestovala
hepatosplenomegalie a ascites, byl diagnostikovdn
BCS. Byla podéna streptokindza, heparin a Warfarin.
Vzhledem k rozvoji jicnovych varixi byl zaloZen trans-
jugulérni portosystémovy shunt, ktery vedl ke sniZeni
tlaku v portalnim fecisti a regresi hepatosplenomegalie.
U pacientky byla nalezena mutace JAK2N542-E543del.
Pri skrininku vrozeného trombofilniho rizika byla pro-
kdzana heterozygotni mutace FSR506Q (faktor V Lei-
den) a F2G20210A. Zavér. Buddiv-Chiariho syndrom
je vzdcnd komplikace u déti s PV, kterd mize byt Zivot
ohrozujici. Dosud bylo popsdno pouze 7 piipadd. U vét-
Siny z nich byl BCS prvni manifestaci PV. Riziko trom-
botickych epizod zvySuje pfitomnost mutaci genu pro
JAK2 kindzu a miZe byt potencovano dal§imi vrozeny-
mi trombofilnimi stavy. Mutace v exonu 12 je ddvédna
do souvislosti s nejzdvaznéjSimi trombotickymi kom-
plikacemi. Prdce byla sponzorovédna grantem IGA MZ:
NR 9471-3.

1483.

Kvantitativni stanoveni hladiny

transkripti BCR-ABL v CR v roce 2008

Rulcova Jana, Machova Polakova Katefina, Vl¢anova Ka-
tefina, Zemanova Karla, Moravcova Jana (UHKT, Praha)

Molekuldrni monitorovani mnoZstvi transkriptu BCR-
ABL, molekuldrniho markeru chronické myeloidn{ leu-
kemie (CML), slouZzi ke sledovéni stavu pacientd s tim-
to onemocnénim. Bylo prokdzdno, Ze zvySovani hladi-
ny BCR-ABL naznacuje progresi choroby, sniZen{ nao-
pak tspésnou 1é¢bu. Rizné metodické piistupy kvanti-
fikace BCR-ABL transkriptu (od izolace RNA az po
pouzity kontrolni gen pfi RT-PCR) mohou vést k rozdil-
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nym vysledkiim v jednotlivych laboratofich. V soucas-
né dobé probihd mezindrodni standardizace s cilem zis-
kavat srovnatelné vysledky, které jsou mimo jiné sou-
¢asti mezindrodnich klinickych registrii. Narodni refe-
renéni laboratof pro DNA diagnostiku UHKT Praha,
jmenovana CIA pilotnim pracovi§tém pro oblast kvan-
titativniho stanovenf hladiny transkriptu BCR-ABL, pro-
vedla v roce 2008 mezilaboratorni zkouSeni zpisobilos-
ti v CR v rdmci mezindrodni standardizace pod zastitou
European LeukemiaNet (projekt EUTOS). ZkouSeni
zpusobilosti se ti¢astnily 4 laboratofe (FN Brno, FN Hra-
dec Kralové, FN Plzen, Nemocnice Na Homolce Pra-
ha) a pilotni pracovisté. Pro porovnani byly pfipraveny
vzorky dle instrukci Dr. Miillera (III. Medizinische Kli-
nik, Mannheim). K testovani byly pouZity anonymizo-
vané vzorky pacienta s CML a zdravého dobrovolného
dérce. Z periferni krve byly metodou osmotické lyzy zis-
kany leukocyty, z kterych byly pripraveny trizolové ly-
zéty o koncentraci 2x107 bunék/mL a smichany tak, aby
byly pozitivni fadové 10%, 1%, 0,1% a 0,01%. Takto
pripravené vzorky byly v tripletech rozeslany postou
jednotlivym laboratofim. Ve v§ech laboratofich probiha-
la kvantifikace BCR-ABL metodou real-time RT-PCR:
pouzivané kontrolni geny: 4x ABL a 1x B2M; pfistroje
pro real-time PCR: 3x RotorGene, 1x Light Cycler, 1x
ABI 7300; standardy: 4x komer¢ni (Ipsogen), 1x vlast-
ni plasmidy. VSechny laboratofe dosahly predpoklada-
né citlivosti metody, tj. 10 kopii BCR-ABL (0,01%
BCR-ABL). V daném rozsahu méfeni (nebo v rozmezi
0,1 — 10%) byla potvrzena linearita u vSech laboratofi.
Naméfené hodnoty BCR-ABL byly pouzity pro vypocet
prepocétovych koeficientd (rozmezi 1,2-10,02) platnych
pro méfeni do 10% BCR-ABL v ramci standardizace
v projektu EUTOS. Vysledky laboratofe pouzivajici
vlastni primery, sondy a standardy, byly nejvice odlis-
né (koeficient 10) v porovnani s ostatnimi laboratofemi
pouZzivajici primery, sondy a standardy dle EAC, proto
doporu€ujeme pouZivat primery, sondy a standardy
shodné dle EAC.

1498.

Neménna hladina BCR-ABL v hodnotiach =0,1% (IS)
u pacientd s CML odpovidajicich optimalné

na imatinib kompletni cytogenetickou remisi
indikuje detekci mutaci

Machova Polakova Katefina, Polivkova Vaclava, Rulco-
va Jana, Zatkova Markéta, Klamova Hana, Z4atkova Da-
niela, Jurek Tomas, Dvorfdkova Dana, Nadvornikova
Sylvie, Mayer Jif{, Moravcova Jana (Ustav hematologie
a krevni transfuze, Praha; IHOK LF MU a FN, Brno)

Nejlépe charakterizovanym mechanismem rezistence
na lé¢bu imatinibem u pacientil s chronickou myeloidn{
leukémii jsou mutace v kindzové doméné BCR-ABL.
V soucasné dobé je celosvétoveé doporucovano vysetio-
vat na pritomnost mutaci pacienty, u nichz lécba imatini-
bem selZe nebo odpovidaji suboptimdlné a pacienty s 2.6

— 5 ndsobnym narGstem hladiny BCR-ABL v jakékoli fa-
zi onemocnéni ¢i odpovédi na 1é¢bu. Detekce mutaci
a zjisStény typ napomdhaji volit zménu terapie inhibitory
tyrozinovych kindz (TKI) druhé generace se zndmou cit-
livosti k nejc¢etnéj$im typtim mutaci. Kinetika hladiny
BCR-ABL v pribéhu monitorovani odpovédi na 1écbu
TKI odrazi stav onemocnéni. U pacientti odpovidajicich
suboptimalné ¢asto dochazi k zastaveni poklesu mnoZstvi
BCR-ABL na ustilené hladiné (trend je neménny, smér-
nice je nulovd). Podobny jev jsme zaznamenali i u né-
kterych pacientii odpovidajicich na 1é¢bu TKI optimdlné
kompletni cytogenetickou remisi (CCgR). Ze 141 pacien-
ti v CCgR po podédni imatinibu a v jednom piipadé da-
satinibu, jsme u 32 (23%) zaznamenali zastaveni pokle-
su hladiny BCR-ABL na hodnotdch =0.1% (IS, Interna-
tional Scale). Hladina zistala neménnd minimdlné ve 3
néslednych odbérech (min doba trvani 6-9 mésict). Me-
dian follow-up neménné hladiny BCR-ABL byl 12 mé-
sicti (rozsah 6-64).Vzorky periferni krve 32 pacientil by-
ly vySetfeny na pfitomnost mutaci metodou pfimé sekve-
nace. Mutace byla detekovana v 11 ptipadech (34%) a by-
la potvrzena v dalSich odbérech nériistem mnoZstvi mu-
tovaného BCR-ABL. U 5/11 pacientd jsme jiZ v prib&hu
studie zaznamenali molekuldrn{ relaps. Doba mezi prvni
detekei mutace a signifikantnim néristem hladiny BCR-
ABL byla 4 — 17 mésicd (medidn 5). Mutace nebyla de-
tekovédna u 20/32 pacienti. U 14/20 pacientti zustala ne-
ménnd hladina BCR-ABL po dobu 6-64 mésicti (medidn
12). U 6/20 pacientd byl po prvnim zastaveni hladiny
BCR-ABL po dobu 7-28 mésicti (median 11) zazname-
nan pokles hladiny o cca 1 fad, pricemz se hladina podru-
hé zastavila po dobu 5-22 mésict (medidn 11). U 3/6 pa-
cientl mohlo k tomuto nepravidelnému poklesu hladiny
BCR-ABL dojit v disledku intermitentné snizované ddv-
ky imatinibu na 300 mg/den v prib&hu 1é¢by, u jednoho
pacienta mohla sehrdt roli dal$i chromozomaln{i aberace
v Ph+ bunikdch. Na zakladé nasi studie doporucujeme za-
héjen{ detekce mutaci pfi zastaveni poklesu hladiny BCR-
ABL na jakékoliv hladin€ =0.1%, coZ umoZni ¢asné iden-
tifikovat riziko progrese onemocnéni u pacientti odpovi-
dajicich na lé¢bu imatinibem CCgR.

1546.

Utinnost a bezpe¢nost imatinibu v prvni linii

1é¢by chronické myeloidni leukemie (CML).

Analyza databaze INFINITY

Zackova Daniela, Klamova Hana, Doubek Michael, Pos-
pisil Zdenék, Dvorakova Dana, Jur¢ek Tomas, Morav-
cova Jana, Machova Katefina, DobeSova Blanka, Rysa-
va Jana, Cetkovsky Petr, Mayer Jifi (IHOK, FN a MU,
Brno; UHKT, Praha; Ustav matematiky a statistiky, MU,
Brno)

Imatinib doslova revoluénim zpiisobem zménil 1é¢bu
CML. Jeho ucinnost vynikd zejména u nové diagnosti-
kovanych pacientd v chronické fazi (CP). VétSina infor-
maci o d¢innosti a toleranci imatinibu v prvnf linii po-
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chdzi ze studie IRIS a z neddvno publikovanych zkusSe-
nosti jednoho centra. Potvrzujicich dat z redlného Zivo-
ta je tak stdle tfeba. Data o vSech pacientech lé¢enych
imatinibem pro CML v 1. CP v definovaném regionu
v obdobi mezi 6/2003 a7 12/2008 byla shromazdovana
v databazi zvané INFINITY. Do analyzy bylo zahrnuto
celkem 147 pacientti (medidn véku 54 let, 22-77; 67 mu-
70 a 80 Zen). Medidn doby sledovéani od zahajeni 1é¢by
byl 22 mésici (1-56). Procenta 1é¢ebnych odpovédi do-
sazenych ve 3.,6., 12 a 18. mésici byla nasledujici: kom-
pletni hematologick4 odpovéd: 84%, 87%, 90% a 94%,
velkd cytogenetickd odpovéd: 82%, 82%, 85% a 81%
a kompletni cytogenetickd odpovéd: 35%, 49%, 62%
a 74%. Velké molekularni odpovédi ve 12., 18. a 24. me-
sici bylo dosazeno u 41%, 49% a 52% pacientti; pokle-
su hladiny BCR/ABL transkriptd pod droven detekce
pak u 5, 10 a 20% pacientd. Vyskyt nehematologické to-
xicity vSech stuptiti klesal ze 67% ve 3. mésici k 31% ve
24. mésici; pficemz stupen 3/4 byl pfitomen jen ve 13
ptipadech. Jesté vyraznéjsi byl trend poklesu u toxicity
nehematologické; z 51% ke 12% ve stejnych Casovych
bodech. Celkem 28 pacientl (19%) trvale pferusilo 16¢-
bu imatinibem v medidnu 15,5 mésict (1-51) z riznych
didvodu: alogenni transplantace krvetvornych bunék
(n=4), nehematologicka (n=5) a hematologicka toxicita
(n=1; pacientka nasledné zemfela na septicky Sok), pro-
grese do akcelerované faze nebo blastické krize (n=2),
nedosazeni kompletni hematologické remise (1), nedo-
sazeni velké ¢i kompletni cytogenetické odpovédi (n=5)
nebo jejich ztrata (n=8). Celkem 25 pacientt (17%) pre-
Slo na alternativni 1éCbu: alogenni transplantaci (n=4),
dasatinib (n=18), nilotinib (n=1) a hydroxyureu (n=2)
v medidnu 15 mésict (1-51). Zaznamenali jsme 5 dmr-
ti: 1 pfipad je popsan vyse, 2 pacienti zemfeli na imati-
nibu z divodid nesouvisejicich s CML a 2 pacienti zem-
feli po ukonéeni imatinibu z diivodu progrese onemoc-
néni. Potvrdili jsme velmi dobrou Gc¢innost a toleranci
imatinibu se zlepSujici se tendenci v Case na populaci
pacientd 1é¢enych mimo klinické studie. Casn4 identi-
fikace skupiny pacientd, u kterych 1é¢ba imatinibem se-
lhdva nebo je suboptimélni, mtize vysledky ddle zlep-
Sovat. Podporeno The CzEch Leukemia Study Group for
Life, CELL.

1507.

Utinnost zvySeni davky imatinibu (IM) p¥i selhani
standardniho davkovani u nemocnych s chronickou
myeloidni leukemii piedlécenou interferonem-o
(INF-0)

Faber Edgar, Kuba Adam, Rozmanova Sarka, Divokd
Martina, Skoumalova Ivana, Plachy Radek, Rohoti Pe-
ter, Holzerova Milena, JaroSova Marie, Indrak Karel (He-
mato-onkologickd klinika FN a LF UP, Olomouc; LF
UP, Olomouc)

V pripadé rezistence nebo suboptimalni odpovédi na
standardni davky IM je u nemocnych s CML odborni-

ky skupiny European Leukemia Net jako prvni moZnost
doporucovédna eskalace ddvek imatinibu (EDIM) na
600-800mg denné. Nasim cilem bylo ovéfit efektivitu
tohoto postupu u nemocnych predlécenych INF-o. Pro-
vedli jsme retrospektivni studii, v niZ jsme se snaZili zji-
stit vliv inicidlniho rizika CML, pfidatnych cytogene-
tickych abnormalit, pficin rezistence k IM a odpovédi
na lécbu na ucinnost eskalovanych davek IM. Byl ana-
lyzovan soubor 65 nemocnych s CML, ktef{ byli pred-
1éceni INF-o.. Medidn intervalu od stanoveni diagnézy
CML po zahdjeni 1é¢by IM byl 15 mésict (1-102 mé-
sicli). Medidn délky sledovani od diagnézy byl 81 mé-
sict (32-169 mésict), zatimco median sledovani od za-
hdjeni 1é¢by IM byl 60 mésict (7-98 mésici). EDIM
byla uzita celkem u 14 pacientt (21,6%): u jednoho ne-
mocného k 1é¢bé hematologické rezistence, u 9 ke
zvladnuti cytogenetické progrese a u 4 pro suboptimal-
ni odpovéd. Medidn intervalu od zah4jeni 1é¢by IM do
EDIM byl 28 mésict (4-54 mésict). Po standardnich
davkach IM byla u 8 nemocnych po medidnu 10 mési-
cti dosaZena kompletni cytogenetickou odpovéd (CyR)
trvajici v medidnu 8 mésici. Median trvani EDIM byl
9 mésich (6-14 mésict). Po EDIM 5 pacienti dosdhlo
kompletni a 7 velkou CyR primérného trvani 9 a 14
mésicl. Nicméné pouze dva nemocni dosédhli velké mo-
lekuldrni odpovédi (MR). VétsSina nemocnych byla pre-
vedena na inhibitory tyrosinové kindzy 2. generace pro
hematologickou (2 pacienti; 14,3%), cytogenetickou re-
zistenci (6 pacienti; 42,9%) nebo suboptimalni odpo-
véd (1 pacient; 7,1%). Pouze 4 nemocni (28,6%) v sou-
Casnosti pokracuji s EDI. Zdavéry: u vétSiny nemocnych
s INF-a predlécenou CML vedla EDIM k prechodné
CyR trvajici méné neZ jeden rok. Odpovéd na EDIM
byla asociovdna s nepfitomnosti pridatnych cytogene-
tickych zmén, mutaci v ABL doméné tyrosinové kina-
zy a s dosaZenim velké MR. Dalsi prognostické fakto-
ry vcetné Sokalova rizika nebo odpovédi na standard-
ni davku IM nehrdly roli. Ke zhodnoceni dc¢innosti
EDIM u nemocnych s CML predlécenou INF-a s rezi-
stenci na standardni davky IM je nezbytné analyzovat
veétsi skupiny pacientt. Studie byla podpofena grantem
IGA MZ NS 9949-3 a granty MSMT MSM 6198959223
a MSM 6198959205.

AKUTNI LEUKEMIE

1413.

Sekundarni akutni myeloidni leukemie — zkuSenosti
Hemato-onkologické kliniky FN Olomouc v obdobi let
1996 - 2008

Szotkowski Tomas, Rohon Peter, Zapletalova Jana, Si-
¢ova Katefina, Hubacek Jaromir, Indrak Karel (HOK FN,
Olomouc; Ustav Iékaiské biofyziky LF UP, Olomouc)

Uvod: Sekundarni akutni myeloidni leukemie (SAML)
vznikaji bud vyvojem z predchoziho klondlniho postiZe-
ni krvetvorby, obvykle myelodysplastického syndromu
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(MDS) nebo myeloproliferativni neopldzie (MPN), nebo
po expozici leukemogenni noxe v podobé predchozi che-
moterapie, aktinoterapie, nékterych imunosupresiv nebo
leukemogennich latek z okolniho prostiedi. Sekundarita
je u AML vyznamnym nepfiznivym prognostickym fak-
torem. Tato onemocnéni jsou z velké ¢asti (kromé sekun-
ddrnich promyelocytarnich leukemif) povazovana za kon-
vencné nevylécitelnd. Metody: Obsahem této préce je re-
trospektivni analyza souboru nemocnych, diagnostikova-
nych a lé¢enych na Hemato-onkologické klinice FN Olo-
mouc Vv letech 1996-2008. Soubor nemocnych: V letech
1996-2008 bylo na nasem pracovisti diagnostikovano cel-
kem 574 onemocnéni AML u 573 nemocnych. U 430 ne-
mocnych z celkového poctu §lo o primarni AML, u 86 ne-
mocnych leukemie vznikla sekunddrné progresi predcho-
ziho myelodysplastického syndromu, 57 nemocnych by-
lo v piechodobi sledovdno a 1é¢eno pro rizna maligni
onemocnéni nebo podstoupilo potencidlné leukemogenni
1é¢bu pro nemaligni choroby. Vysledky: Nemocni se se-
kundarni AML jsou star$i, jsou méné Casto 1éceni neZ ne-
mocni s primdrni AML. Maji ¢astéji horSi prognézu pod-
le cytogenetického nalezu. Maji niz§{ pravdépodobnost
dosaZzeni kompletni remise, ¢astéji relabuji a jejich celko-
vé preziti je horsi t€méf ve vSech prognostickych podsku-
pindch. Kromé sekundarnich promyelocytarnich leuke-
mii, jejichZ progndza se ani v naSem souboru neodliSuje
od velmi dobré progndzy primdrnich forem, jde aZ na vy-
jimky o konvencné nevylécitelné choroby. Vypracovano
s podporou grantu IGA MZ CR NR 9481-3 a VZ MSMT
CR 6198959205.

1393.

Prognosticky vyznam vysSetieni periferni krve

v prubéhu lécby détské akutni lymfoblastické
leukémie (ALL)

Volejnikova Jana, Fronikova Eva (Klinika détské hema-
tologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha)

Vysetfeni minimalni rezidudlni nemoci (MRN) v kost-
ni dfeni (KD) je nedilnou soucdsti modernich protokolt
pro 1é¢bu ALL. Rychlost poklesu MRN béhem indukce
predstavuje jeden z nejdilezitéjsich prognostickych zna-
ki a je kli¢ova pro rozdé€leni pacientt do rizikovych sku-
pin. Méfeni MRN v perifern{ krvi (PK) se rutinné nepro-
vadi, prestoZe by znamenalo mnohem mensi zaté€z pro pa-
cienty. U T-ALL byla prokdzdna velmi dobr4 korelace hla-
din MRN v PK a KD; vysledky studii B-prekurzorové
(BCP)-ALL nejsou jednoznaéné, mj. proto, Ze zahrnuji
maly pocet vzorkl z Casné faze 1é¢by s kvantifikovatel-
nou MRN v obou kompartmentech. Vysetfili jsme MRN
v KD i PK metodou RQ-PCR kvantifikace prestaveb ge-
nt pro imunoglobuliny a T-bunééné receptory u 221 pa-
rd vzorkl od 47 déti s BCP-ALL lé¢enych podle proto-
kolu ALL IC-BFM 2002 v nasledujicich ¢asovych bo-
dech: diagnéza (dg, n=47),den 8 (d8,n=39),den 15 (d15,
n=44),den 33 (d33,n=34), tyden 12 (w12,n=31) a ukon-
Ceni 1é¢by (post-MT, n=26). U 125 parG vzorkd byla

MRN detekovdna v KD i PK, u 18 péri pouze vKDau 5
parG pouze v PK. Hladina MRN v PK vyrazné kolisala
a byla v praiméru 149x niz8i nez v KD (0,04-8293x). Pa-
cienti s nizkou MRN v PK (stejné jako v KD) v d15 Cas-
t&ji dosdhli MRN negativity KD v d33 (p=0,01, Mann
Whitney). Pacienti mlad$i 10 let méli niz§i MRN v PK
v d8 a dl15 neZ star§i déti (p=0,03 a p=0,01). Pacienti s hy-
perdiploidni ALL méli niZ§{ MRN v PK (ale ne v KD)
v d15 neZ ostatni pacienti s vyjimkou TEL/AMLI1 pozi-
tivnich (p=0,05). V Zddném Casovém bodé nebyla zjisté-
na asociace s poctem leukocytt pfi diagndze, pohlavim,
imunofenotypem (cALL/pre-B ALL) ani s pfitomnost{
fizniho genu TEL/AMLI. 5-leté preziti bez relapsu (RFS)
bylo u pacientd s MRN<10-4 v PK v d15 100%, zatim-
co u MRN vyssi nez 10-4 pouze 62,5+9,9% (p=0,0089).
Pro dg, d8 a d33 nebyla statisticky vyznamnd hranice
MRN nalezena, malé mnoZstvi pozitivnich w12 a post-
MT vzorkid neumoznilo analyzu. Pravdépodobnost relap-
su byla vyssi u pacientl s podobnou hladinou MRN v PK
a KD (pomér MRN v KD/PK<10) ve dnech 8 a 15 (d8:
RFS 88,1+6,4% vs. 61,5+13,5%, p=0,04; d15: RFS
89.,545,7% vs. 54,5£15%, p=0,01). Zavér: Hladina MRN
v PK u déti s BCP-ALL neni oproti KD pouze propor¢-
né snizena a m4 dileZitou prognostickou hodnotu. Cas-
t&jsi relapsy u pacientl s podobnou hladinou MRN v PK
a KD poukazuji na vysoky potencidl jejich leukemickych
blastii migrovat z KD do PK, unikat 1é¢bé a dat vznik re-
lapsu. Podpofeno GAUK 7393/2007, VZ MSM
0021620813, MZ 000064203.

1392.

Lécba dospélych pacientii s akutni lymfoblastickou
leukemii dle protokolu GMALL 07/2003 v Ceské
republice a jeji vysledky — zkuSenosti dvou center
Folber Frantisek, Sdlek Cyril, Doubek Michael, Souku-
pova Maaloufovd Jacqueline, Valova Tat'dna, Trka Jan,
Cetkovsky Petr, Mayer Jiii (IHOK FN, Brno; UHKT,
Praha; CLIP FN Motol, Praha)

Uvod: V této retrospektivni analyze prezentujeme
dvouleté zkuSenosti s 1é¢bou akutni lymfoblastické leu-
kemie dospélych (ALL) dle protokolu némecké studie
GMALL 07/2003 na dvou velkych hematologickych pra-
covistich v Ceské republice. Metody: Do studie bylo za-
fazeno celkem 37 pacientl. Hodnotili jsme dosazen{ kom-
pletni a molekuladrni remise, vyskyt relapsu a stav pacien-
ti na konci sledovaného obdobi. Byl sledovan vyskyt ne-
Zadoucich ucinki po jednotlivych cyklech chemoterapie
a pri¢iny umrti. Byla provedena statistickd analyza rizi-
kovych faktord ovliviiujicich preziti pacientd. Vysledky:
Kompletni remise bylo dosazeno u 36 (97 %) pacientd,
molekuldrni remise u 16 (62 %) z 26 vysetfitelnych pa-
cientll. Relaps onemocnéni byl pozorovan u 5 (14 %) pa-
cientd. Na konci obdobi sledovani s medidnem 261 dni
bylo 28 (76 %) pacientt Zivych v kompletni remisi, jeden
(3 %) s relabovanym onemocnénim a 8 (22 %) mrtvych.
Pri¢inou smrti byla v 5 piipadech toxicita lécby a u 3 pa-

Transfuze Hematol. dnes, 15, 2009

17



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

cientd relaps ¢i progrese ALL. NeZzadouci t¢inky 1é¢by
nasledovaly nejcastéji po 1. konsolidaci, 1. fazi indukce,
2. konsolidaci a 2. fizi indukce. Slo vétsinou o infek&ni
komplikace v ramci febriln{ neutropenie, mukositidu GIT
a nezadouci ic¢inky PEG-asparagindzy. Toxicita alogen-
ni transplantace byla obvykla, ¢tyfi (25 %) pacienti po
transplantaci zemfeli. Dvouleté preZiti bez progrese bylo
66 %, dvouleté celkové preziti 70 %. Jako prognosticky
nepriznivé rizikové faktory byly identifikovany vysoké
riziko, vék pacientt nad 35 let, infiltrace CNS, relaps one-
mocnéni a pretrvavajici pozitivita minimalni zbytkové ne-
moci. V diskuzi déle popisujeme praktické zkuSenosti
a moZzna uskalf tohoto protokolu. Zavér: NaSe pocdtecni
zkuSenosti jsou pozitivni. Lécba je proveditelnd, dosavad-
ni vysledky velmi dobré a toxicita prijatelna. Pacienti
s vysokym rizikem by méli byt sméfovani k alogenni
transplantaci, jelikoZ vysledky samotné konsolida¢ni che-
moterapie jsou v této skupin€ velmi Spatné. Myslime si,
Ze tento 1éCebny protokol by se mohl stét standardem 1é¢-
by akutni lymfoblastické leukemie dospélych v Ceské re-
publice.

1547.

Dlouhodobé sledovani déti lécenych pro akutni
lymfoblastickou leukémii podle protokoli BFM
Smisek Petr, Stary Jan, Janatova Iveta, Kramarzova Ka-
rolina, Gajdos§ Petr, Blazek Bohumir, Cern4 Zdena, Hak
Jifi, Hrstkova Hana, Jabali Yahia, Mihal Vladimir, Pro-
chdzkova Daniela, Sterba Jaroslav (Klinika détské hema-
tologie a onkologie, FN Motol, Praha; Stdtni zdravotni
ustav, Praha; Détskd klinika, FN, Ostrava, Détskd klini-
ka, FN, Plzen,; Détskd klinika, FN, Hradec Krdlové, 1. dét-
skd interni klinika, FN, Brno; Détskd klinika, nemocnice
Ceské Budéjovice; Détskd klinika, FN, Olomouc; Détskd
klinika, MN, Usti nad Labem; Klinika détské onkologie,
FN, Brno)

Lécba déti s akutni lymfoblastickou leukémii (ALL)
je v Ceské republice (CR) od druhé poloviny 80. let mi-
nulého stoleti sjednocena a probihd podle protokoli BFM.
Prvnim spole¢nym terapeutickym protokolem byl ALL
BFM 83. Postupné zavadéni protokolu v jednotlivych
centrech a po¢atecni absence jednotné databaze brani je-
ho kvalitnimu statistickému zpracovani. V letech 1990 —
1996 probihala 1écba podle protokolu ALL BFM 90. Do
studie bylo v 8 centrech v CR zafazeno 350 pacientd.
V letech 1996-2002 byl pouzivan protokol ALL BFM 95,
podle kterého bylo 1é¢eno 380 pacientil. Vysledky 1é¢by
jednotlivych pouZzivanych protokolil jsou znamé a byly
publikovéany. Desetileté preziti bez udalosti u déti 1éce-
nych protokoly ALL BFM 90 a ALL BFM 95 se nelisi
(EFS =70,5+2 4%, resp. 72,1£2,3%), je vSak trend k sig-
nifikantné lepsimu celkovému preZiti na protokolu ALL
BFM 95 (OS =76,6 + 2,3%, resp. 80,2 + 2,1%). Méné
zndmy je dalsf osud lé¢enych pacientd, méné se vi o je-
jich zdravotnim stavu a piipadnych komplikacich v del-
$im odstupu od chemoterapie. Pokusili jsme se zjistit sou-

Casny stav pacientii lé¢enych v CR podle uvedenych pro-
tokold. V remisi pfeziva 267 (76,3%) pacientt 1é¢enych
podle protokolu ALL BEM 90. V poslednim roce bylo vy-
Setfeno 216 (80,9%) z nich, déle nez 5 let nebyl kontakt
se 14 détmi. Pacientil 1é¢enych podle ALL BFM 95 Zije
306 (80,5%), v poslednich 12 mésicich jsme vysetfili 290
(94.8%), vice nez 5 let zlstavaji bez kontaktu pouze 3 dé-
ti. Sekunddrni malignitu jsme zaznamenali u 5 (ALL
BFM 90), resp. u 2 (ALL BFM 95) pacientd. Kumula-
tivnf riziko vzniku sekundarni malignity je 1,9 + 0,8%
na protokolu ALL BFM 90 a 0,6 + 0,4% na protokolu
ALL BFM 95. Jako sekundérni malignitu jsme zazname-
nali 3x Hodgkintiv lymfom, 1x akutni myeloidni leuké-
mii, 1x histiocytdrni sarkom, 1x astrocytom a 1x karcinom
mlécné Zlazy u chlapce. V soucasné dobé je vétsina sledo-
vanych pacientli bez zdvaznéjsich zdravotnich obtiZi, po-
kracuje ve studiu nebo pracuje. Pouze mensi ¢ast pacientil
vyzaduje pravidelné sledovani odbornym lékafem. K cas-
t€jSTm obtiZim patii zejména endokrinopatie (thyreopatie,
hypergonadotropni hypogonadismus, diabetes mellitus), or-
topedické problémy (zplsobené zejména aseptickymi ne-
krézami) a neurologické problémy. Pozitivni je také sku-
tecnost, Ze nektefi pacienti jiz zalozili rodinu a maji jedno
¢i dvé déti. Podporovano VZ FNM 00064203.

MALIGNI LYMFOMY 2

1563.

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék

po nemyeloablativni pripravé s fludarabinem

a cyklofosfamidem u nemocnych s malignimi
lymfoproliferacemi

Raida Ludék, Faber Edgar, Papajik Tomas, Vondrakova
Jana, Indrak Karel, Langova Katefina (HOK FN, Olo-
mouc; Katedra biofyziky LF UP, Olomouc)

Uvod: Kombinace fludarabinu a cyklofosfamidu
(FLU+CY), event. doplnénd o antithymocytarni globulin
(ATG), mize zajistit dostatenou imunosupresi pifjemct
podstupujicich alogennf transplantaci krvetvornych kmeno-
vych bunék. Imunosuprese je nezbytnym predpokladem sta-
bilniho piihojeni darcovskych bunek a nasledného rozvoje
reakee Stépu proti nddoru (GvT). Tento potencidl imunolo-
gické eliminace nddoru je hlavnim diivodem indikace trans-
plantaci u nemocnych s jinak inkurabilnimi malignimi lym-
foproliferacemi. Soubor nemocnych a metody: 24 nemoc-
nych s vékovym medidnem 48 (28 - 59) let bylo alogenné
transplantovano pro relabujici/refrakterni maligni lymfopro-
liferativni onemocnéni: 8x B chronickd lymfaticka leuké-
mie (B-CLL), 5x Hodgkintiv lymfom (HL), 7x B a 4x T ne-
hodgkinské lymfomy (NHL). 10 pacientl (42%) bylo pfi-
pravovano rezimem FLU+CY, 14 (58%) FLU+CY+ATG.
Darcem byl u 13 nemocnych (54%) HLA-identicky souro-
zenec, u 11 (46%) nepribuzny darce. Periferni kmenové
bunky byly podany 21 (87%), kostni dien 3 (13%) piijem-
ciim s medidnem prevedenych CD34+ a jadernych bunék
5,86 (1,2-8,8) x 106/kg, resp. 7,05 (1,59 - 15,65) x 108/kg.
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Prevence nemoci $tépu proti hostiteli (GvHD) byla u 18 pfi-
jemct (75%) zajisténa pouze cyklosporinem A (CSP-A),
ktery byl u zbylych 6 (25%) doplnén mykofenolat mofeti-
lem (MMF). Medidn potransplanta¢niho sledovani nemoc-
nych byl v dobé analyzy 21 (1 - 86) mésict. Vysledky:
Vsech 24 pacientti primérné ptihojilo $t€p a nehematologic-
ka toxicita nepresahla stupen I. U 9 nemocnych (38%) do-
Slo k rozvoji akutni GvHD. Chronickd GvHD byla pozo-
rovéana u 10 z 23 hodnotitelnych piijemcti (43%). 21 nemoc-
nych (88%) dosdhlo kompletni remise (KR), 2 (8%) parci-
alnf remise (PR) a 1 (4%) stabilizace choroby. Bylo zazna-
mendno 6 (25%) relapst a 1 (4%) progrese lymfomu. 6 pii-
jemci (25%) zemfelo na potransplantaéni komplikace a 3
(13%) na progresi zdkladniho onemocnéni. Pfedpokladané
pétileté preziti bez progrese choroby (PFS) a celkové pre-
ziti (OS) bylo 34%, resp. 43%. Zavér: Imunosupresivni
kombinace fludarabinu s cyklofosfamidem (+/- ATG) zaji-
sti, bez zdvaznéjsi organové toxicity, stabiln{ piihojeni dar-
covskych bunék u nemocnych s lymfomy. U vyznamné ¢4s-
ti pfijemci pak ddrcovské imunokompetentni buiiky umoz-
ni dlouhodobou kontrolu a dplnou eliminaci jinak chemo-
refrakternitho nadoru. Podpofeno Vyzkumnym zdmérem
MSMT MSM-6198959205.

1481.

Vyznam 18F-FDG PET/CT pro staZovani
ne-hodgkinovych lymfomii: vyznamné zlepSeni

v detekci postiZeni lymfatickych uzlin

a mimouzlinovych organa

Papajik Tomas, Myslive¢ek Miroslav, Sedovad Zuzana,
Mocikovd Heidi, Magdalena Skopalové, Koza Vladimir,
Malan Alexander, Prochdzka Vit, Buridnkovd Eva,
Chroust Karel, Trnény Marek, Indrdk Karel (HOK FN
a LF UP, Olomouc; 1. interni klinika VFN a 1. LF UK,
Praha; PET Centrum, Nemocnice Na Homolce, Praha;
Hematologicko-onkologické oddélent, FN, Plzeri; Odde-
leni nukledrni mediciny, FN, Plzen,; IBA MU, Brno)

Presné hodnoceni rozsahu onemocnéni u ne-hodgkino-
vych lymfomt (NHL) md zdsadn{ vyznam pro jejich opti-
mdlni 1é¢bu a prognézu. 18F-fluorodeoxyglukézova (18F-
FDG) pozitronova emisni tomografie (PET) kombinova-
nd s vypocetni tomografii (CT) se v tomto sméru jevi jako
slibnd zobrazovaci technika, kterd kombinuje metabolickd
amorfologicka data. Vysledny obraz tak miZe zlepsit pres-
nost detekce nadorovych loZisek. Cilem na$i multicentric-
ké prospektivni studie bylo porovnini PET, CT a PET/CT
nalezti u pacientti s nové diagnostikovanym, nelééenym
NHL, analyza Cetnosti diskrepantnich obrazti a zjistén{ vli-
vu PET/CT na zménu stddia onemocnéni. Do studie bylo
zahrnuto 118 pacientu s histologicky potvrzenym NHL (53
DLBCL, 22 FL, 13 T-NHL, 11 MCL, 8 MZL, 3 SLL, 3
LBL, 5 B-NHL NS), u kterych bylo pfed zahdjenim 1écby
provedeno celotélové PET/CT. PET a CT snimky byly hod-
noceny nezavisle lékafem nuklearni mediciny a radiolo-
gem, ktefi pak konsensudlné hodnotili PET/CT snimky.
Celkem bylo zhodnoceno 9516 anatomickych lokalit na

PET, CT a PET/CT skenech. Se znalosti PET/CT nélezu,
histopatologickych, laboratornich a klinickych dat bylo he-
matologem urceno stddium choroby dle Ann Arbor klasi-
fikace. Jen 1 nemocny byl hodnocen jako PET-negativni
(18F-FDG ne-avidni) pifpad. U 21 pacientti (18%) byla na-
lezena PET-negativni lymfadenomegalie dle kritérii CT.
Naopak u 15 pacientd (13%) byla detekovdna PET-pozi-
tivni uzlina normalni velikosti dle CT. 29 pacientti (25%)
mélo PET-negativni organomegalii a 22 nemocnych (19%)
zase PET-pozitivni 1ézi v morfologicky normdlnim orgdnu.
V porovnani s CT objevilo PET vySetfeni vyrazné zmény
u 73 pacienttl (62%). Tato informace ale vedla ke zméné
stadia jen u 13 z nich (11%). 18F-FDG PET/CT vysetfeni
vyznamné zlepSuje presnost inicidlniho stdZovani nemoc-
nych s NHL a metoda 18F-FDG PET je vyrazné citlivéjsi
v zobrazeni uzlinovych i mimouzlinovych loZisek lymfo-
mu v porovndni s CT. Tato informace ma vSak jen omeze-
ny vliv na zménu stadia choroby. Podpofeno grantem IGA
MZ CR No. NR/9502-3.

1381.

Integrated 18F-FDG PET/CT may predict

the outcome of patients with T-cell lymphomas
Prochdzka Vit, Kubova Zuzana, Papajik Tomas, Indrak
Karel, Myslivecek Miroslav, Kucerova Ladislava, Buri-
ankovd Eva (Department of Hemato-Oncology, PET/CT
Centre, Department of Nuclear Medicine, Institute of pat-
hology,Faculty Hospital and Medical Faculty Palacky
University, Olomouc)

18F-fluorodeoxyglucose positron emission tomogra-
phy (PET) is a highly sensitive method for imaging of
lymphomas. A recently developed integrated PET/CT sys-
tem provides both anatomical and functional imaging at
the same position. Achieving PET negativity after thera-
py has a strong prognostic impact. Predictive power of
PET/CT imaging in T-cell lymphomas is still poorly stu-
died. Aim: To evaluate the predictive role of PET negati-
vity using integrated FDG PET/CT restaging in populati-
on of patients with newly diagnosed T-cell lymphoma.
Method: We studied a cohort of 20 patients (pts), who had
PET-avid T-cell lymphoma at the time of diagnosis. Histo-
logical subtypes were: peripheral T-cell lymphoma, uns-
pecified (n=11), anaplastic large cell lymphoma (ALK-1-
pos.n=1,ALK-1-neg. n=5), enteropathy-associated T-cell
lymphoma (n=2), angioimmunoblastic lymphoma (n=1),
Sézary syndrome (n=1). All pts were examined with
PET/CT at the time of diagnosis and after first-line thera-
py. The PET scan was defined as positive if higher than
mediastinal or background activity was observed. The CT
scans were assessed according to the conventional crite-
ria (Cheson, 1999). Results: After first-line therapy, PET
negativity was achieved in 8 pts (40%), whereas 12 (60%)
remained PET-positive. Treatment response (CT) was as
follows: CR/CRu n=8 (PET-negative n=7, PET-positive
n=1), PR n=4 (PET-negative n=1, PET-positive n=3), SD
n=3 and PD n=5 (all SD and PD cases PET-positive). At
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the time of follow-up, only 1/8 (12.5%) of the PET-nega-
tive pts died and 2/8 (25%) relapsed or progressed. Of the
12 PET-positive pts, 8 (66.6%) died and 6 (50%) relapsed
or progressed. The overall survival (OS) at 2 years rea-
ched 46% (95% CI 0.16-0.75); progression-free survival
was 17% (95% CI 0.00-0.45). While the 2-year OS in the
PET-negative subgroup was 67% (95% CI 0.13-1.00), it
dropped to 30% (95% CI 0.00-0.62) in the PET-positive
subgroup (log rank 0.033). Summary: The overall progno-
sis of patients with T-cell lymphomas is still poor. Our pi-
lot data show that PET positivity after first-line therapy is
frequently associated with chemoresistant, rapidly progres-
sive disease and extremely low survival. On the other hand,
patients with PET-negative CR have a chance of longer sur-
vival. The value of interim PET/CT assessment as a met-
hod for early identification of poor responders should be
further clarified. Supported by the Czech Ministry of He-
alth (IGA NR/9502-3).

1588.

Nadorové duplicity jako vedlejsi 18 FDG

- PET/CT nalezy u naSich pacienti s diagnézou
non-Hodgkiniv lymfom

Sedova Zuzana, Starostka David, Myslivecek Miroslav,
Mikula Peter, Kucerova Ladislava, Kubova Zuzana, Bu-
ridnkova Eva, Papajik TomdS (HOK, Klinika nukledrni
mediciny, Ustav patologie FN a LF UP, Olomouc; Od-
délent klinické hematologie, Haviiov)

Uvod: Zakladem vstupniho staZovéni a uréeni rozsa-
hu non-hodgkinovych lymfomi (NHL) se stalo vysetie-
ni 18 FDG — PET/CT. 18 FDG — PET pozitivni tkan ne-
mus{ vZdy znamenat lymfom, ale vy$§i metabolizmus glu-
kézy vykazuji také bunky jinych, pfedevsim solitarnich,
nadort. Cilem nasi prace je poukdzat prostfednictvim 4
kazuistik na moZnost vyskytu nddorové 18 FDG-PET po-
zitivni extranoddlni duplicity pfi inicidlnich 18FDG-
PET/CT vysetienich u nové diagnostikovanych NHL. Vy-
sledky: Ve spoluprici s Klinikou nukledrni mediciny
FNOL a OKH v Havifové jsme od roku 2007 zazname-
nali 4 pripady nadorové duplicity. VSichni pacienti méli
v ramci inicidlniho 18 FDG-PET/CT pro nové diagnosti-
kovan NHL, pozitivni extranodalni loZisko, ve kterém na-
sledné byl histologicky potvrzen jiny maligni nddor.
U prvni pacientky byl prokdzan soucasny vyskyt foliku-
larntho lymfomu a adenokarcinomu plic. Vysledky
transbronchidlni punkce byly na zac¢dtku kultivacné i cy-
tologicky negativni. V dusledku perzistence loZiska po
vysokoddvkované imunochemoterapii byla provedena
parcidlni lobektomie, které odhalila nddorovou duplici-
tu. U druhé pacientky Slo o sou€asny nalez diftizniho vel-
kobunééného lymfomu a meduldrniho karcinomu §titné
zlazy, vyraznd 18 FDG-PET pozitivita v loZisku §titné Z14-
zy pii inicidlnim vySetfeni vedla k histologické verifika-
ci zminéné duplicity. Obdobné i u tieti pacientky s diag-
nézou difizniho velkobunééného lymfomu inicidln{
18 FDG-PET/CT odhalilo loZisko v levém prsu, histolo-

gicky ndlez poté prokdzal duktdlni invazivni karcinom.
Poslednim pripadem byl pacient s tumorem CNS, v ram-
ci diagnostického Setfeni bylo provedeno 18 FDG —
PET/CT vysetieni s ndlezem 18 FDG-PET pozitivni lo-
zisko v rektu. Pfipad byl uzavien jako nadorova duplici-
ta - adenokarcinom in situ v adenomatéznim polypu rek-
ta u pacienta s primdrnim lymfomem CNS. Zivér: Vys-
kyt duplicitniho maligniho onemocnéni u pacientii s NHL,
jesté pred zahdjenim chemoterapie, neni tak Casty jako se-
kunddrni malignity po 16¢bé. Ve vétsiné piipadl se jednd
o ndhodny nalez v ramci 18 FDG — PET/CT pfi stdZova-
ni NHL. Nddorov4 duplicita ¢asto nebyvd na pocatku od-
halena, nebot’ neni bez fadného histologického vySetieni
od lymfomové tkdné odliSitelnd a navic ¢asto nemivd spe-
cifické klinické projevy. Na nasich pfipadech bychom ra-
di demonstrovali nutnost peclivého hodnoceni kazdého
18 FDG-PET pozitivniho loziska, a v pripadé podezfeni
na nddorovou duplicitu, nezbytnost jeho histologické ve-
rifikace. Podpofeno grantem IGA MZ CR &. NR/9502-3.

1527.

Polymorfizmy a mutace DNA reparacnich

genu u non-Hodgkinskych lymfomi

Havranek Ondrej, Kleibl Zdenék, Soucek Pavel, Trnény
Marek (1. interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK
a VEN, Praha; Ustav biochemie a experimentdlni onko-
logie 1. LF UK, Praha; Laborator toxikogenomiky SZU,
Praha)

Hledan{ genetickych faktort ovliviiujicich riziko vzniku
a progndzu non-Hodgkinskych lymfomd (NHL) je rozsah-
le studovanym tématem. Atraktivnim cilem jsou geny koé-
dujici proteiny puisobici v DNA reparacnich procesech.
Predpokladdd se, Ze poruchy téchto genti se podileji na pa-
togenezi onemocnéni a zplsobuji ¢astéjsi vyskyt chromo-
zomdlnich aberaci typickych pro NHL. Studie prokazaly
zvySeni rizika vzniku folikuldrniho lymfomu (OR 1,3;
95%CI 1,03-1,64) u nosi¢id mutace c.427A>G (p.1143V)
genu MGMT (O-6-metylguanin-DNA-metyltransferdza)
kédujiciho enzym uplatiujici se pfi reparaci alkylacniho
poskozeni. ZvySené riziko vzniku NHL bylo nalezeno ta-
ké u nosi¢ mutace c¢.657del5 genu NBS1 (Nijmegan bre-
akage syndrome 1), jehoZ proteinovy produkt se podili na
rozpozndvani dvoufetézcovych zlomi DNA. Z dalsich ge-
nt bylo popséano zvysené riziko NHL pro nékteré varianty
gentt H2AX (histon 2AX) a MRE11 (meiotic recombina-
tion 11) kédujici proteiny regulujici reparaci dvouretézco-
vych zlomi DNA. Studium lymfomovych nadorovych bu-
nék prokdzalo rovnéz Casty vyskyt somatickych mutaci po-
stihujicich DNA repara¢ni geny. Mutace tumor supresoro-
vého genu p53 byly nalezeny v 10-20% difuznich velko-
bunéénych B-lymfomi (DLBCL). U pacientt s témito na-
dory bylo prokazano zhorseni celkového preziti (1,9 x zvy-
Sené riziko umrti spojené s DLBCL). Podobné vysledky
byly publikovany pro mutace p53 ve folikuldrnich lymfo-
mech a mantle cell lymfomech. V experimentalni praci
jsme se zaméfili na mutacni analyzu dédi¢nych alteraci ge-
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nu CHEK?2 u pacienti s NHL. Produktem CHEK?2 genu
je proteinkindza podilejici se na pfenosu a amplifikaci sig-
ndlu pii opravich dvoufetézcovych zlomid DNA. Z naSich
dosavadnich vysledkl vyplyvd, Ze mistem s nejvyss$im vy-
skytem alteraci v genu CHEK2 [c.470T>C (p.I157T),
¢.538C>T (p.R180C), ¢.542G>A (p.R181H),IVS1-5T>A,
IVS2+1G>T, IVS2424C>T] je oblast zahrnujici vysoce
konzervativni FHA (fork head-associated) doménu (exo-
ny 2 a 3). Cetnost alteraci v exonu 2 a 3 se u pacientii
s NHL (5,31%, 19/358) signifikantné lisila od Cetnosti
u kontrolni populace (2,78%; 19/683; OR 2,01; 95%CI
1,05-3,86; p=0,03). Dals{ alterace genu CHEK?2 jsou vzac-
né [c.122C>T (p.S41F), IVS10+28A>G], nebo se jedna
o polymorfizmy, jejichZ Cetnost se mezi populacemi neli-
Sila [c.252A>G (p.E84E), IVS1+39dupA, IVS4-78_-
100dup23]. Publikované studie potvrzuji, Ze se vybrané al-
terace DNA repara¢nich gend podileji na patogenezi NHL
a ovliviiuji riziko vzniku a prognézu onemocnéni. Podpo-
feno GAUK33508 a VZ MSMT MSM0021620808.

1456.

Molekuléarni diagnostika lymfomu

z bunék plasté (MCL) extranodalni lokalizace
Bifzovd Helena, Kalinovd Markéta (Ustav patologie
a molekuldrni mediciny 2. LF UK a FN Motol, Praha)

Lymfom z bunék plast¢ (MCL) je onemocnéni s ne-
pfiznivou prognézou, rychlou progresi a odolnosti ke
konvenéni terapii B- bunéénych non-Hodkinovskych
lymfomi (B-NHL). Z toho divodu je vyznamna sprav-
nd inicidlni diagnéza a molekuldrni sledovani onemoc-
néni. Pro MCL je charakteristickd pfitomnost transloka-
ce t(11;14). Dusledkem je pfesun genu pro cyklin D1 pod
kontrolu ,,enhancerd“ tézkych fetézcl imunoglobulinti na
chromosomu 14 a transkripéni deregulace genu pro cyk-
lin D1. Overexprese cyklinu D1 v disledku translokace
t(11;14) je molekuldrnim markerem MCL, protoZe cyk-
lin D1 neni v B lymfocytech exprimovan. Na pracovisti
provadime kvantitativni sledovan{ hladiny exprese cyk-
linu D1 pomoci PCR v redlném case. Konven¢ni stano-
veni s vyuZitim normalizace k housekeeping genu posky-
tuje spolehlivy ndstroj diferencidlni diagnostiky pouze
B-NHL uzlinové lokalizace. Diferencidlni diagnostika
extranoddlnich lymfomi je komplikovéana pfitomnost{
epitelidlnich a endotelidlnich bunék s fyziologickou ex-
presi cyklinu D1, ktera zkresluje analyzu v nddorové po-
pulaci. Pro diagnostiku extranoddlnich lymfomi jsme za-
vedli stanoveni dalSich normaliza¢nich transkripta,
CD19- molekula specifickd pro B lymfocyty a cyklin D2,
cyklin D3- molekuly fyziologické regulace buné¢ného
cyklu B lymfocytt. Expresi CD19 jsme vysetfili u 80
vzorkd MCL, 21 mucosa associated lymphoma tissue
(MALT) lymfomt a 12 ostatnich NHL, cyklinu D2 u 74
MCL, 18 MALT lymfomt a 8 NHL, cyklinu D3 u 70
MCL, 16 MALT lymfomt a 8 NHL. Hladinu cyklinu D1
jsme normalizovali k moZnym kombinacim hladiny be-
ta2-mikroglobulinu, CD19, cyklinu D2 a cyklinu D3. Ja-

Vv

ko nejucinnéjsi jsme prokazali normalizaci ke kombina-
ci exprese cyklinu D2 a D3, kterd umoznila stanovit spo-
lehlivy ,,cut-off* limit fyziologické exprese cyklinu D1
a spravné zaradit 93/94 (99%) lymfomu. Overexpresi
cyklinu D1 nad fyziologickou hladinu jsme detekovali
u vSech 70 MCL, Zadného z ostatnich NHL, kromé 1/16
extranoddlnich MALT lymfomt, u kterého jsme nésled-
né pomoci FISH zjistili 3 signdly pro lokus cyklinu D1,
coz zvysuje genovou davku cyklinu D1 a vede k detek-
ci zvySené hladiny mRNA. Pouzitim dalSich normalizac-
nich transkriptd cyklinu D2 a cyklinu D3 jsme doséhli
vyrazného zpresnéni detekce hladiny exprese cyklinu D1,
kterd neni ovlivnéna nespecifickou expresi cyklinu D1
nelymfocytarnimi bunikami ve vzorku. Zavedli jsme pfi-
stup, ktery umoznil se 100% spolehlivosti diferencidlni
diagnézu MCL, v¢etné lymfomu extranodélni lokaliza-
ce. Podpofeno MZ CR 00064203.

ANEMIE / EXPERIMENTALNI
HEMATOLOGIE 1

1559.

Atypické formy anémii v Ceské republice

aneb co prinasi imigrace

Pospisilova Dagmar, Divoka Martina, Ludikova Barbora,
Houda Jit{, Lapcikova Anna, Gregurkovd Jana, Noviak
Zbynék, PreCova Monika, Kolackova Monika, Kalandro-
va Eliska, Indrak Karel, Mihal Vlado (DK FN, Olomouc;
HOK FN, Olomouc; Ustav biologie LF UP, Olomouc)

Uvod. Vyskyt nékterych druhii anémif je zcela typicky
pro rizné ¢asti svéta. Z divodu naristajici migrace oby-
vatelstva je vSak nutno rozsifit nase diferencialné-diagnos-
tické usili i o anémie, které se v naSich geografickych pod-
minkdch vyskytuji ojedinéle. Na pripadu dvou déti demon-
strujeme diagnostické postupy pii vySetreni anémii v ro-
dindch imigrantd. Pacienti a metody. Prvn{ pacient je Ses-
tilety chlapec z Nigérie prijaty k hospitalizaci pro stiedné
tézkou normocytarni anémii s podezienim na anémii chro-
nickych chorob. Druhou pacientkou je dvouleté batole
z Moldavie vySetfené pro téZkou mikrocytarni anémii, kte-
rd nereagovala na 1éCbu Zelezem. U obou pacientl byly vy-
Setfeny: krevni obraz, markery metabolizmu Zeleza (volné
zelezo v séru, transferin, solubilni transferinovy receptor
— sTf, celkova vazebnd kapacita Zeleza) a dalsi specidln{
hematologické testy, jako elektroforéza hemoglobinu
(ELFO Hb), izopropanolovy test, test na Heinzova télis-
ka, test kryohemolyzy a sekvencovani globinovych gend.
Vysledky. Prvni pacient mél normocytarni anémii (Hb 81
g/1), retikulocytézu (9,7 %), vysokou hladinu sTfR (27,7
mg/1) a hyperbilirubinémii. ELFO Hb ukazalo majoritn{ po-
dil HbS a minoritni podil HbF. Molekuldrné-genetické tes-
ty potvrdily, Ze pacient je homozygot pro mutaci v kodo-
nu 6 B-globinového genu vedouci k srpkovité anémii. Div-
ka méla tézkou mikrocytarni anémii (Hb 69 g/l, MCV 74,5
fl) s retikulocytézou (4,9 %), méla vysokou hladinu Zele-
za v séru (47,4 umol/l), zvySenou hladinu ferritinu (351
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ng/ml) a zvySeny sTfR (34,7 mg/l). ELFO Hb prokdzala
pouze frakci HbF. Test kryohemolyzy byl negativni. Re-
strikéni a sekvenacni PCR analyzou bylo potvrzeno, Ze div-
ka je dvojity heterozygot pro mutace B-globinového genu
CD 39 (C-T) a CD 8 (-AA), vedouci k B-talasemii major.
Srpkovité resp. terovité erytrocyty, typické pro tato one-
mocnéni, byly patrné v ndtérech periferni krve. Zavér. Oba
typy anémie jsou zcela ojedinélymi nalezy u déti v Ceské
republice. Na srpkovitou anémii a talasemii major je v na-
Sich podminkach nutno pomyslet predev§im u déti imigran-
ti s tézkymi projevy vrozené anémie. Podpofeno granty
NS9935-3 (MZ CR) a MSM6198959205 (MSMT).

1524.

Incidence anémie u détskych pacienti

s Crohnovou chorobou

PospiSilovda Dagmar, Houda Jif{, Vymétalova Z., Petrze-
lova L., Karaskova E., Mihdl V. (Détskd klinika LF UP
a FN, Olomouc)

Uvod. Crohnova choroba (CD) patif mezi nespecific-
ké strevni zanéty, které jsou u déti méné Casté nez u do-
spélych. Jeji incidence v poslednich letech vSak vyrazné
naristd. I pres pokroky v diagnostice a 16¢bé ma toto one-
mocnéni stile zna¢nou morbiditu. Jednim z faktort, kte-
ré mohou vyznamné ovlivnit kvalitu Zivota détskych pa-
cientt, je pfitomnost anémie. Cilem préce je zhodnotit vy-
skyt a tiZzi anémie v dobé diagnézy v souboru détskych
pacientti s Crohnovou chorobou. Pacienti a metody. Sou-
bor pacientd tvofi 56 déti s CD, ktefi jsou sledovéni
v gastroenterologické ordinaci Détské kliniky Fakultni ne-
mocnice v Olomouci. Jednd se o 34 chlapct (61%) a 22
divek (39%) ve véku 6 - 20 let (pramér 16,17 roku). Vék
diagnézy CD je 4 - 18 let (pramér 12,75 let). Byly hod-
noceny tyto udaje: vyskyt anémie u pacientti v dob¢ sta-
noveni diagndzy a jeji zakladni charakteristiky: hodnota
hemoglobinu, stiedntho objemu erytrocyti (MCV), stied-
ni koncentrace Hb (MCH), hladina Zeleza, feritinu a tran-
sferinového receptoru.v séru, frekvence podani transfu-
z{, vliv anémie na fyzickou aktivitu pacienta. Vysledky.
Anémie v dobé diagndzy byla pfitomna u 40 pacientt
(71,42%), anémie s hodnotou hemoglobinu pod 100g/1
byla zjisténa u 9 pacientd souboru (16,07%). 44,64% pa-
cientd mélo snizenou hodnotu MCV a 71,43% pacientt
mélo sniZzenou hodnotu MCH. Transfiize erytrocytdrni
masy byla poddna pouze jedné pacientce. Fyzicka akti-
vita byla anémif ovlivnéna u 6 pacientti (10,71%). Hla-
dina Zeleza byla sniZena u 44 pacientl (78,6%), hladina
feritinu byla sniZena pouze u 10 pacientl (17,86%), hla-
dina transferinového receptoru byla zvySena u 10 paci-
enttl (17,86%). Zavér. Anémie u ditéte mize byt poca-
tecnim priznakem zavazného onemocnéni a jeji odhaleni
byva prvnim divodem k patrani po vdzZném systémovém
onemocnéni, které mize byt dosud klinicky némé. U dé-
ti s bolestmi bficha by pfitomnost anémie, ktera spliuje
charakteristiku anémie chronickych chorob, méla byt im-
perativem pro diagnostické vylouc¢eni Crohnovy choroby.

Detailn{ analyza parametrii anémie s cilem odlisit skute¢-
ny nedostatek Zeleza v klidové fazi nemoci od anémie do-
provézejici aktivni zanét je nezbytna ke stanoveni sprav-
ného zpisobu 1é¢by. Price byla sponzorovana vyzkum-
nym zémérem MSMT: MSM 6198959205.

1465.

Mutace v genu pro erytroidné specifickou

syntetazu delta-aminolevulové Kyseliny (ALAS2)
jako pricina sideroblastické anémie responzivni

na lécbu pyridoxinem

Jana Kucerova, Horvathova Monika, Bélohlavkova Pet-
ra, Vrbacky Filip, Vondrdkové Jana, Maly Jaroslav, Divo-
ky Vladimir ( Ustav Biologie LF UP, Olomouc; Il. inter-
ni klinika OKH FN, Hradec Krdlové; HOK FN, Olomouc)

Vrozené sideroblastické anémie patii mezi vzacné
pri¢iny hypochromnich mikrocytarnich anémii. Pfitom-
nost prstencitych sideroblasti ve dfeni naznacuje po-
ruchu hemové syntézy v mitochondriich. V nasi labo-
ratofi jsme vySetfovali 22-letého nemocného, ktery byl
od détstvi sledovdn pro mikrocytdrni anémii a nedav-
no predan k dispenzarizaci na Oddéleni klinické hema-
tologie FN v Hradci Krdlové. Laboratorni parametry ne-
mocného byly ndsledujici: Hb 83 g/I; MCV 54,5 fl; re-
tikulocyty 0,0115; normadlni elektroforéza Hb a vysoka
hodnota feritinu 1855 ug/l. V provedeném myelogramu
bylo nalezeno 40 % prstencitych sideroblastd. Protoze
byl v rodinné anamnéze pozitivni ndlez sideroblastic-
ké anémie, a to u pacientova dédecka a dédeckova bra-
tra, ktef{ zemreli na kardidlni komplikace z pfetizeni Ze-
lezem ve 49 a 33 letech, bylo vysloveno podezfeni na
sideroblastickou anémii vdzanou na X chromozém. By-
la zahdjena 1écba vysokymi davkami Pyridoxinu v kom-
binaci s cheldtorem Exjadem (deferasirox) v davce 1000
mg/denné. Po tfech mésicich doslo k poklesu feritinu
na 653 ug/l se soucasnym vzestupem hodnoty Hb (107
g/1) a mirnym ndristem MCV (59,9 fl). Nejéastéjsi pfi-
¢inou X-vdzané sideroblastické anémie responzivni na
pyridoxin jsou mutace v genu pro erytroidné specific-
kou syntetdzu delta-aminolevulové kyseliny (ALAS?2).
U pacienta byla proto provedena sekvenacni analyza
vSech exond a promotorové oblasti tohoto genu. V pé-
tém exonu ALAS?2 byla nalezena hemizygotni mutace
A>G zpilsobujici zdménu aminokyseliny Lys > Glu
v kodonu 156. Tato mutace zatim nebyla popséna a z je-
ji pozice lze predpokladat, Zze vede ke snizenf aktivity
enzymu. Mutace vytvari nové §tépici misto pro restrikc-
ni endonukledzu Mnll, kterd bude pouZita pro analyzu
pfitomnosti mutace u dal§ich ¢lentl rodiny, predev§im
pro potvrzeni prenasec¢stvi u pacientovy zdravé matky.
Spravné stanovend diagndza vrozené sideroblastické
anémie je dilezitd pfedevs§im z hlediska volby 1é¢eb-
nych pfistupi, které mohou zabrdnit rozvoji zavaznych
komplikaci plynoucich z pretiZeni Zelezem.
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1533.

Evidence for a molecular mechanism of 3-thalassemia
caused by insertion of an L1 element into

the intron-2 of the B-globin gene

Piterkova Lucie, Kucerova Jana, Takacova Sylvia, Divo-
ky Vladimir (Institute of Biology, Medical Faculty Palac-
ky University, Olomouc)

We have reported a novel etiology of [(-thalassemia
caused by insertion of a transposable element into the B-glo-
bin gene (Divoky et al, Blood. 1996;88:580; Kimberland,
Divoky, et al, Hum Mol Genet. 1999;8:1557-1560). The
full-length (6 kb) retrotransposon (long interspread nuclear
element, LINE-1 or LL1) was inserted in the antisense ori-
entation into the intron-2 of the 3-globin gene, thereby lead-
ing to aberrant 3-globinL.1 gene. Expression of the 3-glo-
binL.1 gene was severely reduced and consisted of full-
length, correctly processed B-globin gene transcript and
a minute amount of three aberrantly spliced transcripts. The
exact mechanism by which the intronic insertion of trans-
posable element attenuates gene expression is not known.
The environment of the B-globin gene rises possibility of
potential disruption of the interaction between $3-globin gene
promoter and a 3’ flanking control region with enhancer ac-
tivity by the 6 kb long L1. Since we observed the 3-globinL.1
3’ enhancer sequence was methylated, we asked whether
this methylation contributes to decreased 3-globin gene ex-
pression of the B-globinLL1 gene. Cell hybrids containing the
affected chromosome 11 were treated with demethylating
agent 5-azacitidine and/or trichostatin, a histone deacetylase
inhibitor. This treatment lead to increased expression of o-
globin gene (as expected), but did not increase the expres-
sion of -globin of the B-globinL.1 gene. Based on these pre-
liminary experiments we hypothesize the methylation of the
-globinL.1 3’ enhancer sequence is secondary event asso-
ciated with enhancer displacement. There are also several
published in vitro findings indicating, that through a com-
bination of transcriptional elongation inhibition and pre-
mature polyadenylation, L1 insertions in either orientation
can affect the RNA production of endogenous genes, both
quantitatively and qualitatively. These hypotheses could al-
so significantly contribute to the final elucidation of the mo-
lecular mechanism leading to the thalassemia phenotype
caused by B-globinL1. Supported by MZ CR grant NS9935-
3 and by MSM 6198959205.

1575.

Péce o pacienty s nemoci chladovych protilatek,
kryoglobulinémii a kryofibrinogenémii pred
kardiochirurgickymi zakroky

Gumulec Jaromir, Brat R., Kolek M., Chrastecka B., Ko-
fistka M., Cermakova Z., Novackova L., Sachova L.,
Chasdkova K., Ranochovd A., Ryzi M., Zuchnicka J.,
Bodzasova C., Plonkova H., Matuska M. (UKH FN, Os-
trava; Kardiochirurgické centrum FN, Ostrava; Krevni
centrum FN, Ostrava; Ustav klinické biochemie FN, Os-
trava)

Na prikladu pacienta s priikazem nemoci chladovych
aglutininG, ktery podstoupil kardiochirurgicky vykon
v hypotermii, prezentujeme zndmou skutecnost, Ze chla-
dové aglutininy v chladu indukuji hemolyzu erytrocytt
a kryoglobuliny nebo kryofibrinogeny mohou po expo-
zici chladu béhem operacnich vykond provddénych v hy-
potermii precipitovat nebo gelifikovat a tak zvySovat vis-
kozitu plazmy a poSkodit mikrocirkulaci. Podrobné imu-
nohematologické vysetfovani vSech pacienti pfipravova-
nych ke kardiochirurgickym vykontim s rizikem rozvoje
hypotermie neni vzhledem k nizkému vyskytu pacientt
s klinickym a laboratornim obrazem nemoci chladovych
aglutinind, autoimunni hemolytické anemie nebo paro-
xysmalni chladovou hemoglobinurii zcela pfinosné, na-
vic nemusi zachytit ani kryoglobulinemii ani kryofibrino-
kovych pacientil podle varovnych signdld z anamnézy, fy-
zikdlniho a zakladniho laboratorniho vysetfeni a poté do-
plnéni konfirmaénich testl, které by mély podezieni na
tyto jednotky potvrdit a presné je definovat. Podle vysled-
ki téchto testl by méla byt upravena strategie kardiochi-
rurgického vykonu a perioperacni péce. Pro dosaZenf ts-
péchu je nezbytna promySlend, nacvicend a fungujici ko-
operace klinikd s laboratornimi pracovniky.

1434.

Endothelial cells (EC) and Endothelial precursor
cells (EPC) kinetics in haematological patients
undergoing chemotherapy or autologous stem

cell transplantation (ASCT)

Kideryova Linda, Pytlik Robert, BeneSova Katefina,
Rychtrmocovéd Hana, Veseld Romana, Karban Josef, Tr-
nény Marek (Laboratory of Experimental Cellular The-
rapy, 1. Department of Internal Medicine, VFN, Praha;
Institute of Hematology and Blood Transfusion, Praha)

Background. Circulating endothelial cells (EC) and en-
dothelial precursor cells (EPC) may reflect tumour load,
vessel injury and endothelial healing capacity. Their kinet-
ics during treatment of cancer patients is unknown. Aims.
To study the kinetics of circulating endothelial cells (EC)
and endothelial precursor cells (EPC) in haematological pa-
tients during chemotherapy and autologous stem cell trans-
plant (ASCT). Methods. 18 newly diagnosed patients and
17 patients undergoing ASCT were studied and compared
to healthy controls. ECs were evaluated as CD146+
CD31+Lin- cells, while EPCs were evaluated as CD34+
CD133+Lin- or CD34+VEGFR2+Lin- cells or CFU-En
colony forming units. Numbers of these cells were evalu-
ated before and after treatment, and, in patients treated with
ASCT, during mobilization of haematopoietic progenitors.
Results. Both newly diagnosed patients and patients before
ASCT had significantly higher number of CD146+
CD31+Lin- cells and significantly lower number of CFU-
En colonies than healthy controls. These parameters did not
return to normal for at least 3 months after chemotherapy
or ASCT. Numbers of CFU-En did not correlated neither
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with numbers of CD34+CD133+Lin- cells nor with num-
bers of CD 34+VEGFR2+Lin- cells, but they correlated
with numbers of CD4+ lymphocytes and NK cells. Sum-
mary/Conclusions. Haematological patients have higher
number of EC and lower numbers of CFU-En than healthy
controls. These parameters do not return to normal after
treatment, probably as a result of endothelial damage caused
by chemotherapy and of ongoing immunological dysfunc-
tion. Supported by: VZ 0021620808, GAUK 33/2006,1GA
8754_3 2006.

1487.

Expresni profily miRNA v bunéénych

liniich pupecnikové krve

Merkerova Michaela, Vasikova Alzbéta, Belickova Mo-
nika, Bruchova Hana ( UHKT, Praha )

MicroRNA (miRNA) jsou malé nekddujici molekuly
RNA, které reguluji genovou expresi na post-transkrip¢-
ni trovni. MiRNA jsou didlezitymi reguldtory buné¢nych
procest jako diferenciace, proliferace ¢i apopt6za. Také
hraji vyznamné role pfi regulaci hematopoézy; bylo pro-
kédzano, Ze v riznych typech krevnich bunék a stadiich je-
jich diferenciace maji miRNA rozdilné expresni profily.
V poslednich letech vzriistd zdjem o pupeénikovou krev
(UCB) jakoZto bohaty zdroj kmenovych bunék. Od bunék
periferni krve (PB) a kostni dien¢ (BM) se pupecnikova
krev odliSuje nezralou hematopoézou a jinym bunéénym
zastoupenim, pri¢emz lze ocekavat, Ze tyto rozdily se od-
razf mimo jiné i v odli§né expresi miRNA. Abychom po-
mohli pochopit molekuldrni pozadi fenotypovych rozdilt
u zralé a nezralé krvetvorby, stanovili jsme pomoci Ta-
gMan Low Density Arrays expresni profily miRNA u riz-
nych bunécnych linif UCB (CD34+ bunky, T-lymfocyty,
monocyty a granulocyty) a porovnali je s hladinami mi-
RNA u stejnych typt bunék PB a BM. Dale jsme korelo-
vali hladiny diferencidlné exprimovanych miRNA s hla-
dinami jejich cilovych genti uréenymi pomoci expresnich
microarrays. V CD34+ bunkach UCB jsme detekovali niz-
kou expresi miR-148a, jejiz hladina inverzné korelovala
s hladinou cilového genu DNA methyltransferdzou 3B;
miR-148a mtize mit tedy vliv na de novo methylaci v he-
matopoetickych kmenovych bunkach (HSC). ProdlouZze-
né prezivani HSC mize byt ovlivnéno nizkou expresi
miR-143 a miR-145 a naslednou up-regulaci jejich down-
streamovych molekul (zvySend exprese onkogeni c-MYC
a miR-17-92 a ndslednd represe tumor supresoru
TGFBR?2). Déle jsme v HSC pupecnikové krve deteko-
vali zvySenou expresi 8 miRNA, které jsou prokazanymi
reguldtory HOX gend. Na nezralost imunitniho systému
UCB by mohla mit vliv miR-146b, jejiz exprese byla zvy-
Sena u granulocytd a T-lymfocytd UCB oproti buiikdm PB.
U CD34+ bunék UCB jsme detekovali (oproti CD34+
bunkdm BM) odlisnou hladinu exprese u 13 miRNA (up-
regulace miR-517¢, miR-518a, miR-519d a miR-520h;
down-regulace let-7b, miR-1, miR-34a, miR-195, miR-
203, miR-214, miR-545 a miR-548d). Napiiklad o miR-

520h je zndmo, Ze podporuje diferenciaci HSC (moZna po-
moci suprese ID1 a ID3), a miR-214 ovliviiuje apoptickou
aktivitu bunék. Souhrnné Ize konstatovat, Ze buriky pupec-
nikové krve maji specifické expresni profily miRNA, coZ
ukazuje na odliSnou regulaci té€chto bunék ve srovnani se
zralymi burikami periferni krve a kostni dfené. Podpore-
no grantem NR/9236-3 IGA MZ CR.

CLL1

1571.

ZmnoZeni kratkych ramen chromosomu 2 je nova
rekurentni zména prognostického vyznamu u CLL
JaroSova Marie, Urbankova Helena, Holzerova Milena,
Plachy Radek, Papajik Tomds, Balcarkova Jana, Kucerova
Ludmila, Pikalova Zuzana, Indrak Karel (HOK FN a LF
UP, Olomouc; Ustav patologie FN a LF UP, Olomouc)

Chronickd lymfatickd leukemie (CLL) je geneticky
i klinicky heterogenni onemocnéni. Rutinn{ cytogenetic-
ké a FISH vysetfeni dovoluje odlisit podskupiny nemoc-
nych s nepfiznivou prognosou, jako jsou nemocni s de-
leci na chromosomech 11q a 17p, zahrnujici geny ATM
a TP53. K urcenf dalSich prognosticky vyznamnych zmén
je mozné pouzit dalsi metody molekuladrni biologie. Pro
odhaleni novych genetickych zmén jsme pouZzili metody
Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA), CGH
a arrayCGH. Metodou MLPA bylo vySetfeno 95 nemoc-
nych s CLL. Genetické zmény byly nalezeny u 76 (80
%) nemocnych. U 7 (7,3%) nemocnych bylo nalezeno
zmnozeni NMYC genu. Celkem 5 nemocnych s touto
zménou zemfelo s medidnem OS 56 mésici. Vzhledem
k nepfiznivé progndze téchto nemocnych jsme se rozhod-
li provést retrospektivni studii s cilem urcit a charakteri-
zovat tuto zménu detailnéji pomoci metod CGH a array-
CGH. Metodou CGH bylo analyzovéno dalSich 95 ne-
mocnych a metodou arrayCGH 38 nemocnych. V sesta-
vé 133 nemocnych jsme zmnoZeni oblasti chromosomu
2p nalezli u 9 nemocnych. V této praci budeme analyzo-
vat vysledky 16 nemocnych s novou, rekurentni zménou
chromosomu 2p. Soubor 16 nemocnych tvofilo 15 muzi
a jedna Zena, medidn véku byl 59 let (34-70). Jeden ne-
mocny byl v klinickém stddium Binet A, 8 ve stadiu B a 7
ve stadiu C. Nemutovany stav IGVH genu byl potvrzen
u 14 nemocnych, dva nemocni byli mutovani, z nich je-
den v subgenu VH3-21. Celkem 5 nemocnych mélo
zmnoZeni 2p jiz v dobé diagnosy, 11 nemocnych bylo vy-
Setfeno v pribéhu onemocnéni. ZmnozZeni chromosomu
2p nebylo u Zadného nemocného jedinou genetickou zmé-
nou. Nejcastéjsi rekurentni genetické zmény spojené se
zmnozenim 2p byly: delece 6q (n=2), 11q (n=9), 13q
(n=13) a 17p(n=2). Metoda CGH a arrayCGH ur¢ila mi-
nimaln€ zmnoZenou oblast, v niZ byly metodou FISH po-
tvrzeny duplikace i triplikace gend REL, NMYC a ALK
a odhaleno zahrnut{ zmnoZené oblasti 2p do riznych chro-
mosomovych zmén. Novou rekurentni aberaci, dosud
u CLL nepopsanou, byl dicentricky chromosom dic(2;18),
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nalezeny u 4/16 vySetfenych nemocnych. Nase vysledky
charakterizuji novou rekurentn{ zménu, zmnoZeni 2p, kte-
rd se vyskytuje jak v diagnose, tak v priibéhu onemocné-
ni, je spojena s nemutovanym stavem IGVH a nepfizni-
vou prognosou nemocnych. Vzhledem k Cetnosti jejtho
vyskytu, kterd je shodnd s Cetnosti delece TP53, navrhu-
jeme zahrnut{ scriningu této oblasti do rutinnitho FISH vy-
Setfeni u CLL. Prace je podporovana granty IGA 9484
a MSMT 6198959205.

1485.

Charakterizace delece 22q11 u pacienti

s chronickou lymfocytarni leukémii

Malinova Karla, Tichy Boris, Mal¢ikova Jitka, Stano Ko-
zubik, Mraz Marek, Doubek Michael, Mayer Jifi, Pospi-
Silové Sarka (Centrum molekuldrni biologie a genové te-
rapie, IHOK FN a LF MU, Brno; IHOK FN a LF MU,
Brno)

Pritomnost genomickych aberaci je u chronické lymfo-
cytarni leukémie (CLL) vyznamnym prognostickym fak-
torem. Mezi nejvyznamnéjsi patii delece 13q14, 17p13,
11922 a trizomie 12, které se vyskytuji v 80 % pripadi.
Kromé ¢tyi zminénych abnormalit obsahuje genom paci-
entd Casto dalsi zmény, k jejichZ studiu jsme vyuZili geno-
mickou komparativni hybridizaci na ¢ipu (arrayCGH). Za-
méfili jsme se na hledani dosud nepopsanych ¢i malo pro-
studovanych aberaci CLL genomu s moZnym prognostic-
kym vyznamem. Do studie bylo zafazeno 40 pacientd,
u kterych byly dostupné vysledky molekuldrnich prognos-
tickych markerd a cytogenetickd data (FISH a CpG/IL-2
indukovand metafdzni cytogenetika). Do souboru byli za-
fazeni pacienti, kteff nesli alespon jednu genomickou abe-
raci. Byly shromazdény vzorky periferni krve pacientd,
DNA izolovand z lymfocytti byla hybridizovdna na Human
Genome CGH Microarray 4x44K (Agilent) a srovndna
s komer¢né dostupnou DNA referenci. Detekce klondlnich
rekombinaci v imunoglobulinech podle BIOMED-2 proto-
kolu a sekvenovéni poslouZily pro podrobnou analyzu de-
lece v oblasti 22q11. V 87,5% (35/40) pripadl byly nale-
zeny kromé aberaci potvrzenych cytogenetickymi metoda-
mi dalsi aberace s ndhodnym vyskytem. V 7 pripadech
(17,5%) jsme pozorovali rekurentni deleci 22ql1, jejiz
mozny prognosticky vyznam byl popsan autory Gunn et al.
(2008), pticemz u dvou pacientl byla delece bilalelickd.
22q11 kéduje subgeny lehkého imunoglobulinového fetéz-
ce lambda (IgL), ale také dalsi geny - VPREB1, PRAME,
ZNF280A, ZNF280B, miR-650 a dalsi, lokalizované me-
zi Igl subgeny. Gunn et al. stanovili rozsah minimdln{ de-
letované oblasti 22q11 na 0,34 Mb, gen PRAME byl ozna-
¢en za potencidlné vyznamny pro prognézu CLL. Detek-
ce klondlnich imunoglobulinovych pfestaveb pomoci PCR
a sekvenovani umoznilo presnéjsi stanoveni rozsahu dele-
ce a ukdzalo, Ze rozsah delece odpovida prestavbé varia-
bilni ¢asti IgL. Touto metodou jsme dale potvrdili, Ze dal-
Sich 6 pacientd ma prestavbu IgL, a tedy mens{ deleci, nez
bylo publikovano. Dohromady mélo 30 % pacientt (13/40)

~s -

prestavbu IgL. Delece genii lezicich v oblasti 22q11 zavi-
si na vyuzitém IgL subgenu. U 50% pacientti z této skupi-
ny byl deletovan PRAME, u 92% byl deletovan gen pro
microRNA miR-650. Na zakladé nasich vysledkt predpo-
kladame fyziologicky pivod delece 22ql1 pochézejici
z Igl prestavby. Presto prognosticky vyznam delece
PRAME ¢i miR-650 neni vyloucen a vyZaduje dalsi stu-
dium. Podporovéano z IGA MZ CR NR9293-3/2007, MS-
MT LC06027 a MSM0021622430.

1554.

Charakterizace exprese microRNA

u CLL pacientu s delecemi 17p13 a 22q11

Mréaz Marek, Malinova Karla, Tichy Boris, Stanio Kozu-
bik Katefina, Mayer Jiii, Pospisilova Sarka (Interni he-
matoonkologickd klinika FN Brno a Lékarskd fakulta MU,
Brno)

MicroRNA (miRNA) molekuly maji zdsadni funkce
v bunécné diferenciaci, proliferaci a apoptdze. Potvrzenim
vyznamu miRNA u CLL bylo zjisténi o lokalizaci miR-15a-
16-1 v deletované oblasti 13q14. Exprese miRNA byla aso-
ciovdna i s dal§imi zndmymi prognostickymi markery
(ZAP70+, status IgVH). V nasi praci jsme se zaméfili na
charakterizaci exprese miRNA u agresivniho subtypu CLL
s deleci 17p13/mutaci genu p53. Déle jsme studovali cha-
rakter delece v lokusu 22q11 neddvno popsané u ¢asti CLL
pacienttl, kde se kromé subgent pro lambda lehky fetézec
Ig nachdzi i nékolik protein kédujicich genti a miR-650. Ex-
prese miRNA byla stanovena pomoci micro-array (LNA
sondy pro 470 miRNA) a RT-PCR (ABI TagMan miRNA
Assays,35 vybranych miRNA). Pro zjis$téni rozsahu delece
22ql1 byl pouZzit Agilent Human Genome CGH Microar-
ray 4x44K (n=40) a pro presnou charakterizaci VIC pre-
staveb IgL. bylo provedeno jejich sekvenovani. Pomoci mic-
ro-array bylo identifikovdno 14 miRNA se sniZenou expre-
si u pacientd s deleci/mutaci p53 (del/mut TP53 n=6,wt
TP53 n=5). Pomoci qRT-PCR byla zji$téna sniZend expre-
se tif miRNA-miR-34a, miR-29c a miR-17-5p—u pacientt
s p53 abnormalitou (del/mut TP53 n=12, wt TP53 n=18).
Tyto miRNA regulujf proteiny ¢asto studované v souvislos-
ti s patogenezi CLL. miR-34a reguluje expresi Bcl2 prote-
inu a miR-29c¢ reguluje proto-onkogeny Tcll a Mcll, jejichZ
abnormdlni exprese je znama z mySich modeld vzniku CLL.
miR-17-5p je regulovana c-myc (klastr miR-17-92) a fid{
expresi E2F1, p21.cyklinu D1. miR-650 byla deletovana
u 92% pacienti s prestavbou VIC v oblasti 22q11, ale jeji
exprese byla velmi nizké ve vSech vzorcich bez ohledu na
pritomnost této prestavby. Potencidlnim vysvétlenim nizké
exprese u pacientll bez prestavby lambda fetézce na 22q11
je alelicka exkluze na tomto lokusu pii pouziti kappa leh-
kého fetezce Ig (2p12). Vyjimkou z tohoto pozorovani byl
pacient, jehoZ pfestavba lambda VJC segmentl nevedla
k deleci miR-650, pricemz exprese této miRNA zde byla
~100 ndsobné vyssi ve srovndni s ostatnimi pacienty (n=15).
Predpokladanymi cili této miRNA jsou napiiklad MDM2,
VPREB3 (Pre-B lymphocyte protein3), NFKB, MAP2K?2,
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FGFR2, RAR«, PARP3, PARP10, Caspase-3 precursor,
BCL6B, coZ naznacuje potencidlni velky vyznam miR-650
v patogenezi CLL a dalSich onemocnéni. MicroRNA zna-
menaji novou uroven regulace genové exprese a rozdily
v expresi miR-34a, miR-29¢, miR-17-5p a miR-650 mohou
mit vyznamné v patogenezi/progresi subtyptt CLL. IGA MZ
CR NR-9293-3/2007 a MSMT MSM-0021622430.

1515.

Cytogeneticka metafazni analyza B-CLL bunék

po imunostimulaci CpG oligonukleotidem

a interleukinem 2

Hrub4a Martina, Dvordk Pavel, Harmackova Ladislav, Pitt-
rova Monika, Cechovd Lucie, Subrt Ivan ( ULG LF UK
a FN, Plzer)

Prekonat slabou spontanni mitotickou aktivitu bun¢k B-
CLL a s tim souvisejici nizkou usp&S$nost cytogenetické-
ho metafdzniho vySetreni lze pri kultivaci in vitro jejich
stimulaci vhodnymi mitogeny. Jednou z moZnych metod
je nedavno publikovand imunostimulace CpG oligonuk-
leotidem DSP30 v kombinaci s interleukinem 2 (2006,
2007 Haferlach et al.). V cytogenetické laboratofi ULG LF
UK a FN Plzen je uvedena stimulace B-CLL bunék pou-
Zivana od zacatku roku 2008 a dosud byla provedena u 88
vzorkd B-CLL a rovnéZz vyzkouSena u 6 vzorki jinych B-
NHL s infiltraci kostni dfené (z toho 2 x MCL, 1x FCL).
Prevaha pacientl (66) byla vySetiena pred 1é¢bou (53 pri
zachytu onemocnéni, 13 bezprostiedné pred zahdjenim
1é¢by) a dalsich 28 pacientl v relapsu a/nebo progresi po
16¢bé. Uspésna kultivace s dostatkem hodnotitelnych mi-
té6z (medidn poctu hodnocenych mit6z G pruhovanim
i metafdzni FISH byl 15) se podafila u 91 % vzorku
(86/94). Patologické zmény karyotypu G pruhovanim by-
ly zachyceny u 66 % (57/86) tspésné kultivovanych vzor-
ki a u dalsich 22 % (19/86) byla metafazni FISH deteko-
vdna kryptickd intersticidlni delece 13q14 jako samostat-
nd zména karyotypu. Ve vSech patologickych karyotypech
byly nalezeny nebalancované zmény ve smyslu ztréty ¢i
zmnoZeni genetického materidlu. Oproti béZné provadé-
né interfazni FISH (delece 13q14, delece genl ATM, p53,
trizomie 12, delece 6q, popr. prestavby IGH) zevrubnd me-
tafdzn{ analyza pfinesla u 33,5 % (29/86) vzorkt infor-
mace o dal§ich pfitomnych zménach karyotypu, u zbylych
54.5 % (47/86) pacientl pak podrobnosti o typu a mecha-
nismu vzniku aberace (intersticidlni, terminalni delece, ne-
balancovand translokace, identifikace partnerského chro-
mozému u translokaci apod.). Pro statistickou analyzu byl
soubor rozdélen do dvou skupin — skupina A (pacienti pred
1é¢bou, n=59) a skupina B (pacienti s progresi po 1éCb¢,
n=27). Ve skupiné B byly vyznamné ¢astéji nachdzeny ne-
balancované translokace (B: 16/27, tj. 59 % oproti A:
15/59, tj. 26 %, P=0,004) a komplexni zmény karyotypu
(B: 13/27, tj. 48 % oproti A: 11/59, tj. 19 %, P=0,009).
Intersticidlni, prip. termindlni delece jako jediné zmény ka-
ryotypu byly naopak nachdzeny vice ve skupiné A (A:
27159, tj. 46 % oproti B: 4/27, tj. 15 %, P=0,007). Pro-

grese choroby je tedy charakterizovadna vySSim vyskytem
nebalancovanych translokaci a komplexnich zmén kary-
otypu; zda vsak pfitomnost téchto zmén jiz pfi zachytu
predikuje blizkou progresi onemocnéni, ukdze aZ sledové-
ni pacientd v del$im obdobi.

1549.

Exprese ZAP-70 u nemocnych s chronickou
lymfocytarni leukémii se miize vyznamné ménit v ¢ase
Smolej Lukas, Vroblova Vladimira, Hrudkova Monika,
Krejsek Jan, Maly Jaroslav (II. interni klinika, OKH, FN
a LF UK, Hradec Krdlové; Ustav klinické imunologie
a alergologie, FN a LF UK, Hradec Krdlové)

Uvod: Exprese proteinu ZAP-70 patii mezi nejdisku-
tovangjsi prognostické faktory u chronické lymfocytarni
leukémie (CLL). Velmi mdlo dat je v§ak k dispozici s ohle-
dem na moZnou zménu exprese ZAP-70 v ¢ase (podobné
jako bylo publikovano u CD38). Dosud prevlada nazor, ze
exprese ZAP-70 se v ¢ase neméni. Z tohoto ditvodu jsme
se v nasi pilotn{ studii zaméfili na opakované vySetfova-
ni ZAP-70 a hodnoceni ve vztahu k ostatnim prognostic-
kym faktorim. Nemocni a metodiky: V databdzi nemoc-
nych s CLL vySetfenych na nasem pracovisti v letech
2005-2009 jsme identifikovali 31 nemocnych, u kterych
byla exprese ZAP-70 vySetfovéana alespon dvakrat. Expre-
se ZAP-70 byla stanovena priitokovou cytometrii s pou-
zitim monoklondln{ protilatky konjugované s fykoerytri-
nem (PE), klon 1E7.2 (Caltag, USA). Exprese ZAP-70 by-
la hodnocena ve vztahu k izotypové kontrole a hodnota 20
% pozitivnich bunék byla povaZovéna za pozitivni vysle-
dek. Vysledky: Ke vyznamné zméné exprese ZAP-70 (de-
finované jako prekroceni hranice 20 %, tedy zména do po-
zitivity ¢i negativity) doSlo u 10 z 31 nemocnych. Pét ze
Sesti nemocnych, u kterych doslo k zmén€ ZAP-70 z ne-
gativity do pozitivity, méli nemutované IgVH geny; u téch-
to nemocnych byla pozitivizace ZAP-70 zaznamenana pri
progresi onemocnéni. Naproti tomu 3 ze 4 nemocnych,
kde doslo ke sniZzeni ZAP-70 pod 20 %, méli IgVH geny
mutované. Ani u jednoho z téchto nemocnych nedoslo
k progresi. Zavér: V nasi pilotn{ studii jsme zjistili vy-
znamnou zménu exprese ZAP-70 u tfetiny vySetifovanych
nemocnych. Zatimco zména z pozitivity do negativity by-
la zaznamendna jen u klinicky stabilnich nemocnych, po-
zitivizace byla spojena s progresi onemocnéni. Zajimavou
se jevi souvislost pozitivizace ZAP-70 s nemutovanymi
IgVH geny, coZ by mohlo byt v disledku klondlntho vy-
voje popisovaného u téchto nemocnych. Jsou zapotfebi
rozsdhlejsi studie k dal§imu objasnéni této problematiky,
nicméné na zékladé nasich vysledkd se jevi jako vhodné
znovu vySetfit expresi ZAP-70 u ptivodné ZAP-negativ-
ntho nemocného v dobé progrese onemocnéni. Podpore-
no vyzkumnym zamérem MZO 00179906 Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky.
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MDS

1419.

Stanoveni expresnich profili u pacientd

s myelodysplastickym syndromem pomoci
celogenomovych Cipa

Vasikova Alzbéta, Belickova Monika, Budinska Eva, Cer-
mak Jaroslav ( UHKT, Praha; Institut biostatistiky a ana-
lyz, Brno)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klondlni one-
mocnéni kmenové buniky charakterizované neefektivni
hematopoézou, cytopenii v periferni krvi a zvySenym ri-
zikem transformace v akutni myeloidni leukemii (AML).
Molekuldrni pozadi MDS nenf stéle objasnéno, i kdyz by-
lo vysloveno nékolik rtiznych teorii. Jedna z nich klade
diraz na abnormalni apoptézu jako jeden z hlavnich me-
chanismi patogeneze MDS. Jind teorie pocitd s genetic-
kymi ¢i epigenetickymi zménami na drovni transkripc-
nich faktort, regulatord transkripce ¢i DNA opravnych
mechanismi. Nase studie se zaméfila na stanoveni dife-
rencidlni genové exprese mezi 51 pacienty s MDS ¢i
AML s MLD vzniklé z MDS a 7 kontrolami pomoci ce-
logenomovych expresnich mikro€ipt firmy Illumina. Dal-
$im cilem bylo identifikovat geny specificky exprimova-
né v jednotlivych subtypech MDS dle WHO Kklasifikace.
Jako vychozi materidl jsme pouzili frakci CD34+ proge-
nitorovych bunék, z nichz byla izolovdna celkovda RNA,
kterd byla dale pfevedena na cRNA, znacena a hybridi-
zovéana na mikrocipy. Srovnani expresnich profilt paci-
entll a kontrol definovalo 825 statisticky signifikantnich
gend. V ramci téchto genu jsme funk¢ni anotaci identifi-
kovali nékolik deregulovanych bunéénych procesi: bu-
n&cnd diferenciace, regulace genové exprese, odpovéd na
stres, apoptdza a jeji regulace pro geny se sniZenou ex-
presi u pacientl. Nizs§{ hladiny transkripti byly pozoro-
vany téZ pro geny podilejicich se myeloidni diferenciaci
a zrani B-bunék, coz mize signalizovat poruchu vyvoje
jak myeloidni, tak lymfoidni fady. Naopak geny s vyssi-
mi hladinami transkripta byly zapojeny do genové expre-
se, metabolismu proteint ¢i indukce apoptdzy. Analyza
diferencidlni genové exprese mezi jednotlivymi subtypy
MDS poskytla soubor 246 vyznamnych genii. Pomoci{
hierarchického shlukovani byli pacienti rozdéleni do 2 za-
kladnich shluk: 1) ¢asné formy MDS spolu s pacienty
s RAEB-1 a 2) pacienti s RAEB-2 a AML s MLD. Vy-
razné zvyseni exprese u casnych MDS bylo pozorovano
pro geny zapojené do buné¢ného délen{ a oprav DNA, za-
timco jejich exprese byla sniZena u pacienti s RAEB-2
a AML s MLD. Opac¢ny expresni vzorec byl nalezen pro
geny, které se tcastni pfenosu signdlu (MERTK aj.) ¢i
regulace genové exprese (BMI-1). Nase vysledky uka-
zuji na fadu deregulovanych biologickych procesi, které
mohou byt zapojeny do patogeneze MDS. Dile jsme de-
tekovali geny s odliSnou expresi u asnych a pozdnich fo-
rem MDS, u nichZ lze pfedpokladat ticast pii leukemic-
ké transformaci MDS. Podpofeno grantem IGA NR9235.

1504.

Prispévek k diagnostickému vyznamu a patogeneze
dysplastické megakaryopoezy a zvySené tvorby
desti¢ek u MDS s deleci dlouhého ramene

5. chromosomu (del5q)

Neuwirtova Radana, Bruchova Hana, JonaSova Anna,
Cermak Jaroslav, Vondrdkovd Jana, Siskova Magda, Ho-
chova Ivana, Jungova Alexandra, Bélohldvkova Petra,
Kadltkové Eva, Cernd Olga, Libiger Petr, Polonyova Eva,
Seifertova Nadézda, Kyra Michalova, Mikulenkova Da-
na (VFN, Praha; UHKT, Praha; HOK FN, Olomouc; FN
Motol, Praha; FN, Plzen; FN, Hradec Krdlové; Nemoc-
nice, Zlin; Nemocnice, Usti n. L; Nemocnice, Karlovy Va-
ry; Nemocnice, Ceské Budéjovice)

Uvod: Makrocytarni anemie, ve vétsiné piipadi nor-
malni nebo vys$si pocet desticek a ve dieni typické
dyspl. megakaryocyty (MGC) je typicky ndlez pro MDS
pacienty (pac) s del5q, at’ uz jde o 5q-syndrom (5q-sy)
nebo o pac, ktefi nespliuji vSechny znaky 5g-sy. Pokou-
$ime se odpovédét na otdzky, zda jsou dyspl. MGC spe-
cifické pro del5q a které faktory, lokalizované na tse-
ku 5q31-33, resp. jejich chybéni vede ke zméndm me-
gakaryopoezy? Vysledky a diskuse: Rozdélili jsme 72
pac s del5q do 4 skupin: pac s 5g-sy a normalnim po-
Ctem desticek-A nebo s trombocytemii-B. Pac splnuji-
ci jen nékteré znaky 5q-sy byli zarazeni do skupiny C.
Ve skupiné D méli nemocni jesté dalsi chromosomaln{
aberace. Ve dfenich nemocnych s 5q-sy nachazime ty-
pické dyspl. MGC s 1 nebo 2 kulatymi jadry a granu-
lovanou rizovo-fialovou plasmou bez patrné tvorby de-
sticek. Ve skupiné A a B jsme nachazeli primérné 60%
téchto MGC, ve skupiné C 24%. Ve skupiné¢ D bylo
té€chto MGC nejvice 75%. V kontrolni skupiné 30 MDS
pac beze zmén 5. chromosomu jsme tyto MGC nena-
chdzeli viibec nebo v méné nez 10%. Zda se tedy, Ze
tato forma MGC je vysoce specifickd pro del5q. Dia-
mond-Blackfan anemie (DBA) je ve své patogeneze pii-
buznd s 5g-sy. Nejnovéji pri¢ina anemie u obou cho-
rob souvisi s defektem genl pro ribosomdlni proteiny.
U DBA vsak nejsou pfitomny dyspl. MGC. Pri¢inu
dyspl. megakaryopoezy a efektivni tvorby desticek je
nutno hledat v jiném defektu nez v aberantni ribosomal-
ni biogenezi. Pristoupili jsme proto k vySetfeni jinych
faktor, lokalizovanych na dseku 5q31-33, jejichZ chy-
béni by mohlo byt pfi¢inou dyspl. megakaryopoezy.
Mohlo by jit o mikroRNA 145 a 146 protoZe u null my-
§i bez uvedenych mikroRNA Starczynowski a spol. na-
§li typické dyspl. MGC a trombocytemii. MikroRNA
jsme vysetrovali v destickdch u pac s del5q, v malé sku-
piné pac s RARS s trombocytemii a v kontrolni skupi-
né pac s MDS s normdlnim 5.chromosomem. Vysetie-
ni téchto mikroRNA probihd. Zavér: Nalez dyspl. MGC
je vysoce specificky pro MDS s isolovanou del5q i pro
pripady se soucasnymi jinymi chromosomalnimi abera-
cemi. Pfedbézné vysledky nevylucuji vyznam chybéni
mikroRNA pro dysplast. megakaryopoezu i u del5q.
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1418.

Studie PAILETTE - incidence pretiZeni Zelezem

u polytransfundovanych nemocnych v CR

Cermak Jaroslav, Novakova Ludmila, JondSova Anna
(UHKT, Praha; I. interni klinika VFN, Praha; Ceskd
MDS kooperativni skupina)

V mésicich zari — listopad 2008 probéhla na hemato-
logickych pracoviitich v Ceské republice studie
PAILETTE. Cilem studie byla retrospektivni analyza dat
tykajicich se chronicky transfundovanych nemocnych,
ktef{ jsou ohrozZeni nadbytkem Zeleza v organismu. Stu-
die se zucastnilo 72 hematologil a byla ziskdna data od
405 nemocnych. Primérny vék nemocnych byl 60,7 let,
pficemz vice neZ 50% nemocnych bylo starSich 60 let.
Nejcastéjsi diagnozou u nemocnych byl myelodysplastic-
ky syndrom (59% sledovanych nemocnych), déle vroze-
né ¢i ziskané anemie s nutnosti Cetnych transfuzi (20%)
a chronické myeloproliferace. Primérny pocet obdrze-
nych transfuzi ¢inil 50,6 TU, pricemz 79,4 % nemocnych
obdrzelo vice nez 20 TU erytrocytti, tedy mnoZstvi pfi je-
hoZz dosazeni se doporucuje zapocit s chelata¢ni 1écbou.
Ve skute¢nosti vSak byla chelatace zahdjena jen u 27,9%
nemocnych. Primérnd hodnota feritinu v séru byla 18453
og/l, pricemz 41,6% nemocnych mélo hladinu feritinu >
2000 ag/1, 22,6% mélo hladinu > 3000 og/l a 16,4% mé-
lo hladinu > 5000 o.g/l. Nej€astéji uzivanymi cheldtory
byl deferiprone (58,4%) a deferasirox (43.,4%), deferio-
xamine byl podan jen mensin€ nemocnych (11,5%). Che-
latacni 1é¢ba vedla pri trvajici zatézi transfuzemi k pokle-
su hladiny feritinu v séru jen u necelé poloviny nemoc-
nych (46,5%), u tretiny nemocnych (34,7%) byl naopak
pozorovan ndrtst hodnoty feritinu v séru i ptes podavan{
chelatacni 1éc¢by, vesmés $lo o nemocné transfundované
po vice neZ 2 roky, s vysokou inicidlni hladinou feritinu
v séru a trvajici vyraznou zavislosti na transfuzich. Pfi
hodnoceni v§ech nemocnych nedoSlo béhem chelata¢ni
1é¢by k vyznamnéjsi zméné hodnoty feritinu v séru (+
70,3 ag/l). Vysledky studie ukazuji na pomérné vysokou
incidenci stavi s pretizenim Zelezem, jejichZ vyskyt ne-
byl dosud systematicky sledovdn a na vysoké procento
nemocnych indikovanych k chelatacni 1é¢bé, jez je vSak
dosud provadéna jen u menSiny nemocnych a s nedosta-
teCnou efektivitou. Studie byla provedena ve spolupraci
s firmou NOVARTIS s.r.o0. a statisticky zpracovana fir-
mou Cegedim Strategic Data.

1568.

Zkusenosti Ceské MDS skupiny s novym peroralnim
cheliatorem Exjadem u polytransfundovanych
nemocnych

Jonasova Anna, Cermadk Jaroslav, Bélohlavkova Petra,
Vondrakova Jana, Novakova Ludmila, Walterova Lenka,
Vozobulova Véra (1. interni klinika hematologie, 1. LF
UK a VFN, Praha; UHKT, Praha; hematologie FN, Hra-
dec Krdlové; hematologie FN, Olomouc; Hematologie,
Liberec; hematologie FN, Plzeri)

Uvod. Chelataéni terapie je nedilnou souésti 16¢by ne-
mocnych s Myelodysplastickym syndromem (MDS)
s nizkym rizikem dle IPSS, zavislych na transfusich s pre-
tizenim Zelezem (Fe). V minulém roce byl u nds uveden
novy chelétor deferasirox (Exjade). Jde o perorélni che-
lator s prodlouZenym plazmatickym polo¢asem umoziu-
jicim aplikaci 1x denné. M4 vysokou afinitu k Zelezu. Dle
vysledkid dosavadnich studif se jevi jako G¢inny relativ-
né dobie snaeny preparit. Presentujeme zkugenosti Ces-
ké MDS skupiny s timto lékem. Pacienti a vysledky. Cel-
kem jsme ziskali data od 55 pts 1é¢enych Exjadem od led-
na 2008 do brezna 2009. Jde o polytransfundované ne-
mocné s MDS s nizkym rizikem (19 RCMD, 13 5q-, 2
RARS, 2 RA), dile 8 AA/PNH, 2 RAEB 11, 2 MPD, 2
s vrozenymi anemiemi a 3 s dalS$imi diagnosami. Medi-
an veku je 66 let. Praimérné byli nemocni 1é¢eni 6 mési-
ct (1-14). Median trvani transfuzni zavislosti byl 33 mé-
sict (3-552), medidn celkového poctu TU 52 (6-624). 31
nemocnych bylo Iéceno jinymi chelatory pred zahdjenim
Exjadu (23 Ferriproxem, 8 Desferalem). Data tykajici se
davek a vedlejsich ucinki byla ziskdna od 47 pts. Pouze
11 nemocnych dosdhlo a bylo trvale 1é¢eno
>30mg/kg/den, ostatni pouze <20mg/kg/den. Hodnota fer-
ritinu pred terapii byla 2740 ug/l (medidn). Po (v primé-
ru) 6 mésicich terapie u celé skupiny doslo k poklesu fer-
ritinu na 1704 ug/l (o 1036 ug/l). U pts s davkou
<20mg/kg/den byla zména pred a po terapii pouze 371
ug/l. U pts s davkou =30mg/kg/den doSlo k poklesu
0 1350, 4 ug/l. U nemocnych s predchozi chelataci (vy-
chozi ferritin 3917ug/1) doslo k poklesu o 1509 ug/1. Ved-
u 6(12,8%) byly natolik zdvazné, Ze vedly k ukoncent te-
rapie. U 11 (23%) byla terapie prerusena ¢i sniZena dav-
ka pro vedlejsi ucinky. Nejcastéjsi byly gastrointestindl-
ni obtize 14 (prijem, dyspepsie), 5 pts mélo zn. nefroto-
xicity, 3 exantém a 1 otoky. Medidn véku se zdvaZné;si-
mu nezddoucimi ucéinky byl vySsi 75 let. Zavér. I po za-
tim kratké dob€ sledovani (primérna doba terapie 6 mé-
sict) se jevi Exjade jako velice i¢inny 1ék s inosnymi ne-
Zadoucimi Gcinky. Nejdulezitéjsi z faktorl, které mély
vliv na efekt terapie byla dostate¢nd terapeutickd ddvka
(dle naSf studie =30mg/kg/den). Efekt nebyl tak zavisly
na délce transfusni zavislosti, po¢tu podanych transfusi,
vychozi hladiné ferritinu, diagnose a véku. Exjade byl
ucinny i u nemocnych, kde predchozi chelataci nebylo do-
sazeno dostate¢ného efektu.

1476.

Nase zkuSenosti s Iécbou nemocnych

s MDS hypometyla¢nimi latkami

Cermak J aroslav, Novakova Ludmila, Sponerové Dana,
Maaloufové-Soukupova Jacqueline, Caniga Miroslav,
Markovd Markéta, Vilkovd Veronika, RySavd Jana
(UHKT, Praha)

Cilem studie bylo zhodnoceni efektu poddvani hypo-
metylacnich latek (azacytidine, decitabine) 15 nemocnym
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(8 muzu, 7 zen) s pokrocilymi stadii MDS (5 x RAEB
>10% blasti, 4 x RAEB-T dle FAB) nebo akutni myelo-
idni leukémii (> 30% blasti dle FAB) vzniklou z MDS
(6 nemocnych). Azacytidine byl poddvan 7 nemocnym
v ddvce 75 mg/m? 7 dni, decitabine byl poddvan 8 nemoc-
nym v ddvce 20 mg/m?2 5 dni ¢i 45 mg/m? 3 dny. Primér-
ny vék nemocnych byl 67,9 roku /60-78 let/, primérny
pocet podanych cykli ¢inil 6,3 cyklu /1-23 cyklt/. Léceb-
ny efekt hodnoceny dosaZzenim kompletni ¢i parcidlni re-
mise (CR, PR) ¢i hematologického zlepsSeni (HI) byl do-
sazen u 60% nemocnych (20%CR, 13%PR, 27%H]I), pfi-
¢emz primérny pocet cykld nutnych k dosazeni maximal-
niho lé¢ebného efektu byl 3,3 cyklu. Primérna doba pre-
zit{ ¢inila 9,6 mésice (9 nemocnych Zije, z toho 8 v 1é¢-
bé), pravdépodobnost preziti 1 rok a 3 roky byla 40%,
resp. 13% (preziti bez znamek choroby 1 rok - 15%). Pra-
videlnym vedlej$im t¢inkem Iécby byla trombocytopenie
(PLT < 30x10%1 u 93% nemocnych) a granulocytopenie
(NS < 0,5x10%1 u 87% nemocnych), krvacivé projevy se
vyskytly u 40% nemocnych, febrilni neutropenie byla pri-
tomna u 13% nemocnych, dokumentovana infekce se vy-
skytlau 9 nemocnych (60%), z toho ve 4 ptipadech (27%)
byl jeji priibéh zavazny az zivot ohrozujici s nutnosti hos-
pitalizace. Podavani hypometylacnich latek predstavuje
jednoznacny terapeuticky prinos pro nemocné s pokroci-
Iymi formami MDS, ktefi nejsou indikovani k intenzivn{
chemoterapif a k transplantaci krvetvornych bunék, prav-
dépodobnost preziti 3 roky byla u téchto nemocnych vys-
§1 neZ u obdobné skupiny nemocnych lécenych pouze
kombinovanou chemoterapii (4%) ¢i nizkymi ddvkami
cytosin arabinosidu (11%). Nicméné i tento typ 1écby je
spojen s fadou Casto zavaznych vedlejsich G¢inkd a vyza-
duje intenzivni monitoraci nemocnych v hematologickém
centru.

EDUKACNI BLOK / EDUCATION

Developments in haematopoietic stem
cell transplantation
Linch David (London-UK)

The classification of large B cell lymphoma
Delabie Jan (Oslo-Norway)

Novel discoveries of genetic subtypes of childhood
acute lymphoblastic leukemia - clinical significance
Izraeli Shai (Tel Aviv-Israel)

1495.

WHO classification 2008 of myeloproliferative
neoplasms: the changes in the nomenclature

and diagnostic approaches

Marcinek Juraj, Lukas Plank, Peter Szépe (Department of
Pathology and National Consultation Centre of Hemato-
pathology, Comenius University, Jessenius Faculty of Me-
dicine and Faculty Hospital in Martin, Slovakia)

The WHO classification of myeloid neoplasms pub-
lished in 2008 (WHO-2008) is based on clinically verifi-
ed and accepted criteria of WHO classification 2001. It
relies on tumor cell morphology evaluated in bone mar-
row (BM) biopsy and/or aspirate or in peripheral blood
(PB) smears in correlation with clinical and laboratory
(incl. genetic) data. The nomenclature ,,myeloproliferati-
ve disorders® has been replaced by ,,myeloproliferative
neoplasms* to accent their malignant potential and the ge-
netic approach has been introduced into MPN diagnos-
tics. The myeloid neoplasms with eosinophilia and pla-
telate derived- or fibroblast growth factor receptor muta-
tion are distinguished from chronic eosinophilic leucae-
mia. The neoplastic mast cells proliferations (mastocyto-
ses) are included in the MPN category, however without
change of their subclassification. In the CML category the
only change involves the need to reevaluate criteria of
accelerated phase. The most important inovation is the
implementation of specific Janus 2 tyrosine kinasis mu-
tation (JAK2V617F) into the diagnostic criteria of chro-
nic Ph1- MPN. Presence of this mutation or of activating
JAK2 exon 12 mutations represents a typical finding in
polycythemia vera (PV) patients, what together with ty-
pical clinical and laboratory data leads to PV diagnosis
even in the absence of BM biopsy. WHO-2008 refers to
initial stages of PV with borderline increase of hemoglo-
bin and/or thrombocytosis in PB (clinically resembling
essential thrombocythemia /ET/) and emphasizes the PV
progress from initial to polycythemic phase with polyg-
lobulia and final transformation to terminal ,,spent pha-
se* with distinct BM fibrosis and pancytopenia. Further
nomenclature change involves chronic idiopathic mye-
lofibrosis which has been changed to ,,primary myelo-
fibrosis* (PMF). The key role in the PMF diagnosis is
represented by BM biopsy (characteristic BM morpho-
logy) as well as by demonstration of the clonality of the
disease (JAK2V617F or thrombopoietin receptor muta-
tions). WHO-2008 clearly defines the prefibrotic and fib-
rotic stages of PMF with significantly different patients
survival rates. For ET diagnosis the arbitrary level of PB
thrombocytes was lowered from previous 600 to
450x109L. In contrast to previous classification requiring
ET diagnosis per exclusion of other MPN, WHO-2008
introduces the positive diagnostic ET criteria
(JAK2V617F or characteristic BM morphology). Suppor-
ted by Comenius University in Bratislava Grant 67/2009.

WIEDERMANNOVA PREDNASKA/
/WIEDERMANN LECTURE

Recent advances in classification of acute myeloid
leukemia and therapeutic implications
Clara Bloomfield (Columbus-Ohio, USA)
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ITP - EDUKACE

1595.
Epidemiologie a diagnostika ITP
Cervinek Libor, Mayer Jifi (IHOK FN, Brno)

Uvod. Roéni incidence ITP dospélych je ve svété pribliz-
né 5,8 - 6,6 ptipad na 100 000 osob, incidence u déti je
cca 4 - 5 pripadi na 100 000 osob. Pfesnd incidence ITP
v Ceské republice nebyla dosud zndma. Diagnostika a 16¢-
ba ITP se historicky opird predevsim o doporuceni odbor-
nych spole¢nosti ¢i expertll a neni z mnoha divodi plné
standardizovand. Abychom zjistili, jakd je incidence a pre-
valence ITP a jak je tato nemoc na riznych pracovistich 1é-
¢ena, napldnovali jsme dotaznikovou studii tykajici se ITP
u dospélych v Jihomoravském kraji. V naSem dotazniku
jsme se zaméfili na ziskani dat ohledné prevalence ITP, a za-
roven jsme zjistovali diagnostické a 1écebné preference 1¢-
karfi. Metody. Dotazniky jsme rozeslali na v§echna hema-
tologickd pracovisté v regionu Jihomoravského kraje, kte-
ry mél pii poslednim s¢itan{ lidu 1127718 obyvatel. Vsich-
ni hematologové dotazniky vyplnili. Vysledky. K datu ana-
1yzy bylo v Jihomoravském kraji dispenzarizovano 564 do-
sp€lych nemocnych s ITP, (406 pacientt s chronickou ITP,
68 nové diagnostikovanych pacientii/rok, 69 pacientt
s chronickou rezistentni formou ITP, 18 pacientd s Evan-
sovym syndromem). Podle toho ¢isla je tedy prevalence ne-
moci u lidf starSich 18 let 50,3 ptipadd na 100 000 obyva-
tel. Nami zji$ténd incidence Cini 6 piipadi na 100 000 oby-
vatel nad 18 let, coz odpovida celosvétovym ddajim. V na-
§i studii jsme nezaznamenali Umrti na krvéacivé projevy zpa-
sobené ITP. Ziskand data ukazuji, Ze diagnostika ITP v na-
Sem regionu stoji predevsim na vylouceni jinych hemato-
logickych onemocnéni, diagnostiku per exculsionem uved-
lo 88% 1ékatti, 47% 1ékaid pausalné vysetiuje kostni dferi,
indikuje 53% lékart. Standardnimi pilife 1é¢by ITP jsou kor-
tikoidy a splenektomie, u t€hotnych aplikace IVIG. V 1é¢-
bé chronické ITP jsme zaznamenali pfedevsim vyznamné
zastoupeni cyklosporinu A (35%) a prekvapive i cyklofos-
famidu (29%). Naopak pouZitf danazolu, rituximabu ¢i my-
kofenolatu mofetilu bylo omezeno jen na jedno dstfedni he-
matologické centrum v kraji. Zavér. Ziskand epidemiologic-
ké data o I'TP potvrzuji celosvétové tdaje. Diagnostické a te-
rapeutické postupy 1ékaiti hematologickych ambulanci v na-
Sem regionu odrdzi znacnou nejednotnost diagnostiky a 1é¢-
by ptedev§im u pacientl s chronickou formou ITP, coz je
ale ddno i pomérnou benignosti onemocnéni.

1594.

Patofyziologie imunni trombocytopenické purpury
Cermék Jaroslav (Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha)

Za zdkladni patogeneticky moment v rozvoji imunni
trombocytopenické purpury (ITP) je povazovédna porucha

nékterého z mechanismu uplatiujicich se v navozeni pro-
cesu autotolerance. Velmi ¢astym mechanismem je piso-
beni noxy jako antigenniho podnétu ¢i jako tzv. ko-stimu-
la¢ni molekuly zprostfedkujici vazbu antigenu na povrch
desticky, nasledné dochazi k aktivaci trombocytu a preda-
ni antigenu pomoci antigen presentujici burniky lymfocytim
s naslednou tvorbou protilatek proti nékterym destickovym
antigenim (napt. GPIIIa ¢i GP IbIX). Takto se predpokld-
dé vznik ITP napr. v souvislosti s virovymi infekty ¢i pri
infekci Helicobacter pylori. Samoziejmé, Ze dileZitou ro-
li v celém procesu hraje pocet a funkce T lymfocyti uplat-
nujicich se v procesu imunni odpovédi, zejména pomér me-
zi Th1 a Th2 lymfocyty ¢i absolutni pokles perifernich Th2
lymfocytd nebo snizeni poctu ¢&i alterace funkce
CD4+CD25+Foxp3+ lymfocytd hrajicich roli v procesu
imunnf suprese. Dal§im mechanismem je porucha tzv. cent-
ralni tolerance, kdy dochdzi k poruse apoptozy T a B lym-
focytl pfi mutacich postihujicich geny pro tvorbu Fas a Fas
ligand (Fas-L). ZvySena exprese Fas ligand T lymfocyty
muiZe vést k aktivaci systému kaspdz po jeho vazbé na Fas
receptor B lymfocytti a k jejich vystupriované apoptoze, na-
opak deficit Fas ¢i Fas-L mtize vést k lymfoproliferaci
s projevy autoimunity. Pfesny mechanismus vzdjemnych
vztahti mezi aktivaci ¢i ttlumem procesu apoptozy lymfo-
cytd a stimulaci tvorby protildtek v§ak neni zndm obdob-
né jako u chronické lymfatické leukémie, kde byvd u ne-
mocnych se soucasné probihajici ITP pozorovdna vysoka
frekvence nemutovanych IgVH genti. Nicméné, jednoznac-
ny prikaz toho, Ze by maligni klon byl u nemocnych s CLL
zodpovédny za produkci protildtek, zatim poddn nebyl.
V neposledni fad¢ byly u nemocnych s ITP popsana i ak-
tivace nékterych cytotoxickych genil ( granzyme A, gran-
zyme B, perforin) v subpopulaci T lymfocytil a soucasné
i zvysend produkce nékterych cytokind, jez se mohou uplat-
novat v cytotoxickém uc¢inku na desticky (INFo) a defekt-
ni exprese tzv. killer cell imunoglobulin like receptoru
(KIR) na povrchu CD3+ T lymfocyti, jenZ antagonizuje
odpovéd cytotoxickych T lymfocytd a NK bunék. Uvede-
né nalezy ukazuji na komplexni patogenezu ITP, jeZ zahr-
nuje fadu faktortl a jeZ je velmi pravdépodobné odlisna
u primérn{ ITP a rtiznych forem sekunddrni ITP provéze-
jict jind onemocnéni.

1579.

AITP/ITP - Autoimunitna (idiopaticka)
trombocytopénia

LipSic TomaS (HTO, Klinika laboratérnej mediciny
- OUSA, LFUK, VSZaSP, Bratislava)

Autoimunita je pritomnd v ur¢itom rozsahu v kazdom
zdravom organizme ale tieto “zakdzané* aktivity st kon-
trolované systémom tolerancie. Autoimuntné ochorenie je
definované progresiou benignej autoimunity do patologic-
kej. AITP je ochorenie sposobené poruchou imunity. Ide
o dva druhy mechanizmov - poSkodenie produkcie a zvy-
Senie destrukcie trombocytov (Tr), ktoré sa individudlne
kombinuju. Destrukcia je primarne spdsobena protildtka-
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mi mediovanou fagocytézou Tr makrofagmi v slezine a je
stale viac dokazov Ze na deStrukcii sa podiela aj celular-
na zlozka prostrednictvom T-Ly mediovaného mechaniz-
mu. Bunkové sekvencie sposobujiice syntézu anti-Tr pro-
tilatok a anti-Tr T-Ly nie st tiplne zndme, je ale dokdzané
Ze sa na nich podielaji T-helper a T-regulacné bunky. Pa-
tofyzioldgia AITP je kombindciou pdésobenia B a T-buni-
ek na celd vyvojovi liniu Tr s vyslednym zniZenim pro-
dukcie, zvySenim deStrukcie a ndslednou trombocytopéni-
ou. Kombindcie humordlnej a celularnej zlozky, miest ich
pdsobenia a intenzity, su rdzne medzi jedincami aj v Ca-
se, v zdvislosti na stave imunitného ale aj inych systémov.
Pocinajic definovanim ITP aZ do stcasnosti je diagndza
AITP stanovovana “per exclusionem* - pritomnost'ou zna-
kov niektorych a nepritomnostou znakov inych portich
sposobujticich trombocytopéniu. V priebehu ¢asu sa pocet
diagnostickych nastrojov zvysoval, Zial' nie dostatocne vo
zmysle Specificity, citlivosti a dostupnosti. Preto sa pre-
sadzovala tendencia redukcie diagnostickych postupov
a kritérif pre AITP, zda sa ale, Ze dochddza k nédvratu od
diagnostického simplicizmu k viac komplexnym diagnos-
tickym schémam. Priebeh AITP je variabilny, preto jedi-
ny univerzdlny lieCebny pristup nie je mozny. Prv4 linia
terapie su kortikodiy a imunoglobuliny. Druhou liniou st
vysokoddvkované kortikoidy a imunglobuliny, pre mene;j
urgentné stavy imunosupresiva. Splenektémia (SE) je vet-
vou v druhej linii terapie. Imunosupresivna terapia s anti-
CD20 je nddejnd, menovite ako alternativa odloZenia, obi-
denia SE, ale dlhodobé pozitivne aj negativne ucinky nie
je dostatoCne testovand a overend. Terapia rastovymi fak-
tomi - mimetikami Trombopoetinu je nddejnd a preuka-
zala ZelateI'ny efekt, ale jej miesto v schéme lieCenia nie
je este jasne urcené. Indikdcia lieCby je zdvisld na pocte
Tr, symptémoch a na pridruZenych ochoreniach. Stale pre-
trvdva potreba viac cielenych diagnostickych a liecebnych
postupov.

1592.

AMG 531 v 1écbé ITP

Kozdk Tomds (OKH, FN Krdlovské Vinohrady a 3. LF
Univerzity Karlovy, Praha)

Romiplostim je protein o molekuldrni hmotnosti 60
kDa, ktery se vaZe k receptoru pro trombopoetin (TPO)
Mpl, ale nemd Zadnou strukturdlni podobnost s endogen-
nim TPO. Vysledky klinickych studif faze I s romiplos-
timem u pacientd s chronickou refrakterni ITP byly pub-
likovany v roce 2006. V prvni z nich byl romiplostim po-
ddvan subkutanné v g/kg. Dobaddvkéch vazanych na ki-
logram vahy pacienta: 0.2 - 10 sledovani po aplikaci by-
la 78 dni. Cilového poctu desti¢ek bylo g/kg.dosaZeno u 4
z 12 pacientd, ktef{ byli 1é¢eni davkami 3,6 a 10 Odpo-
véd trombocytl byla zdvisld na ddvce. Ve studii fize II,
dvojité zaslepené, placebem kontrolované, byli pacienti
s chronickou ITP (67% pacientd po splenektomii) rando-
mizovdni k 1é¢bé romiplosmem v g/kg nebo do ramene

s placebem. Cilovy pocet hladindch 1,3 a6 glkgau 5
z osmi desti¢ek byl dosaZzen u 7 z osmi pacientti v hladi-
né 1 g/kg.V roce 2008 byly publikovany vysledky dvou-
pacientil v hladin€ 3 paralelné probihajicich randomizo-
vanych studii faze III. Bylo zafazeno 125 pacientt s chro-
nickou ITP (63 po splenektomii, 62 bez predchozi sple-
nektomie), randomizace vici placebu byla provadéna
v poméru 2:1, romplostim byl poddvan jednou tydné s.c.
po dobu 24 tydnti, pocateéni g/kg s.c. Dlouhodobé odpo-
védi dosdhlo 38% pacienti davka byla 1 1é¢enych romi-
plostimem vi¢i 0% pacientti s placebem ve skupiné sple-
nektomovanych (p=0.0013). Celkové odpovéd byla ve
studii se splenektomovanymi 79% a ve skupiné bez sple-
nektomie 88%. NejcastéjSim vedlejSim ucinkem byla
v obou studiich cefalea a tinava. U jednoho pacienta, po
splenektomii, ktery na 1é¢bu romiplostimem neodpové-
dél, byla zaznamendna zvysend prechodnd pritomnost re-
tikulinu v kostni dfeni. Vyse uvedené studie maji pokra-
Covani v oteviené studii, do niZ méli moZnost vstoupit
vSichni pacienti z posledné uvedenych randomizovanych
studii. Celkem bylo zahrnuto 137 pacienti, 112 z nich
(82%) na 1é¢bu odpovédélo. Tricet pacientl vstoupilo do
studie se soucasnou jinou terapii ITP, u 13 z nich bylo
mozno tuto 1é¢bu vysadit, u 6 dalSich byla ddavka kon-
vencni 1é¢by zredukovéna o vice nez 25%. Zavér: Romi-
plostim je trombopoezu stimulujici latkou, kterd ma priz-
nivy toxicky profil a kterd prokédzala svij efekt v 1é¢bé
chronické ITP jiZ ve dvou randomizovanych studiich.

1593.

Imunitni trombocytopenicka purpura u déti:
epidemiologie, diagnostika, klinicky obraz a lécba
PospiSilovd Dagmar (Détskd klinika LF UP a Fakultni
nemocnice, Olomouc)

Imunitni trombocytopenicka purpura (ITP) je nejcas-
t&j$im typem trombocytopenie v détském véku. Jeji inci-
dence je 4-8/100000 déti/rok. Jde vétSinou o onemocné-
ni s dobrou progndzou, které trva tydny azZ mésice a odez-
ni bez ndsledkd. U ¢asti déti v§ak mizZe byt piitomno z4-
vazné krvéceni. Nejobdvanejéi komplikaci je krvdceni do
CNS. Asi u 15-20% déti se vyviji chronickd trombocyto-
penie rizné zdvaznosti. Maximum vyskytu ITP je popi-
sovano ve vékové skupiné déti mezi 2-8 lety. 80% paci-
entl v anamnéze uvadi vétsinou lehce probihajici infek-
ci hornich dychacich cest v obdobi 2-6 tydnti pfed mani-
festaci trombocytopenie. Vznik ITP je popisovan i v sou-
vislosti s o¢kovanim Zivymi vakcinami. U ¢asti pacientt
se mize ITP manifestovat v piimé souvislosti s virovou
infekcef jako jsou zardénky, varicella, infekéni mononuk-
le6za, infekce parvovirem B19 nebo HIV. Pro détsky vék
je typicka akutni forma ITP, kterd je charakterizovdna vét-
Sinou velmi rychlym nastupem krvécivych projevia, U di-
téte se s odstupem 2-4 tydnt po lehce probihajici infekci
hornich dychacich cest zacne objevovat krvdceni do ki-
Ze a sliznic dutiny ustni ve formé hematomu, petechif
a sufuzi. Vzacnéji se miZe objevit epistaxe, krvdceni do
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spojivky, hematemeza, meléna, hematurie nebo menora-
gie. Krvaceni do CNS je popisovano u 0,2-0,9% nemoc-
nych. O chronické formé ITP hovorime tehdy, pokud one-
mocnéni trvd déle nez 6 mésict. U déti se chronicka for-
ma onemocnéni rozviji v 10-15% piipadt. VEtsi sklon
k rozvoji ITP maji déti mladsi 2 let a star$i 10 let, u kte-
rych je popisovana i horsi odpovéd na 1é¢bu. Jednoznad-
nd predikce prechodu do chronické formy vsak neni jed-
nozna¢né moznd. MiiZe se objevit i obdobi rtizné dlouho
trvajicich remisi s ndslednymi exacerbacemi. Jde o ty-
picky model chronického autoimunniho onemocnéni, je-
hoz lécba je velmi problematicka. Pfi vysetieni krevniho
obrazu nachdzime u ITP izolované sniZeni poctu trom-
bocytll, miiZze byt piitomna relativni nebo absolutni lym-
focytéza nebo eozinofilie. Pokles po¢tu trombocyti je vét-
Sinou vyrazny, u 70-60% déti az k hodnotam pod 20x10%/1,
Casto i pod 10x1091. Pri dalsich patologickych nédlezech
v krevnim obrazu (anémie, leukocytéza, leukopenie,
znamky hemolyzy, zmény morfologie krevnich elemen-
tll) je nutno patrat po jiné pii¢iné trombocytopenie.

LYMPHOID MALIGNANCIES
(280 SYMPOSIUM ON ADVANCES IN

MOLECULAR HEMATOLOGY)

1572.

Genetics of Malt Lymphomas

Wlodarska Iwona (Center for Human Genetics, Catholic
University, Leuven — Belgium)

Mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma
is a low grade B cell neoplasm which commonly develops
from a background of chronic inflammatory or auto-immu-
ne disorder. Approximately 25% of MALT lymphoma ca-
ses is hallmarked by characteristic and mutually exclusive
chromosomal translocations including, t(11;18)(q21:;q21)/-
API2-MALTI1, t(1;14)(p22;q32)/IGH-BCL10, t(14;18)
(q32;921)/IGH-MALT1 and t(3;14) (pl14;q32)/IGH-
FOXP1. The oncogenic products of the first three translo-
cations target the NFkB pathway which plays an important
role in cell survival and proliferation. Recently, we identi-
fied a novel IGH-involving t(X;14) (p11;q32) in three pa-
tients with MALT lymphoma and one with aggressive ga-
stric DLBCL. Two of them had a previous history of Sjo-
gren’s syndrome, one of leukocytoclastic vasculitis, and the
patient with gastric DLBCL had a chronic gastritis. All pa-
tients received an initial therapy and three are alive after
7-86 months from diagnosis. Extensive FISH analysis of
t(X;14) mapped the Xpl1.4 breakpoint in the intron 5 of
CASK which houses GPR34 and GPR82, two gene coding
for orphan G-protein coupled receptors. To identify the tar-
get of t(X;14), we performed qRT-PCR analysis of five ge-
nes located distally to the Xpl1.4 breakpoint ( GPRS82,
GPR34, CASK, DDX3X,USP9X). Only one of these ge-
nes, GPR34, showed to be highly upregulated (>50 fold)
in both analyzed cases. IHC showed expression of the
GPR34 protein in all three MALT lymphomas. So far, in-

volvement of GPR34 in tumorigenesis has not been repor-
ted. To examine molecular consequences of an aberrant ex-
pression of GPR34 in lymphoma, we analyzed the status
of NFkB and MAP kinase pathways by Western blotting
with antibodies against P-Ik-Ba and P-ERK. In both ana-
lyzed cases a phosphorylated Ik-Ba protein was detected.
The cytogenetic finding of a subclonal gain of der(14) in
two cases suggests that an extra dosage of the IGH-GPR34
product may provide a growth advantage for tumor cells.
Agilent aCGH did not identify any cryptic microdeletion
of the known tumor suppressor loci in the index cases. In
summary, the novel t(X;14)(p11.4;q32.33) showed to be
predominantly associated with MALT lymphoma. The
translocation targets GPR34 which is upregulated due to its
juxtaposition with strong regulatory elements of IGH. The
finding of NFkB activation by t(X;14)/IGH-GPR34 furt-
her strengthens the important role of this pathway in the
development of MALT lymphoma.

1584.

Delta EX6, the novel transactivation-defective splicing
variant of TP53, is differentially expressed in patients
with Chronic Lymphocytic Leukemia and confers
accented proliferative phenotype in vitro

Pekova Sona, Mazal Oldfich, Cmejla Radek, Kozdk To-
mas, Smolej Lukas, Spacek Martin (Laboratory for Mo-
lecular Diagnostics; Laboratories CHAMBON a.s.,Pra-
ha; 3rd Medical Faculty, Department of Clinical Hema-
tology, University Hospital Kralovske Vinohrady, Prague;
Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague;
Department of Clinical Hematology, 2nd Department of
Internal Medicine, University Hospital and Medical Scho-
ol, Hradec Kralove)

Background: The regulation of TP53 is substantially
controlled at the transcriptional level. Nine different spli-
cing variants of TP53 have been described so far, with di-
stinct biological characteristics, resulting from combina-
tions of an alternative splicing of intron 2, 9 and/or aber-
rant transcription, starting at so-far unrecognized cryptic
promoter in intron 4. We have recently identified a novel
splicing variant of TP53 gene, termed delta ex6, lacking
the whole coding sequence of exon 6 and harboring an in-
sertion at the exon9/10 boundary. The delta ex6 variant
is differentially expressed in patients with chronic lymp-
hocytic leukemia (CLL) as compared to healthy donors.
Delta ex6 variant is devoid of transactivational activity as
determined in vitro by FASAY (Functional Analysis of
Separated Alleles in Yeast). Aims: The goal of the work
was to test the biological properties of the novel TP53
transcript variant delta ex6 in vitro, using a TP53 doub-
le-knock-out model cell line H1299 with a stable inte-
grated Tetracycline repressor (H1299TetR). Methods: We
have cloned the whole delta ex6 coding sequence into
a Tet-ON pcDNA4/TO vector and transfected the
H1299TetR cell line to produce stable integrants. Four
stable delta ex6 producing H1299TetR cell lines, as well
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as control cell lines (parental H1299TetR harboring the
pcDNA4/TO cloning vector, and H1299TetR stably trans-
fected with wild type TP53) were subjected to the Affy-
metrix GeneChip Human Exon 1.0 ST whole genome ex-
pression analysis. Results: Stable HI299TetR cell lines
expressing the delta ex6 variant were distinguished by
a remarkable loss of intercellular contacts and semi-sus-
pension growth properties, in contrast to the strictly ad-
herent growth of the parental cells and mock-transfected
cells. The microarray data corroborated accented and pro-
liferative phenotype as observed in vitro: overexpression
of a number of cyclins (Al, G1, G2, F, I, B2, A2, T2),
matrix metalloproteinases, hyaluronidases and caspase in-
hibitors; and downregulation of adhesion molecules and
molecules of the intercellular matrix. Summary: Our da-
ta on the presence of the delta ex6 TP53 variant in CLL
patients supports the recent evidence on dysregulation of
TP53 splicing pattern in malignancies. Moreover, as as-
sessed in vitro, overexpression of the delta ex6 variant le-
ads to an accented and proliferative phenotype, a finding
further supporting the biological role of the novel delta
ex6 TP53 variant in vivo.

1509.

PU.1 and E-box proteins cooperate

to regulate BIC gene encoding microRNA-155

Cutik Nikola, Burda Pavel, Vargova Karin, BaSova Petra,
Kokavec Juraj, Zavadil Jifi, Stopka Tomas (Institute of
Pathological Physiology, First Faculty of Medicine,
Charles University, Praha)

Expression of hematopoietic genes is tightly regulated by
oncogenic and tumor suppressor transcription factors and
dysregulation of this process may cause leukemias. Among
many genes involved in hematopoiesis and leukemogene-
sis are also genes encoding small inhibitory molecules cal-
led microRNAs. Regulation of microRNAs, including re-
gulation of oncogenic miR-155 that is significantly overex-
pressed in chronic lymphocytic leukemia (CLL), represents
important task in current hematology. We have identified
CpG island upstream BIC gene encoding miR-155. This
BIC CpG contains DNA binding motifs of tumor suppres-
sor transcription factor PU.1 and also contains motifs for
binding of E-box transcription factors (MYC and MYB) that
are known hematopoietic oncogenes. We have prepared two
reporter constructs to test effects of transcription factors
MYC/MYB and PU.1 on BIC CpG island. The first CpG
reporter contained the BIC sequence containing PU.1 bin-
ding site and lacking E-box DNA binding motifs (CpG-P)
and the second reporter contained complete BIC sequence
of the CpG (CpG-EP), both coupled with Luciferase. Ma-
nipulation of PU.1 and MYC and MYB on these reporter
vectors resulted in the following: PU.1 activates CpG island
of BIC gene and both MYC and MYB inhibit this effect
by directly inhibiting PU.1 on DNA (CpG-P). In contrast,
both MYC and MYB stimulate the BIC CpG by directly re-
cognizing their E-box DNA binding motif albeit in the pre-

sence of PU.1 (CpG-EP). We suggest that transcription of
BIC gene may be negatively regulated through E-box pro-
teins interacting with PU.1 in protein-protein manner and
positively regulated by E-box proteins in presence of PU.1
by their co-activation effects on DNA (IGACR: NR9021-4,
MSMT: 2B06077, 0021620806, LC 06044).

1510.

Active chromatin structure upstream human BIC
gene encoding microRNA-155 in chronic
lymphocytic leukemia (CLL)

Burda Pavel, Cuiik Nikola, Basova Petra, Kokavec Ju-
raj, Zikmund Tomas, Zavadil Jiii, Stopka Tomas (Insti-
tute of Pathological Physiology, First Faculty of Medi-
cine, Charles University, Praha)

Epigenetics marks such as postranslational modifica-
tion of histone proteins near key hematopoietic genes may
represent important factor in the course of diagnosis, pro-
gnosis and therapy of leukemias. As described previous-
ly oncogenic microRNA miR-155 is significantly overex-
pressed in CLL (Fulci 2007, Marton 2008) and we have
focused on mechanisms regulating miR-155 levels. MiR-
155 represents a small 21-nt spliced variant of BIC non-
coding mRNA. Transcription factor PU.1 represents key
hematopoietic differentiation regulator of myelo-lympho-
id lineage development (Scott 1994, McKercher 1996)
that is directly inhibited in CLL by microRNA miR-155.
In this study, using quantitative chromatin immunopreci-
pitation on peripheral blood mononuclear cells from CLL
patients (N=6) we identified transcriptionally active chro-
matin mark: acetylation of histone H3K9 at the CpG rich
region upstream BIC transcription start site supporting hy-
pothesis of epigentic mechanism involved in upregulati-
on of miR-155 levels in CLL. The evaluation of chroma-
tin structure in patients with CLL has drawn our interest
in the use of epigenetic therapy (IGACR: NR9021-4,
MSMT: 2B06077, 0021620806, LC 06044).

1429.

Myeloma — specific T-cell clones can eliminate tumor
cells and their long-term correlate with clinical
outcomes in patients with multiple myeloma
Michélek Jaroslav, Matéjkova Eva, Foltdnkov4 Veronika,
Slaby Ondrej, Horvath Radek, Hajek Roman, Vitetta El-
len S. (UCIC Brno, University Hospital Brno, Cancer Im-
munobiology Center, University of Texas at Dallas — USA)

Despite novel treatment strategies, multiple myeloma re-
mains incurable disease with low immunogenicity and mul-
tiple immune defects. In this study, we developed an ex vi-
vo strategy for inducing myeloma-specific cytotoxic T
lymphocytes (CTLs) and demonstrating the possibility for
identification and long-term in vivo monitoring of indivi-
dual myeloma-specific T cell clones by the most sensitive
clonotypic assay that is able to detect low frequency (1 clo-
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notypic cell in 106 cells) T cell clones. Ten patients with
multiple myeloma were examined for the presence of tu-
mor-reactive T cells using dendritic cells loaded with auto-
logous tumor cells. Their specificity was tested using non-
radiactive cytotoxicity test. Individual immunodominant T
cell clones were identified by the clonotypic assay that com-
bines in vitro cell culture, immunomagnetic sorting of ac-
tivated IFNg+ T cells, T cell receptor beta locus anchored
reverse transcription-PCR, and clonotypic quantitative PCR.
All patients had detectable myeloma-reactive T cells in vit-
ro. Expanded myeloma-reactive T cells demonstrated spe-
cific cytotoxic effect against autologous tumor cells in vit-
ro (median 39.6% at the effector-target ratio of 40:1). The
cytotoxicity was HLA class I-dependent mediated by CD8+
CTLs. In 8 patients the clonality of myeloma-specific T cells
was studied with clonotypic assay and demonstrated oligoc-
lonal or monoclonal populations of myeloma-specific T
cells. The most immunodominant myeloma-specific T cell
clones were CD8+ CTLs. Five patients were further moni-
tored for a long-term presence of immunodominant mye-
loma-specific T cells. Clinical responses were closely as-
sociated with the in vivo expansion and long-term persisten-
ce of individual CD8+ T cell clones in three patients with
partial remission or stable disease with low but detectable
clonotype frequencies of 10-6 to 10-3 of all circulating
CD3+ T cells. Two patients with progressive disease expe-
rienced no or temporary presence of circulating myeloma-
specific T cell clones. In conclusion, circulating immuno-
dominant myeloma-specific CD8+ CTL clones closely cor-
relate with clinical outcome in patients with multiple mye-
loma and the clonotypic assay is the most sensitive tool for
immunomonitoring low frequency T cells. Supported by
MSMT NPVII 2B06058 and IGA MZ 1A/8709-5.

1512.

Acute hybrid leukemia and the new WHO
classification

Mejstiikova Ester, Volejnikova Jana, Fronikova Eva, Zdra-
halovd Katefina, Kalina Tomas, Stérba Jaroslav, Jabali Ya-
hia, Mihal Vladimir, Blazek Bohumir, Cernd Zdena, Pro-
chazkova Daniela, Hak Jifi, Sedlacek Petr, Zemanova Zu-
zana, JaroSova Marie, Oltova Alexandra, Zuna Jan, Sch-
warz Jifi, Trka Jan, Stary Jan, Hrusak Ondfej (Praha, Br-
no, Ceské Budéjovice, Olomouc, Ostrava, Plzert, Usti nad
Labem, Hradec Krdlové)

Acute hybrid leukemia (AHL) patients represent a dia-
gnostic and therapeutic dilemma. European Group for the
Immunological Classification of Leukemias (EGIL) scoring
system unambiguously defines AHL expressing aberrant li-
neage markers. Discussions surrounding it have focused on
scoring details, and information is limited regarding its
biological, clinical and prognostic significance. In a new
version of WHO Classification of Tumours of Haemato-
poietic and Lymphoid Tissues published in 2008 a new de-
finition of hybride leukemias is proposed and these leuke-
mias are called newly as mixed phenotype acute leukemi-

as (MPAL). AHL according EGIL classification and MPALs
are not fully the same leukemias. Results of molecular ge-
netics, namely presence of BCR/ABL fusion gene or MLL
rearrangement is integrated into the definition of MPAL sub-
category. In this population-based study, incidences of
EGIL-scorepositive AHL were 28/582 and 4/107 for ALL
and AML, respectively. Immunophenotypic principal com-
ponent analysis (PCA) showed that hybrid T-ALL form a di-
stinct cluster located between non-hybrid T-ALL and AML
cases while hybrid B-cell precursor (BCP) ALL and hyb-
rid AML were included in the respective non-hybrid PCA
clusters. Analogously, immunoglobulin/T-cell receptor ge-
ne rearrangements followed the expected pattern in AML
(non-rearranged, 4/4) and BCP-ALL (rearranged, 20/20),
but were missing in 3/5 analyzed. hybrid T-ALL. While 5-
year event-free survival (EFS) is comparable in the hybrid
versus non-hybrid T-ALL on ALL treatment (80+18% ver-
sus 72+5.3%) as well as in the hybrid versus non-hybrid
AML receiving AML therapy (25+22% versus 48+5.1%),
ALL-directed treatment has significantly poorer results in
hybrid compared to non-hybrid BCP-ALL patients (EFS
45+11% versus 77+2.1%, p=0.0008). However, compari-
son of our data to published cohorts did not justify the ge-
neral use of current AML-based therapy in these patients.
Supported by IGA NS/9997-4; IGA NR/9531-3, MZCR
000064203, MSM0021620813, NPV 2B06064.

2

MNOHOCETNY MYELOM 1

1561.

Novinky v diagnostické ¢asti guidelines MM 2009
Maisnar Vladimir, Ballovd Veronika (Ceskd myelomovd
skupina, II. interni klinika - OKH, FN a LF UK, Hradec
Krdlové; Slovenskd myelomovd spolo¢nost’, NOU Brati-
slava)

Na podzim tohoto roku je pfipraveno dalsi vydani Gu-
idelines pro diagnostiku a 1é¢bu mnohocetného myelo-
mu (MM). Cilem naSeho sdélenf je rekapitulace novinek
v jejich diagnostické ¢dsti pri srovnani s poslednim vy-
danim Guidelines z roku 2005. Prestoze se paleta vy-
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Setfeni pouZivand k stanoveni diagnézy MM od posled-
niho vydani guidelines podstatné nezménila, doSlo k ce-
1€ fadé zmén tykajicich se jak klasifikace onemocnéni,
tak 1 hodnoceni 1é¢ebné odpovédi. Od roku 2006 je plat-
né nové mezindrodni hodnoceni 1é¢ebnych odpovédi
a stanoveni dlouhodobych intervald pro jejich vyhodno-
ceni a ndsledné porovndni, jehoZ autorem je The Inter-
national Myeloma Working Group (IMWG). VSechny
tyto zmény souvisi s vyuzivdnim tzv. ,novych léka*
v 1é¢bé mnohocetného myelomu od pocatku tohoto sto-
leti. Ty maji dnes za nasledek dfive tézko predstavitel-
né 1écebné vysledky, kdy se u nemocnych kombinova-
nou lécbou dafi dosahovat azZ 50% kompletnich remis{
(CR) bez toho, Ze by byla pouZzita vysokoddvkova 1é¢-
ba nasledovand autologni transplantaci. Proto je nutné
1é¢bu nemocnych zah4jit v€as a soucasné dosdhnout, co
nejlepsi 16¢ebné odpovédi. Casné diagnostika je jednim
ze stéZejnich programi CMG, kterd za timto tcelem ini-
ciovala spusténi celondrodniho projektu CRAB. Z di-
vodu zlepSeni 1é¢ebnych vysledki byly nové do hodno-
ceni dosaZené léCebné odpovédi zavedeny kategorie
»stringent® a molekuldrni kompletni CR, vyuZivajici
k hodnoceni rezidudlni choroby nové vySetfeni lehkych
fetézcl, imunofenotypizaci resp. vySetfeni kostni dfené
pomoci PCR. Dal§im zdsadnim problémem, ktery si vy-
zadal a do budoucna jisté vyzada jesté radu dalSich zmén
v diagnostickych postupech MM, je skute¢nost, Ze fada
dosavadnich prognostickych markertt MM ztratila pfi
pouZziti novych 1€kt svoji prognostickou silu. Za dobry
piiklad zde miZe poslouzit studie VISTA, kdy pouziti
rezimu MPV (Melfalan, Prednison, Velcade) vedlo k po-
tlaceni negativniho vlivu véku, pfitomnosti selhanfi led-
vin resp. vybranych chromozomdlnich aberaci. Proto
dnes plati obecna zdsada, Ze pfi pouZiti kazdého nové-
ho 1éku musi byt stavajici prognostické markery znovu
validovdny a mus{ byt potvrzena jejich prognosticka si-
la v novych podminkdch. Nové 1éky tedy iniciovaly i na-
$i revizi guidelines pro diagnostiku a 1é¢bu MM v Ces-
ké i Slovenské republice, se kterymi se jesté v pribéhu
tohoto roku budete moci sezndmit.

1486.

Imunofenotypizace plazmocytu

u mnohocetného myelomu

Kovarova Lucie, BureSova Ivana, Suskd Renata, Perutka
Tomas, Muthu Raja Karthick Raja, Zarbochova Pavla,
Penka Miroslav, Hijek Roman (OKH-LEHABI, FN, Br-
no; URC-CMG, LF MU, Brno; PFFF MU, Brno,; IHOK,
FN Brno)

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je druhé nejcastéjsi
krevni nddorové onemocnéni vyznacujici se infiltraci kost-
ni dfené klonalnimi plazmocyty (PC). Analyza PC pomo-
ci multiparametrické pritokové cytometrie se stdva stan-
dardnim vysetfenim, které ma své misto v diferencidlni di-
agnostice monoklondlnich gamapatii a mize slouzit k od-
liSenf nddorovych klondlnich PC od jejich fyziologickych

protéjskt. Prognosticky vyznam markerl exprimovanych
na patologickych PC je stdle uptesnovan. Cilem préce je
vstupni analyza fenotypu PC u pacientii s MM a stanove-
ni jeho souvislosti s prognézou pacientti. Soubor nemoc-
nych a metody: Celkem bylo zhodnoceno 112 nové dia-
gnostikovanych pacientii s MM, medidn véku 68 let (42-
86). Vzorky kostni dfené byly analyzovany pomoci prito-
kové cytometrie, kdy PC byly indentifikovdny jako
CD38+CD138+ buriky a na téchto PC byla analyzovana ex-
prese povrchovych markerd CD19, CD27, CD28, CD56
a CD117. Vysledky: Medidn zastoupeni CD38+CD138+
PC byl v celé skupiné pacientit 7,9% (0,2-75,3). Medidn ex-
prese znaku CD19 byl 0,4% (0,0-64,0); CD19+ PC byly na-
lezeny u 5 pacientti (4,5%) a pouze v 1 piipadé se jednalo
o klonalni PC, v ostatnich pripadech byly prokdzany rezi-
dudlni normalni PC. Pomoci znaku CD56 byly detekova-
ny patologické PC, kdy medidn exprese byl 96,2% (0,3-
100,0); coz odpovida naprosté prevaze patologickych PC
ve dfeni pacientti. Exprese CD56 na PC nebyla zcela ho-
mogenni, u 24 pacientti (21,4%) byla dokonce niZ§{ nez
10% a tyto patologické PC pak byly vesmé&s CD19-CD56-
. U znak CD20, CD27, CD28 a CD117 byl také zjistén
jisty stupen heterogenity exprese, jako pozitivni PC byly
stanoveny pouze ty, které dany marker exprimovaly ve vi-
ce nez 20%. Exprese CD20 pak byla prokdzdna u 8 paci-
entd (7,1%) a u 5 pacienti se pojila s CD56- fenotypem.
Znak CD27 byl detekovan na PC u 51 pacientt (45,5%),
CD28 u 34 pacienti (30,4%) a CD117 u 39 pacientt
(34,8%), pricemz nejcastéjsi kombinaci byla koexprese
CD27 aCD28 nalezend u 13 pacientil (11,6%). Zavér: Z vy-
sledkti je patrné, Ze vétsina PC je fenotypu CD19-CD56+,
avSak detailni analyza ukdzala dal$i fenotypové odli$nosti,
coZ je ve shod¢ s heterogenitou tohoto onemocnéni. Studi-
um exprese vybranych markerd by mohlo pfinést nové in-
formace ve vztahu k rtiznému biologickému chovani mye-
lomu a ndsledné k prognéze pacienti s MM, kdy hlavnim
cilem bude urceni pacientl s nizkym ¢&i vysokym rizikem
progrese onemocnéni. Podpofeno projekty: GACR
301/09/P457, MSMT LC06027 a MSMO0021622434.

1560.

Genomova profilace myelomovych pacienti

S nepriznivymi cytogenetickymi markery

pomoci oligonukleotidové array-CGH

Zaoralova Romana, Smetana Jan, Vranova Vladimira,
Némec Pavel, Greslikovd Henrieta, Kyjovskd Drahomi-
ra, Sdblikova Barbora, Kupskd Renata, Kuglik Petr, Ha-
jek Roman (MU, Univerzitni vyzkumné centrum - Ceskd
myelomovd skupina, Brno; MU P7F, Oddélent genetiky
a molekuldrni biologie, Brno; MU LF, IHOK FN, Brno;
OKH FN, Brno)

Mnohocetny myelom (MM) je onemocnéni zplsobené
maligni transformaci B-lymfocytu, jeho klondln{ prolifera-
ci a akumulaci v kostni dfeni. Prognosticky vyznam cyto-
genetickych abnormalit definovany v éfe konvencni chemo-
terapie je v soucasnosti ovéfovan v éfe vysoce tc¢innych 1é-
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kti (bortezomib, thalidomid, lenalidomid). Komparativni ge-
nomova hybridizace s vyuZitim platformy DNA cipu (ar-
ray-CGH) je metoda celogenomového screeningu, ktera z4-
roveni umoziuje citlivou identifikaci ziskd a ztrét sekvenci
DNA na trovni jednotlivych gend. V nasi studii jsme pro-
vedli 19 vyseteni pomoci oligonukleotidové array-CGH
s vysokym rozliSenim (Agilent, ¢ip 44k) u 18 pacientti s riiz-
nymi aberacemi, které jsme dfive nalezli metodou FISH.
Osm vzorki bylo hyperdiploidnich, 7 se ziskem 1q21. U 8
vzorkd byla DNA izolovand z plné kostn{ diené, ostatn{
vzorky byly ze separovanych bunék (MACS). U ¢tyr vzor-
kti byla array-CGH netispés$nd z dtivodu nizkého po¢tu MM
bunék v kostni dieni. Z 11 dspésné vysetfenych vzorkd by-
lo od relabujicich pacientd, 4 od nové diagnostikovanych
pacientl. V naSich vzorcich jsme pozorovali celkem 52 riiz-
nych ztrdt a 26 ziskd. Ve vSech pfipadech jsme metodou
array-CGH potvrdili pfedchozi ndlezy z FISH, a kromé
téchto zmén (-13, -17p, +1q) jsme nasli dalsi aberace pri-
tomné nejméné ve Ctyfech vzorcich: ztraty 8p, 16q, 1p13,
625 a zisk +19. U dvou pacientl jsme pozorovali biale-
lickou deleci v oblasti 11q22. Dale jsme pozorovali rozdil
mezi profily hyperdiploidnich (H, N=8) a nonhyperdiploid-
nich (NH, N=7) vzorkti. V H vzorcich prevladaly velké de-
lece, které se opakovaly u nékolika pacientil (19 oblasti, z to-
ho 10 nejméné u tif H pacienttl, vs. 6 oblasti, jedna u tif
NH pacienttl). U NH vzork byly nejéastéjsi zménou drob-
né individudlni delece (>30 u NH vs. 17 u H). Ve vsech pri-
padech, kde byl metodou FISH nalezen zisk 121, jsme me-
todou aCGH pozorovali zisk celého ramene 1q. Srovnan{
skupin vzorkt se ziskem 1q a bez néj ukdzalo také rozdil
v poctu malych deleci (42 u skupiny +1q vs. 17), ale ne v po-
Ctu ziska celych ramen nebo chromozémd (15 vs. 16 zmén).
Tyto vysledky naznacuji rozdil mezi genomovym profilem
pacientl s negativnim prognostickym faktorem (zisk 1q,
NH) a bez né&j. Dals{ analyza rozdili v genomovych profi-
lech mlZe vést k nalezeni vyznamnych markert pro paci-
enty lé¢ené novymi 1éky, presnéjsi stratifikaci MM, a pro
stanoveni optimaln{ 1é¢by pro konkrétni pacienty. Podporo-
vdno granty a projekty LC06027, VZMSM0021622434,
VZMSM0021622415 a IGA NR9317.

1542.

Centrosome amplification in plasma cells

and B-cells of multiple myeloma

Dementyeva Elena, Muthu Raja Karthick Raja, Kryukov
Fedor, Némec Pavel, Smetana Jan, Zaoralovd Romana,
Kupskd Renata, Kyjovskd Drahomira, Kuglik Petr, Hijek
Roman (University Research Centre - CMG, Faculty of
Medicine, MU, Brno; University Cell Immunotherapy
Center, Faculty of Medicine, MU, Brno, Internal Haema-
to-oncology Clinic, Faculty Hospital Brno, Faculty of Me-
dicine, MU, Brno; Department of Genetics and Molecu-
lar Biology, Institute of Experimental Biology, Faculty of
Science, MU, Brno)

Centrosome amplification in plasma cells and B-cells
of multiple myeloma. Introduction: Centrosome amplifi-

cation has been frequently observed in haematologic ma-
lignancies, and is linked to tumorogenesis and aneuploi-
dy. In contrast with normal cells, most tumor cells con-
tain multiple centrosomes, associated with the formation
of multipolar mitotic spindles and chromosome segrega-
tion defects. Centrosome amplification presents in all sta-
ges of monoclonal gammopathies and the percentage of
plasma cells with centrosome amplification increased pro-
gressively from MGUS to multiple myeloma (MM). The
initial steps of malignant transformation can occur in ear-
lier stages of B cell development, which are able to divi-
de and that is why can duplicate centrosomes. These cells
may be represent some clonally related pre-switch gro-
wing populations responsible for progression. There is al-
so open theory of multiple myeloma stem cells which
could be hidden in these subset of clonal cells. Patients
and methods: Immunofluorescent staining method was
optimized on plasma cells and CD 19+ cells of MM pa-
tients. Plasma cells were evaluated by immunolabeling on
cytospin slides of bone marrow. CD 19 + cells were sor-
ted directly on slides from CD138- fraction by fluores-
cence-activated cell sorting (FACS). The target of immu-
nofluorescent staining was structural centrosome protein
— centrin as an integral centrosome protein associated with
and required for the duplication of centrioles. Total of 33
samples of plasma cells and 13 samples of CD 19 + cells
were analyzed in this pilot experiment. Results: Centro-
some amplification was seen in 76% of typical clonal
plasma cells with median of centrosome amplification 5%
(range 1%-26%). More important fact consists in finding
that CD 19 + cells contains centrosome amplification in
100% of cells with median 8% (range 1%-18%). Preli-
minarily date will be updated in presentation. Conlusi-
on: Optimized method of centrosome amplification de-
tection on B-cells gives us opportunity to find mitotic dis-
ruption on earlier stages of plasma cell development. This
could clarify some first steps of plasma cell oncogene-
sis. Supported by VZ LC 06027, MSMT CR (MSM-
0021622415) and IGA NR 9317.

1404.

T regulatory cells and its influence

on monoclonal gammapathy disorders

Muthu Raja Karthick Raja, Zahradova Lenka, Kovarova
Lucie, Buresova Ivana, Mikulkova Zuzana, Peturka To-
mas, Kryukov Fedor, Hajek Roman, Michalek Jaroslav
(ILBIT A3, Masaryk University, Brno, Internal Hemato-
oncology Department, Faculty Hospital, Brno; Univer-
sity Cell Immunotherapy Center MU Brno; URC-CMG,
MU, Brno)

Multiple myeloma (MM) is an incurable B-cell malig-
nancy, characterized by uncontrolled growth of plasma
cells (PCs). We analysed T regulatory cells (Treg) by sta-
ining for surface antigens CD4, CD25, CD127 and intra-
cellular staining for FoxP3 in peripheral blood (PB) and
bone marrow (BM) of 33 patients with monoclonal gam-
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mapathy disorders (MGUS-6, SMM-4, and MM-23). The
median age of the patient group was 66 years.
Twenty MM patients were followed for 3 cycles of treat-
ment with CTD (Cyclophosmide Thalidomide and De-
xamethasone). Patients < 65 were treated with high dose
of CTD (C 500mg 1.V Day 1 and 15, T 200mg daily, D
40mg Day 1-4 and 15-18) and patients > the age of 65
were treated with low dose (C 50mg P.O daily, T 100mg
daily and D 20mg Day 1-4 and 15-18). 53% of patients
were characterized for >30g/L of serum monoclonal pro-
tein (SMP) and 47% of patients found to have <30g/L of
(SMP). According to plasma infiltration in the bone mar-
row (BMPCs), 31% of patients had >10 % of PCs and
69% of patients had <10% of PCs. We studied the frequ-
ency of Treg cells between 7 healthy controls and monoc-
lonal gammapathy patients. We were able to demonstra-
te significantly increased levels of Treg in PB of MM pa-
tients in comparison with healthy controls (p=0.004). The-
re was no significant difference found between the level
of PB Treg and BM Treg of MGUS (p=0.068), SMM
(p=0.068) and MM patients (p=0.287). We observed
a trend of Treg increase in peripheral blood and bone mar-
row of patients with >10 % of PCs and >30g/L of SMP
but it did not reached statistical significance [PCs (p=0.18,
p=0.37) and SMP (p=0.09, p=0.86)]. The level of Treg
in PB of MM patients increased following the 2-nd tre-
atment cycle (p=0.003). No difference in Treg cells was
noticed between the high dose CTD group and low dose
CTD group during 3 treatment cycles. In conclusion, pro-
found differences in Treg population were noticed in pa-
tients with monoclonal gammapathy disorders. The CTD
therapy can further enhance Treg cells which might also
have indirect role on hindering the effective tumor res-
ponse. Supported by MSMT NPVII 2B06058, MSMT
LC06027 and MSM0021622434.

1462.

PostiZeni srdce pri AL — amyloidéze

Pika Tomas, Vymétal Jifi (II1. interni klinika, LF UP a FN,
Olomouc)

Uvod: Primédrni systémova (AL) amyloidéza je systé-
mové hematologické onemocnéni patfici do skupiny mo-
noklondlnich gamapatif, charakterizované extracelularni
depozici insolubilnich fibril tvofenych fragmenty nebo
kompletnimi molekulami lehkych fetézcti imunoglobuli-
nu produkovanych klondlni plazmocelularni populaci, ve-
douci k nésledné tkanové dezorganizaci a poruse funkce
postizenych organd. PostiZen{ srdce je pfitomno pfibliz-
né u poloviny nemocnych a jednd se o nejvyznamnéjsi
prognosticky ukazatel u této nemoci. Cil: Cilem studie by-
la detekce pritomnosti kardidlniho postiZzeni s pomocf la-
boratornich a neinvazivnich paraklinickych metod ve sku-
piné 10 nemocnych s AL amyloidézou vysetienych v do-
bé diagnézy onemocnéni. Metody: Soubor tvofilo 10 ne-
mocnych s histologicky verifikovanou AL amyloidézou
(8x AL, 2x asociovand s mnohocdetnym myelomem),

vsichni nemocni byli vySetfeni v dobé diagnézy pomoci
EKG, echokardiografie, byly stanoveny hladiny NT-pro-
BNP, Troponinu T a vybérové byla provedena magnetic-
ka rezonance myokardu (MRI). Vysledky: Z 10 nemoc-
nych 6 (60%) pacient spliiovalo ,,Tours 2004 kritéria
postizeni srdce amyloidézou dle echokardiografie,
u vSech téchto nemocnych byla pfitomna diastolicka po-
rucha a rovnéz EKG vysetfeni vykazovalo charakteristic-
ké znamky; u 5 téchto nemocnych byla zaznamendna po-
zitivita Troponinu T. Hladiny NT-proBNP byly zvySeny
celkem u 9 nemocnych, z toho u 7 nemocnych nad
1000ng/l. U 4 nemocnych byla provedena MRI srdce,
kardiografické znamky kardidlniho postiZeni. U 2 nemoc-
nych s negativnim ndlezem na MRI nebyly EKG ani
echokardiografické znamky srde¢niho postihu. Zavér:
Predbézné pozorovani potvrzuje velmi dobfe zavedeny
algoritmus vySetfeni u nemocnych s AL amyloidézou,
kombinace zobrazovacich metod, serologickych ukazate-
It a spolu s ,,Tours 2004 kritérii se jevi jako optimaln{
pristup k diagnostice a monitorovani nemocnych s posti-
Zenim srdce. K objasnéni role MRI v diagnostice a zejmé-
na sledovani lécebné odpovédi je nutné rozsiteni dopo-
sud omezeného souboru nemocnych. S podporou VVZ
MSM 619895205.

MYELOID LEUKEMIA / SIGNALING

(28p SYMPOSIUM ON ADVANCES IN
MOLECULAR HEMATOLOGY)

1505.

Evidence for an anti-cancer barrier in a mixed linea-
ge leukemia mouse model in vivo

Takacova Sylvia, Bartek Jiri, Slany Robert, Divoky Vla-
dimir (Department of Biology, Faculty of Medicine, Pa-
lacky University Olomouc; Institute of Cancer Biology,
Danish Cancer Society Copenhagen - Denmark; Depart-
ment of Genetics, University Erlangen — Germany)

Mixed Lineage Leukemia (MLL) mutations identify
a unique group of acute leukemias with distinct biologi-
cal and clinical features. Although the role of MLL in le-
ukemogenesis has been extensively studied, a precise me-
chanism of leukemia development is not known. We ge-
nerated a switchable MLL-ENL-ERtm mouse model, in
which the MLL-ENL-ERtm oncogene is expressed at
physiological levels, and its activity is dependent on con-
tinuous provision of tamoxifen. The MLL-ENL-ERtm
mice have developed a myeloproliferative disorder
(MPD) characterized by mature neutrophilia after 484,5
+/- 75,68 days of latency on a tamoxifen diet, in asso-
ciation with high white cell counts in peripheral blood
and splenomegaly. Blood smears showed large numbers
of mature myeloid elements consisting of 40-80% neu-
trophils (band forms in abundance) with a myeloid left
shift and polychromasia. The phenotype of MPD occa-
sionally involved myelomonocytic proliferation with
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35% immature monocytic cells and severe anemia. High
penetrance and long latency of the phenotype in our mo-
del permits the study of early leukemia development. At
the initial phase of MLL-ENL-driven cell transformati-
on (preleukemia), bone marrow smears revealed expan-
sion of neutrophils indicating reactivation of self-rene-
wal/proliferation properties in committed progenitors.
We observed that a myeloid cell population mainly con-
sisting of band neutrophil elements and showing
a CD34-CD43+Mac-1+Gr-1+CD16/32+ immunopheno-
type, infiltrates the spleen at the very early stage of the
disease. Infiltration of spleen correlates with increased
proliferation rate measured by 5-bromo-2-deoxyuridi-
ne (BrDU) incorporation in vivo compared to wild-ty-
pe matched control. Interestingly, the preleukemic bo-
ne marrow showed subsequent decline in BrDU incor-
poration associated with increased expression of
p21CIPI and p16INK4A and activation of senescence-
associated B-galactosidase activity typical for cellular
senescence. Paralelly, we also detected apoptosis using
the TUNEL assay in the preleukemic bone marrow. Our
results suggest activation of a potential tumor suppres-
sor mechanism in response to activated MLL-ENL — in-
duced aberrant proliferation in early stages of cellular
transformation. We are currently investigating potential
tumor suppressor pathways that might provide a barrier
to malignant progression in MLL. Supported by grants
MSM6198959205 and NPV2B06077 from the Minist-
ry of Education, Youth and Sports, Czech Republic.

1578.

Cytokine signaling after genotoxic stress

Hubackova Sona, Novakova Zora, KoSar Martin, Jande-
rova-Rossmeislovd Lenka, Dobrovolna Jana, VasSicova
Pavla, Horejsi Zuzana, Bartek Jifi, Hodny Zdenék (In-
stitute of Molecular Genetic, Department of Genome In-
tegrity, Academy of Sciences of the Czech Republic, Pra-
gue; Biology of Reproduction Department, Institute of
Animal Science; Department of Sports Medicine, 3rd Fa-
culty of Medicine, Charles University, Prague; Hospital
for Special Surgery, Department of Microbiology and Im-
munology, Weill Medical College of Cornell University,
New York — USA ; Laboratory of Cell Reproduction, In-
stitute of Microbiology, v.v.i., Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague; DNA Damage Response Labo-
ratory, Cancer Research UK, Clare Hall Laboratories,
UK; Department of Cell Cycle and Cancer, and Centre
for Genotoxic Stress Research, Institute of Cancer Bio-
logy, Danish Cancer Society, Denmark)

Cellular senescence guards against cancer and modu-
lates aging, however the underlying mechanisms remain
poorly understood. Here we show that long-term admi-
nistration of genotoxic drugs capable of inducing prema-
ture senescence in normal and cancer cells, such as 5-bro-
mo-2’-deoxyuridine, distamycin A, aphidicolin and hyd-
roxyurea, persistently activates JAK/STAT signaling (mo-

nitored by STAT1-Tyr701/Ser727 phosphorylation) and
expression of interferon-stimulated genes, such as MX1,
OAS,ISG15,STAT1,PML, IRF1 and IRF7 in several hu-
man cancer cell lines. Activating ligands of the and IL6
were, IFNJAK1/STAT pathway such as IL-10, IL-20, IL-
24,1FN also expressed by senescent cells supporting au-
tocrine/paracrine route of JAK1/STAT activation. Furt-
hermore, additional genes coding cytokines including pro-
inflammatory species of IL1, TNF and TGF families we-
re highly expressed. The role of JAK1 in expression of
interferon-stimulated genes was confirmed using RNA in-
terference, which resulted in down-regulation of STAT1
activation and suppression of mRNA levels of several
ISGs. Among the drugs used, 5-bromo-2’-deoxyuridine
combined with distamycin A were the strongest inducers
of JAK/STAT signaling and cytokine production, which
correlated with their synergy to promote senescence. This
study displays the complexity of cytokine network acti-
vated by genotoxic stress leading to premature senescen-
ce, and may inspire search for clinically applicable sene-
scence-promoting compounds and their combinations.

1583.

Molecular variability of FLT3/ITD mutants and the-
ir impact on the differentiation program of 32D cells:
implications for the biological properties of AML
blasts

Pekova Sona, Dvorak Michal (Laboratory for Molecular
Diagnostics Laboratories CHAMBON a.s., Praha; Insti-
tute of Molecular Genetics, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague)

Background: FLT3 is the most frequently mutated ge-
ne in AML — up to 40% of AML harbor an activating mu-
tation within FLT3 gene. Though AML is a relatively ra-
re disease, such a high mutability rate, as observed with
FLT3 gene, is striking. Aims and Methods: To elucidate
the molecular background of this phenomenon, we have
established nine unique FLT3/ITD - carrying 32D cell li-
nes and a set of controls, and subjected them to Affymet-
rix whole genome expression profiling and 2DE LC/MS
proteomics. Results: Data obtained on this large set of
ITD mutants indicates that FLT3/ITD positive cells ex-
hibit less mature expression profiles resembling ST-HSC
and MKEP/CMP/LMPP progenitors. FLT3/ITD-positive
32D cells overexpress a combination of genes of pluri-
potency (Etv5, endoglin, EpoR, Mpl, Trfr2, GATA .2,
Hemgn, Myb, Dok2, Glil, Pim3, PML, Ikaros, Puml,
DIx4, Hox-c8, HoxB9, Runx1, c-Myc, Shh, FL)) and ear-
ly erythroid precursors (EpoR, Trfr2, GATA.1, KIf1), im-
plicating their less mature expression profile than 32D cell
lines harboring wild type FLT3 or 32D controls. Conclu-
sion: We hypothesize that FLT3/ITD might contribute not
only to the proliferative advantage of FLT3/ITD positive
cells, but also to their reprogramming towards less diffe-
rentiated stages, thus strengthening their malignant pro-
perties. This finding might explain the pronounced mu-
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tation rate of the aberrantly expressed FLT3 gene in AML,
and, also, the inferior prognosis of FLT3/ITD positive
AML patients. Moreover, the microarray data has revea-
led biological differences among individual ITD variants
— a finding supporting the recent clinical data on the pro-
gnostic impact of the size of individual ITDs.

1552.

Transcription factors PU.1 and EGR2 inhibit the
oncogenic microRNA cluster Mir-17-92 during
myeloid differentiation - implications for
pathobiology of acute myeloid leukemia

Pospisil Vit, Vargova Karin, Kokavec Juraj, Rybarova Ja-
na, Burda Pavel, Necas Emanuel, Zavadil Jiri, Stopka To-
mas (Pathological Physiology and Center of Experimen-
tal Hematology, First Faculty of Medicine, Charles Uni-
versity, First Medical Department, General Faculty Hos-
pital, Prague, Czech Republic)

MicroRNAs are a novel class of potent post-transc-
riptional regulators of gene expression implicated in ba-
sic cellular processes as metabolism, differentiation, de-
velopment and carcinogenesis. miR-17~92 cluster
known as well as Oncomirl is cluster of seven related
microRNA associated with cell proliferation, apopto-
sis and development that is overexpressed in number of
diverse malignancies, including chronic myeloid leuke-
mia. In developing macrophages miR-17~92 cluster is
downregulated during differentiation and its sustained
expression is associated with the differentiation block
(Fontana 2007). We identified mechanism of downre-
gulation of miR-17 ~ 92 clusters in differentiating my-
eloid progenitors. Myeloid transcriptional factor PU.1
positively regulates another transcription factor Egr2,
established propagator of macrophage transcriptional
program and putative repressor of miR-17-92. Egr2
binds to miR-17~92 cluster promoter and recruits his-
tone demethylase Jaridlb resulting in histone H3K4
demethylation of the CpG island near miR-17~92 clus-
ter promoter leading to downregulation of expression
of miR~17-92 cluster. Further experiments revealed that
miR-17~92 cluster has potential to downregulate its re-
pressor Egr2, creating mutual regulatory circuit. We ha-
ve tested this newly identified mechanism whether it
is involved in leukemic blockade. Peripheral blood mo-
nonuclear cells isolated from acute myeloid leukemia
(AML) patients (N=17) were used and 9 of 17 patients
had significantly downregulated transcriptional factors
PU.1 and Egr2 and simultaneously elevated levels of
miR-17 ~ 92 cluster. In addition, in these AML pati-
ents decreased levels of the established miR-17-92 tar-
gets: p21 and BIM were also observed. We conclude
that PU.1 regulates transcription of the miR-17~92 clus-
ter by inducing Egr2 and demonstrate this mechanism
in differentiating macrophages and its suspected disrup-
tion in AML cells. (IGACR: NR9021-4, MSMT:
2B06077, 0021620806, LC 06044).

1508.

Ctcf interacts with Smarca5: implications

for epigenetic regulation in leukemia

Kapalova Martina, Cuiik N ikola, Vargova Jarmila, Koka-
vec Juraj, Burda Pavel, Stopka Tomés (Institute of Patho-
logical Physiology, First Faculty of Medicine, Charles
University, Praha)

Regulation of gene expression represents important task
for tumor biology especially in leukemogenesis where ge-
ne expression profile of differentiation block and accelera-
ted proliferation is presumably dependent on epigenetic re-
gulation. Transcription factor Ctcf (CCCTC-binding factor)
represents major regulatory component of epigenetic regu-
lation by recognizing its unmethyled DNA binding sites to
activate and respectively inhibit transcription of the neigh-
boring genes. Ctcf has been described in transgenerational
genetic imprinting and very little has been so far known
about its role in leukemias. Since mechanisms of how Ctcf
regulates gene transcription are largely unknown we have
tested whether Ctcf may recruit chromatin remodeling pro-
teins. Since acute leukemias are marked by elevated levels
of chromatin remodeling ATPase Smarca5 (Snf2h, Mom-
meD4) (Stopka 2000) we have firstly tested expression of
Ctcf and Smarca5 in murine erythroleukemia cells and
found that these proteins are abundantly expressed in these
cells by Western blotting analysis. Secondly, we found that
Ctcf and Smarca5 share nuclear compartments determined
by confocal scanning microscopy. Finally, we have tested
Ctcf and Smarca5 by coimmunoprecipitation in MEL cells
and found that Ctcf and Smarca$5 interact in vivo. Our data
collectively suggest that Smarca5 may be recruited by Ctcf
on DNA at specific gene regulatory regions; detailed expe-
riments by using chromatin immunoprecipitation are cur-
rently ongoing (IGACR: NR9021-4, MSMT: 2B06077,
0021620806, LC 06044).

1497.

MiR-150 expression in diagnosis and progressed
phases of CML is downregulated

Lopotova Tereza, Vicanova Katefina, Moravcova Jana,
Stopka Tomas, Klamov4 Hana, Machovd Poldkova Ka-
tefina (Institute of Hematology and Blood Transfusion,
Institute of Pathological Physiology, First Faculty of Me-
dicine, Charles University, Praha)

Despite highly effective treatment of chronic myeloid
leukemia (CML) with imatinib inhibiting BCR-ABL tyro-
sine kinase activity, there are still patients resistant to this
therapy. Mechanisms of resistance to imatinib are still im-
perfectly understood. We herein determined expression of
specific miRNAs in different phases of CML treated with
imatinib. We analysed miRNAs in CML leukocytes at 1.
Major molecular response (MMR, n=5), 2. Suboptimal res-
ponse/therapy failure (not achieved cytogenetic response af-
ter 12 months of imatinib, without relapse, SR/TF, n=5); 3.
Start of hematological relapse (Hr, n=5); 4. Blast crisis (BC,
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n=4) and 5. Diagnosis (Dg, n=5). Leukocytes from perip-
heral blood of patients in each group were pooled for mic-
roarray analysis (PIQORTM miRXplore arrays, Miltenyi
Biotech). A pool of total leukocytes from 13 healthy do-
nors was used as a control. Real-time PCR was applied for
microarray data confirmation (both pools and individual
samples were measured) and for expression analyses of se-
lected miRNA targets. Most differentially expressed mi-
RNAs were found in BC (miR-181a, miR-222, miR-106a,
miR-221, miR-17-92 cluster). Interestingly, expression of
miR-150 was downregulated in Dg, Hr and BC; normal le-
vels were found in MMR and SR/TF. To further investiga-
te the role of miR-150 in CML, we analysed expression of
its predicted targets PU.1 and EGR2, transcription factors
regulating lineage differentiation during hemopoiesis, and
of MYB and MYCN that regulate proliferation. As expec-
ted, MYB and MYCN were upregulated possibly due to low
miR-150 levels. Unexpectedly, PU.1 and EGR2 were down-
regulated indicating involvement of other inhibitory mole-
cules. Further experiments to resolve inhibitory mechanisms
between miR-150 and MYB and MYCN in CML are ongo-
ing. Supported by GACR GA301/08/P154 and MZCR
00023736.

MNOHOCETNY MYELOM 2

1445.

Nové léky & nova guidelines myelomové sekce Ceské
hematologické spole¢nosti, Ceské myelomové skupiny
a Slovenskej myelémovej spolocnosti

Héjek Roman, Ballové Veronika (IHOK FN a LF Brno
a CMG, Brno, NOU Bratislava a SMS, Bratislava)

Jiz treti re-edice guidelines ,,Diagnostika a 1écba mno-
hocetného myelomu* byla pripravena pro rok 2009. Pred-
métem sdéleni jsou kliCové zmény v 1é¢b&é mnohocetného
myelomu (MM). Prognéza na dlouhodobé preZziti nemoc-
nych s MM se béhem poslednich deseti let dramaticky zlep-
Sila. Sanci na pieziti v 10 letech od zahdjeni 16¢by ma4 vi-
ce nez 1/3 spravné 1éCenych nemocnych. Pokrok je jedno-
zna¢né spojen se zavedenim tif velmi t¢innych 1€kt do ru-
tinn{ praxe - thalidomidu, bortezomibu a nejnovéji lenali-
domidu. ReZimy s uc¢innymi léky musi byt upfednostnény
v rutinni praxi. Podstatné pro zlepSeni celkovych vysled-
ki je jejich celorepublikova dostupnost v Ceské republice
a Slovenské republice. Jen tak miZe dojit ke zlepSeni nej-
dulezitéjstho parametru — celkového preziti. ,, Tfi muske-
tyfi* maji jako jediné 1éky proti MM takovou tcinnost, Ze
1 v monoterapii dosahuji 1é¢ebné odpovédi asi u 1/3 nemoc-
nych refrakternich nemocnych na 1é¢bu. V kombinaci s glu-
kokortikoidy pak dosahuji asi 50% lécebnych odpovédi
a po pridani konvecniho cytostatika do trojkombinace do-
sahuji 1écebné odpovédi az u 80-100 % nepredlécenych ne-
mocnych nebo 2/3 predlécenych nemocnych. A to i u re-
frakternich nemocnych MM s rezistenci na jinou dostup-
nou lécbu. Dlouhodobé vysledky z randomizovanych kli-
nickych studii jsou jiz zndmé a jasné€ pozitivni ve prospéch

thalidomidu a bortezomibu v primolécbé, v ptipadé lena-
lidomidu jsou vysledky pozitivni zatim v relapsu onemoc-
néni. Dostupné analyzy ze svéta i nase vlastni v CR potvr-
zuji zdsadni prodlouzeni dlouhodobého preziti nemocnych
s MM. Uginné léky u mnoho&etného myelomu jsou dnes
dostupné a hrazené ZP v primolécbé (thalidomid, bortezo-
mib) 1 v relapsu MM (vCetné lenalidomidu). Jejich optimdl-
ni zaclenéni do 1éCebnych strategii je zdsadni pro dalsi zlep-
Sovani léCebnych vysledkii u mnohocetného myelomu.
Ukolem nds 1ékafii, je naucit se nové 1éky spravné indiko-
vat a spravné pouZivat ve prospéch nemocnych.

1591.

Rezim CTD v primoléchbé mnohocetného myelomu
S¢udla Vlastimil, Hijek Roman, Gregora EvZen, Maisnar
Vladimir, Pika Tom4s, Bacovsky Jaroslav, Adam Zden¢k
(111. interni klinika LF UP a FN, Olomouc, Hematoon-
kologickd klinika FN, Brno; Hematologické oddéleni FN
Krdlovské Vinohrady, Praha; Hematoonkologickd klini-
ka FN, Hradec Krdlové)

Abstrakt nedoddn

1490.

Ziachrana ledvin kombinaci bortezomib-
-doxorubicin-dexametazon (BDD) u nemocnych

s mnohocetnym myelomem a vstupnim akutnim
selhanim ledvin. Vysledky klinické studie faze II
Adam Zdenék, Zojer N., Greil R., Keil F., Thaler J., Lang
A., Pour L., Krej¢i M., Hijek R., Ludwig H. (Interni he-
matoonkologickd klinika LF MU a FN, Brno; Department
of Medicine I, Wilhelminenspital, Vienna — Austria; De-
partment of Internal Medicine III, Hospital Salzburg,
Salzburg — Austria; Department of Internal Medicine and
Intensive Care, Hospital Leoben, Leoben — Austria; De-
partment of Internal Medicine 1V, Hospital of Mercy Sis-
ters, Wels — Austria; Department of Internal Medicine,
Hospital Feldkirch, Feldkirch — Austria)

Monoklondlni imunoglobulin mtize zptisobit akutni se-
lIhan{ ledvin.V pocatku jsou zmény v ledviné reverzibil-
ni, rychlé sniZeni tvorby volnych lehkych fetézcti mize
zastavit dalsi poskozovani ledviny a reparacni pochody
mohou ¢4ste¢né obnovit naruSené funkce. Bortezomib
v kombinaci s dexametazonem a adriamycinem maji vel-
mi rychly ndstup 1é¢ebného ucinku, pokles koncentrace
monoklondlniho imunoglobulinu byva velmi strmy. Vy-
hodou uvedené kombinace je také fakt, Ze farmakokine-
tika bortezomibu, dexametazonu a doxorubicinu nenf sig-
nifikantné zavisla na funkci ledvin. V planu klinické stu-
die faze Il bylo zaradit celkem 70 pacientl. Pfi poslednim
hodnoceni byly k dispozici udaje o 55 nemocnych, re-
nélni 1é¢ebnou odpovéd bylo mozno vyhodnotit u 47
z nich. Celkem 79 % dostalo uvedenou Iécbu v ramci 16¢-
by nové diagnostikovaného onemocnéni, ostatni kombi-
naci BDD dostali v rdmci 1é¢by relapsu. Lécebna rendln{
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odpovéd byla definovéana na zakladg stadif funkce ledvin
(glomerularni filtrace -GF) jak je definuje National Kid-
ney Fondation (St. I = GF > 1,5 ml/sec, st. I = GF 1 —
1,49 ml/s, st. Il = GF 0,5-0,99 ml/sec. st. IV = GF 0,25-
0,49 ml/sec, st.V = GF < 0,25 ml/sec.) Rendlni CR byla
definovana dosaZenim GF > 1 ml/sec. Rendlni PR byla
definovéna zlepSenim GF o dva stupné, tedy ze stupné
V do stupné III a ze stupné IV do stupné II. Rendlni MR
byla definovana jako zlepSeni funkce ledvin o jeden stu-
peii. Jedenéct pacientd mélo selhdni ledvin III st., z nich
6 (55 %) dosahlo rendlni CR a 5 (45 %) rendlni PR. Dva-
cet tfi pacientd mélo rendln{ selhdni IV. st., z nich 8
(35 %) dosahlo rendlni rendlni CR, 8 (35 %) rendlni PR
a7 (30 %) rendlni MR. T¥indct pacienti mélo rendlni se-
Ihéani V. st., z nich 1 (8 %), dosahl rendlni CR, 3 (23 %)
rendlni PR a 3 (23 %) rendlni MR. Tfi z 8 dialyzovanych
nemocnych se stali nezdvislymi na dialyze. Celkové pre-
Ziti bylo ve 2 letech 72 % (intent to treat analysis) a 78 %
ve skute¢né hodnocené sestavé nemocnych. U pacientd,
ktef{ dosahli rendlni CR, byl celkové preziti ve dvou le-
tech 86 %, u pacientti, ktefi nedosédhli rendlni CR, bylo
celkové preziti ve dvou letech jen 76 %. Uvedena data do-
kumentuji jednak velmi dobry 1é¢ebny ucinek této kom-
binace na bazi bortezomibu. Rovnéz fakt, Ze rendalni 1é-
¢ebnd odpovéd je zdvisla na mife vstupniho poskozeni.
Vysledky potvrzuji pozitivni pfinos dosazeni rendlni CR
pro délku preziti. Klic¢ova slova: mnohocetny myelom,
renalni selhani, bortezomib.

1492.

Optimalizace kombinovanych rezimu s bortezomibem
u starSich pacientd s relabujicim mnohoc¢etnym mye-
lomem v Ceské republice

Zahradovd Lenka, Pour Ludék, Adam Zdenék, Gregora
Evzen, Schiitzova Miroslava, Koza Vladimir, Pavlicek Pe-
tr, Krej¢i Marta, Sandecka Viera, Kfivanova Andrea, Bud-
kova Jana, Buchtova Iva, Pelcova Jana, Kralova Dana, Ha-
jek Roman (IHOK FN a LF MU, Brno; OKH FN Krdlov-
ské Vinohrady, Praha; Hematoonkologické oddéleni FN,
Plzeni; Ceskd myelomovd skupina; Univerzitni vyzkumné
centrum — Ceskd myelomovd skupina, MU, Brno)

Uvod: Lé&ebné rezimy zaloZené na bortezomibu zna-
menaji pro nemocné s mnohocetnym myelomem ve&tsi
Sanci na dlouhodobé preziti. Zejména starsi pacienti a ne-
bo pacienti v horSim klinickém stavu vSak casto netole-
ruji plné davky bortezomibu a je nutné predcasné ukon-
&it1é¢bu. V CR jsme proto odzkouseli rezimy CVD (Cyk-
lofosfamid-Velcade(bortezomib)-Dexametazon) s redu-
kovanou intenzitou pro nemocné starsi 65 let nebo v hor-
$im klinickém stavu (CVD senior) a vysledky byly po-
rovnény s reZimem se standardn{ intenzitou pro nemoc-
né mladsi 65 let (CVD junior). Soubor pacientil a meto-
dy: Do analyzy bylo zahrnuto 71 pacientti (30xCVD se-
nior, 41xCVD junior) 1é€enych od tinora 2007 do prosin-
ce 2008 ve 3 centrech v CR, kteii obdrZeli alespoii 4 cyk-
ly 1é¢by. Ve skupin€ CVD senior byl ve srovnini s CVD

2

junior vyssi vék pacientd — medidn 71,1 (49,5-81,7) vs
600 let (44,3-77,7), p=<0,001; trend k vyssi predlécenos-
ti — pocet predchozich 1é¢ebnych linii: 1 linie-13,3% vs
31,7%/2 linie-63,3% vs 53,7%/3 a vice linii -23,3% vs
14,6% (p=0,165); trend k niz§imu Karnofski status (80 vs
90%, p=0,109); trend k vyssi Cetnosti klinického stadia
3 dle ISS (37,5% vs 20,6%; p=0,118). Medién follow-upu
od zacétku 16¢by byl 13,9 vs 9,1 mésict (p=0,030). Vy-
sledky: Pro rezimy CVD senior vs CVD junior byly za-
kladni vysledky nésledujici: celkové lé¢ebna odpovéd
(ORR=CR+PR) 39.9% vs 64.9% (p=0,027) zahrnujici CR
(3,6 vs 13,5%), VGPR (14,3 vs 162%) a PR (21,4 vs
25,1%); 1éCebna odpovéd’ SD 53,6% vs 21,6%, progrese
7,1% vs 13,5%. V medidnech parametr pieZiti nebyl pro-
kazan vyznamny rozdil (TTP/PFS 8,9 vs 11,3 mésict, OS
od zacdtku 1é¢by 12,3 vs 16,3 mésici, DOR 7vs10,3 mé-
sich). Pocet nezadoucich ucinkd st. 3-4 nebyl odlisny
(p=0,301), ale ve skupiné CVD senior nebyly pozorova-
ny NU st. 4 (0 vs 18,5%). Davka bortezomibu byla ve
skupiné CVD senior redukovdna méné (6,7% (2/30) vs
26,8% (11/41)), pocet podanych cykli byl obdobny (me-
didn 5.2 vs 5.1; p=0.86). Zavér: Tolerance CVD reZimu
s redukovanou intenzitou star§imi pacienty je obdobna ja-
ko jako tolerance reZimu v plnych ddvkach mladSimi pa-
cienty. Ve skupiné CVD senior vSak nebyly pozorovany
nejzavaznéjsi NU stupné 4. Lé¢ebn4 t¢innost 40% u vy-
znamné predlééenych nemocnych je uspokojiva. Je zjev-
né, Ze 1 star§i nemocni s hor§im status performance mo-
hou mit z novych 1ékd piinos, intenzita ptivodnich rezi-
mu vSak musi byt vhodné modulovand. Redukovany re-
zim CVD senior je takovou lé¢ebnou moznosti s vyva-
Zenym pomérem uUcinnosti a toxicity. Podpofeno gran-
tem IGA NR9225-3.

1543.

Dosavadni zkuSenosti s 1é¢bou lenalidomidem

v Ceské republice

Pour Ludék, géudlaVlastimil, Maisnar Vladimir, Gregora
EvZen, Schiitzova Miroslava, Spiéka Ivan, Holanek Michal,
Bacovsky Jaroslav, Straub Jan, Adam Zdenek, Hdjek Ro-
man (IHOK FN, Brno; IIl. Interni klinika FN, Olomouc,
OKH FN, Hradec Krdlové; OKH FN Krdlovské Vinohra-
dy, Praha; OKH FN, Plzeri; 1. Interni klinika VFN, Praha)

Uvod: Lenalidomid (Revlimid) patii mezi imunomo-
dulac¢ni latky znamé jako IMIDy, latky strukturou pribuz-
né thalidomidu. Limitujici toxicitou pfi 1é¢bé lenalidomi-
dem je myelosuprese, av§ak 1ék nezpisobuje nepiijem-
nou neuropatii na rozdil od thalidomidu a bortezomibu.
U nemocnych s mnohodetnym myelomem (MM) byla
v klinickych studiich prokédzana vysokd tcinnost tohoto
1éku v primolécbé i u relabovanych nemocnych. V Ces-
ké republice je lenalidomid pouZivan u relabovanych ne-
mocnych mimo klinické studie od roku 2008. Tato prace
u nemocnych s MM léc¢enych lenalidomidem v prvnim
roce jeho pouZzivani v Sesti referencnich centrech CMG
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v Ceské republice (Brno, Hradec Krdlové, Olomouc, Pl-
zen, Praha VEN a FN KV). Soubor pacientl: Od kvétna
2008 do konce roku 2008 1é¢eno v CR kombinovanym
reZimem s lenalidomidem a kortikoidy celkem 36 nemoc-
nych. Jednalo se 0 23 muzii a 13 Zen, primérny vék ne-
mocnych pfi zahdjeni 1é¢by Cinil 66 let. Nemocni byli vy-
znamné predléceni (2-4 relaps), ¢ast nemocnych byla re-
frakternich na dostupnou 1é¢bu a vSichni nemocni byli
predléceni bortezomibem (Velcade). Vysledky : Data jsou
predCasnd a pro potiebu prezentace budou analyzovana
data pacientti 1é¢enych do konce roku 2008 se sledova-
nim k 31.3.2009. Jde o vyznamné predlécené nemocné
a u fady z nich byla pozorovana mensi tolerance a pre-
devsim vét§i hematologicka toxicita nez bylo pozorova-
no v klinickych studiich. PfestoZe se v naSem souboru pa-
cientl jednd o prognosticky velmi nepfiznivé nemocné
s de facto vycerpanymi lécebnymi moZnostmi pfi pouZi-
ti do té doby dostupné terapie, byla pozorovano vysoké
procento lé¢ebnych odpovédi. Zavér: Lenalidomid (Rev-
limid) se zaradil diky své t¢innosti mezi tfi nejpotieb-
néjsi 1éky u mnohocetného myelomu v sou€asnosti. Na-
Se zkuSenosti potvrzuji jeho vysokou tcinnost u relabo-
vanych téZce predlécenych nemocnych s MM.

1391.

Terapie fulminantni progrese mnohocetného
myelomu: up-front melfalan 100 mg/m2 s podporou
autologniho Stépu a konsolidace novymi léky

Krej¢i Marta, Adam Zden¢k, K¥ivanova Andrea, Pour Lu-
dék, Zahradova Lenka, Sandecka Viera, Mayer Jifi, Vor-
licek Jiri, Hajek Roman (Interni hematoonkologickd kli-
nika, Fakultni nemocnice, Brno)

Uvod: Pacienti s fulminantni progresi (FPG) mnoho-
cetného myelomu (MM) po autologni transplantaci maji
$patnou prognézu. Casto je pfitomna pancytopenie, dale
rendln{ insuficience ¢i extrameduldrni relaps; 1écebné
moZnosti jsou limitovény. Jednou z terapeutickych alter-
nativ u nemocnych, ktefi maji k dispozici §tép autolog-
nich krvetvornych bunék (AKB), je poddni melfalanu 100
mg/m2 (MEL 100) s podporou AKB jako zachranného re-
Zimu, ktery mlZe pozastavit rychlou progresi MM a vy-
tvorit tak ¢asovy prostor pro konsolidaci kombinovanym
rezimem s novymi léky (thalidomid nebo bortezomib).
Metody: Retrospektivné bylo zhodnoceno 31 pacientt
s fulminantni progresi MM, ktefi byli 1éceni MEL 100
s podporou AKB a nasledné konsolidaéni chemoterapif
s novymi léky (thalidomid + cyklofosfamid + dexamet-
hason v 16 pripadech, bortezomib + cyklofosfamid + de-
xamethason u 15 pacientil). Fulminantni progrese MM
byla specifikovéna jako rychld progrese MM béhem 4-8
tydnd s jednim z té€chto rysd: periferni pancytopenie pii
myelomové infiltraci kostni dfené, nové pfitomnost ex-
tramedularni nemoci, nové renalni insuficience. Zaklad-
ni charakteristiky pacientti byly ndsledujici: medidn vé-
ku 58 let; median predchozich linif terapie 1 (rozpéti 1-
3); klinicka stadia dle ISS: stadium 1 — 22 % (7/31), sta-

dium 2 -39 % (12/31), stadium 3 — 39 % (12/31). Extra-
meduldrni progrese MM byla pfitomna u 32 % nemoc-
nych (10/31), rendlni insuficience u 22 % (7/31), vyraz-
nd infiltrace kostni diené s periferni pancytopenii u 52 %
(16/31). Vysledky: Nebylo zaznamendno Zadné umrt{
v souvislosti s poddnim MEL 100. Medién doby do vze-
stupu neutrofilti nad 0,5 x 10E%1 byl 11 dni. Mukositida
stupné 3-4 byla pritomna u 29 % nemocnych (9/31), feb-
rilni neutropenie byla zaznamendna u 39 % pacienti
(12/31). Celkovd 1étebnd odpovéd (ORR) byla 58 %
(18/31), z toho CR 3 % (1/31), VGPR 26 % (8/31), PR
29 % (9/31). Median poctu podanych cykli konsolidac-
ni chemoterapie byl 4 (rozpéti 1-6). Rychld progrese MM
do tiff mésict od podani MEL 100 se objevila u 35 % pa-
cientti (11/31). Median doby do progrese (TTP) byl 5 mé-
sich (rozpéti 2-15), medidn celkového preziti (OS) byl 8
mésict (rozpéti 3-23). Zavér: Fulminantni progrese MM
md obvykle fatdlni pribéh. MEL 100 up-front je bezpec-
ny zdchranny reZim s dobrou efektivitou (ORR 58 %)
a akceptovatelnou toxicitou. Tato 1é¢ebna strategie v kom-
binaci s konsolidac{ obsahujici nové 1éky miize prodlou-
Zit celkové preziti nad 12 mésici u 33 % pacientt s tim-
to nepfiznivym typem MM.

1375.

Perkutanni kyfoplastika v 1é¢bé osteolytického posti-
Zeni obratli u pacientti s mnohoc¢etnym myelomem
Smardova Lenka, Neubauer Jifi, Pour Ludék, Vesela Mar-
tina, Navratil Milan, Chaloupka Richard, Adam Zden¢k,
Hajek Roman, Valek Vlastimil, Mayer Jifi (Interni hema-
toonkologickd klinika FN a LF MU, Brno; Radiologickd
klinika FN a LF MU, Brno; Ortopedickd klinika FN a LF
MU, Brno)

Uvod: Perkutanni kyfoplastika (PK) je minimalng in-
vazivni interven¢ni vykon, mezi jehoZ hlavni indikace
patif osteoporotickd zlomenina nebo nadorové postiZzen{
obratle. Principem metody je aplikace hutného kostniho
cementu (polymethylmetakryléat) do obratlového téla po
vytvoreni kavity specidlnim instrumentdriem. Vedle zpev-
néni struktury obratlového téla dochdzi k rychlému anal-
getickému efektu a metoda tak predstavuje vhodné dopl-
néni systémové 1écby. Cil: Retrospektivni zhodnoceni po-
staveni perkutdnni kyfoplastiky v 1écbé osteolytického po-
stizen{ obratlli u pacienti s mnohocetnym myelomem.
Materidl a metody: Od 5/2005 do 8/2008 jsme ve spolu-
praci s RDK FN Brno osetfili perkutanni kyfoplastikou
14 obratlovych tél postizenych kompresivni frakturou
u celkem 8 pacientli s mnohocetnym myelomem. Medi-
an véku pacientti byl 61 let (53-67). Vykon byl proveden
v celkové anestézii v pronacni poloze pod skiaskopickou
kontrolou. U vySetfovaného souboru jsme sledovali anal-
geticky efekt metody pomoci subjektivniho hodnoceni
(vizuélni analogova skéla - VAS v rozmezi 0-10) a ob-
noveni vysky obratle jsme hodnotili méfenim predni,
stfedn{ a zadni ¢asti jeho t€la na prostém snimku patere
pted, po vykonu a za 6 mésict. Vysledky: U vsech paci-
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entl doslo ke statisticky signifikantnimu (p<0,01) dstu-
pu bolesti se snizenim VAS z primérné maximaln{ hod-
noty 5,6 predoperacné na 2,5 za 3 mésice resp. 1,2 za 6
mésict od vykonu. Zvednuti vysky obratlového téla by-
lo dosazeno u 12 ze 14 oSetieni (85,7%). Pouze u velikos-
ti stfedni Casti obratle doSlo k signifintnimu zvySeni
(p<0,05), v priméru o 5 mm. U vSech pacientl byla sni-
Zena potieba analgetik a to téméf bezprostiedné po vy-
konu. Jedinou komplikaci byl asymptomaticky tnik kost-
niho cementu béhem 4 vykont (28,6%), pfi medianu do-
by sledovani celého souboru 20,5 mésicl jsme nezazna-
menali Zddnou pozdni komplikaci. Zavér: Nase zkuSenos-
ti podporuji analgetickou ucinnost a bezpecnost prove-
deni perkutdnn{ kyfoplastiky u pacientd s mnohocetnym
myelomem.

STEM CELLS/CELL CYCLE/
/DIFFERENTIATION

(280 SYMPOSIUM ON ADVANCES
IN MOLECULAR HEMATOLOGY)

1569.

Consequences of amplified centrosomes

in mice and men

Kriamer Alwin, Marhold Joachim, Miyazaki Tatsuhiko,
Heilig Christoph, Grone Hermann-Josef, Jauch Anna,
Loffler Harald (Clinical Cooperation Unit Molecular He-
matology/Oncology, German Cancer Research Center
and Department of Internal Medicine V, University of He-
idelberg, Heidelberg — Germany; Department of Cellular
and Molecular Pathology, German Cancer Research Cen-
ter, Germany; Institute of Human Genetics, University of
Heidelberg, Heidelberg — Germany)

Centrosomes are the major microtubule organizing cen-
ters of animal cells and facilitate the formation of bipo-
lar mitotic spindles. Centrosome aberrations occur in vir-
tually all human malignancies and have been associated
with clinical aggressiveness of the tumors and genomic
instability due to aberrant cell division. Since about 100
years ago Theodor Boveri initially proposed that centro-
some amplifica leads to tumor formation, it has been
a constant matter of debate whether centrosomal aberra-
tions are a cause or a consequence of malignant transfor-
mation. To study the contribution of centrosome abnor-
malities in vivo, we generated mice overexpressing peri-
centrin, a pericentriolar matrix protein whose overexpres-
sion results in centrosome amplification and mitotic
spindle defects in vitro. We show that overexpression of
pericentrin in mice leads to centrosome amplification, mi-
totic aberrations and chromosomal instability in vivo. No-
tably, these mice develop a fatal hematological disorder
recapitulating human myelodysplastic syndrome (MDS),
including peripheral blood cytopenias, bone marrow dys-
plasia, and apoptosis. At an age of four months the mice
start to die from severe anemia and leucopenia as a re-
sult of progressive MDS. Myeloid progenitor cells from

the bone marrow of these mice display numerical chro-
mosome aberrations and a high level of apoptosis. Mou-
se embryonic fibroblasts from pericentrin transgenic mi-
ce habour supernumerary centrosomes and display mito-
tic spindle aberrations. Importantly, centrosome aberrati-
ons have been described to occur in both human MDS and
AML cells and correlate with karyotype abnormalities and
prognosis in these disprders. Moreover, we have found
that chromosomal instability, defined as an elevated rate
of the occurrence of novel chromosomal aberrations, in
human CD34+ hematopoietic progenitor cells correlates
with poor outcome and progression to AML in patients
with MDS. In addition to the bone marrow findings, gross
testicular abnormalities including aberrant cell divisions,
multinuclearity and apoptosis were found in pericentrin
overexpressing mice. Taken together, these findings de-
monstrate that pericentrin overexpression induces mito-
tic spindle abnormalities and chromosomal instability in
rapidly dividing tissues in vivo, suggesting a mechanism
leading to ineffective haematopoiesis and implicating
centrosomal and mitotic spindle aberrations in tumorige-
nesis and MDS pathogenesis.

1589.

Abnormal metabolism of centrosomes — risk to
genomic stability of human embryonic stem cells
Hampl Ale$, Holubcova Zuzana, Sedlackova Miroslava,
Dvordk Petr (Institute of Biology, Institute of histology
and embryology, Faculty of Medicine, Masaryk Univer-
sity, Brno)

Human embryonic stem cells (hESC) are immature
cells derived from human blastocyst-stage embryos that
can be indefinitely propagated in culture and can also dif-
ferentiate into all mature cell types with special functi-
on. Due to such properties these pluripotent cells repre-
sent promising tool for cell replacement therapy of wide
variety of human diseases. Importantly, several studies
have recently reported accumulation of various types of
alterations to DNA of hESC including gross chromoso-
mal abnormalities, which are prospective obstacles to any
use of hESC in regenerative medicine. Chromosomal in-
stability of various cancer cell lines is believed to be lin-
ked to centrosomal defects, as extra centrosomes may or-
ganize multipolar mitotic spindles that lead to chromo-
some missegregation. We have recently found that non-
differentiated hESC cultured in vitro display high frequ-
ency of numerical centrosomal abnormalities compared
to their differentiated counterparts. Incidence of multi-
centrosomal mitoses becomes reduced upon prolonged
cultivation and/or entry into differentiation pathway, as
well as by enhanced quality of culture surface. Frequen-
cy of extra centrosomes becomes also reduced upon che-
mical inhibition of unrestrained activity of CDK2, key
molecule for initiation of centrosomal duplication. Since
all examined overamplified centrosomes comprise com-
plete pair of centrioles, we suggest that extra centrosomes
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originate from multiple rounds of duplication rather than
centrosomal fragmentation and/or failure of cytokinesis.
As Aurora A, the kinase that is normally responsible for
centrosome separation, mitotic entry, and spindle pole as-
sembly, is overabundant in hESC, we hypothesize that
highly active Aurora A forces overamplified centrosomes
to form defective mitotic spindles. We propose that un-
derstanding of mechanisms involved in harboring early
alterations to genome of originally genetically normal
hESC, and their link to the changes in their phenotype in
particular, will shed some light on initial steps of carcino-
genesis. Supported by: 204/09/2044, MSM0021622430,
AV0Z50390512, AV0Z50390703, 1M0538, LC06077,
LSHG-CT-2006-018739.

1450.

DNA damage-induced Cdc25A degradation

in mouse embryonic stem cells is regulated

by glycogen synthase kinase-36 (GSK-38)

Koledova Zuzana, Raskova-Kafkova Leona, Krimer Al-
win, Divoky Vladimir (Department of Biology, Faculty of
Medicine, Palacky University, Olomouc; Clinical Coope-
ration Unit for Molecular Hematology/Oncology, Ger-
man Cancer Research Center (DKFZ) and Department of
Internal Medicine V, University of Heidelberg, Heidelberg
— Germany; Department of Biology, Faculty of Medicine,
Palacky University and Department of Hemato-oncolo-
gy, Palacky University and University Hospital, Olomouc)

Embryonic stem cells (ESCs) are rapidly prolifera-
ting cells derived from inner cell mass of mammalian
blastocysts. Besides their pluripotency and immortali-
ty, they have a unique cell cycle structure with a very
short G1 phase without functional G1 checkpoint. Last
year, at this meeting, we presented results of our study
of G1 checkpoint non-functionality in mouse (m) ESCs.
We showed that mESCs do not arrest in G1 after DNA
damage because of persistent activity of cyclin-depen-
dent kinase 2 (Cdk2). Furthermore, we suggested that
Cdk?2 activity might be refractory to changes of activi-
ty of its regulator Cdc25A phosphatase due to their spa-
tial separation, with Cdk2 being sequestered on cent-
rosomes. Our study of Cdk2 and its regulator Cdc25A
in mESCs has continued. It revealed that Cdc25A is not
regulated by Chkl and Chk2, as it is in somatic cells,
because of centrosomal sequestration of these kinases.
Using a chemical inhibition approach we show that
Cdc25A degradation in mESCs after DNA damage is
regulated by glycogen synthase kinase-38 (GSK-38). In
summary, we propose a novel mechanism of cell cycle
regulation by aberrant localization of cell cycle regu-
latory proteins and a novel role for GSK-38 in G1
checkpoint. This work was supported by grants
NR/9508 (Ministry of Health), MSM 6198959205 and
2B06077 (Ministry of Education, Youth and Sport,
Czech Republic) and by the Deutsche Krebshilfe.

1376.

Computer assisted image nucleolar

and cytoplasmic RNA densitometry

Smetana Karel, Jiraskova 1., Mikulenkova H., Klamova H.
(Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague)

Since quantitative information on the nucleolar and cy-
toplasmic RNA concentration in differentiating and ma-
turing blood cells is very limited, the present study was
undertaken to provide additional data on that topic in dif-
ferentiating cells of the erythroid lineage in situ. The sa-
tisfactory number of erythroblasts in bone marrow of pa-
tients suffering from the chronic phase of chronic mye-
loid leukaemia without a large increase in the granulocy-
tic to erythroid ratio facilitated computer assisted image
RNA density measurements in both nucleoli and cyto-
plasm at the single cell level. As expected, the measure-
ments indicated a significant decrease of the nucleolar and
cytoplasmic RNA concentration only in advanced stages
of erythroblast differentiation. The resulting ratio of the
nucleolar to cytoplasmic RNA concentration was very
stable and did not change during differentiation, being
similar in the early and advanced stages of erythroblastic
development. Thus the marked similarity of the nucleo-
lar to cytoplasmic RNA concentration indicated a “sym-
metric decrease” of the RNA concentration during the
erythroblastic differentiation. Such phenomenon might be
related not only to the nucleolar RNA transcription but al-
so to its transport and cytoplasmic consumption. How-
ever, no such symmetry of the nucleolar and cytoplasmic
RNA decreasing concentration in differentiating cells has
been reported and apparent on the basis of quantitative
computer assisted image densitometry at the single cell
level. Other approaches for the study of differentiating hu-
man erythroblasts in bone marrow biopsies would be ve-
ry difficult or impossible. In addition, the marked decre-
ase in the nucleolar diameter in differentiating erythrob-
lasts and the stability of the nucleolar RNA concentrati-
on suggest that the amount of RNA in the nucleolus of
differentiating erythroblasts is closely associated with
nucleolar size rather than with its concentration within the
nucleolar body.

CLL2

1534.

Transformacia CLL a stavy predchadzajice

a/alebo imitujice transformaciu: moznosti

a limity bioptickej diagnostiky

Balharek Tomas, Szépe Peter, Marcinek Juraj, Plank Lu-
k&3 (Ustav patologickej anatémie a Konzultacné centrum
bioptickej diagnostiky ochoreni krvotvorby JLF UK
a MFN, Martin-SR)

Transformécia je vyznamna komplikacia CLL asociova-
na so zlou prognézou, ktora si vyzaduje osobitny diagnos-
ticko-terapeuticky pristup. Incidencia transformécie CLL je
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v zévislosti od zvolenych kritérif 3-15%. Vznik sekundar-
neho agresivneho lymfému v teréne preexistujicej CLL sa
oznacuje Richterov syndrém (RS). NajcastejSie (v 2-8%;, re-
alne <3% CLL) ide o vznik difizneho velkobunkového B-
lymfému (DLBCL), tj. tzv. klasicky RS. Zriedkavejsi je
vznik klasického Hodgkinovho lymfému (cHL), t.j. tzv.
Hodgkinov variant RS (0,5-2%, redlne <1% CLL). Niek-
torf autori terminom RS oznacuju aj prolymfocytovi a iné
raritné alebo kontroverzné transformdcie (napr. do ALL ale-
bo plazmocytému). Z biologického (ale nie klinického) hl'a-
diska je dolezité, ¢i sekunddrny lymfém vznikol klondlnou
evoluciou CLL (skuto¢nd transformdcia) alebo ide o klondl-
ne nepribuzny proces (kompozitny resp. kolizny lymfém).
KTtdcovu tdlohu v diagnostike transformécie zohrava biop-
tické vySetrenie. CLL je vSak zndma znacnou morfologic-
kou variabilitou. Rastova aktivita vychddza z proliferacnych
centier (pseudofolikulov, PSF). Morfologickd variabilita
PSF v LU nekoreluje s klinickym priebehom. V tkanive LU
sa pomerne Casto stretivame s obrazom zvysenej rastovej
aktivity, ktord moze byt’ vystupnovand az do obrazu tzv. ak-
celerovanej CLL. T4 je v zdsade morfologicky konzistent-
né s dalSou spornou entitou oznacovanou ako paraimun-
oblastovy variant CLL. Paraimunoblastovy variant je pri-
tom morfologicky t'azko odliSiteIny od pocinajticej transfor-
mécie do DLBCL. Ndlez transformdcie v kostnej dreni je
zriedkavy (<10%). V KD je potrebné odliSit’ stavy so zvy-
Senou proliferacnou aktivitou a zvySenym podielom mene;j
zrelych elementov (napr. v pripadoch s dell7p) od skuto¢-
ného RS. Dell7p je ale zaroven rizikovym faktorom vzni-
ku RS. Pri transformécii do cHL je nutné odliSit’ nalez HRS-
buniek v zodpovedajiicom ,,hodgkinovskom* pozadi od pri-
padov s HRS-bunkami rozptylenymi len na pozadi CLL.
Bolo vsak potvrdené, Ze aj Cast’ tychto pripadov moZe trans-
formovat’ do cHL. V stvislosti s CLL so zvySenym podie-
lom prolymfocytov treba pripomentit’, Ze nova WHO klasi-
fikdcia (2008) uZ neuvadza koncepciu atypickej CLL. Vz-
hl'adom k terminologickym a diagnostickym nejasnostiam
je problematickou aj bioptickd diagnostika prolymfocyto-
vej transformécie. Uvedené stavy poukazuju na limity bi-
optickej diagnostiky transformécie, pretoZe mdzu byt prici-
nou jej nad- alebo poddiagnostikovania. Podporené Grantom
MZ SR ¢&. 2005/12-MFN-04 a Grantom VEGA 1/4285/07.

1380.

Nové prognostické faktory chronické lymfocytarni
leukemie (CLL) v kaZzdodenni hematologické praxi
Multicentricka analyza

Doubek Michael, Cmunt Eduard, Schwarz Jifi, Brejcha
Martin, PospiSil Zdenék, Kozmon Petr, Brychtovd Yvo-
na, PospiSilova gérka, Cetkovsky Petr, Trnény Marek,
Mayer Jifi (Interni hematoonkologickd klinika LF MU
a FN, Brno; VFN, Praha; UHKT, Praha; Onkologické
centrum, Novy Ji¢in; Prirodovédeckd fakulta MU, Brno;
FN, Brno)

Uvod. Pfedstavy o prognostickych faktorech a patoge-
nezi CLL se béhem posledniho desetileti vyznamné zmé-

nily. Na druhou stranu ale indika¢ni kritéria pro zahdjeni
1é¢by CLL se stdle opiraji o konvenéni hematologické
a klinické nédlezy. Kromé toho metody pouzivané k detek-
ci novych prognostickych faktord nejsou standardizova-
ny a neni také jasné, kdy by mély byt tyto faktory u ne-
mocnych s CLL vysetiovany. Pfesny vyznam novych pro-
gnostickych faktorti tak u CLL neni stdle znamy. Cil a me-
tody. Retrospektivni analyza vlivu klasickych a novych
prognostickych faktorti na celkové preziti (OS) pacientil
s CLL. Analyzovana byla data vSech nemocnych zaraze-
nych do databazi 4 hematologickych center. Vysledky.
Analyzovdna byla data od 1146 pacientd (medidn véku
61 let, 32-90; pohlavi: 707 muZi, 439 Zeny). Median sle-
dovéni byl 53 mésict (1-362). Median OS vsech pacien-
ti byl 180 mésicl. Po vylouceni nemocnych, ktef{ zem-
feli na jinou nemoc nez CLL, byl median OS 233 mési-
cl. Lécéba CLL byla indikovéana u 353 nemocnych (31 %).
Pomoci uniparametrické analyzy bylo zjiSténo, Ze nega-
tivni vliv na OS mély: pokrocilé stadium podle Raie (II-
IV) (p<0.001), nemutovany IgVH (p<0.001), del/mut p53
(p<0.001), at’ uz byla hranice pozitivity 5 % nebo 20 %,
a zvySend exprese CD38 (p=0.01). Naopak vyznamny vliv
na OS nebyl prokdzian u +12, del ATM, del RBI1
a cZAP70. Nemocni s nemutovanym IgVH, del/mut p53,
del ATM, +12, cZAP70+ a CD38+ byli 1é¢eni vyznamné
vic neZ pacienti bez téchto zmén. Multiparametrickd ana-
lyza ukdzala, Ze OS bylo vyznamné ovlivnéno pohlavim
(muZi maji hor$i prognézu nez Zeny; p=0.02), vékem
(p=0.04), stavem IgVH (p=0.03) a del/mut p53 (p=0.007).
Kdyz jsme z analyzy vyradili nemocné, ktefi zemfeli na
jinou nemoc nez CLL, statisticky vyznamny vliv na OS
si zachovala jen del/mut p53 (p=0.004). Zavéry. Podle na-
§f analyzy je funkce genu p53 jedinym faktorem, ktery za
kazdych okolnosti signifikantné ovliviiuje OS pacienttl
s CLL. Tento marker m4 silny prediktivni v§znam dokon-
ce i u neselektované skupiny pacienttl z “redlného hema-
tologického Zivota”. Role dalsich faktort je u této skupi-
ny nemocnych daleko méné vyznamnd, coZ je mozna da-
no i novymi efektivnimi 1é¢ebnymi postupy. Podpoteno
Easteéné Ceskou leukemickou studijni skupinou pro Zi-
vot (CELL), vyzkumnym zdmérem MSM 0021622430
a grantem IGA NR9293-3/2007.

1540.

Pacienti s B chronickou lymfatickou leukémii

s prokazanou mutaci genu V3-21 maji variabilni
Kklinicky priibéh v zavislosti na muta¢nim stavu
IgVH a pritomnosti cytogenetickych zmén

Urbanova Renata, Turcsdnyi Peter, Prochdzka Vit, Plachy
Radek, Papajik Tom4s, Indrdk Karel, JaroSova Marie (He-
mato onkologickd klinika FN, Olomouc)

Uvod: Mutaéni stav IgVH je nezavisly prognosticky fak-
tor u pacientti s B chronickou lymfatickou leukémii (B
CLL). Mnohé prace dokumentuji, Ze pacienti se vzdcnou
mutaci genu V3-21 maji klinicky nepfiznivy pribéh one-
mocnéni nezdvisle na mutacnim stavu IgVH. Cil: Analy-
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zovat soubor pacientl s B CLL s ndlezem mutace V3-21
sledovanych a lécenych na Hemato onkologické klinice FN
Olomouc, popsat klinicky prtibéh jejich onemocnéni a pie-
Ziti téchto pacientll v zdvislosti na ostatnich prognostickych
faktorech. Metody: Mutacni stav IgVH byl analyzovin
u 352 pacientti s B CLL, ktefi byli diagnostikovéni dle
NCI-WG kritérii. Genovd mutace V3-21 byla popsdna u 22
z celkového poctu 352 vysetfenych pacientd, tj u 6%. 12
pacientd mélo mutovany stav IgVH tj. 55%. FISH analy-
za byla provedena u 19 z 22 pacientil souboru, vysoce ri-
zikové abnormality 17p- nebo 11g- byly detekovany u 8
z 19 pacientt, tj. u 42%. Medidn véku pii diagnéze byl 66
let, v rozmezi 36-76 let. Rozdéleni pacientt do klinickych
stadii bylo rovnomérné, Binet A 32%, Binet B 36%, Binet
C 32%. Terapii pro aktivitu onemocnéni podstoupilo 18
722 pacientd, 82%. Medién sledovani pacientl byl 54 mé-
sict, 9 pacientl (41%) zemielo. Vysledky: 7 leté preziti
(OS) je 61% (95% C1 0.35-0.87). Preziti bez 1écby po 2
letech bylo 39% (95% C1 0.16-0.61). ProdlouZen{ interva-
Iu bez 1é¢by je asociovdno s mutovanym stavem IgVH
a s absenci nepriznivych cytogenetickych zmén. Pacienti
bez 17p- nebo 11q- maji delsi preziti (OS ve 3 letech je
90%) oproti pacientim s ptitomnosti 17p- nebo 11g- (OS
ve 3 letech 57%). Pacienti s mutovanym stavem IgVH vy-
kazovali tendenci k delSimu celkovému preziti (OS v 7 le-
tech 72% oproti 40%, log rank 0,09). Nebyla nalezena ko-
relace mezi piitomnosti 17p- nebo 11g- a mutacnim stavem
IgVH . Zavér: Pacienti s mutaci genu V3-21 nevykazova-
li stejny klinicky pribéh onemocnéni. Pieziti a zahdjen{ 16¢-
by bylo ovlivnéno pritomnosti nepfiznivych cytogenetic-
kych zmén a mutacnim stavem IgVH. Aktudlné pouZiva-
né vysetreni FISH a vysSetfeni mutacniho stavu také u pa-
cientd s B CLL s mutaci genu V3-21 neztrci svoji pre-
diktivni roli. Podpofeno grantem MSM 6198959205
a grantem IGA NR 9484.

1417.

Fludarabin, cyklofosfamid a rituximab (FCR)

v 1. linii 1écby chronické lymfocytarni leukémie
(CLL): retrospektivni analyza Ceské CLL skupiny
Smolej Lukas, Lysdk Daniel, Silkova Jana, Papajik To-
mas, Brejcha Martin, Vozobulovd Véra, Karban Josef,
Hrudkova Monika, Cmunt Eduard, Turcsanyi Peter, Jun-
govd Alexandra, Krej¢ovd Hana, Trnény Marek (I1. inter-
ni klinika OKH, FN a LF UK, Hradec Krdlové; Hemato-
logicko-onkologické oddélent, FN Plzerni; 1. interni klini-
ka, VFN Praha, HOK FN Olomouc; Hematologické od-
délent, Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Jicin;
OKH FN Plzer)

Kombinace fludarabinu, cyklofosfamidu a rituximabu
(FCR) je nyni povaZovéna za 1écbu volby v 1. linii
u , fit“nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémif
(CLL) na zékladg vysledkti studie CLL-8. Vy$si ddvka ri-
tuximabu (500 mg/m?2 od 2. cyklu) pouzita ve studii CLL-
8 je vSak zcela empirickd a optimdlni ddvkovdn{ rituxi-
mabu u CLL nenf zndmo. Je také omezené mnoZstvi dat

o pouziti rezimu FCR v b&Zné praxi. Z téchto divodl pro-
vedla Ceskd skupina pro chronickou lymfocytarni leuké-
mii retrospektivni analyzu tcinnosti a bezpe€nosti pro-
tokolu FCR v 1. linii Iécby CLL. Od fijna 2002 do kvét-
na 2008 bylo v 5 centrech spolupracujicich v rdmci
CSCLL 1é¢eno 107 nemocnych s aktivnim CLL rezimem
FCR (68 % muzi, medidn véku 60 let [rozmezi 27-75]).
Byly pouzity bézné davky fludarabinu (25 mg/m?2 i.v. ne-
bo 40 mg/m?2 p.o. D1-3) a cyklofosfamidu (250 mg/m2i.v.
nebo p.o. D1-3). Rituximab byl podén 1.den v ddvce 375
mg/m? ve vSech cyklech u 87 nemocnych ¢i v ddvee 500
mg/m? od 2.cyklu (n=20). Nizké/stredni/vysoké riziko dle
Raie bylo pritomno u 1/72/27 %.1gVH geny byly nemu-
tované u 74 % nemocnych; del 13q byla zjiSténa u 31 %,
trisomie 12 u 9 %, del 11q u 26 % a del 17p u 8 % ne-
mocnych. Median sledovani byl 22,3 mésice. Medidn po-
danych cykld byl 5. Celkova odpovéd/kompletni remise
(ORR/CR) byly dosazeny v 95/47 %. Median obdobi bez
progrese (PFS) byl 30 mésicti; median celkového preZiti
nebyl dosaZen. Nemocni s nemutovanymi IgVH geny mé-
li vyznamné kratS$i PFS (p=0,0051). Nizky pocet nemoc-
nych v jednotlivych podskupinédch aberaci FISH neumoz-
nil smysluplnou analyzu. Ctyfi ze sedmi nemocnych s del
17p odpovédeli na 1é¢bu (1x CR, 3x PR). Nemocni 1éce-
ni davkou rituximabu 375 mg/m?2 méli srovnatelné ORR,
CR and PFS v porovnan{ s témi 1é€enymi davkou 500
mg/m?2 (p=0,79, p=0,24 a p=0,65). Neutropenie III1./IV.
stupné byla zjiSténa u 22/14 % podanych cykli, trombo-
cytopenie IIL/IV. stupné u 5/3 % cyklti. Zavazné infekce
se objevily v 1 % cykli. Granulocytarni ristovy faktor
byl podan u 54 % a erytropoetin u 13 % nemocnych. Uza-
virdme, Ze 1é¢ba CLL reZimem FCR v 1. linii pouZita
v podminkdéch béZné praxe je vysoce uc¢innd navzdory ne-
piiznivym prognostickym faktortim pfitomnym u vétsi-
ny nemocnych. Toxicita byla pfijatelnd. Dals{ studie jsou
potiebné k zodpovézeni otdzky, zda pouZiti nizsi davky
rituximabu m4 stejnou 1éebnou tdcinnost jako 500 mg/m2.
Podporeno grantem MSM 0021620808 Ministerstva skol-
stvi a vyzkumnym zdmérem MZO 00179906 Minister-
stva zdravotnictvi Ceské republiky.

1550.

Reaktivace CMV u nemocnych lé¢enych
alemtuzumabem (CAM) na IHOK LF MU

a FN Brno v letech 2003 -2008

R4cil Zdenék, ToSkova Martina, Winterova Jana, Lenge-
rovd Martina, Volfova Pavlina, Weinbergerovd Barbora,
Mayer Jifi (Interni hematoonkologickd klinika LF MU
a FN, Brno)

Uvod: Virové infekce jsou nejéastéjsi komplikaci do-
provézejici th. CAM. Absolutni vétSinu z téchto infekci
pak predstavuje reaktivace CMV. Soucésti terapie CAM
je proto profylaxe CMV a nebo preemptivni pristup spo-
¢ivajici v pravidelném monitoringu CMV (PCR nebo an-
tigenémie) a zahdjeni u¢inné terapie pfi nardstu virové na-
loZe. Cile a metody: Retrospektivni analyza frekvence re-
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aktivace CMV detekované pomoci PCR (kvalitativni PCR
do roku 2005 a kvantitativni real-time PCR od roku 2005)
u pac. lécenych CAM na IHOK v letech 2003-2008, iden-
tifikace velikosti virové naloZe, klinického obrazu, zvo-
lené terapie a 1éCebné odpovédi. Vysledky: Ve sledova-
ném obdobi bylo léceno CAM 98 pac. Ve vétsiné pripa-
di (n=72;73%) byl CAM podavan jiz ptedlééenym pac.
K CMYV reaktivaci doSlo u 21 (22%) z 98 pac. Procento
reaktivaci se neli§ilo u CAM primoterapie ve srovnani
s predlécenymi pac. (23% vs. 21%), nicméné pouze 50%
pac. v primolé¢bé mélo kvantitativni monitoring CMV
a po retrospektivnim pfesetfeni vzorkti byl median pocétu
kopii CMV u téchto pac. pouze 208 ve srovnani s 86%
kvantitativniho monitoringu u predlécenych pac. s medi-
anem kopii CMV 1006. Frekvence reaktivaci byla vyraz-
né vys§i v letech 2003-2005 (kvalitativni PCR) neZ mezi
roky 2006-2008 (kvantitativni PCR) — 48% vs. 15%. Ret-
rospektivnim piesetfenim vzorkl bylo zjisténo, Ze pocet
kopif pfi kterych byla zahajovédna terapie CMV v prvnim
obdobi, byl vyznamné nizsi nez tomu bylo v letech 2006-
2008 (228 vs. 1157). K reaktivaci dochazelo nejcastéji
v 4. tydnu th. CAM a to po aplikaci 283 mg CAM (me-
didn). 71% pripadi CMV probihal pod obrazem pouhé re-
aktivace a nebo CMV infekce (19%). Pouze v jednom pii-
padé (5%) doslo k rozvoji susp. CMV choroby a v jed-
nom piipadé (5%) $lo o primoinfekci CMV. 40% pac. by-
lo 1éceno ganciklovirem, 24% valganciklovirem, 24%
ganciklovirem a nasledné foskarnetem a 12% pouze fos-
karnetem. Efekt antivirové th. poddvané s medidnem 15
dnd byl promptn{ a u vech pac. doslo k poklesu virové
néloZe prakticky do nulovych hodnot. Zavér: CMV infek-
ce je sice nejCastejsi komplikaci pri terapii CAM, nicmé-
né jeji prubéh a tak i zavaznost je odlisna od pac. po alo-
genni HSCT. Kvantifikace virové naloZe je zdsadni pro
spravné rozhodnuti o pristupu k CMV reaktivaci pfi th.
CAM (preruseni th. vs. pokracovani th. CAM; th. antivi-
rotiky vs. preruseni CAM a pouze observace). Mezila-
boratorni srovnani PCR metodik a konsensus mezi pra-
covi§ti umozni vyrazné sniZeni rizika “overtreatmentu”
CMV pii th. CAM.

1480.

Vyznam dPzky telomér a porovnanie s molekularne
cytogenetickymi metédami u pacientov s B-CLL
Izékovd Silvia, Bfezinové Jana (UHKT, Praha)

Uvod. Chronické B- lymfatickd leukémia ( B-CLL) je
lymfoproliferativne nizkomaligné ochorenie s variabil-
nym klinickym priebehom. Pozornost’ sa venuje novym
prognostickym faktorom s cielom presnejSieho urcenia ri-
zika a nepriaznivej progndzy. Na zdklade poslednych Stu-
dii sa medzi tieto markery radi aj stanovenie dizky telo-
mér meranim termindlneho repeticného fragmentu (TRF).
Nasim cielom bolo vyhodnotenie dizky telomér v skupi-
ne chorych s B-CLL a nasledné porovnanie s vysledka-
mi molekuldrne cytogenetickej analyzy chromozémovych
aberdcii, muta¢ného stavu IgVH génu a expresie ZAP-

70 a CD38. Metddou Interfdznou fluorescencnou in situ
hybridizaciou (I-FISH) sme analyzovali vzorky perifér-
nej krvi od 77 pacientov s B-CLL ( 40 muZov, 37 Zien,
priemerny vek 67 rokov). K analyze cytogenetickych abe-
récii sme pouZili panel DNA sond : CLL Probe panel pre
regiony 13q14.3;13q34;17p13.1;11q22.3 12pl1.1-qll
(Abbott-Vysis) a DNA sondu k detekcii prestavby oblas-
ti 14q32 ( Abbott-Vysis, Kreatech). Dizka telomér bola
merand metddou termindlneho repeticného fragmentu
TRF( TeloTAGGG Telomere Lenght Assay kit). Na de-
tekciu telomerdzovej aktivity bol pouzity TeloTAGGG
Telomerase PCR ELISAPLUS Kkit, k urCeniu muta¢ného
stavu IgVH génu sme pouZili metédu PCR ,,touch down*.
Vysledky. Pre §tatistické vyhodnotenie zavislosti dizky
telomér a cytogenetického ndlezu sme pacientov rozde-
lili do 3 skupin: s dobrou prognézou — 32, so Standardnou
prognézou - 40, so zlou prognézou — 5 pacientov. Mu-
tacnd analyza IgVH génu bola stanovend u 74 chorych
(mutovany stav 48/ nemutovany 20) u 6 pacientov sa ne-
podarilo zachytit alely IgVH génu. 28 pacientov z 76 ma-
li pozitivny ZAP-70 a CD38 u 18 z 76 pacientov. Reduk-
ciu telomér sme identifikovali u 48 pacientov. Kvantita-
tivne stanovenie aktivity telomerdzy bola prevedend u 28
pacientov a jej zvySenu aktivitu preukdzali u 14 pacien-
tov. Statistickd analyza ziskanych vysledkov preukazala
Ze priemerné TRF je vyznamne kratSie u pacientov s ne-
mutovanym stavom IgVH génu oproti pacientom s muto-
vanym IgVH. DetailnejSie vysledky analyz TRF v porov-
nani s ostatnymi prognostickymi faktormi budd prezen-
tované. Zaver. Stanovenie dizky telomér v kombindcii
s inymi prognostickymi parametrami prispieva k detek-
cii rizikovych skupin chorych v ¢asnych Stadidch B-CLL.
Podporené grantmi IGA MZCR NR 9244-3, MZO
VEN2005, MSM 0021620808, LC535.

EXPERIMENTALNI HEMATOLOGIE 2

1411.

Optimalizace nové generace myeloidnich
dendritickych bunék pro protinadorovou vakcinaci
Skalova Katefina, Mackova Klara, Michdlek Jaroslav
(Univerzitni centrum bunécné imunoterapie, MU, Brno;
1. Détskd interni klinika, FN, Brno)

Dendritické bunky patii mezi antigen prezentujici bun-
ky, jejichZ hlavni funkci je aktivace pomocnych a cyto-
toxickych T-lymfocytd. Jsou schopné prezentovat nado-
rovy antigen a indukovat tak imunitni odpovéd organiz-
mu proti nddoru. Jako profesiondlni antigen prezentujici
bunky je lze vyuzit pro pfipravu protinddorovych vak-
cin. V riznych experimentdlnich studiich bylo prokdza-
no, ze dendritické bunky kultivované riznymi metodami
se znacné liSi svymi schopnostmi specificky aktivovat T-
lymfocyty. Zatimco dfive byl kladen diraz na imunofe-
notyp dendritickych bunék (CD80+, CD83+, CD86+,
HLA-DR+ a CD14-), podle soucasnych poznatki je roz-
hodujici schopnost specifické aktivace pomocnych T-lym-
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focytd typu Thl a cytotoxickych T-lymfocytl ve smiSe-
né lymfocytarni kultufe. Tato schopnost je ddna zejména
produkcf interleukinu-12 (IL-12), ktery podporuje proti-
nddorovou imunitni reakci. Naopak neZadouci je produk-
ce IL-10, ktery tlum{ aktivaci lymfocytl a navozuje stav
anergie. V této studii jsme porovnavali pét riznych po-
stuptl kultivace dendritickych bunék vhodnych pro pou-
Ziti v klinickych studiich. Z krve zdravych darcti byly gra-
dientovou centrifugaci izolovany mononuklearni bunky.
Metodou plastické adherence byly ziskdny monocyty, kte-
ré byly kultivovany v kompletnim médiu s pridavkem cy-
tokind IL-4 a GM-CSF (rtstovy faktor stimulujici tvor-
bu granulocyti a makrofagl). Takto ziskané nezralé dend-
ritické bunky byly naloZeny nddorovym antigenem ve for-
mé proteinového lyzatu nddorové tkané. Jejich maturace
byla indukovana péti riznymi kombinacemi cytokint
s ndsledujicim sloZenim: MK1 (maturacni koktejl 1) -
bakteridln{ lipopolysacharid (LPS) a interferon-o. (IFN-
a,); MK2 - tumor nekrotizujici faktor-o (TNF-o), IL-18,
IFN-o., prostaglandin E2 (PGE2) a ligand toll-like recep-
toru 7/8 (R848); MK3 - TNF-a, IL-1a, IL-6 a PGE2;
MK4 - TNF-o;; MKS5 - R848 a IFN-a.. Dendritické bun-
ky jsme ndsledné kvalitativné€ a kvantitativné analyzova-
li na produkeci cytokinti, imunofenotyp, zralost a schop-
nost aktivace T-lymfocytl ve smiSené lymfocytarni kul-
tufe. Dosazené vysledky budou detailné prezentovany.
Price byla podpofena granty MSMT NPVII 2B06058
a NPV II 2B08066.

1464.

The preparation of myeloma-specific T cells
activated with MUC1 pulsed dendritic cells

Kryukov Fedor, Oc¢adlikova D., Kovéarova L., BureSova
1., Héajek R., Michdlek J. (UCIC, URC-CMG, Masaryk
University, Brno;, URC-CMG, Masaryk University, De-
partment of Hematooncology, University Hospital, Br-
no; UCIC, Masaryk University, Department of Pediatrics,
University Hospital, Brno)

Background: Multiple myeloma is a hematological ma-
lignancy with weak immunogenicity and defective functi-
on of the immune system. An important issue for immu-
notherapy of myeloma is the identification of appropriate
tumor-associated antigens. Recently, MUCI1 was detected
on a majority of myeloma cell lines. Aim: We studied anti-
gen-specific and HLA-A2-restricted cytotoxic activity aga-
inst MUC1-positive ARH77 myeloma cell line in vitro.
Methods: A HLA-A?2 specific MUCI1-derived nonapetide
(TSAPDTRPA) was used as a tumor-associated antigen.
Dendritic cells (DCs) were generated from HLA-A2 posi-
tive PBMCs using GM-CSF and IL-4 and were matured
with TNFa. Myeloma-specific cytotoxic activity of MUC1-
reactive CTL was established by repeated stimulation of
CTL via dendritic cells loaded with MUC1-derived nona-
peptide. MUC-reactive IFN-g+ T cells were sorted with
immunomagnetic beads (MACS) and further expanded in
vitro. Specific cytotoxicity of MUCI-reactive T cells aga-

inst ARH77 myeloma cell line was evaluated. subset of
CD3+CD4+ and CD3+CD8+ T cells Results: The IFN-g re-
peated stimulation via DCs reached 1.31%=+0.15% and
1.05%=+0.12%, after respectively and after MACS enri-
chment reached 66.94%=7.19% of IFN-g+ CD3+CD4+ and
64.59%+6.03% IFN-g+ CD3+CD8+ T cells. At a ratio 20:1
(effector: target cells) cytotoxicity of IFN-g+ T lymphocy-
tes vs. ARH77 reached 17.16%+5.13% compared to non-
specific killing of allogeneic PBMC (negative control)
which was 0.79%+0.39%. At a ratio 40:1 IFN-g+ T cells
were able to kill 36.14%+6.51% of ARH77 MUCI-positi-
ve target cells while the cytotoxicity against allogenic
PBMC remained negligible 0.77%=0.38%. The differences
between experimental and control groups were significant
(p<0.01). Conclusion: We were able to demonstrate that
MUCT -reactive T cells can be identified and expanded using
arelatively simple in vitro techniques consisting of antigen-
specific stimulation, immunomagnetic sorting and rapid ex-
pansion. In summary, MUC1-pulsed DCs could be a good
candidate for future clinical vaccination trials. This study
was supported with grant MSMT LC0602, MSMT LC0627,
MSMT MSM0021622434, MSMT NPV II 2B06058, IGA
MZCR NR/8945-4 and IGA MZCR 1A/8709-5.

1446.

Selektivni deplece aloreaktivnich T-lymfocytt

u pacientu s diagnézou leukémie

a mnohocetného myelomu

Matéjkova Eva, BureSova Ivana, Foltdnkova Veronika,
Michalek Jaroslav (Univerzitni centrum bunécné imuno-
terapie, Masarykova univerzita, Brno)

Uvod: Reakce $tépu proti hostiteli (graft versus host,
GVH) je obdvanou komplikaci alogenni transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék. Hlavni roli hra-
ji T lymfocyty darce, které v kone¢ném diisledku mo-
hou vést k téZkému postiZeni tkani hostitele, predevsim
kidZe, jater a gastrointestindlniho traktu. Selektivni dep-
lece pomoci anti-CD25 imunotoxinu (IT) vede k eli-
minaci nezddoucich aloreaktivnich T lymfocyti a ucho-
véani zadoucich T lymfocytd dérce, které vykazuji pro-
tileukemickou a protiinfekéni reaktivitu. Metodika:
V primdrni smiSené lymfocytarni reakci (mixed lymp-
hocyte reaction, MLR) byly pouZity ozafené nendado-
rové bunky pacienta jako antigenni stimuldtor. Vznikla
populace aloreaktivnich T lymfocytl byla selektivné de-
pletovdna pomoci anti-CD25 imunotoxinu (IT). Zbylé
T-lymfocyty byly ndsledné stimulovédny leukemicky-
mi/myelomovymi bunikami téhoz pacienta. Takto akti-
vované buiiky byly separovany metodou FACS a po na-
sledné expanzi byla jejich protileukemickd/protimyelo-
mova aktivita ovéfena v neradioaktivnim testu cytoto-
xicity. Soubor pacienti: V nasich experimentech bylo
provedeno 22 MLR (12x AML, 3x ALL, 2x CLL, 1x
CML a 7x mnohocetny myelom). Vysledky: Selektivni
deplece aloreaktivnich T lymfocytti pomoci anti-CD25
IT doséhla vzdy velmi vysoké ucinnosti (99,2 — 100%,
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medidn 99,7%). Graft-versus-leukemia/myelom (GVL/-
/IGVM) efekt darcovskych T lymfocytd byl dobfe za-
chovan: 1,1 — 9,6% (medidn 7,46%) u pacientd s leu-
kémii a 0,7 - 6,6% (median 3,0%). Graft-versus-host
(GVH) reaktivita ddrcovskych bunék byla zanedbatel-
na (0 — 0,23%, medidn 0,14%) i po opakovanych resti-
mulacich ozafenymi nenddorovymi buinkami pacienta.
Test cytotoxicity potvrdil vyraznou protinddorovou ak-
tivitu ziskanych GVL/GVM klond T lymfocytl. Zavér:
Dokézali jsme, Ze anti — CD25 imunotoxin vede k dlou-
hodobé selektivni depleci aloreaktivnich klond T lym-
focytt darce pfi uchovani jejich protinddorového poten-
cidlu. V pripadé diagnézy leukémie i mnohocetného
myelomu byla u depletovanych bunék zachovana vyso-
ka reaktivita GVL a GVM. Podporovéno grantem Mi-
nisterstva Skolstvi, mlddeZze a télovychovy NPVII
2B06058.

1499.

Detekce alodepletovanych protileukemickych

T lymfocytarnich klonii u pacienta s chronickou
lymfatickou leukémii

Foltankova Veronika, Kold¢na Katetina, Matéjkova Eva,
Dendis Milos, Barto§ Milan, Novotnd Dana, Brychtovd
Yvona, Mayer Jifi, Michalek Jaroslav (Univerzitni cent-
rum bunécné imunoterapie, Masarykova Univerzita, Br-
no,; Genex CZ, s.r.o., Brno; IHOK FN, Brno; 1. détskd in-
terni klinika, FN, Brno)

Efekt Stépu proti leukémii (GVL; graft versus leu-
kemia) byva Casto provdzen nemoci St€pu proti hosti-
teli (GVHD; graft versus host disease) u pacientl pod-
stupujicich alogenni transplantaci hematopoetickych
kmenovych bunék (HSCT). Jiz dfive jsme pomoci klo-
notypového eseje prokdzali, Ze reakce GVL a GVH je
zprostiedkovana riznymi klony T lymfocyti (Michalek
et al., PNAS 2003). Cilem této studie bylo u pacienta
s chronickou lymfatickou leukémifi identifikovat tako-
vé klony T lymfocytd, které nesou specifickou proti-
leukemickou aktivitu a zdroven nevyvoldvaji GVH
efekt. Klony byly identifikovdny na zdklad€ smiSené
lymfocytédrni reakce (MLR). V primdrni MLR byly T
lymfocyty HLA-identického ptibuzného dérce stimulo-
vany antigenem ziskanym z neleukemickych bunék pa-
cienta a aloreaktivni T lymfocyty byly ndsledné selek-
tivné depletovany pomoci anti-CD25 imunotoxinu. Alo-
depletované T lymfocyty byly déle v sedmidennich in-
tervalech tfikrat reaktivovany ozarenymi leukemicky-
mi bunkami téhoZ pacienta. Aktivované alodepletova-
né GVL-reaktivni T lymfocyty darce byly vytfidény po-
moci pritokového cytometru. Individudlni GVL-spe-
cifické klony T lymfocytt byly identifikovany pomoci
klonotypového eseje, ktery je zaloZen na detailni ana-
lyze unikatni VDJ sekvence T lymfocytdrniho recepto-
ru beta (TCRB-VDJ). Cilova TCRB-VDIJ sekvence by-
la amplifikovana pomoci dvou odlisnych piistupi PCR
(V-rodiny a anchored PCR) a pouzita k vytvoreni cDNA

knihovny s imunodominantnimi klony. Bylo dosaZeno
selektivni deplece (vice nez 2 log) aloreaktivnich T
lymfocytl. Zaroven byla uspésné potencovina jejich
protileukemicka aktivita, kterd byla ovéfena i v nera-
dioaktivnim testu cytotoxicity. Byly srovnany vysledky
dvou odlisnych zptsobt amplifikace sekvence TCRB-
VDIJ. Metodou PCR s TRBV primery jsme identifiko-
vali devét protileukemickych klont, z toho ¢tyfi byly
rozpozndny rovnéZ druhou metodou anchored PCR.
Nejvice dominantni klon TCRBV 7.2 byl zastoupen
v 80% vsech klont a byl sledovan pomoci real-time
PCR v perifern{ krvi pacienta po HSCT. Vzhledem ke
klinickému prubéhu komplikovanému vzacnou blastic-
kou transformaci (Stano-Kozubik et al., Cancer Genet
Cytogenet. 2008), kterd vedla ke smrti pacienta v relap-
su osm mésict po HSCT, nebyl in vivo detekovatelny
ani nejvice dominantni protileukemicky klon T lymfo-
cytii. Price byla podpofena grantem MSMT (NPVII-
2B06058).

1432.

Pamét'ové a regulaéni populace T-lymfocytd u nové
diagnostikovanych pacienti s roztrousenou sklerézou
Mikulkova Zuzana, Praksova Petra, Stourag Pavel, Bed-
narik Jan, §trajtové Lucie, Michélek Jaroslav (Univerzit-
ni centrum bunécné imunoterapie, MU, Brno; Neurolo-
gickd klinika, FN, Brno)

Roztrousend skleréza (RS) je chronické autoimunit-
ni onemocnéni zpisobené infiltraci auto-agresivnich
bunék do centrdlniho nervového systému. Pomoci pri-
tokové cytometrie jsme zhodnotili populace T-lymfocy-
tt s vyznamnou funkci v autoimunitnich procesech. Po-
rovnali jsme populace naivnich T-bunék CD4+
CD45RA+, centrdlnich pamétovych T-bunék (Tcm)
CD4+CD45RO+CCR7+, efektorovych pamétovych T-
bunék (Tem) CD4+CD45RO+CCR?7, T-regulacnich bu-
nék (Treg) CD4+CD25highCD127low a T-supresoro-
vych bunék (Ts) CD8+CD28-. Sledovali jsme rozdily
ve skupiné pacientl s prvni manifestaci roztrousené
sklerézy (n = 58) a ve skupiné zdravych darct (n = 40).
Byly zjistény zvysené pocty pamétovych populaci, jak
Tem (p = 0,014), tak Tem (p > 0.001). U naivnich bu-
nék byl detekovan pokles v rdmci skupiny RS pacien-
ti (p=0,017). U populace regulaénich bunék nebyl zjis-
tén zadny signifikantni rozdil mezi pacienty a zdravy-
mi ddrci (p = 0,162). Ddle byl sledovdn vyvoj vSech
uvedenych populaci v zdvislosti na véku a bylo zjiSté-
no, ze populace T-lymfocytl jsou vékové zdvislé u zdra-
vych ddrci, avSak 7zadnd vyznamnd zavislost nebyla
zjiSténa u nové diagnostikovanych RS pacientti. Prace
byla podpofena granty Ministerstva Skolstvi, mladeze
a t€lovychovy: MSM0021622404 a 2B08066.
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