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CHRONICKA LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

PO1

LIEéBA CHRONICKEJ B-LYMFOCYTOVEJ
LEUKEMIE KOMBINOVANOU
IMUNOCHEMOTERAPIOU S RITUXIMABOM

= DATA Z REALNEJ KLINICKEJ PRAXE
Hrubisko M.'?, Lukas J.1?2, Harvanova L.!, Hatalova
A/, Slezakova K.}, Sninska Z.!, Farkas F.!, Petrikova
K.!, Pavlikova D.2, Skrakova M.!?, Sopko L.},
Stefinikova Z.!, Bojtarova E.'?, Mistrik M.'?,
Batorova A.l?

'Klinika hematolégie a transfiiziolégie LF UK, SZU a UNB,
Nemocnica sv. Cyrila & Metoda PetrZalka, Bratislava

Slovenskd zdravotnicka univerzita, Bratislava

Ciel: Porovnanie efektivity rezimu FCR (fludar-
abin, cyklofosfamid, rituximab - RXM) s pacientmi
lieCenymi v minulosti bez pouzitia RXM a kombinacie
RXM s Bendamustinom (BR) v rutinnej praxi na KHaT
v Bratislave.

Metédy: Statisticky sme spracovali stbor 109 pa-
cientov (71 muZov a 38 Zien), ktori boli v rokoch 2001-2018
lieCeni CHT v kombindacii FC, FCR alebo BR. Priemerny
vek pri diagnéze v celom stibore bol 57 rokov (median 57
rokov, rozsah 36-79 rokov). Rezim FCR dostalo 83 paci-
entov, FC 27 pacientov a BR 12 pacientov. Median veku
v skupinach FCR - FC - BR bol 58, 52 a 61,5 rokov, resp.
Median sledovania bol 58,5 mesiaca (2-240 mesiacov).

VysledKky: V skupine FCR sme dosiahli75 KR (90,4 %),
5 PR (6 %) a 3krat (3,6 %) sme odpoved nezaznamenali
(NR). V skupine bez RXM sme zaznamenali 21 KR (77,8 %)
a po 3 (11,1 %) PR a NR. Pacienti s BR dosiahli KR
v 8 pripadoch (66,7 %), PR v 3 (25 %) a NR 1krat (8,3 %).
RFS v skupine FCR bol 37 mesiacov, bez RXM 30 mesia-
cov. Median OS v skupine FCR nebol eSte dosiahnuty,
po FC je 97 mesiacov. Rozdiel sice nie je Statisticky
signifikantny, ale pozorujeme vyrazny trend v pro-
spech skupiny FCR. 18 chorych v skupine bez RXM
bolo liecenych v dalSej linii reZimom FCR, prip. inymi
sposobmi vratane alogénnej nepribuzenskej transplan-
tacii krvotvornych buniek (3krat). Pri rezime FCR ma
vyrazny vplyv na RFS genetika (RFS low risk 39 mesiacov
vs. high risk 24 mesiacov), linia liecby (RFS 1. linia 50
mesiacov vs. 2. linia 16 mesiacov) a pokrocilé stadium

(C, prip. Ill a IV): RFS pociatoné stadium 41 mesiacov
vs. pokrocilé 14 mesiacov.

Zaver: RFS sa pridanim Rituximabu do liecby CLL
vyrazne predlZzil, zaznamenali sme aj zlepSenie celko-
vého prezivania, ktorého median nebol eSte v skupine
FCR dosiahnuty. Potvrdili sme vyznam pokrocilosti
choroby a genetickych rizikovych faktorov.

P02

TERAPIE BCR INHIBITORY

U CHRONICKE LYMFOCYTARNI

LEUKEMIE - ZKUSENOSTI CENTRA

Spaéek M., Molinsky J., Cmunt E., Karban J.,
SalkovaJ., Haber J., Trnény M.

1. interni Klinika 1. LF UK a VEN, Praha

Cile: Terapeutické vysledky u pacientfi s CLL se v po-
slednich letech vyrazné zlepsuji. Zasadni podil na tom
ma nova cilend 1écba, kterd podstatné méni prognézu
pacientti s CLL. V soucasné dobé jsou dostupné tfi nové
molekuly: ibrutinib, idelalisib a venetoklax. Vybér pa-
cientd pro klinické studie zpravidla neodpovida bézné
populaci nemocnych s CLL, a proto bylo cilem nasi prace
popsat vysledky terapie BCR inhibitory v bézné praxi.

Metody: Zatazeni byli pacienti s CLL, ktefizahajili
1é¢bu BCR inhibitory (ibrutinib, idelalisib) do konce
roku 2017, hodnocena byla odpovéd na 1écbu (véetné
CT vysetfeni) a toxicita dle CTCAE.

VvysledKy: Ibrutinib zahajilo 22 pacientd (73 % muzi),
median véku pfi zahdjeni terapie byl 67 let (43-82 let),
aberace TP53 byla pfitomna u deseti pacientdi (45 %).
Celkova 1écebna odpovéd (ORR) byla 82 % (9% komplet-
ni remise). Dva pacienti progredovali (9 %), jeden mél
stabilni chorobu (5 %) a jednou nebyla odpovéd hodno-
cena. Aktualni median ¢asu na 1é¢bé je 7 mésict (2-27
meésicli), pficemz 13 pacientdl dale pokracuje. Diivody
ukonceni terapie byly (pocty pacientdl): progrese (3),
alogenni transplantace (2), krvaceni (2), sekundarni
malignita (2). Idelalisib zahajilo 20 pacientd (60 % mu-
zi), median véku pii zahajeni terapie byl 68 let (42-79
let), aberace TP53 byla pfitomna u 13 pacientl (65 %).

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 24, SUPLEMENT 2, 2018

49



POSTEROVA SEKCE

50

Celkova 1écebné odpovéd (ORR) byla 80% (5% komplet-
ni remise). Ctyfi pacienti vykazovali stabilni chorobu
(20%). Aktualni median ¢asu na 1é¢bé je 6 mésicti (2-30
meésicll), pficemz Ctyfi pacienti dale pokracuji. Dvody
ukonceni terapie byly (pocty pacientl1): progrese (4),
infekce (4), alogenni transplantace (2), kolitida (2), sek.
MDS (1), buldézni dermatitida (1), progrese (1), stabilni
choroba (1).

Zaveér: BCR inhibitory jsou hlavni lé¢ebnou moz-
nosti u relabujicich/refrakternich pacientt s CLL.
Vysledky z bézné praxe ukazuji pfi akceptovatelné
toxicité vysokou tcinnost i u prognosticky velmi ne-
priznivych CLL.

PO3

KOMPLFXNi HODNQCENi IMUNITNICH
FUNKCI U NEMOCNYCH S CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMII

Vodarek P.!, Andrys C.2, Jurenkova A.2, Motyckova
M.!, Rezidova V.2, Soudek 0.2, Simkovi¢ M.},
Vokurkova D.2, Belada D.!, Zak P.!, Smolej L.

'IV. intern{ hematologickd klinika LF UK a FN, Hradec Krdlové
ZUstavklinické imunologie a alergologie LF UK a FN,Hradec Krdlové

Uvod: Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je
provazena vyznamnym kombinovanym imunodefici-
tem. Disledkem je zvySeny vyskyt infekci, které jsou
nejcastdjsi pfi¢inou umrti nemocnych s CLL. Rada
mechanismi imunosuprese u CLL neni dosud dobfe
prozkoumana.

Cile: Komplexni zhodnoceni bunééné a humoralni
imunity u nemocnych se stabilni a progredujici CLL.

Metody: Imunitni funkce byly prospektivné hod-
noceny u 78 nemocnych s CLL (50 muzl, median véku
67 let, nizké/stfedni/vysoké modifikované riziko dle
Raie u 23/33/44 % nemocnych, progredujici onemocnéni
149 %). Parametry bunécné imunity (poc¢ty Th- lymfo-
cytt (ly), Tc-ly, polyklonalnich B-ly a NK-bunék) byly
hodnoceny priitokovou cytometrii (cytometr Navios,
Beckman Coulter). Sérové koncentrace cytokint (IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IL-33 a IEN-y) byly stano-
veny metodou X-MAP (Luminex). Humoralni imunita
byla hodnocena méfenim koncentraci imunoglobulint
(IgG1-4, IgM a IgA) pomoci kitli Image Imunochemistry
System (Beckman Coulter) a testem aktivace kom-
plementu pomoci kitd Wieslab Complement System
Screen (Euro Diagnostica). Pri statistické analyze dat
humoralni imunity byl vyuzit kontrolni soubor 46
zdravych darct krve (27 muzt, median véku 40 let).
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vysledky: Nemocni s CLL méli proti kontro-
1am nizsi koncentrace IgG, IgA i IgM (p < 0,0001).
Progredujici onemocnéni bylo spojeno s nizsi kon-
centraciIgGalgA (p=0,009ap=0,0005). Unemoc-
nych s CLL byla proti kontroldm zvysenda aktivace
komplementu alternativni cestou (p = 0,039). Sérové
koncentrace IL-4, IL-6, IL-10 a IFN-y byly ve srovnani
s kontrolami zvysSené (p < 0,0001). Nemocni s progresi
CLL méli navic vy$si koncentrace IL-10, nez nemocni
se stabilni chorobou (p = 0,038). U progredujici CLL
byly nizsi relativni pocty T-ly, Tc-ly a NK-bunék (p =
0,021, p=0,021ap=0,011), ale vys$si relativni pocCet
Th-lymfocyti (p = 0,038).

Zavér: Vysledky ukazuji na vicecCetné defekty po-
stihujici bunécnou i humoralni imunitu nemocnych
s CLL. Progredujici onemocnéni je spojeno s dalSim
zhorSovanim imunitnich funkci. Budou prezentovana
aktualizovand data.

Podporeno programem Progres-Q40/08, Liga proti rakoviné
Praha.

P04

VYUZITi OSMIBAREVNE PRUTOKOVE
CYTOMETRIE V DIAGNOSTICE
VLASATOBUNECNE LEUKEMIE

Hrabé&akova v.!, CerniJ.'?, Doubek M.!?, Dvorakova
D.!, Mayer J.!?

'Interni hematologickd a onkologickd Klinika, Centrum molekuldni
biologie a genové terapie FN, Brno

2Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), Masarykova
univerzita, Brno

Cile: Buiiky vlasatobunécéné leukemie (HCL) vy-
kazuji typické morfologické a imunohistochemické
znaky, nicméné stanoveni diagnézy nemusi byt na
prvni pohled jednoznacné. Leukemické burnky jsou
dobte detekovatelné i pomoci pratokové cytometrie.
Molekuldrni analyza DNA umoznuje prokazat ziskanou
mutaci protoonkogenu BRAFV600, kterd je popsana jako
spolehlivy marker tohoto onemocnéni. Nasim cilem
bylo dosahnout, aby se imunofenotypizacni analyza
zralych leukemickych B-bunék stala optimalizovanou,
rychlou a efektivni metodou nejen v ramci diferencialni
diagnostiky, ale také pfi dlouhodobém sledovani pa-
cientl s indolentnim priibéhem HCL a také u pacientii
po terapii v rdmci sledovani minimalni zbytkové nemo-
civ€etné pacientli s netypickym fenotypem ¢i nejasnym
statusem mutace BRAF V600.
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Metody: Srovnavali jsme miru exprese a relevanci
ptvodné i nové popsanych antigend (CD1lc, CD20,
CD25, CD27, CD48, CD103, CD123, CD200, CD305 a ROR1)
a vysledky analyzy mutace BRAF V600 mezi skupinou
pacientli s HCL, variantni HCL a zdravymi kontrolami.
Na pfistroji FACSCanto II byly pomoci osmibarevné
analyzy stanoveny hodnoty MFI pro jednotlivé anti-
geny (na populaci CD19+ leukocytii). Byla hodnocena
mira diskriminace hodnot MFI mezi leukemickymi
a fyziologickymi CD19+ B-lymfocyty v ramci riznych
kombinaci antigenti na test.

VysledKky: V porovnani s fyziologickymi B-lymfocyty
jsou jednotlivé antigeny exprimovany na povrchu leu-
kemickych bunék s rozdilnou mirou exprese. Prokazali
jsme, Ze v porovnani se zdravymi kontrolami je pomoci

antigenti CDllc, CD103, CD305 a CD200 mozZné zcela
odliSit normalni B-lymfocyty od bunék HCL. Negativni
exprese antigenu CD200 ve vice neZ poloviné pfipadt
navic m@ize pomoci odlisit variantni HCL od klasické
HCL, kde je dany antigen hyperexprimovan. Exprese
vSech ostatnich vySetfovanych znakl vykazovaly me-
zi bunikami HCL a normalnimi B-lymfocyty urcitou
miru pfekryvu. Na zakladé danych vysledkl je mozné
sestavit vysoce specificky vySetfovaci panel antigent,
pomoci kterého spolehlivé odli§ime patologické a fyzio-
logické B-lymfocyty.

Zavér: Analyzovana data pomohou zpiesnit diferen-
cidlni diagnostiku HCL a zkvalitnit sledovani minimal-
ni zbytkové nemoci jako i efektivné vyuzit relevantni
a moderni imunofenotypizacni markery.
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LYMFOMY

PO5

CYTPL(’GIA IMPRINTOV I:YMFATICKVCH
UZLIN - JEDENASTROCNE SKUSENOSTI

wild A.'2, Holasova J.2, Plank L.>*, Szépe P.>*,
Balharek T.>*, Marcinek J.>*

'Hematologické oddelenie a Centrdlny laboratérny komplex FNsP
F. D. Roosevelta, Banskd Bystrica

2Slovenskd zdravotnicka univerzita, Bratislava

sUstav patologickej anatémie Jesseniovej lekdrskej fakulty
Univerzity Komenského a Martinskej fakultnej nemocnice, Martin
*Martinskeé bioptickeé centrum, s.r.o., Martin

Ciele: Cytolégie imprintov lymfatickych uzlin
(CILU) sa dlhodobo vykonavaji na pracovisku autorov
pre pripad potreby dalSej diagnostiky, stagingu alebo
aj zacatia terapie pred vysledkom histologického vySe-
trenia a pripadne ako material pre genetické vySetrenie
metdédou FISH. Cielom je zhodnotit ich vyznam z hla-
diska urcenia spravnej diagnézy.

Metody: Autori retrospektivne vyhladali popisy
CILU od aprila 2007 do aprila 2018. Porovnali vysledky
CILU a histolégie lymfatickych uzlin.

vysledky: Autori identifikovali 119 nalezov porovna-
telnych s histologickym vysetrenim. 5 imprintov bolo
nereprezentativnych. Z 22 malobunkovych NHL (mNHL)
bolo cytologicky identifikovanych 8, 4 boli oznacené ako
v blastickej transformacii (BT), 2 ako nejasny a 8 ako
nenadorovy nalez. Z 20 DLBCL bolo 10 oznacenych ako
NHL vysokého stupnia malignity (HG-NHL), 8 ako tumor
nejasnej genézy, 1 ako Burrkitov lymfém (BL) a 1 ako
mNHL-BT. Z 15 imprintov suspektnych z HG-NHL boli 2
histologicky bez nadorovej infiltracie: prvy cytologicky
suspektny z PTLD, druhy histologicky bez infiltracie
v LU, ale s infiltraciou DLBCL v kostnej dreni a sliznici
duodena. Spravne boli identifikované: jediny BL, 53 %
Klasickych Hodgkinovych lymfémov (cHL, eozinofilia
v LU bola u menej ako 33 %) a 83 % LU bez nadorovych
zmien. Pre diagnostiku mNHL bola senzitivita 54%, po-
zitivna prediktivna hodnota (PPH) 89%. Pre diagnostiku
metastaz bola senzitivita 65%, Specificita a PPH 100%,
negativna prediktivna hodnota 93%. Pre diagnostiku
vSetkych nadorov okrem mNHL boli tieto hodnoty 85 %,
69 %, 89 % a 55 % a pre HG-NHL 55 %, 78 %, 68 % a 92 %.
Autori prezentuju korelaciu morfologickych s dalsimi
laboratérnymi a klinickymi idajmi a pripadné moznosti
spresnenia cytologickej diagnostiky.

Zaver: CILU nedostatocne diagnostikuje mNHL, ich
blasticku transformaciu aj cHL, najma ak ide o novo-

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 24, SUPLEMENT 2, 2018

zistené ochorenie. Cytologicky nilez nddorovej infil-
tracie inej ako evidentnej MTS nemozno pouzivat pre
liecebné ucely bez korelacie s klinickymi a ostatnymi
laboratérnymi tdajmi.

P06

STANDARDIZACE TEST'OVANI'
SOMATICKYCH MUTACI V GENECH MYD88

A CXCR4 Z KOSTNI DRENE A PERIFERNI
KRVE U PACIENTU S WALDENSTROMOVOU
MAKROGLOBULINEMII V CESKE REPUBLICE
Ka$€ak M.!2, Chyra Z.2>3, Growkova K.»23, Simicek
M.23 Hrdinka M.'?3, Jelinek T.}?3?, Hajek R.!?
'Klinika hematoonkologie FN, Ostrava

2Lékarskd fakulta, Ostravskd univerzita

Katedra biologie a ekologie, Prirodovédeckd fakulta, Ostravskd
univerzita

Uvod: Vice neZ 90 % pfipadli Waldenstromovy mak-
roglobulinemie (WM) provazi aktiva¢ni bodova mutace
L265P v genu MYD88 a jenom vzacneé se vyskytuje u ji-
nych indolentnich lymfomt. Druhym nejcastéji muto-
vanym genem u WM s frekvenci 30 % je CXCR4 (Hunter
2014). Mutace v téchto genech jsou pritomné v kostni
dfeni (BM) a zaroven v periferni krvi (PB) s vysokou
konkordanci (Growkova 2017). Genotyp mutaci u WM
predstavuje nejvyznamneé;jsi faktor urcujici efektivitu
1é¢by a mtiZe byt voditkem pfi jejim vybéru (Treon 2017).
Bylo popsano nejméné sedm metod detekce s riznym
detekénim limitem a testujicich rizné bunécné frakce.
Doposud ale neexistuje jednotny standard pro vysetfeni
téchto mutaci v rutinni praxi v Ceské republice.

Cil: Cilem této prace je navrh standardizované me-
tody alelové specifické PCR (AS-PCR) pro potieby vy-
Setfeni somatickych mutaci v genech MYD88 a CXCR4
ze vzorkll BM a PB, které by byly dostatecné citlivé,
jednoduché a dostupné.

Metody: Byly pouzity vzorky z PB a BM 31 pacienti
s WM. Analyza mutace MYD88 (L265P) byla provedena
na vzorcich genomové DNA (gDNA) mononuklearnich
bunék PB (PBMCs) pomoci AS-PCR (Varettoni 2013).
Pomoci kvantitativni real-time AS-PCR byla analyzova-
na mutace CXCR4(C1013G) (Roccaro 2014). Pro srovnani
vysledki byla navic provedena analyza u deseti vzorkil
zplné PB a u deseti ndhodné vybranych vzorkid z CD19+
bunék BM.
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Vysledky: Analyza mutaci v genu MYD88 (L265P) ze
vzork{i gDNA PBMCs odhalila 87 % (27/31) WM pacientti
jako pozitivnich. Mutace CXCR4 (C1013G) se objevila
ve 25 % (8/31). Konkordance detekce MYD88L265P mezi
CD19+ BM v porovnani s PB, PBMCc a CD19+ PB byla
100% u vSech pripadli, pro CXCR4S338X byla konkordan-
ce mezi CD19+BM a CD19+PB nebo PBMCs 91%, mezi
CD19+BM vs. PB 83%.

Podporeno grantem DRO - FNOs/2018.

PO7

VYZNAM ANTIAN'G!OGEI!NI' TERAPIE
ULYMFOMU Z PLASTOVYCH BUNEK

Vockova P.12, Klanova M., Molinsky J.»2, Tuskova
D.2, Maswabi B. C.2, Trnény M.}, Klener P.'?

. interni klinika 1. LF UK a VEN, Praha

ZUstav patologické fyziologie 1. LF UK, Praha

Cil: Bevacizumab je rekombinantni monoklonalni
protilatka proti vaskularnimu endotelidlnimu rasto-
vému faktoru (VEGF), ptisobi primarné inhibici angio-
geneze. Tato latka je v soucasnosti schvalena v 1é¢bé
nékterych solidnich tumord (napt. kolorektalni kar-
cinom, karcinom prsu a ledvin). U hematologickych
malignit zatim zlistava vyznam angiogeneze a antian-
giogennich 1écebnych pristupl nejasny. Nasim cilem
bylo prozkoumat efekt bevacizumabu v experimentalni
terapii lymfomu z plastovych bunék (MCL).

Metoda: K experimentalni terapii jsme pouzili
panel mysSich modelt lidského MCL zaloZenych na in-
travenézni (i.v.) ¢i subkutanni (s.c.) xenotransplantaci
ustalenych bunécnych linii (JEKO-1, HBL-2) a primar-
nich bunék MCL (VEN-M1, VEN-M2) do imunodefici-
entnich mysi (NOD.Cg-Prkdcscid I12rgtm1Wwijl/Sz]).
Protilymfomovy efekt bevacizumabu byl hodnocen
analyzou dynamiky rastu podkoZnich tumorti (s.c. mo-
del) ¢i porovnanim celkového prezivani mysi (i.v. mo-
del) 1écenych bevacizumabem ve srovnani s kontrolni,
nelécenou skupinou mysi (CTRL). Exprese vybranych
gend byla analyzovana pomoci TagMan Angiogenesis
Array. Hladina VEGCF byla analyzovana v mySich tka-
nich metodou ELISA.

VysledKky: Zjistili jsme, Ze bevacizumab vyznamné
potlacuje rst podkoznich tumord MCL u 4 ze 4 s.c.
modell v porovnani s CTRL (JEKO-1: 0,71 g + 0,24 g vs.
3,22g+0,65g, p=0,0061; HBL-2: 0,95 g + 0,11 g vs.
4,2g+0,28¢g, p<0,0001; VFN-M1: 0,49 g + 0,04 g vs.
2,18g+0,13g, p<0,0001; VFN-M2: 0,77 g + 0,07 g vs.

1,15g + 0,18 g, p = 0,0012). Na druhou stranu, bevaci-
zumab je neucinny pro terapii diseminovaného MCL;
u 3/4 testovanych i.v. modeld (HBL-2, JEKO-1, VENM1)
se celkové prezivani mysi 1léCenych bevacizumabem
vyznamné nelisi ve srovnani s CTRL (p = 0,89, 0,87
a 0,09). Stanoveni hladin VEGF v s.c. tumorech CTRL
ukazuje korelaci exprese VEGF s velikosti tumoru.
U vSech analyzovanych model dochazi po terapii beva-
cizumabem ke zvySeni exprese proangiogennich genti
ANG, FOXC2 a IFNBI.

Zaveér: Diskrepance protilymfomové tcinnosti be-
vacizumabu u s.c. a i.v. modelu mtZe byt zptisobena
odlisSnou arovni hypoxie vlymfomu rostoucim podkoz-
né a ulymfomu systémové diseminovaného. Vysledky
analyzy genové exprese naznacuji, Ze zablokovanim
VEGF dojde ke stimulaci alternativnich mechanismi
angiogeneze.

PO8

HODNO?FNi TOXICITY LECBY 1. LINIE .

U STARSICH PACIENTU S HODGKINOVYM
LYMFOMEM V POKROCILEM STADIU -
MULTICENTRICKA RETROSPEKTIVNI
ANALYZA DAT ZCR

Sykorova A.!, Mocikova H.2, Lukasova M.}, KofenJ.*,
Stépankova P.!, Prochizka V 3, Belada D.!, Klaskova
K.2, Giherova L.2, Chroust K., Buresova L.5, Markova
J.2, za Hodgkintiv lymfom, z.s.

'IV. intern{ hematologickd klinika LF UK a FN, Hradec Krdlové
20ddélen{ klinické hematologie 3. LFUK a FNKV, Praha
‘Hemato-onkologickd klinika a LF UP, Olomouc

*L interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK a VEN, Praha
SDSC Services, Tisnov

Uvod: Optimalni 1é¢ba pacientli = 60 let s pokro-
¢ilym stadiem Hodgkinova lymfomu (HL) neni dosud
definovana pro castou pritomnost komorbidit nemoc-
nych a Spatnou toleranci chemoterapie (CHT) a/nebo
radioterapie.

Cil: Cilem préace bylo analyzovat toxicitu 1é¢by
1. linie u starsich pacientt s klasickym HL v pokrocilém
stadiu.

Metody: Analyzovali jsme 1é¢bu u 125 pacient
(p) = 60 let s HL v pokrocilém stadiu s diagnézou
v letech 1999-2016. Medidn véku byl 67 let (rozmezi
60-84 let). Samotnou chemoterapii bylo 1éceno 109
(87,2 %) pacientli. CHT a RT byla pouzita u 11,2 % pa-
cientli. Chemoterapii na bazi antracyklint dostalo
84 % nemocnych, 50,4 % pacientii bylo 1é¢eno rezi-
mem ABVD.
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Vysledky: Median poctu podanych cykld CHT byl
6 (rozmezi 1-9). Median poctu cyklti CHT s podavanim
G-CSF byl 6 (rozmezi 1-8). ORR byla 83,2 % pacienti - CR
67,2%, SD 0,8 % a progrese 6,4 %. Toxicita bleomycinu
stupné > 3 byla pozorovana u 12,2 % nemocnych. Dalsi
toxicita stupné > 3 dle CTCAE v.4 zahrnovala: kardidlni
7,2 %, neurologickou 4 %, infekce 21,6 % a jinou toxicitu
4 %. Zemfelo 51 pacientd (40,8 %). Nejvyssi imrtnost
v této skupiné pacientdl byla zplisobena progresi HL
(31,3 %). Umrtnost v souvislosti s 1é¢bou byla 25,4 %.
Dalsi pri¢iny amrti zahrnovaly: infekce (3,9 %), sekun-
darni malignity (9,8 %), jiné pri¢iny (11,8 %) a neznamo
(17,6%) pacientd.

Zaveér: NejcCastéjsi pricinou tmrtnosti u starsich
pacientl v pokrocilém stadiu zlistava progrese HL.
Toxicita bleomycinu je v nasem souboru srovnatelna
s publikovanymi tidaji. Mortalita v souvislosti s te-
rapii je vysoka. Prospektivni klinick4d hodnoceni jsou
nutna k urceni optimalniho 1é¢ebného rezimu s vyssi
ucinnosti a nizkou toxicitou.

Prdce byla podporena grantem AZV 16-29857A, grantem KLS
16-310924, vyzkumnym projektem Univerzity Karlovy v Praze, 3. LF
UK v Praze Progres-Q28 a vyzkumnym projektem Progres-Q40/08.

P09

HODGKINOVA VARIANTA

RICHTEROVA SYNDROMU

U PACIENTU V CESKE REPUBLICE

Mocikova H.!, Sykorova A.2, Markova J.!, Klaskova
K.}, Simkovi¢ M.2, Smolej L.2, Kalinova M.3, Campr
V.3, Kozak T.!

'Intern{ hematologickd klinika 3. LF UK a FNKV, Praha

2IV. interni hematologickd klinika FN, Hradec Krdlové

sUstav patologie a molekuldrni mediciny 2. LF UK a FN Motol,
Praha

Cil: Transformace B bunécné chronické lymfatic-
ké leukemie (B CLL) do Hodgkinova lymfomu (HL) se
vyskytuje zfidka. Optimalni 1é¢ba téchto pacientl
je nejasnd. V praci jsme shrnuli diagnostiku, 1é¢bu
a prognoézu deseti pacientti 1é¢enych v Ceské republice
pro Hodgkinovu variantu (HV) Richterova syndromu.

Metody: Inicidlni 1é¢ba deseti pacientd s B CLL za-
hrnovala prevazné chemoterapii na bazi fludarabinu
v kombinaci s rituximabem nebo alemtuzumabem,
pouze tfi pacienti byli 1é¢eni chlorambucilem. V letech
1996-2017 jsme diagnostikovali v Ceské republice de-
set pacientli (osm muzil) s HV Richterova syndromu.
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Median doby od diagnézy CLL do diagnoézy HV byl 8,4 let
(rozsah 2,6-16,5). Median véku pfi diagndze HV byl 68 let
(rozsah 54-83). Pro nedostatek kvalitniho materidlu ze
zamrazenych tkani nebo pro nedostupnost vzorki z doby
inicidlni diagnostiky B-CLL pouze u jednoho pacienta
bylo mozné prokazat stejné klonalni rearanzovani IgH
(VH7/DH1/JH6) ze vzorku CLL a soucasné z bunék HV zis-
kanych pomoci mikrodisekce. Sedm pacientti s HV bylo
1éCeno chemoterapii ABVD (doxorubicin, bleomycin,
vinblastin, dakarbazin), z nich dva v kombinaci s ritu-
ximabem. Tfi pacienti dostali COPP (cyklofosfamid, vin-
kristin, prokarbazin, prednison). Po chemoterapii byli
dva pacienti ozafovani 30 Gy technikou ,,involved field“.

Vysledky: Po 1é¢bé HV v ramci B CLL byly dosazZe-
ny tfi kompletni remise, tfi parcialni remise a ¢tyti
progrese. Nasledné Sest pacientli bylo 1éceno dale,
u ¢tyf nemocnych v kombinaci s rituximabem. Z de-
pacient v parcidlni remisi. Sest pacientli zemfelo (tfi
progrese, jeden toxicita 1écby, jeden solidni nador,
jeden nejasna pricina). Median celkového pieziti od
diagnézy B-CLL byl 207 mésicti a od diagnézy HV byl
42 mésict.

Zaveér: Nase vysledky potvrzuji $patnou prognoézu
Hodgkinovy varianty Richterova syndromu. Soucasna
1é¢ba HV neni uspokojiva, proto by bylo vhodné zvazit
zafazeni novych 1ékd u téchto pacientd.

Prdce byla podporena grantem AZV 16-29857A a vyzkumnym
projektem Univerzity Karlovy v Praze, 3. LF UK v Praze Progres-Q28
a Progres-Q40/08.

USPESNA LECBA RELAPSU HODGKINOVA
LYMFOMU PO AUTOLOGNI TRANSPLANTACI
BRENTUXIMAB VEDOTINEM - KAZUISTIKA
Markova J., Mdcikova H., Gaherova L., Kozak T.
Interni hematologickd klinika 3. LF UK a FNKV, Praha

Cile: Hodgkintiv lymfom (HL) patii mezi nejlépe
1écitelna onkologickd onemocnéni. Problémem zii-
stava 1éc¢ba recidivujicich relapsi (R/R HL). Relaps
po vysokodavkované terapii (HDT) nasledované au-
tologni transplantaci perifernich kmenovych bunék
(ASCT) mél jeSté nedavno Spatnou prognoézu (vétsina
pacientli zemftela do 2 let). Cilem nové zafazenych 1€k
na bazi imunoterapie, jako je Brentuximab Vedotin
(BV) a PD1-check point inhibitory, je zleps$it prognézu
téchto pacientti. Uvadime kazuistiku pacientky s casnym
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relapsem po ASCT, kterd byla nasledné lécena 16 cykly
BV bez aloSCT.

Metody: Zena, 32 let, dg. 07/2011 cHL NS, stadium
IVB, IPS 3. 08 - 12/2011 byla 1é¢end 6 cykly eskalované-
ho BEACOPP (eBEA). Restaging (Re) po chemoterapii:
metabolickd CR a morfologickd PR s PET negativnim
reziduem v mediastinu (3,5 cm). Radioterapie nebyla
provedena. Po 5 mésicich (05/2012) byl diagnostikovan
prvni relaps (Casny).

Terapie: Salvage 2krat DHAP, RT 30 Gy na rezidual-
ni tumor, HDT a ASCT (06 - 08/2012). Sto dni po ASCT
12/2012 dosazena PET negativni CR. Druhy relaps CD30
pozitivniho cHL byl prokazan po 10 mésicich (06/2013).
Byl 1éCen 16 davkami BV (23. 7. 2013 - 5. 6. 2014).

VysledKky. Po ctyfech davkach BV byl zaznamenan
vyrazny efekt, po osmi davkach dosazena CR s PET/CT
negativnim nalezem. Komplikaci byla polyneuropatie
WHO III, kterd vymizela do roka po ukoncené terapii.
Pacientka konsolidaci aloSCT odmitla. Tfeti CR trva
aktualné 4 roky (negativni PET/CT 05/2018). Pacientka
je ve vyborném celkovém stavu.

Zaveér: Cilem terapie relapsu po ASCT pomoci BV je
dosazeni dlouhodobé CR a ne pouze bridge k aloSCT.
V soucasné dobé neni nutné u vSech pacientd s re-
lapsem po HDT + ASCT lé¢enych BV indikovat ¢asné
alogenni transplantaci, zatim nejsou vSeobecné akcep-
tované rizikové faktory, které vedou k dalsimu relapsu.
Pouziti novych inhibitord PD1 umoznuje odsunout
rozhodnuti o aloSCT az do dalsiho relapsu HL.

Prdce byla podporena grantem AZV 16-29857A a vyzkumnym
projektem Univerzity Karlovy v Praze, 3. LF UK v Praze Progres-Q28
a Progres-Q40/08.

P11

LYMF'OPRO.LIFERATIVNI' ONEMO'CNENI' PO
ORGANOVYCH TRANSPLANTACICH U DETI
KudrnovskaJ.}, Srimkova L.!, Kabi¢kova E.!, Sukova
M.}, Kruseova J.}, Cepelovi M.}, Campr V.2, Kyn¢l M.3,
Hubacek P.*, Pochop P.5, Mejstiikova E.!, Hrusak
0.1, Stary J.!

'Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha
ZUstav patologie a molekuldrni genetiky 2. LF UK, Praha

3Klinika zobrazovacich metod 2. LF UK FN Motol, Praha

*Ustav lékarské mikrobiologie 2. LF UK a FN Motol, Praha

SOcni klinika déti a dospélych 2. LF UK a FN Motol, Praha

Uvod: Vzhledem k pfibyvajicimu poltu ispésné
transplantovanych détskych pacientdi pribyva i Siroké

spektrum posttransplantacnich komplikaci, mezi kte-
ré muiZzeme zatadit i lymfoproliferativni onemocnéni
(PTLD). Rizikovymi faktory pro vznik této heterogenni
skupiny onemocnéni je zejména nutnost kombinova-
né imunosupresivni terapie a nizky vék ditéte v dobé
transplantace, ktery jde ruku v ruce s predtransplan-
tacni EBV séronegativitou, s naslednym rizikem EBV
primoinfekce.

Metody: V letech 1999- 2018 jsme na Klinice dét-
ské hematologie a onkologie ve FN Motol 1é¢ili devét
pacientii pro lymfoproliferativni onemocnéni (PTLD)
po transplantaci solidnich organt. Celkem byli 1é¢eni
tfi pacienti po transplantaci jater (pro bilidrni atrezii),
dva pacienti po transplantaci srdce (pro dilata¢ni kar-
diomyopatii), tfi pacienti po transplantaci ledviny (pro
chronické selhani ledvin, polycystické onemocnéni ja-
ter a ledvin, juvenilni nefronoftizu) a jeden pacient po
transplantaci plic (pro cystickou fibrézu). Vék pacientti
v dobé transplantace byl od 8 mésicti do 16 let (median
6 let). PTLD manifestovali v obdobi od 6 mésicti do 15
let od transplantace (median 5 let). Mezi onemocné-
nimi byly tfi ptfipady polymorfni lymfoproliferace, tfi
ptipady Hodgkinova lymfomu, tfi pfipady monomorf-
ni lymfoproliferace (difuzni velkobunéény lymfom,
Burkitt@v lymfom, T-hepatosplenicky lymfom). EBV
PCR pozitivitu v periferni krvi mélo Sest pacientl pii
manifestaci PTLD, jeden pacient byl EBV negativni,
dva pacienti nebyli vySetfovani. U vSech pacientfi byla
redukovana imunosupresivni terapie, dva pacienti byli
1éCeni rituximabem v monoterapii (jeden z nich navic
intravitredlnim podavani rituximabu pfi infiltraci
duhovky), sedm pacientli podstoupilo chemoterapii,
jeden pacient byl 1é¢en radioterapii.

vysledKy: I pfes tato 1é¢ebna opatfeni dva pacien-
ti zemfeli (jeden na toxicitu 1é¢by, jeden na rejekci
transplantovaného srdce s multiorganovym selhanim),
Sest pacientd je v trvajici remisi PTLD, jeden pacient
aktualné intenzivné lécen chemoterapii.

Zavér: Lze predpokladat, Ze incidence post-
transplantacnich lymfoproliferaci bude stale stoupat,
av$ak diky pribyvajicim zkuSenostem s terapii téchto
onemocneéni jsme schopni optimalizovat 1é¢ebné po-
stupy a zlepsit prognézu téchto pacientd.

Podpofeno MZ CR - RVO, FN Motol 00064203.
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P12

osub NFMOCN?CH S REFRAKTERNiM
DIFUZNIM VELKOBUNECNYM

LYMFOMEM (DLBCL)

Otahal P., Janikova A., Belada D., Prochazka V.,
Mécikova H., Pirnos J., Duras J., Kopeckova K.,
Campr V., Pytlik R., Blahovcova P., Trnény M.
Kooperativni lymfomovd skupina

Cile: Popsat 1éCebné vysledky pacient(i s refrakter-
nim DLBCL.

Metody: V ramci projektu NiHiL Kooperativni lym-
fomové skupiny (GovTrial GovTrial No NCT03199066)
byli analyzovani nemocni s refrakternim DLBCL.
Kritéria byla podobna jako ve studii Scholar 1 (Crump
etal. Blood 2017). Zahrnuti byli nemocni 1é¢eni v letech
2001-2017 v prvni linii imunochemoterapii R-CHOP li-
ke. Za pacienty s rezistentnim DLBCL byli povazovani
ti, ktefi po prvni linii 1éc¢by dosahli odpovédi pouze
stabilni choroby (SD) nebo u nich byla zji§téna pro-
grese, (PD) a dale pacienti, u nichZ selhala zichranna
1é¢ba platinovym rezimem (DHAP, ESHAP, ICE, GDP,
GIFOX) a dale pacienti s progresi do 12 mésicti po ASCT.
V souboru pacientti bylo sledovano celkové pieziti a pre-
ziti bez progrese. Kfivky preziti byly konstruovany dle
Kaplana-Meiera a srovnany log-rank testem.

VysledKy: Z celkem 2634 pacient s DLBCL z obdobi
2001-2017 bylo 163 pacientli primarné rezistentni na 1.
linii 1é¢by CHOP-like reZimem, 31 pacientti bylo rezi-
stentnich po zachranné terapii platinovym reZimem
v relapsu a 16 pacientti zprogredovalo do 12 mésicti po
ASCT. Analyzovany soubor celkem tak zahrnuje 210
pacient? s rezistentnim DLBCL. V dobé zjiSténi one-
mocnéni byl vékovy median nemocnych 65 let (22-91),
54 % byli muzi, 74 % mélo pokrocilé klinické stadium
(III+1V), 68 % meélo IPI > 3,77 % mélo vys$si LDH, 45 %
meélo tumor > 10 cm. Median celkového preziti (OS) od
stanoveni refrakterniho onemocnéni byl pouze piil roku
(0,53) a median PES 0,29 roku. Nemocni mladsi 65 let
méli median pfeziti 0,8 roku proti 0,4 roku u nemoc-
nych star$ich 65 let.

Zavér: Nase vysledky ukazuji, Ze rezistentni DLBCL
ma extrémneé Spatnou prognézu a je nezbytna nova
terapeuticka strategie pro tyto nemocné vcetné snahy
identifikace nemocnych s vysokym rizikem selhani
1éCby jiz pfed jejim zahajenim.

Podporeno vyzkumnym zdmeérem Progres-Q28-9.

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 24, SUPLEMENT 2, 2018

P13

PREDIKCE (EELKOVEHO I"I'!E?ITI'

U PACIENTU S FOLIKULARNIM LYMFOMEM

VYSOKEHO VEISU: SROVNANIDVOU

PROGNOSTICKYCH MODELU

Duras$ J.!2, Hijek R.»?, Dlouhi J.3, Campr V.,

Janikova A.*, Mocikova H.%, Belada D.¢, Pirnos J.7,

Prochazka V.8, Starostka D.?, Pokorna P."°, Stejskal

L., JakeSova J.2, Karlova J.2?, Trnény M.}

'Klinika hematoonkologie FN, Ostrava

?Lékarskd fakulta OU, Ostrava

3. interni klinika 1. LF UK a VEN, Praha

“Intern{ hematologickd a onkologickd klinika EN, Brno

SIntern{ hematologickd klinika FNKV, Praha

SIV. intern{ hematologickd Klinika FN, Hradec Krdlové

’Onkologické oddéleni, Nemocnice Ceské Budgjovice

SHematoonkologickd klinika FN, Olomouc

%0ddéleni klinické hematologie, Nemocnice Havifov

""Radioterapeuticko-onkologické oddélen FN Motol, Praha

"Hematologicko-transfuzni oddéleni, Slezskd nemocnice v Opavé

20ddéleni onkologie, Oblastni nemocnice Pribram

BOddéleni klinické hematologie, Krajskd nemocnice Liberec

“Ustav patologie a molekuldrni mediciny 2. LF UK a FN Motol,
Praha

Uvod: Nejpouzivanéj$im prognostickym indexem
u folikularniho lymfomu (FL) je index FLIPI. K pre-
dikci celkového preziti (OS) pacientii velmi vysokého
véku byl navrZen index eFL zaloZeny na zhodnoceni
tii rizikovych faktor (RF): muzské pohlavi, anemie
(hemoglobin < 120 g/1) a pfitomnost B-symptom1 (1).

Cile: Ovéfeni indexu eFL v predikci celkového pte-
ziti u pacientli s FL vysokého véku a porovnani uve-
deného modelu s indexem FLIPI na datech registru
Kooperativni lymfomové skupiny.

Metody: Do analyzy byli zahrnuti pacienti s FL
grade 1 az 3 a starsi 80 let v dobé diagnézy. Kiivky OS
byly kalkulovany s pouzitim Kaplana-Meierové meto-
dy se srovnanim pfeziti jednotlivych rizikovych sku-
pin log-rank testem. V databaze bylo identifikovano
76 pacientli s medianem véku 82 let (80-90). Klinické
stadium II-IV bylo u 70 % (53/76), elevace LDH u 40 %
(31/76), ECOG = 2 u 25 % (19/76) pacientd.

vysledKky: Podle indexu eFL bylo nizké riziko (zZad-
ny RF), stfedni riziko (1 RF) a vysoké riziko (2-3 RF)
piitomné u 36 % (27/76), 47 % (36/76), resp. 17 % (13/76)
pacientdl. Podle indexu FLIPI bylo nizké, stfedni a vy-
soké riziko u 12 % (9/76), 32 % (24/76), resp. 51 % (39/76)
pacientdl, u ¢tyf pacientli nebylo FLIPI stanoveno. Pii
medianu sledovani 43 mésict byl median OS 81,7 (95%
CI: 55,3 -nedosazeno) vs. 37,9 (95% CI: 16,3-72,2) vs. 18,2
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(95% CI: 6,1-86,1) mésicli ve skupiné s nizkym, stfed-
nim a vysokym rizikem podle indexu eFL a 134,4 (95%
CI: 72,2-149,2) vs. 57,9 (95% CI: 27,5-86,1) vs. 37,7 (95% CI:
21,9-94,9) mésict dle indexu FLIPI. Rozdil v medianu
OS byl spojen s trendem k statistické vyznamnosti (p =
0,1375) pii rozdéleni dle indexu eFL. Pfi rozdéleni podle
FLIPI nebyl rozdil statisticky vyznamny (p = 0,3225),
vysledky jsou limitovany velmi pravdépodobné ale
velikosti souboru.

Zavér: Jednoduchy rizikovy index eFL miZe byt
pravdépodobné pouzit k prognostické stratifikaci pa-

cient@l s FL vysokého véku. Ve srovnani s indexem
FLIPI model pravdépodobné 1épe distribuuje i separuje
pacienty jednotlivych prognostickych skupin. Vysledky
prace jsou limitovany velikosti souboru.

Prdce byla podpofena MZ CR 16-31092A.

LITERATURA

1. Nabhan C, et al. Br. J Haematol 2015; 170(1): 85-95.
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MNOHOCETNY MYELOM

P14

PLASMA CELL DYSCRASIAS AND BONE
MARROW MICROENVIRONMENT

Flodr P.!, MinafikJ.2, Flodrova P.!, Pika T.?, Krhovska
P.2, Bacovsky J.?

Department of Clinical and Molecular Pathology, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University Olomouc, Czech
Republic

“Department of Hemato-oncology, University Hospital Olomouc,
Czech Republic

Aim: Neoplastic niche is an important both cellular
and noncellular microenvironment for a growth, re-
tention/adhesivity, survival, resistency or sensitivity
to a therapeutic approach in all malignant diseases.
We contextually studied neoplastic cells and their
non-neoplastic supportive tissue in multiple myelo-
ma (MM and SMM) and MGUS samples according to
an expressions of 16 proteins - MIPlalfa, Annexin A2,
TRAP, DKK-1, RANK, RANKL, OPG, Sclerostin, Activin
A, NFkappaB proteins (p50, p52, p65), p62, MMP9,
RUNX2 and SQSTM.

Methods: Bone marrow trephine biopsy specimens
(n =96) with multiple myeloma (de novo and relapsed)
and MGUS were included in our prospective study.
FFPE tissues were processed in app. 5um sections and
placed on plus charged slides. The indirect immuno-
histochemistry was applied after antigen retrieval.
Primary antibodies were used for the detection of ob-
served proteins. Standard secondary antibody and ABC
method were included in visualisation. The detected
expressions were analysed.

Results: Bone marrow specimens showed varia-
ble positivity of observed proteins with high levels in
MIPlalfa, Annexin A2, RANK, RANKL, Sclerostin, p52
(cytoplasmic), p62 (cytoplasmic), p65 (cytoplasmic),
RUNX2, SQSTM and low levels in TRAP, DKK-1, OPG,
Activin A, p50 cytoplasmic), MMP9.

Conclusion: The exact and contextual knowledge of
engaged signaling pathways and their plasticity may
suggest more specific or tailored therapeutic approa-
ches with neutralizing antibodies (e.g. anti-RANKL,
anti-DKK-1, anti-Sclerostin, anti-Activin A) in each
individual case with corresponding regressive, stabile
or progressive behavior (disease stage, bone fractures,
osteoblast dysfunction, permissive bone marrow mic-
roenvironment with progression from MCUS through
SMM to overt MM and drug resistence or sensitivity)
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mirrored in complex interactions between multiple
cell types, both neoplastic and non-neoplastic origin.
Understanding the underlying mechanisms may bring
better detection and control of plasma cell dyscrasias
from and early stages.

Supported by MH CZ - DRO (ENOL 00098892).

P15

PRVNI ZKU;ENOSTI S VENETOCLAXEM

U PACIENTU S RELABOVVANYM'/
REFRAKTERNIM MNOHOCETNYM MYELOMEM
Popkova T.!, Jelinek T.»23, Plonkova H.!, Szeligova
L.}, Benkova K.?, Koristek Z.'2, Zuchnicka J.!,
Navratil M.!, Duras J.»2, Gumulec J.2, GrowKkova
K.'23, Simi¢ek M.>3, Hijek R.123

'Klinika hematoonkologie FN, Ostrava

?Lékarskd fakulta OU, Ostrava

Katedra biologie a ekologie, Pfirodovédeckd fakulta OU, Ostrava

Uvod: Venetoclax je selektivni inhibitor antiapopto-
tického proteinu BCL-2 (B-cell lymphoma 2). Potenciace
ucinku venetoclaxu bortezomibem a dexamethasonem
byla testovana v klinické studii faze Ib (Moreau Blood
2017) na 66 pacientech s relabovanym/refrakternim
mnohocetnym myelomem (RRMM), kde ORR bylo
67 % a median TTP 9,5 mésicl. Venetoclax je pacien-
tim s RRMM pfistupny diky Named Patient Programu
(NPP). Ten umoznuje zadat farmaceutickou firmu o 1ék
pro pacienta s vycerpanymi moznostmi 1é¢by.

Cile: Vyhodnotit prvni zkuSenosti s venetoclaxem
ajeho kombinaci s bortezomibem a dexamethasonem
u MM v CR, ovéfit schiidnost NPP v praxi a analyzovat
prediktivni pfinos exprese Bcl2/BcIXL a Bcl2/Mcl.

Metody: Od zavedeni NPP do praxe v Cervenci
2017 byl Venetoclax podan u péti pacientdi s RRMM
s medianem véku 65 let a s medianem sedm predcho-
zich linii. Zadny z pacienti nemél pozitivni t(11,14).
Nemocni byli 1éCeni nejprve monoterapii venetocla-
xem s navysovanim davky 400 mg, 800 mg a 1200 mg
denné ve 21dennim cyklu. Dale byl pfidan dexame-
thason 40 mg tydné a bortezomib 1,3 mg/m? tydné.
V trojkombinaci byl venetoclax redukovan na 800 mg
denné. Pred zacatkem rezimu byl proveden odbér
kostni dfené pro stanoveni pomeéru exprese Bcl2/
BclXL a Bcl2/Mcll.
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Vysledky: U dvou pacientl zatim odpovéd nebyla
hodnocena (< 3 cykly). Celkova 1écebna odpovéd byla
66% (2/3). Oba reagujici pacienti dosahli VGPR az po
pridani bortezomibu do kombinace. VSichni pacienti
byli pfedléceni bortezomibem. Lécba je dobte tolerova-
ndipfiprobihajicim osmém, respektive desatém cyklu.
Jedna pacientka ukoncila 1é¢bu pro progresi.

Hodnoceni prediktivniho vyznamu exprese sledo-
vanych antiapoptotickych protein@t bude provedeno
po navyseni po¢tu nemocnych v souboru.

Zavér: V naSem souboru s medianem sedm pied-
chozich linii byla 1é¢ebna odpovéd pfi kombinaci
venetoclax/dexamethason/bortezomib pozorovana
u dvou ze tfi nemocnych, a to i pfi negativité t(11,14).
Velmi pravdépodobné ma na odpovéd zasadni vliv
synergismus mezi venetoclaxem a bortezomibem.
Na piikladé venetoclaxu demonstrujeme moznost
ziskat Géinny 1ék neschvaleny v CR pro nemocné
s pokroc¢ilym MM po vycerpani dostupnych lécebnych
moznosti.

CIRKULUJ!CiCi I?LAZMATICKE BUNKY

U MNOHOCETNEHO MYELOMU

Bezdékova R.!, Sebelova B.!, Krilova R.!, Stejskalova
M.}, VSianska P.!, Krejéi M.2, Penka M.}, Rihova L.!
'0ddéleni klinické hematologie FN, Brno

Interni hematologickd a onkologickd klinika FN, Brno

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je charakterizo-
van akumulaci klonalnich plazmatickych bunék (PC)
v kostni dfeni (KD). PC nezfidka expanduji do perifer-
ni krve (PK), kdy jsou oznacovany jako cirkulujici PC
(cPC). Pritomnost cPC u nové diagnostikovanych MM
je nezavislym negativnim prognostickym znakem,
byla prokazana asociace s krat$im pfezitim a moznost
predikce ¢asného relapsu. Jejich dalsi analyza mtize
oziejmit budouci chovani PC.

Cil: Analyza zastoupeni a fenotypového profilu cPC
a PC u MM pacientti.

Metody: Pomoci polychromatické priitokové cy-
tometrie byly detekovany PC v PK i KD u 107 nové dia-
gnostikovanych MM pacientti. Byla stanovena exprese
a median intenzity fluorescence (MFI) adhezivni mole-
kuly CD56 a stanovena klonalita PC v KD.

VysledKky: cPC byly detekovany u 64,5 % (69/107)
pacientdl s medidnem zastoupeni 0,02 % (rozsah 0,00 az
22,4), U cPC+ pacientti bylo < 1% cPC detekovanou 82,6 %
(57/69) pacientti, naopak > 20 % cPC bylo nalezeno u 58 %

(4/69) pacientti. U cPC+ pacientii bylo % cPC vyznamné
nizsi nezZ infiltrace PCvKD (0,1vs. 9,3; p< 0,001). Také
bylo nalezeno vyznamné snizeni MFI CD56 mezi PK a KD
u cPCs+ pacientii (2415,5 vs. 4355,8; p < 0,001), ale %
CD56+ PC bylo podobné v PK a KD (98,9 vs. 98,4 %).
U cPC+ pacientdi byla téZ vyznamné vyssi infiltrace PC
vKD(9,3vs.2,7%; p<0,001) améné polyklondlnich PC
(nPC) (0,4 vs.1,7; p< 0,001) v porovnani s cPC- pacien-
ty, nicméné % CD56+ PC a MFI CD56 se u obou skupin
nelisily (96,1 vs. 98,4 % a 4985,5 vs. 4355,8).

Zaveér: Cirkulujici PC nejsou detekovatelné u vSech
pacientli s MM, jejich pritomnost koreluje s vys$si infil-
traci KD a sniZzenym poctem zbytkovych nPC. Nebyly
zjistény zmény v CD56 pozitivité a MFI Korelujici s prav-
dépodobnosti vycestovani PC, takZe tento marker neni
informativni a pravdépodobné se na extramedularnim
$iteni podileji dalsi molekuly.

Podporeno granty AZV MZ CR 17-30089A a 17-29343A.

P17

BENDAMUSTIN V LECBE PACIE'NTlOI

S RELAB'UJICI'M/REFRAKTERNIU
MNOHOCETNYM MYELOMEM V CR

- DATA Z REGISTRU RMG

Machalkova K., Maisnar V., BroZova L., Radocha].,
Beranova K., Zik P,

1V. interni hematologickd klinika FN, Hradec Krdlové

Cile: Bendamustin je registrovan v Ceské republi-
ce pro nemocné s mnohocetnym myelomem od roku
2010. Na naSem souboru jsme hodnotili vysledky 1é¢by
bendamustinem mimo klinické studie u pacientd s re-
labujicim/refrakternim myelomem. Celkem se jedna
0 66 nemocnych (jeden absolvoval 2 linie 1é¢by benda-
mustinem, tj. celkové 67 1écebnych linii).

Metody: Byly analyzovany vysledky 1é¢by benda-
mustinem u nemocnych z deviti hematologickych
center v Ceské republice od roku 2009 do tinora 2018,
zdrojem dat byl Registr monoklonilnich gamapatii
(RMGQ).

Vysledky: Median véku zahajeni 1é¢by byl 66 let,
ve véts§iné pripad se jednalo o vyrazné predlécené ne-
mocné (median poctu pfedchozich linii - 4). Nejcastéji
byla pouzita dvojkombinace bendamustinu s kortikoi-
dem, nejcastéji dexamethasonem. Medidn délky 1é¢by
byl 3,3 mésice. Finalni 1écebna odpovéd byla samo-
zfejmeé ve vétSiné pripadd progrese (65,5%), nicméné
alespon prechodné 1écebné odpovédi bylo dosazeno
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uvice nez1/3nemocnych. Medidn OS od zahajeni 1é¢by
byl10,2 mésice, medidn PES 5 mésicli. Z nezddoucich
acinkd (vice nez grade 3) dominuje hematologicka
toxicita.

Zavér: 1 vyrazné predléceni nemocni s R/R MM
mohou profitovat z 1é¢by bendamustinem. V nejéastéji
pouzivané kombinaci s kortikoidem jde o dobte tolero-
vany rezim se zvladnutelnou toxicitou.

GENETICKA: DIAGNOSTIKA
MNOHOPOCETNEHO MYELOMU V RUTINNEJ
PRAXI - SKUSENOSTI LABORATORIA
Zakovicova A, Jurikova K.!, Zidekova L.}, Téthova
A.', Lukackova R.!, Lengyelova K.}, Blahova A.},
Oravcova A.!, Farkas F.2, Mistrik M.2, Harrachova D.?2,
Valchalkova C.2, Szépe P.?, Gbirova K., Leitnerova
M.

'Oddelenie Genetiky, Medirex, Bratislava

2UNB Nemocnica sv. Cyrila a Metoda, Bratislava

3Martinskeé bioptické centrum, s. r. 0., Martin

*Oddelenie laboratdrnej mediciny UNLP, KoSice

SOddelenie genetiky NOU, Bratislava

Uvod: Mnohopocetny myelém (MM) je geneticky
heterogénne ochorenie. Mnohé rekurentné genetic-
ké abnormality st pritomné od pociatocnych az po
koncové §tadia ochorenia, naopak niektoré vznikaja
az neskor v priebehu ochorenia. Tieto abnormali-
ty majua vypovednu hodnotu pri stanoveni cytoge-
netickych rizikovych skupin v zavislosti od Stadia
ochorenia.

Ciel: Cielom prezentacie je poukazat na cytogene-
ticka klasifikaciu MM, laboratérne vysetrovacie stra-
tégie a ich vystupy do diagnostickej praxe na subore
pacientov.

Metody: Vstupnym materidlom pre genetické
vySetrenie MM v naSom laboratériu je kostna drenl.
Heparinizovana kostna dren sa nasledne spracuje mag-
netickou separaciou zalozenou na pozitivnej selekcii
CD138+ buniek. Vyseparovana populacia plazmocytov
sa podrobi FISH analyze, kde vySetrujeme primarne
(hyperdiploidie, delécie 13q, translokacie ICH génu
a jeho fiznych partnerov) a sekundarne chromozémové
aberacie (delécie TP53 génu, zisky 1q, delécie 1p, MYC
prestavby). Z kostnej drene v K3EDTA alebo Tempus
skimavkach sa molekulovo-genetickymi analyzami
vySetruje expresia cyklinového génu CCND1. Pri dife-
rencialnej diagnostike Waldenstromovej makroglobuli-
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némie a MM hré klicovi tilohu vySetrenie muta¢ného
stavu génu MYD88 a CXCR4.

Zaver: Genetické vysetrenie je délezité pri klasi-
fikacii a stratifikacii rizika pacientov so smoldering
myeloma (SMM) a MM, ¢oho je dékazom aj inkorpo-
racia high-risk cytogenetickych abnormalit do Revised
International Staging System for Multiple Myeloma.

VYSLEDKY I?RUHE

AUTOLOGNI TRANSPLANTACE

U MNOHOCETNEHO MYELOMU

Minafrik J.!, Faber E.!, Raida L.!, Szotkowski T.!,
Skoumalova 1.}, Pika T.!, Krhovska P.!, BacovskyJ.!,
Zapletalova J.2, Papajik T.}, S¢udla V.!
'Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN, Olomouc

20ddélent biofyziky a statistiky LF UP a FN, Olomouc

Cile: Cilem je posouzenilécebné odezvy a intervall
preZiti u nemocnych s mnohocetnym myelomem (MM)
podstupujicich druhou (netandemovou) autologni
transplantaci krvetvornych bunék (ASCT).

Metody: Posuzovano bylo celkem 62 nemocnych.
Rezimy pro conditioning zahrnovaly BEM (BCNU, eto-
posid a melfalan), BuMel (busulfan, melfalan) ¢i vyso-
kodavkovany melfalan. Reindukéni rezimy zahrnovaly
konvenc¢ni chemoterapii - reZim CAD (cyklofosfamid,
adriamycin, dexametazon) ve 27 %, bortezomibové
(BTZ) rezimy v 31 % a thalidomidové (THAL) rezimy
v 18 %, zbyli nemocni obdrZeli lenalidomidové (LEN)
rezimy, polychemoterapii nebo Zadnou reindukci.
Posuzovana byla doba do progrese (progression free
survival - PES) a 1écebna odezva vcetné dosazeni kom-
pletnich remisi (CR), velmi dobrych parcidlnich remisi
(VGPR), parcidlnich remisi (PR), minimalni 1écebné
odpovédi (MR), stabilniho onemocnéni (SD) ¢i pro-
grese (PG), jak pred ASCT, tak v den +100 po ASCT.
Vysledky byly korelovany ke staZzovacimu systému dle
Durie-Salmona (DS), mezinarodnimu prognostickému
indexu (international scoring system - ISS) a k pouzité
reindukéni 16¢bé.

vysledKky: LéCebna odezva pred druhou ASCT byla
nasledujici: CR 6,9%, VGPR 3,4%, PR 37,9%, MR+SD
19% a PG v 32,8% a po ASCT: CR 26,7%, VGPR 13,3%, PR
38,3%, MR+SD 8,3% a PG 13,3%. Median PFS dosahoval
20 mésicli. Byl vysledovan vztah 1é¢ebné odezvy k PFS
(CR 34,8 mésicli, VGPR 22,5 mésicii, PR 33,1 mésici,
MR a SD 18,8 mésicti, PG 6,6 mésicii, p < 0,0001). Nebyl
nalezen vztah PFS ke staZovacim systém@m ani k po-
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uzitému reindukénimu rezimu. Naznacen byl trend
lepsiho PFS u nemocnych podstupujicich ASCT pro
prvni relaps nez pro vyssi relaps onemocnéni.

Zavéry: Pouziti druhé ASCT pro relaps MM je Gcin-
nou lécebnou modalitou, srovnatelnou s vysledky
u novych 16kl s biologickym mechanismem tcinku.
Navzdory nizsi predtransplantacni 1écebné odezveé byly
vysledky v den +100 s vysokym procentem kompletnich
remisi. Hodnocené staZovaci systémy (DS, ISS) ani pou-
zity reindukéni rezim nemély vliv na lé¢ebnou odezvu
po druhé ASCT.

Za podpory grantu IGA-LF-2018-004 a MZ CR - RVO (FNOL
00098892).

VYZNAM PRVNI AUTOLOGNi_ .
TRANSPLANTACE U MNOHOCETNEHO
MYELOMU V ERE KONVENCNI
CHEMOTERAPIE A NOVYCH LEKU

S BIOLOGICKYM MECHANISMEM UCINKU
Minafrik J.!, Faber E.!, Raida L.!, Szotkowski T.!,
Skoumalova 1.}, Pika T.!, Krhovska P.!, Bacovsky J.},
Zapletalova J.2, Papajik T., S¢udla V.!
'Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN, Olomouc

20ddélent biofyziky a statistiky LF UP a FN, Olomouc

Cil: Cilem sdéleni je posouzeni vysledkdl prvni
autologni transplantace krvetvornych bunék (ASCT)
u nemocnych s mnohocetnym myelomem (MM) v éfe
konvencni chemoterapie a v obdobi terapie novymi léky
s biologickym mechanismem acinku.

Metody: Posuzovali jsme celkem 274 nemocnych
s MM, ktefi podstoupili prvni ASCT. Hodnocena byla
1éCebna odezva a doba do progrese (progression free
survival - PFS) ve vztahu k indukéni terapii, stadiu dle
Durie-Salmona (DS) a mezinarodniho prognostického
indexu (international scoring system - ISS), a ve vztahu
k dosazené 1écebné odezvé a udrzovaci 1é¢bé. Lécebné
strategie zahrnovaly indukéni rezimy VAD (vincristin,
adriamycin, dexametazon), thalidomidové (THAL) re-
zimy, bortezomibové (BTZ) rezimy, polychemoterapii
a lenalidomidové (LEN) rezimy. 163 nemocnych (59 %)
obdrzZelo udrzovaci 1é¢bu, vétsinou interferonem (32 %),
konvencni chemoterapii (11 %) nebo pomoci THAL (9 %).

Vysledky: Median PFS byl 35 mésicli. Nemocni
s hlubsi 1écebnou odezvou meéli signifikantné lepsi
mediany PFS: kompletni remise 48 mésicti, velmi dobra
parcidlni remise 36 mésicli, parcidlni remise 33 mésicti,
minimalni odpovéd a stabilni onemocnéni 13 mésict,

progresivni onemocnéni 9 mésicil, p < 0,0001. ASCT
setfela negativni prognosticky dopad vyssiho ISS, ne-
prekonala v§ak DS s hor$imi mediany PFS u vyssiho sta-
dia onemocnéni (stadium I -58 mésica, II - 42 mésicl,
III - 31 mésich, p=0,012). Nové 1éky (THAL, BTZ a LEN)
vedly k lepsi 1écebné odezvé pred ASCT i v den +100 po
ASCT, nebyl vSak signifikantni rozdil v celkovém PFS.
Udrzovaci 1é¢ba pomoci chemoterapie, interferonu ¢i
THAL nevedla ke zlepSeni PFS.

Zaveéry: ASCT je nadéle zlatym standardem v 1é¢bé
MM. Nové 1éky s biologickym mechanismem uc¢inku
napomahaji dosazeni vyssi pfedtransplantacni 1écebné
odezvy, jako hlavni vyhoda oproti konvencéni chemo-
terapii se jevi predev§im moznost dosazeni rychlejsiho
efektu s minimem nezadoucich G¢inkl, umoznujici po-
skytnuti ASCT §ir§imu spektru nemocnych. UdrZovaci
1é¢ba pomoci starsich 1écebnych modalit vcetné interfe-
ronu, thalidomidu ¢i posttransplantacni chemoterapii
nema vliv na prodlouzeni PFS.

Podpofeno granty IGA-LF-2018-004 a MZ CR - RVO (FNOL
00098892).

P21

VYZNAM DOSAZENI IMUNOFENOTYPOVE
KOMPLETNI REMISE U PACIENTU

S MNOHOCETNYM MYELOMEM PO )
AUTOLOGNIi TRANSPLANTACI PERIFERNICH
KMENOVYCH BUNEK - PILOTNi STUDIE

Beranova K., RadochaJ., Machalkova K., Maisnar V.
1V. interni hematologickd klinika FN, Hradec Krdlové

Uvod: DosaZeni negativity minimdlni rezidualni ne-
moci (MRN) u mnohocetného myelomu se stalo novym
cilem 1é¢by. V soucasnosti existuji dvé moznosti stano-
veni MRN, v prvnim piipadé vyuzivajici ptfitomnosti
molekularné-genetickych zmeén, ve druhém na prikazu
klonu pomoci pratokové cytometrii. Cilem nasi prace
bylo zhodnoceni vyznamu dosazeni imunofenotypové
kompletni remise (iCR) u nasich pacientt po autologni
transplantaci perifernich kmenovych bunék (PKB).

Metoda: Do prospektivni studie prognostického
vyznamu MRN byli zafazeni pacienti s mnohocetnym
myelomem, ktefi podstoupili autologni transplantaci
perifernich kmenovych bunék (PKB) v ramci 1écby 1. linie
v obdobi od ledna 2014 do dubna 2018. VSichni pacienti
byli jednotné predléceni indukéni chemoterapii s pro-
teazomovym inhibitorem a nasledné vysokodavkovanou
chemoterapii Mel 200. MRN status byl vyhodnocen
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osmibarevnou priitokovou cytometrii z aspiratu kostni
dfené 1 mésic po ukonceni autologni transplantace PKB
u pacientti, ktefi dosahli minimalné VGPR. Citlivost
pouzité metody byla v nasem pripadé 10-4.

Vysledky: Do sledovani bylo zatim zahrnuto 66
pacientt, ktefi splnili vyse uvedena kritéria (37 muzt
a 29 zen), median véku byl 61 let; 64 % pacientii (42/66
pacient) dosahlo iCR a 36 % pacientl (24/66) zlistalo
iCR pozitivnich. Medidn doby sledovani kohorty byl
24 mésica (9-57). 26 % pacientli (17/66) béhem doby
sledovani jiz zrelabovalo, z toho bylo 21 % pacientl
v iCR (9/42) a 33 % pacientli bez iCR (8/24). Median PFS
u obou sledovanych skupin v dobé vyhodnoceni ne-
byl dosaZen. Nicméné je pritomen trend delSiho PFS
u pacientl v imunofenotypové kompletni remisi (p =
0,1015, log-rank).

Zavér: Dosazeni iCR s citlivosti metody 10-4 je spo-
jeno s delsi dobou do progrese ve srovnani s konvencni
kompletni remisi. DosaZeni iCR minimalné na této
arovni by se tak mélo stat novym cilem 1écby mnoho-
cetného myelomu.

Na sjezdu budou prezentovana aktualni data k me-
sici 9/2018.

AUTOLOGNI TRANSPLANTACE L

S REDUKOVANOU PI"!ED'!'RANSPLAP!TACUI
PRIPRAVOU U PACIENTU S MNOHOCETNYM
MYELOMEM VE VYSSIM VEKU -

TOXICITA VS. EFEKTIVITA

Jungova A.!, Havlova E.2, Zabranska T.!, Lysak D.’,
Jindra P.!

'Hematologicko-onkologické oddéleni FN, Plzefi

2Ustav klinické biochemie a hematologie FN, Plzefi

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je jedno z ¢astych
hematoonkologickych onemocnéni, jehoZ inciden-
ce neustale vzriista. Pfes vyznamny pokrok ve vyvoji
16kt zlistava zakladnim pilifem 1é¢by autologni Tx.
Standardné se podava melphalan v davce 200 mg/m?
u mladsich pacientdl z diivodu rizika toxicity. U star-
§ich se davka redukuje na 100-180 mg/m? dle celkového
stavu. Cilem bylo porovnani délky hospitalizace, kom-
plikaci a vliv na PFS a OS.

Metoda: Retrospektivni analyza u 179 pacient
s MM konsekutivné transplantovanych na HOO FN
Plzen mezi roky 2013-2017. Hodnocena byla data po prv-
ni Tx. U vSech pacientt byl podavan pouze melphalan
v ramci ptipravy.
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VysledKky: Soubor 179 pacientti byl rozdélen podle vé-
ku. Ve skupiné > 67 let (A) bylo celkem 47 pacientli s me-
dianem véku 70 let (67-75), zatimco skupinu mladsich 67
let v dobé Tx (B) predstavovalo 133 pacienti s medianem
véku 59 let (41-66). V zédkladnich parametrech kromé
véku nebyl statisticky rozdil. Ve skupiné A byla prameér-
na davka melphalanu 154 mg/m?, ve skupiné B pak 188
mg/m?. Median hospitalizace byl ve skupiné A 15 dnt
(14-28), ve skupiné B 16 dnii (13-63). Engraftment byl
stejny. Porovnatelnd byla GIT toxicita-medidn grade
1(0-1V), ve skupiné A se nevyskytla zavaznéjsi kompli-
kace nez grade III, ve skupiné B grade III+IV jen u 2 %.
Infekéni komplikace ve skupiné A pomérné ojedinélé,
nich komplikaci, ve skupiné B jen 1% velmi zavaznych
infekci (grade III+1V), median grade I (0-1V). Z analyzy
nebyl patrny vliv sniZzené davky melphalanu na PFS ani
OS. Median PFS byl ve skupiné A 20 mésict ve skupiné
B pak 15 mésict (p=0,28, HR 0,77, C1 0,51-1,17). Median
OS nebyl ve skupiné A dosazen, ve skupiné B byl 40
mésicii (p = 0,23, HR 0,66, CI 0,36-1,22).

Diskuze: Autologni Tx je nedilnou soucasti 1éc¢-
by u pacientli s MM. Dosud bylo standardem vyuziti
umladsich pacientii, ale dle naSich dat i starsi pacienti
mohou byt transplant eligible a pfi stejném riziku to-
xicity 1ze dosdhnout stejnych vysledkli jako u mladsich
vCetné PFS a OS. Take message home: Autologni Tx
s redukovanou davkou i u pacientli nad 70 let efektiv-
néjsi nez rezimy na bazi ,,novych 1léka“.

P23

SROVNANI RADIOPLAGNOSTICKYCH

METOD (KONVENCNI RADIOGRAFIE,
“LOWDOSE” POCITACOVE TOMOGRAFIE

A CELOTELOVE MAGNETICKE REZONANCE)
S UKAZATELI SIGNALNICH DRAH
MYELOMOVE KOSTNI NEMOCI

Krhovska P.!, Hefmanova Z.2, Hrbek J.}, Hefman
M.}, Petrova P.*, Zapletalova J.5, Pika T.!, BaCovsky
J.1, S¢udla V.!, Minafik J.!

'Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN, Olomouc

2Ustav imunologie LF UP a EN, Olomouc

*Radiologickd klinika LF UP a FN, Olomouc

*Oddeleni klinické biochemie LF UP a FN, Olomouc

SUstav 1ékarské biofyziky LF UP, Olomouc

Cile: Cilem nasi studie bylo srovnat rozsah kostniho
postiZeni (MBD) u nemocnych s mnohocetnym myelo-
mem (MM) hodnocenym pomoci radiodiagnostickych
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metod, tedy konven¢ni radiografii (RTG), “low-dose”
pocitacovou tomografii (LD-CT) a celotélovou mag-
netickou rezonanci (WBMR), s vybranymi ukazateli
kostniho metabolismu a mikroprostfedi kostni dfené.

Metody: Na§ soubor se sestaval z 81 nemocnych
snoveé diagnostikovanym MM. U vSech bylo provedeno
rentgenové vySetfeni skeletu, celotélové LD-CT a celoté-
lovda WB-MR. Vybrali jsme 10 parametr mikroprostfedi
kostni dfené, u kterych je prokdzano, Ze se podileji na
vzniku MBD.

Z kostnich parametril a ukazatelti mikroprostiedi
kostni dfené byly v trepanobiopsii posuzovany: os-
teoprotegerin (OPG), zanétlivy makrofagovy protein
la (MIP-1a), aktivator receptoru nukledrniho faktoru
kappa B (RANK) a jeho ligand (RANKL), Annexin A2,
Activin A, tartrate-rezistentni kysela fosfatdza (TRAP),
Dickkopf related protein-1 (DKK-1), Runt-related tran-
scription faktor 2 (Runx2) a matrixova metalloprotei-
naza-9 (MMP-9). Ke stanoveni téchto parametr byly
pouzity metody imunohistochemie. Ke statistickému
zhodnoceni byla pouZzita Spearmanova korelac¢ni analy-
za a post-hoc test dle Dunnové na hranici vyznamnosti
p<0,05.

Vysledky: Byla nalezena pozitivni korelace mezi
rozsahem kostniho postizeni hodnocenému dle LD-CT
a hodnotami MIP-1x (kk = 0,306, p = 0,035) s tendenci
kvys$im hladinam DKK-1a MMP-9 u pacientli s pokro-
¢ilym postiZenim na LD-CT. U ostatnich pozorovanych
parametrii nebyla prokazana signifikantni korelace,
stejné tak nebyla prokdzana souvislost mezi WB-MR
a hodnotami zkoumanych ptisobkil.

Zaveér: Stanoveni rozsahu kostniho postiZzeni u ne-
mocnych s MM dle RTG neni pfili§ specifické, prede-
vSim pokud se jednd o oblast patefe. Neprokazali jsme
korelaci mezi RTG vySetfenim a hodnotami, které
reflektuji kostni obrat.

Byla prokazana korelace mezi nasledujicimi para-
metry kostniho metabolismu a rozsahem myelomové
kostni choroby: MIP-1a, DKK-1a MMP-9. Vétsina téchto
plisobki nekoreluje se zobrazovacimi technikami. To
podporuje predpoklad, Ze kostni osteomarkery spise
zrcadli aktudlni aktivitu kostniho vzplanuti nez rozsah
osteolytického postizeni.

Podporeno granty MZ CR - RVO (FNOL, 00098892), IGA_
LF_2018_004.
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V?SLEDK! LEé?Y PACIENTU

S MNOHOCETNYM MYELOMEM NA .
KLINICE HEMATOONKOLOGIE FAKULTNI
NEMOCNICE OSTRAVA ZA ROK 2017
Plonkova H.!, Jelinek T.?3, Szeligova L.!, Popkova
T.!, Koristek Z.12, Zuchnicka J.}, Navratil M.}, Duras
J.12, Gumulec J.»2, Hijek R.'?

'Klinika hematoonkologie FN, Ostrava

?Lékarskd fakulta, Ostravskd univerzita, Ostrava

Katedra biologie a ekologie, Pfirodovédeckd fakulta OU, Ostrava

Uvod: Lécba mnoholetného myelomu (MM) na
Klinice hematoonkologie FN Ostrava je vedena v sou-
ladu s doporucenim pro diagnostiku a 1lé¢bu MM
vydanym Ceskou myelomovou skupinou. Mimo stan-
dardni rezimy v terapii vyuzivame inovativni 1éciva
v klinickych studiich se zamérem zlepSit efekt 1éCby
a prognézu pacienta. Cilem predkladané prace je
hodnoceni 1é¢by pacientii s MM na nasem pracovisti
zarok 2017.

Metody: V roce 2017 bylo na Klinice hematoonkologie
FN Ostrava lé¢eno 106 pacientl s MM ve 145 liniich 1é¢by.
Soubor zahrnoval nemocné v medianu véku 67 let, muZze
azenyl,2:1.1SSstadia nemoci odpovidala standardnimu
zastoupeni. U 14,5 % pacientl bylo pfitomno vyznamné
renalni selhani. Lé¢ba nové diagnostikovaného myelo-
mu (NDMM) probihala v 52 (35,9 %) liniich. Devadesat tfi
(64,1 %) 1écebnych linii bylo podano pro relaps nebo rezis-
tenci onemocnéni (RRMM). V primoterapii byl nejcastéji
pouzit rezim bortezomib, thalidomid a dexametazon
VTD (75,0 %), pro RRMM rezim ixazomib, lenalidomid
a dexametazon IRD (25,8 %) - ixazomib v rimci Named
Patient Program. Inovativni 1éky podané pro RRMM
zahrnovaly pomalidomid (11,8 %), carfilzomib (9,7 %),
daratumumab (3,2 %), panobinostat (3,2 %), venetoclax
(3,2 %), nivolumab (3,2 %), isatuximab (2,2 %) a ibruti-
nib (2,2 %). Autologni transplantaci kmenovych bunék
podstoupilo 27 (51,9 %) pacientll s NDMM, a 3 (3,2 %)
pacienti s RRMM.

vysledKky: Lécebna odpovéd byla hodnocena u 101
ukoncenych linii 1é¢by. U pacienti s NDMM bylo do-
saZeno ORR 77,8 % (CR 20,0 %, VGPR 31,1 %, PR 26,7 %)
av1é¢bé RRMM ORR 64,3 % (CR 10,7 %, VGPR 23,2 %, PR
30,4 %). Toxicita léCebnych rezim byla akceptovatelna.
Vétsina nezidoucich ucinkt odpovidala < 2 stupni.
Nezadouci ii¢inky > 3 stupné zahrnovaly infekci (11,5 %),
neutropenii (9,6 %), anemii (9,6 %) a periferni neuropa-
tii (5,8 %) v rezimech pro NDMM a neutropenii (21,5 %),
trombocytopenii (12,9 %), infekci (11,8 %) a anemii
(7,5 %) v rezimech pro RRMM.
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Zaveér: Lécba mnohocetného myelomu na Klinice
hematoonkologie FN Ostrava dosahuje standardnich
vysledkii. LéCebné postupy s vyuzitim fady inovativ-
nich 1ékd odpovidaji moderni hematoonkologické
1éChé.

GENE EXPRESSION PROFILE

OF CIRCULATING MYELOMA

CELLS REVEALS CD44 AND CD97

(ADGRES) OVEREXPRESSION

Sevéikova T.!23 Kryukov F.»? BroZova L., Filipova

J.123, Kufova Z.12*, Growkova K.23, Bezdékova R.%78,
Némec P.5, Rihova L.7, Jarkovsky J.5, Simiéek M.!23,
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*Department of Experimental Biology, Faculty of Science, Masaryk
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#These authors contributed equally to this work

Aim: Release of the aberrant plasma cells (aPCs)
from the bone marrow (BM) and their presence in
the peripheral blood (PB) is a maker of disease pro-
gression and worse survival in multiple myeloma
(MM) (Nowakowski et al. 2005). Circulating plasma
cells (cPCs) are able to survive without homing mic-
roenvironment, evade the original tumor and colo-
nize other bone marrow niche (Paiva et al., 2013).
Comprehensive analysis of the genome-wide gene
expression profiling (GEP) that could provide deeper
insight into the expression patterns of cPCs of MM is
still lacking. Our aim was to identify differentially
expressed genes in paired samples of aPCs from BM
and PB and to describe potential biomarkers of cPCs
in MM.
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Methods: Paired samples of aPCs from BM and PB
were obtained from ten MM patients. aPCs were sorted
according to the immunophenotype (CD45dim/CD38+/
CD19-/CD56-/+) and GEP was performed on paired sam-
ples using AffymetrixGeneChip Human GeneST1.0
array. RMA normalized data at gene level were analyzed
using Wilcoxon paired test with Benjamini-Hochberg
multiple testing correction.

Results: CEP analysis of paired BM and PB samp-
les revealed 1001 significantly changed genes in cPCs.
Two genes upregulated in cPCs, CD97 and CD44, can be
suggested as biologically relevant potential biomarkers
of cPCs.

Conclusion: Among differentially expressed genes,
two surface markers upregulated in cPCs are of parti-
cular interest: CD44is involved in cell-cell interactions,
cell adhesion and migration and CD97 belongs to the
EGF-TM7 subgroup of adhesion G-protein-coupled re-
ceptors. Nevertheless, neither CD44nor CD97 expression
were described in plasma cell dyscrasia previously.
Thus, despite non-systemic changes of gene expre-
ssion at the whole transcriptome level, cPCs in MM
likely represent distinct biological entity with specific
expression profile underlying further PC malignant
transformation.

Samples were kindly provided from Biobank Brno (doc. MUDr.
Ludek Pour, Ph.D. and Ing. Martina Almdsi, Ph.D.). Supported by
SGS02/LF/2017-2018; RVOFNOs/2018.

KLINICKY VYZNAM TRANSLOKACE
t(14;16)(q32;q23) U NEMOCNYCH

S MNOHOCETNYM MYELOMEM (MM)
Pavlistova L.?,Berkova A.!?, Zemanova Z.!,
Svobodova K.!, Izikova S.!, Spi€ka 1.3, Straub J.3,
Michalova K.'?

'Centrum nddorové cytogenetiky, Ustav 1ékafské biochemie
alaboratorni diagnostiky 1. LF UK a VEN, Praha

Cytogenetické oddeleni, Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha

3. interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK a VEN, Praha

Uvod: Translokace t(14;16)(q32;q23) je detekovana
v plazmatickych burikdch 2-4 % nemocnych s MM a je
povazovana za silny negativni prognosticky faktor.
VysSetfeni této aberace je v soucasné dobé nedilnou
soucasti rizikové stratifikace nemocnych s MM podle
R-ISS. Vzhledem k nizkym poc¢téim t(14;16) pozitivnich
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pripadi vSak nebyl jednoznac¢né negativni prognosticky
vyznam t(14;16) ve vSech studiich potvrzen, a proto je
dlilezité pokracovat v analyzach a vysetfit vétsi skupiny
pacienti.

Cile: Cilem nasi studie bylo stanovit etnost translo-
kace t(14;16)(q32;923) v souboru nemocnych s MM dia-
gnostikovanych a lécenych ve VEN a posoudit jeji vliv
na preziti do udalosti (EES) a celkové preziti (OS) ve
srovnani s kontrolni skupinou (26 MM nemocnych bez
vysoce rizikovych aberaci).

Metody: Od roku 2004 do roku 2017 jsme vySetfi-
li metodou FISH na imunofluorescenc¢né znacenych
plazmatickych burnikach (cIg FISH) celkem 1005 vzorkl
kostni dfené pacienti s MM (Abbott Vysis, Kreatech
a MetaSystems). K porovnani OS a EFS byla pouzita
Kaplanova-Maierova analyza.

Vysledky: Translokace t(14;16) byla prokazana
u 20/1005 nemocnych s MM (2 %). K relapsu a/nebo
progresi doslo u 16 pacient. Median EFS byl 12,5 mésice
ve skupiné t(14;16) pozitivnich nemocnych (rozpéti 3-62
meésicl) a 16,5 mésice u kontrolniho souboru (rozpéti
3-74 mésictl). Median OS byl 24 mésicti (rozpéti 10-209
meésicll) ve srovnani s 41 mésici v kontrolni skupiné
(rozpéti 3-143 mésice), rozdily nebyly statisticky vy-
znamné. Patnict pacient@ s t(14;16) zemfelo, u Ctyt
z nich byla prokidzana soucasné dalsi vysoce rizikova
aberace - delece genu TP53.

Zavér: Cetnost translokace t(14;16) v naSem souboru
byla2 %, coZ odpovida idajiim udavanym v literatute.
V nasi studii jsme nepotvrdili jednoznacné negativni
prognosticky vyznam t(14;16) pro preZiti nemocnych
s MM. Rozdil v EFS mezi obéma skupinami nebyl stati-
sticky vyznamny, pozorovali jsme pouze trend k horsi-
mu OS u t(14;16) pozitivnich pacient (24 vs. 41 mésict
u kontrol).

Podporeno projekty RVO - VEN 64165, Progres-Q28/LF1 a CA
CRP302/12/G157.
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IMMUNOGLOBULIN LIGHT CHAIN

AMYLOIDOSIS MUTATIONAL LANDSCAPE

REVEALED BY EXOME SEQUENCING

Sevéikova T.2, Chyra Z.23, Vojta P.4, Filipova

J.125, GrowKkova K.»5, Stork M.6, Pour L.5, Robak

P.7, DebskKi J.%, Wiktor-Jedrzejczak W.°, Waszczuk-

Gajda A.°, Jungova A."°, Grosicki S.", Barchnicka
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Department of Doctoral Studies, School of Public Health in Bytom,
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BJagiellonian University Medical College Department of
Hematology, Krakow, Poland

Aim: Immunoglobulin light chain amyloidosis
(ALA) is a plasma cell dyscrasia characterized by depo-
sition of amyloid fibrils in various organs. The aim of
the study was to reveal genomic profile on cohort of 16
ALA patients, to identify targets for study of their role
in pathogenesis of ALA and to compare number of mu-
tations with multiple myeloma (MM) and monoclonal
gammopathy of undetermined significance (MGUS).

Methods: DNA from aberrant plasma cells (aPCs)
from bone marrow and peripheral (PB) blood was ob-
tained. APCs and PB samples were collected from 51
patients (16 ALA, 25 MM and 10 MGUS). SureSelect
Human All Exon V5 Kit was used for library preparation
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and sequenced on Illumina HiSeq 4000 with average
coverage 100x. Somatic variants were called using
VarScan v2.0.

Results: The sum of somatic variants (SNVs) in aPC
population was 39.700 for ALA, 25.060 for MM and 1.327
for MGUS samples. Exome sequencing of the aPCs re-
vealed comparable number of mutated genes between
ALA and MM (8.838 vs. 8.429) and lower number in
MGUS (559), which is incongruent with differences in
cohort sizes (ALA - 16, MM - 25 and MGUS - 10 patients).
The most mutated genes were MUC3A, MUCG6, PABPC3,
JPH4 and MUCIG6.

Discussion & conclusions: Wide spectrum of mu-
tated genes for ALA and MM suggest high genetic
heterogeneity among patients, which may underlie
malignant nature of those diseases. On the other hand,
ALA has low infiltration of aPCs in bone marrow, which
is similar to MGUS. Future integrated analysis of the
presented data from three disease stages (MGUS, MM,
ALA) can reveal additional insights into the mechanis-
ms of clonal plasma cells development in monoclonal
gammopathies.

Ministry of Health (15-29667A; DRO - FNOs/2018) and the
Ministry of Education, Youth and Sports (IRP201550).

A PRELIMINARY ANALYSIS OF SOMATIC
EXOME MUTATIONS OF MINIMAL RESIDUAL
DISEASE IN MULTIPLE MYELOMA
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Aim: Our aim is to explore mutational spectrum in
minimal residual disease (MRD) of multiple myeloma
(MM) with focus on possible treatment targets.

Methods: Aberrant plasma cells were collected
according to surface markers CD38, CD45, CD56 and
CD19 from 7 MRD patients treated with Velclade based
regimen. DNA was isolated and amplified by the Single
cell amplification kit (QIAGEN). SureSelect Human All
Exon V6 Kit was used to prepare libraries. 100 bp reads
were sequenced on [llumina HiSeq 4000 platform with
expected coverage 100x. Data were bioinformatically
processed by BWA (hg38), VarScan2 and custom post-pro-
cessing pipeline for annotation and filtering of variants.
All resulting genes were compared with the M3P panel.

Results: Sequencing data of the patient’s cohort
revealed at least one single nucleotide variant (SNV) in
1324 affected genes. Median number of affected genes
was 288 per patient (min 213, max 313). Variants in 8
genes were shared by all 7 patients. Variants in 340
genes were shared by at least 2 patients and variants
in 984 genes were patient-specific. We further com-
pared the list of all genes possessing SNV (1324) with
M3P which was created as a list of 88 most commonly
mutated genes in MM. We found mutations in 13 genes
also presented in M3P. From those, 3 genes (out of 13)
were shared by at least 2 patients and 10 genes were
patient specific. Search in the Drug Gene Interaction
database showed that products of 24 genes (out of all
1324 genes) interact with drugs used for MM treatment
(e.g. Bortezomib, Carfilzomib, Lenalidomide).

Conclusion: We were able to detect genomic vari-
ants in 7 patients with MM MRD. This work represents
a primer step towards the identification of new thera-
peutic targets in multiple myeloma minimal residual
disease.

Supported by Ministry of Health (17-30089A); SGS18/PrF/2017-
2018 and RVO-FNOs/2018.
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IMPACT OF THE GLOBAL DNA

METHYLATION ON GENE EXPRESSIONS

OF THE METHYLATED PDLIM4 AND

THE UNMETHYLATED CDKNK2A IN

MULTIPLE MYELOMA PATIENTS
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Aim: Apart from genetic abnormalities, epigenetic
modifications are known to participate in pathogenesis
of monoclonal gammopaties and multiple myeloma. The
most studied epigenetic modification in multiple myelo-
ma is DNA methylation. Genome-wide hypomethylation
and hypermethylation at CpG promoters are accompanied
by changes in expression of key genes of the antitumor
action, leading to their inactivation. DNA methylation
of both CDKN2B, representing one of inhibitor cyclin
dependent kinases, and PDLIM4, one of potential tumor
suppressor genes, together with the analysis of their
expressions were evaluated in three groups of patients
divided on the basis of % 5-methylcytosine.

Methods: Nucleic acid was obtained from unsor-
ted cell population in the bone marrow aspirates of
50 patients with multiple myeloma. Bisulfite-treated
DNA was used as a template for PCR reaction, whose
product was used for subsequent pyrosequencing.
Clobal methylation state was determined in the iso-
lated DNA using colorimetric detection. After reverse
transcription of the isolated RNA, the cDNA was used
for CDKN2B and PDLIM4 gene expression analysis by the
real-time PCR.

Results; In studied patients, the % 5-methylcyto-
sine in monitored CpGs of the 216 bp promotor region
of the PDLIM4 gene was higher (9-28%) in comparison
to CDKN2ZB gene (2-9%). We detected the highest level
of PDLIM4 expression in the group of patients with the
lowest range of global methylation (0-0.699%).

Conclusion: Analysed CDKN2AB gene regions in-
dicate hypomethylation state, whereas PDLIM4 ge-

ne tested region have showed hypermethylation.
Expression of studied genes is not dependent on their
methylation status in groups of patients with both
moderately (0.7-1.199%) and high range (1.2 % and
higher) of global methylation, in which, unlike cu-
rrent studies, the increased CDKN2B expression was
detected. This finding could indicate functional un-
methylated CDKN2B gene, in contrast to methylated
tumor-suppressor PDLIM4 gene in studied multiple
myeloma patients.

This study was supported in part by NV18-03-0050 from the
Czech Ministry of Health, DRO (FNOL 00098892) from the Ministry
of Health of the Czech Republic and LF_2018_001 from Palacky
University Olomouc.

NEWLY DESIGNED 11-GENE PANEL

REVEALS FIRST CASE OF HEREDITARY
AMYLOIDOSIS CAPTURED BY

MASSIVE PARALLEL SEQUENCING
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Aim: Hereditary amyloidosis is a disease caused by
deposits of misfolded proteins in various tissues resul-
ting in end organ damage. Formation of hereditary amy-
loidosis has been associated with germline mutations in
7 genes coding for amyloidogenic precursor proteins. We
designed a panel of 11 amyloidogenic genes including 7
common genes involved in hereditary amyloidosis along
with 4 genes associated with other “amyloid diseases”.

Methods: Amyloidosis panel was designed using
HaloPlex target enrichment kit (Agilent Technologies).
This panel includes TTR, FGA, APOAI, APOA2, LYZ, GSN,
CST3together with 4 genes PRNP, APP, B2M, ITM2 associ-
ated with “amyloid diseases”. The set of capture probes
was created to cover entire gene lengths spanning
finally 53 kb. Cohort of 43 patients with hypertrophic
cardiomyopathy was analyzed together with 4 positive
and 4 negative control samples validated previously by
Sanger sequencing. Next-generation sequencing was
performed using MiSeq Reagent Kit V2 - 500 cycles
(IIlumina, Inc., San Diego, CA).
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Results: Positive and negative controls (identified
by Sanger sequencing) were confirmed by NGS. Our
data show one positive case with p.Clu62Lys muta-
tion in TTR gene and various SNPs, predominantly
in genes CST3, CSN and PRNP, which are associated
with predisposition to amyloid formation. Detailed
analysis and interpretation of sequencing results
will be presented.

Discussion & conclusions: We designed and vali-
dated target sequencing for 11 genes associated with
predisposition to amyloid formation. Next-generation
sequencing provides higher amount of data for signi-
ficantly lower price compared to standard sequencing
methods. Employment of high throughput techniques
is especially beneficial for large cohort analysis.

Ministry of Health of the Czech Republic (15-29667A), MH
CZ - DRO - FNOs/2018, Ministry of Education, Youth and Sports
(IRP201550), SGS10/LF/2016-17.
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NOVEL APPROACH TO STUDY
RELATIONSHIP BETWEEN COPY

NUMBER VARIATION AND GENE
EXPRESSION IN MULTIPLE MYELOMA
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Aim: Pathogenesis of multiple myeloma (MM) re-
presents a complex combination of genomic alterations
and transcriptomic shifts. Our study integrates omics
analysis of paired genomic and transcriptomic datasets
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to reveal the impact of DNA copy number variants
(CNV) on the gene expression (GE).

Methods: Analysis included 66 newly diagnosed
(ND) and 39 relapsed MM patients. Only autosomes and
DNA segments with frequency of gain or loss > 10% were
investigated. CNV and GE data from microarray plat-
forms were analysed using co-inertia analysis (CIA),
a multivariate correlation method. Based on weights
on CIA axes, only the most important features (GE and
CNV) entered the correlation and regression analysis.
Final regression model included CNV as predictor, va-
riability of GE which cannot be explained by CNV and
ploidy status as response variable.

Results: CIA showed stronger correspondence be-
tween CNV and GE data in relapsed (RV = 0.64) com-
pared to ND patients (RV = 0.44). The most important
CNV for relapse belong to 1p, 1q, 8p, 12p, 13, 14, 16q.
Regression analysis revealed transcriptome changes
in CNVunrelated genes, especially in relapse cohort.
Known role in MM pathogenesis have CCND1 (11q) and
CCND2 (12p) that can be affected by CNVin1q, 13 and 1q,
4p, 13, 14, respectively. Further significant associations
between the GE with CNV segments are: PLK2 (5q) with
1p or 19p, VPREB3 (22) with 13 or 19p, ADAM28 (8p) with
13 or 16q and CD79A (19q) with 1q, 13, 14 or 16q. Various
CNVs can also affect members of SNORD families.

Conclusion: Our analysis confirmed that GE is not
direct consequence of CNV. Association of CNV and GE
on different chromosomes was revealed. The results
pinpoint molecular targets for further investigation.

This work was supported by the institutional plan of the
University of Ostrava no. IRP201550 and by the Ministry of Health
(15-29667A).
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HIGH LEVELS OF NEURAL STEM

CELL MARKER NESTIN AS A NOVEL
UNFAVORABLE PROGNOSTIC MARKER

FOR MULTIPLE MYELOMA

Svichova H.!, Rihova L.2%, Pour L.%, Jarkovsky J.5,
Hajek R.2¢, Minarik J.”

"Faculty Hospital Olomouc, Department of Haematooncology,
Czech Republic

?Babak Myeloma Group, Department of Pathological Physiology,
Faculty of Medicine, Masaryk University, Czech Republic
3Department of Clinical Hematology, Faculty Hospital Brno, Czech
Republic

“Department of Internal Medicine and Hematooncology, Faculty
Hospital Brno, Czech Republic

SInstitute of Biostatistics and Analyses, Faculty of Medicine,
Masaryk University, Brno, Czech Republic

SFaculty of Medicine, University of Ostrava and Department of
Haematooncology, University Hospital Ostrava, Czech Republic
’Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University Olomouc,
Czech Republic

Background: Neural stem cell marker nestin is
a suitable diagnostic and prognostic indicator of ma-
lignancy in solid tumors but its role in hematological
malignancies remains unknown. Nestin has been
confirmed as a tumor-specific marker for CD138+38+
plasma cells (PC) of multiple myeloma (MM) and a po-
tential predictor of worse response to novel therapy.
However, prognostic potential of nestin has never been
studied in MM so far.

Aim: The aim of this study was to evaluate whether
pretreatment levels of nestin can predict overall (OS)
and progression-free (PFS) survival.

Methods: Nestin was detected in CD138+38+PC of
84 newly diagnosed MM patients (36M/48F; median
age70 years) by flow cytometry. Nestin was assessed as
the percentage of nestin-positive PC (Nes+PC) and the
ratio of median fluorescence intensity of nestin (MFI
ratio) and isotypic control. Cox proportional hazards
models were used to assess the association of prognostic
factors with OS and PFS. Survival rates were estima-
ted using the Kaplan-Meier method. Differences in
survival among subgroups of patients were compared
using the logrank test. Survival cut-off points were
established based on time-dependent ROC analysis.
P-values below 0.05 were considered as statistically
significant in all analyses.

Results; Univariate Cox model showed prognostic
impact for %Nes+ (HR 1.023 [HR 95%CI: 1.008; 1.038];
Pp=0.002) and for MFI ratio (HR: 1.058 [HR 95%CI: 1.014;

1.104]; p=0.010). Multivariate Cox model showed that
%Nes+PC is significantly associated with OS (p = 0.023).
High %Nes+PC subgroup was associated with shorter
OS (p = 0.025) and PFS (p = 0.003). High MFI ratio sub-
group was significantly associated with shorter OS
(p=0.003); and PFS (p = 0.025).

Conclusion: These data demonstrated that nestin
protein might represent a novel prognostic biomarker
for MM. Furthermore, %Nes+PC appears to be an inde-
pendent prognostic factor for OS. This pilot study needs
to be further validated on a larger cohort of patients.
Funded by NT14575.

P33

MOLEKULARNE CYT?GENETICKR AUAL?ZA
UMM/PCL PACIENTU S CIRKULUJICIMI
PLAZMATICKYMI BUNKAMI

Balcirkova J.!, Mlynardikova M.!, Zmolikova J.2,
Minafrik J.!, Pika T.!, Krhovska P.!, Urbankova H.!,
Papajik T.!

'Hemato-onkologickd klinika FN a UP, Olomouc

’CGB Laboratore, Ostrava

Spoleénym znakem primarni plazmocelularni leu-
kemie (pPCL) a mnohocetného myelomu (MM) s cirku-
lujicimi plazmatickymi burikami (CPB) je expanze plaz-
matickych bunék mimo mikroprostfedi kostni dfené.
Pritomnost CPB je povazovana za znamku vysoké proli-
ferac¢ni aktivity onemocnéni a je spojena s nepriznivou
prognézou. Cytogenetické studie ukazuji, ze CPB jsou
charakterizovany celou fadou cytogenetickych zmén.
VétsSinou je prokazana non-hyperdiploidie spojena
s vy$§im vyskytem IgH translokaci zejména t(11;14)
(q13;q32),t(4;14)(p16;q32) a t(14;16)(g32;g23). Mezi dalsi
Casté genetické zmeény patti delece 13g/monozomie 13,
delece 17p a abnormality chromozomu 1 (zmnozeni 1q/
delece 1p). Cilem této prace je analyzovat cytogenetic-
ké zmény ve skupiné osmi pacientt (3 pPCL a 5 MM
s CPB) pomoci metod arrayCGH a FICTION s komercné
dostupnymi sondami pro RB1/c15, IgH, 1q21/1p32, TP53/
17, urcit frekvenci jednotlivych cytogenetickych zmén
a u pacientd vySetfenych z kostni dfené a CPB studovat
klondlni vyvoj. Translokaci IgH genu jsme prokazali
u 5/8 pacienti: 3krat t(11;14)(q13;q32), 1krat t(4;14)
(p16;g32) a 1krat t(14;20)(q32;q12). U jedné pacientky
byla zjisténa pritomnost der(4)t(4;7)(pl6;q?)ins(4;7)
(p16;q7?), ktery zahrnoval abnormalitu gentit FGFR3/
MMSET. ZmnoZeni oblasti 1g21 bylo prokdzano u 6/8
pacientli. Delece RB1 genu byla zjiSténa u ¢tyf pacientli
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a delece genu TP53 u dvou pacientfi. Pomoci arrayCGH
byly zjistény delece 1p, 6q, 13q, 16q zmnoZeni 1q a ab-
normality chromozomu X (monozomie/ zmnoZeni Xq).
Chromotripse chromozomu 8 a hyperdiploidie spojena
s trizomiemi chromozomi 3, 5, 7, 9, 11, 15 a 19 byly
zjistény u dvou dalsich pacientli. Abnormality zjisténé
v kostni dfeni byly u tii pacient{i shodné s abnormali-
tamiv CPB a u jednoho pacienta se liSily. V naSem sou-
boru jsme zjistili chromozomalni abnormality u vSech
pacienti s pPCL a MM s CPB. NasSe vysledky ukazuji, Ze
genetické abnormality u pPCL a MM s CPB jsou shodné
jako u MM, ale jsou vice komplexni. Byl pozorovan
relativné Cetnéjsi vyskyt zmnoZeni oblasti 121 a dele-
ce genu TP53. Pouziti arrayCGH prispélo k rozpoznani
dal$ich abnormalit nedetekovanych metodou FICTION.

Podpofeno granty IGA LF 2018-004, MZ CR - RVO (FNOL
00098892).
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LAB GUIDELINE OPTIMIZATION FOR
PRE-PROCESSING OF SAMPLES WITH

SMALL AMOUNT OF INPUT MATERIAL

IN MONOCLONAL GAMMOPATHIES

Sevéikova T.'23, Growkova K.»23, Filipova J.23,
Kufova Z.2, Hanusova H.'?, Vrublova P.?, Kryukova
E.'2, Zahradova L.!, Kryukov F.!2, Hijek R.!?
'Department of Haematooncology, University Hospital Ostrava,
Czech Republic

2Department of Clinical Studies, Faculty of Medicine, University
of Ostrava, Czech Republic

Department of Biology and Ecology, Faculty of Science, University
of Ostrava, Czech Republic

Aim: To optimize processing of monoclonal gam-
mopathies (MGs) samples with minor target cell popu-
lations to provide products suitable for genome-wide
molecular techniques.

Methods: This study was approved by instituti-
onal ethical review boards and individuals provided
written informed consent. Mononuclear cells (MNC)
were isolated by density gradient centrifugation and
aliquots with 10 x 106 cells were frozen in 1 ml FBS con-
taining 10% DMSO. Bone marrow aberrant plasma cells
(aPC; CD45dimCD38+CD19-CD56+) were sorted by FACS
Aria III (Becton Dickinson). DNA was isolated using:
AllPrep DNA/RNA Micro Kit or QIAamp DNA Mini Kit
(both Qiagen). RNA was isolated using: AllPrep DNA/
RNA Micro Kit (Qiagen), RNeasy Micro Kit (Qiagen),
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MagMAX Total RNA Isolation Kit (Life Technologies),
UMACS mRNA Isolation Kit (MiltenyiBiotec). Nucleic
acid amplification kits: REPLI-g Mini Kit, REPLI-g
Single Cell Kit (both Qiagen).

Results: From MGCs with minor target cell popula-
tions (e.i. AL amyloidosis, MGUS) usually 104-105 cells
can be collected. Both tested DNA isolation kits yielded
comparable results. For RNA isolation, the best perfor-
mance showed AllPrep DNA/RNA Micro Kit (Qiagen).
When less than 105 cells was available, it was necessary
to perform nucleic acid amplification. For 5 x 103 to
105 cells, we selected REPLI-g Mini Kit (Qiagen). For
less than 5 x 103 cells, the only option was the REPLI-g
Single Cell Kit (Qiagen).

Conclusion: The lab guideline for processing of
MGs samples with minor target cell populations was
prepared to present the optimal procedure from sam-
ple biobanking and target cells collection to selection
of kit for nucleic acid isolation which provide best
performance in terms of product yield and purity.
Isolated nucleic acids are intended for use in next-gen
sequencing, array comparative genomic hybridisation
or gene expression profiling.

Supported by The Ministry of Education, Youth and Sports of
Czech Republic, University of Ostrava project SGS01/LF/2018-2019
and MH CZ - DRO - FNOs/2018.

VYUZITI OPTICKEHO.MAPOVANI:PI‘I

STUDIU STRUKTURNICH GENOVYCH
VARIANT U MNOHOCETNEHO MYELOMU
Fillerova R.!, Minarik J.?, Gajdos$ P.?, Béhalek M.},
Mikulkova Z.!, Papajik T.?, Kriegova E.!

'Ustav imunologie LF UK a FN, Olomouc

?Hemato-onkologickd klinika LF UK a FN, Olomouc

Fakulta elektrotechniky a informatiky, Vysokd Skola bdriskd -
Technickd univerzita Ostrava

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) patfi k onemoc-
nénim charakteristickym velkou genetickou heteroge-
nitou, ktera nasledné ovliviiuje nejen vyvoj onemoc-
néni, ale i 1é¢ebnou odpovéd.

Metody: Prestoze soucasné sekvenacni metody
vyznamné prispély k poznani MM genomu a identi-
fikaci klicovych mutaci a dalSich genetickych zmeén,
znalost strukturnich a pocetnich genomickych variant
je vzhledem k metodickym limitacim téchto metod
stile nedostatecna.
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Ke studiu genomickych a pocetnich variant u MM
se nabizi nova technologie optického mapovani (IRYS,
Bionano Genomics). Tato metoda umoznuje detekci ne-
jen translokaci, ale také inverzi, deleci a inzerci riizné-
ho rozsahu (3-300 kb) a zmén poctu kopii genti pomoci
vizualizace nativnich ultradlouhych fluorescencné zna-
¢enych DNA molekul linearizovanych na mikrocipu.

Vysledky: Ziskané Rmapy se porovnavaji s in silico
restrikénimi mapami referen¢ni lidské DNA sekvence.
Nezbytnym pfedpokladem ziskani kvalitni optické
mapy je izolace ultradlouhé vysoce kvalitni DNA z MM
bunék ulozenych v agarézovych bloécich, ptipadné
perifernich mononukledrnich bunék u zdravych je-
dincti. Tento zplisob uloZeni bunék a nasledna izolace
pfimo v agarézovém blocku umoznuje ziskani velmi
dlouhych fragmenti o délce 100-500 a vice kilobazi. Po

enzymatickém znaceni pomoci fluorescencnich znacek
se ultra-dlouhd DNA nanese na nanofluidni ¢ip, kde
dochazi k regulované a reprodukovatelné linearizaci
molekul DNA. Prace shrnuje prvni vysledky optickych
map u zdravych jedinct ceského plvodu a pacient
s MM. Prezentujeme bioinformatickou pipeline a po-
pisujeme genomické zmény asociované s MM.

Zaveér: Nase prace ukazuje velky potencial vyuziti
technologie optického mapovani k identifikaci novych
strukturnich a pocetnich zmén u MM, které mohou
prispét nejen k pochopeni patogeneze onemocnéni,
ale vbudoucnosti také ke zpfesnéni diagnostiky, stra-
tifikaci pacientd i volbu 1é¢by.

Prdcevznikla za financni podpory firmy Celgene a MZ CR - RVO
(FNOI1 00098892).
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P36

ANALYZA SEROV'VCI'! LIPIDfI,
KARDIOVASKULARNIHO RIZIKA

A INDIKACE K HYPOLIPIDEMICKE

TERAPII UNEMOCNYCH S DE NOVO CML
LECENYCH IMATINIBEM A NILOTINIBEM

= VYSLEDKY Z PROSPEKTIVNI STUDIE
Hornak T.!, Semerad L.!, Za¢kova D.!, Weinbergerova
B.!, Sustkova Z.!, Prochizkovi J.!, Bélohlivkova P.2,
Stejskal L.?, Rohon P.%, Mayer J.!, Rac¢il Z.!

'Interni, hematologickd a onkologickd klinika MU a FN, Brno
2IV. interni hematologickd klinika FN, Hradec Krdlové

3Klinika hematoonkologie FN, Ostrava

*Hemato-onkologickd klinika FN, Olomouc

Cile: 1. Analyza hladin sérovych lipid@ a kardio-
vaskularniho rizika u de novo CML pacientdl na zacat-
ku a béhem terapie imatinibem (IMA) a nilotinibem
(NILO). 2. Identifikace pacientl spliujicich kritéria
k hypolipidemické terapii béhem terapie TKI.

Metody: Klinické a laboratorni sledovani vcetné
stanoveni kardiovaskularniho rizika u CML pacientl
v prvni linii 1é¢by IMA nebo NILO na zacatku terapie
av3mésicnich intervalech. Inicidlni volba TKI probéh-
la dle indikace oSetfujiciho 1ékafe. Hladiny sérovych
lipidt byly analyzovany u pacientii neuzivajicich hy-
polipidemika v ¢ase studiové vizity.

Vvysledky: Do studie bylo zapojeno 34 pacientd 1é-
¢enych IMA a 23 1écenych NILO (median follow-up IMA
=12 m, NILO = 9 m). Pacienti 1é¢eni NILO byli mladsi
(median véku 45 vs. 67 let, p = 0,0006) a méli méné
komorbidit (diabetes mellitus 0% vs. 32%, p = 0,0018;
ischemicka choroba srde¢ni - 0% vs. 24%; p = 0,0163).
Kardiovaskularni riziko bylo u pacientd s NILO na
vstupni vizité niz§i (median CV SCORE - 1% vs. 6%, p =
0,009) nez u nemocnych s IMA. PocCet pacientl, ktefi
jiz uzivali statin a/nebo byli nové indikovani k hypoli-
pidemické terapii, byl u vstupni vizity vyssi u pacientii
lé¢enych IMA (NILO - 30%, IMA - 68%, p = 0,0076).
Po 6 mésicich 1é¢by NILO doslo k signifikantnimu
zvySeni hladiny celkového cholesterolu, HDL- a LDL-
cholesterolu. IMA zvysil signifikantné pouze hladinu
HDL. Zména kardiovaskularniho rizika z nizkého na
vysoké/velmi vysoké byla pozorovana u 13 % pacientli
s NILO a 6 % pacientl s IMA (ns). Pocet pacientti nové
indikovanych k terapii statinem béhem terapie TKI
byl v obou skupinach srovnatelny (NILO 9 %, IMA 6 %).

Zavér: Vysledky analyzy ukazuji na pfirozenou
selekci inicialniho TKI oSetfujicim lékafem na za-
kladé znamych nezadoucich uc¢inkt, kdy u komor-
bidnéjsich a starSich nemocnych je volen IMA. Pfi
startu TKI je zasadni zhodnoceni kardiovaskularniho
rizika a indikace hypolipidemické terapie, nebot vice
jak polovina pacientdi v dobé startu TKI spliiuje kri-
téria pro zahdjeni hypolipidemické terapie. K dal-
§imu vyznamnému nardstu indikaci (i pfes na-
rst celkového a LDL-cholesterolu u nemocnych
s NILO) v pribéhu terapie IMA ale i NILO pak jiz
nedochazi.

P37

VYSLEDKY LECBY NILOTINIBEM

V1. LINII PACIENTU S CHRONICKOU
MYELOIDNI LEUKEMII

Stejskal L.'2?, Benkova K.!2, Koristek Z.1?, Richterova
P.2, Zuchnicka J.12, Tothova E.!?, Hajek R.1?
'Klinika hematoonkologie FN, Ostrava

2Lékarskd fakulta, Ostravskd univerzita
‘Hematologicko-transfuzni oddéleni Slezskd nemocnice v Opavé

Cile: Zhodnotit i¢innost a bezpecnost 1é¢by TKI 2.
generace v 1. linii pacientd s CML.

Metody: Data pacientli s CML lécenych v 4 letech
(2014-2017) v KHO EN Ostrava, 1é¢ba probihala dle plat-
nych doporuceni/standardizace ELN. Toxicita 1é¢by byla
hodnocena dle CTCAEv4.03.

VysledKky: Celkem 14 pacientli (median véku 37,5 let,
rozmezi 22-63, 64,4 % muzi) s CML BCR/ABL pozitivni,
diagnostikovanou v letech 2014-2017, vSichni v CP,
nikdo v AP/BC, rizikova skoére Sokal 7/4/3 LR/IR/HR,
Hasford 9/4/1 LR/IR/HR, Eutos 9/4/1 LR/IR/HR, podtyp
BCR/ABL - 7krat b3a2, 7krat b2a2. U Ctyt pacientdl byly
vstupneé zachyceny pridatné chromozomalni aberace
(3krat CCA/Ph+ der 22, der 21, del 20q a 1krat CCA/Ph-
Robertsonska translokace t(14,15)(q10,ql0). VSichni
pacienti Ziji pfi medianu doby sledovani 29 mésici,
rozmezi 18-46 mésicli. V prvni linii 1é¢by nilotinibem
dosazeno ve 3. mésici 11krat CCyR, ve 12. mésici 1é¢by
12krat MMR, z toho 3krat na irovni MR4.0. Aktualné
na nilotinibu pokracuje 57 % (8/14) pacientli. Tii pacien-
ty jsme z divodu toxicity prevedli na jiny TKI: 2krat
imatinib, 1krat dasatinib (d@ivody: 1krat hepatotoxicita
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grade 3, 1krat kozni toxicita grade 2, 1krat protrahované
bolesti skeletu grade 1). U tfi pacientli jsme zaznamenali
selhani 1é¢by (dva nedosihli CCyR ve 12. mésici) a byli
prevedenina dasatinib po 12, resp. 27 mésici, u jednoho
pacienta diagnostikovaného jiz v pozdni chronické fazi
s HR dle Sokala doslo ve 3. mésici pti 1é¢bé nilotinibem ke
vzniku mutace T315] v BCR/ABL doméné a byl indikovan
k alogenni transplantaci krvetvorby. VSichni tfi nasi
pacienti, ktefi selhali na 1é¢bé nilotinibem, méli jiz ve
3. mésici varovné znamky dle ELN 2013 nebo nutnost
redukce davky pro toxicitu.

Zaveér: Nilotinib v prvni linii 1é¢by Ph+CML v CP ma
velmi dobrou G¢innost zvlasté u pacientti, ktefi jiz ve
3. mésici 1é¢by dosahli CCyR (v nasem souboru 11/14) a ti
pak ve 12. mésici dosahli i MMR. Pro ¢ast pacientt byl
nilotinib v prvni linii prilis toxicky 3/14 a u dalsich 3/14
onemocneéni progredovalo a byla nutna ¢asna zména
1é¢ebného postupu.

P38

PROGN.OSTICKA leQHA RECIDIVUJUCEJ
RELATIVNEJ BAZOFILIE (RB) BEHOM
CYTOREDUKCIE PACIENTOV S CHRONICKOU
MYELOIDOVOU LEUKEMIOU (CML)

Vrablova L.!, Benesova L.!, Maiwaldova B.!, Fiirst
T.2, Skoumaloval.l, Rohoii P.}, Indrak K.}, Urbanova
H.!, Divoka M.}, Faber E.!

'Hemato-onkologickd klinika, FN Olomouc

2Ratedra matematické analyzy a aplikaci matematiky PfF UP,
Olomouc

Ciele: Bazofilia je u pacientov s CML casta, ale jej
etiopatogenéza nie je objasnena. Biologické vlastnosti
CML zrejme ovplyviiuje bazofilmi produkovany zapalo-
vy chemokin CCL3, bazofilia preto nemusi predstavovat
len sprevadzajtci fenomén.

Metody: RB sme definovali ako zvySenie relativ-
neho poctu bazofilov v diferencidlnom rozpocte leu-
kocytov v porovnani so vstupnymi hodnotami, ktoré
bolo pozorované behom prvého mesiaca cytoredukénej
terapie hydroxyureou a/alebo imatinibom. Krvné ob-
razy u pacientov s CML lie¢enych na naSej klinike
v 1. linii liecby imatinibom sme z hladiska RB hodnotili
retrospektivne. Pre StatistickGi analyzu boli pouzité
test podla Kaplana a Meiera, Kruskal-Wallisov a log-
-rank test.

VysledKky: Do analyzy sme zahrnuli 41 Zien a 63
muZov s medidnom veku 54 rokov (20-88), median sle-
dovania pacientov bol 3,1 roku (3,5 mesiaca - 10,9 roka).
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Objavili sme 65 pripadov RB, u7 pacientov narast bazo-
filov splnil kritérid akcelerdcie CML. Statisticky bola
potvrdena asociacia RB s nizsim vekom (p = 0,0224)
a Sokalovym skére (p = 0,02). V porovnani s pacientmi
bez RB (medidn = 0 cm) mali pacienti s RB (median =
5 cm) vyznamne vacsiu velkost sleziny (p = 0,0189).
Podla analyzy ,scatter plot“ mladsi pacienti s RB zo-
mierali CastejSie na progresiu CML, zatial Co star-
$i s RB zomierali nasledkom komorbidity. Pacienti
s RB cCastejSie vyzadovali terapiu druhou liniou (38,9
%) v porovnani s kontrolnou skupinou (22 %; p =
0,06). Pacienti s RB mali horsi PFS, ale rozdiel ne-
bol Statisticky vyznamny (63 % vs. 75 %; p = 0,346).
Pravdepodobnost dosiahnut kompletnt cytogeneticki
a velkd molekulovi odpoved po 6, resp. 12 mesiacoch
liecby sa nelisila (81,5 % s RB vs. 81,2 % bez RB, p =
0,967 280 % vs. 78 %, p = 0,49).

Zavery: RB je etiologicky nejasny fenomén pozoro-
vatelny asi u polovice pacientov s CML. RB mdZe mat
vyznam pri prognostickej stratifikacii mladsich paci-
entov s CML, na overenie je vSak potrebné uskutocnit
analyzy vac¢sich skupin pacientov.

Podporeno grantom IGA_LF_2018_04.

DETEKCE A KVANTIFIKACE PACIENT-

SPECIFICKE GENOMICKE FUZE BCR-ABL1

U PACIENTU S CML ZPUSOBILYCH PRO

VYSAZENI TKI VY'ZNI'\MNE ZLEPSUJE

ANALYZU MINIMALNI REZIDUALNI NEMOCI

V POROVNANI S ANALYZOU TRANSKRIPTU

S POUZITIM REAL-TIME PCR

NEBO DIGITALNI PCR

Motlova E.!, Zizkova H.!, Pecherkova P.!, Zuna J.2,
Hovorkova L.2, Zimmermannova 0.2, Jurcek T.?,
Vi¢anova K.!, Klamova H.!, Cross N.**, Hochhaus

A.%, Ernst T.°, Machova Polakova K.!

'0Oddeéleni molekuldrni genetiky, Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha

2CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol,
Praha

3Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Klinika interni
hematologie a onkologie LF MU a FN, Brno

*Wessex Regional Genetics Laboratory, Salisbury NHS Foundation
Trust, Salisbury

SFaculty of Medicine, University of Southampton, Southampton,
United Kingdom

SAbteilung Himatologie/Onkologie, Klinik fiir Innere Medizin II,
University of Jena, Jena, Germany
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Uvod: Vysledky klinickych studii vysazovani 1é¢by
tyrosin-kinazovymi inhibitory (TKI) u chronické mye-
loidni leukemie (CML) ukazuji, Ze u 40-60 % pacientli
pretrvava hluboka molekularni odpovéd (DMR) po
zastaveni 1é¢by. Pro bezpec¢né vysazeni TKI je zasadni
presné a citlivé monitorovani minimalni rezidualni
nemoci (MRD). Pfedpokladame, Ze sledovanim MRD
na urovni DNA a/nebo pouzitim metody digitdlni PCR
(ddPCR) 1ze zvysit pfesnost i citlivost méfeni.

Cil: Zevrubné porovnani ¢tyf metod pro sledovani
MRD u pacientli s CML v DMR; mRNA-qPCR, DNA-qPCR,
mRNA-ddPCR, DNA-ddPCR.

Metody: U78 CML pacientli v DMR byly identifiko-
vany genomické fize BCR-ABLI. Dosud bylo navrzeno
49 pacient-specifickych eseji. DNA a RNA byly extra-
hovany ze stejného poctu bunék. Pro kazdou metodu
byla stanovena Kkritéria pro vyhodnocovani. Kostni
dren byla analyzovana u sedmi pacientti s nedetekova-
telnymi transkripty BCR-ABLI v periferni krvi (PK) pro
zjisténi pritomnosti CML krvetvornych bunék. Bylo
analyzovano 993 parovych vzorki (PV) pomoci mRNA-
-qPCR a DNA-qPCR, a 574 PV pomoci mRNA-ddPCR
a DNA-ddPCR. Pro statistickou analyzu byl aplikovan
test podilu.

Vysledky: DNA-qPCR vykazala vyssi citlivost méfeni
146 % (456/993) PV v porovnani s RNAQPCR (p < 0,0001).
Pii sjednoceni PV dle mnozstvi kopii kontrolnich gent
odpovidajicitho DMR4-DMR4.5 nebo DMRS5, poskytovala
DNA-gPCR analyza vyssi citlivost u 39 % (p < 0,0001),
respektive 54 % PV (p < 0,0001). DNA-ddPCR analyzy
meéftily s vySsi citlivosti u 41 % PV v porovnani s mRNA-
-ddPCR (p < 0,0001). DAPCR zvysila citlivost a pfesnost
meéfeni transkriptli v porovnani s qPCR u 17 % PV (p <
0,0001) a DNA u 12 % PV (p < 0,0007). Pouzitim vSech
¢tyf metod nebyl zjistén rozdil v detekci BCR-ABLI mezi
vzorky kostni dfené a periferni krve.

Zavér: Detekce DNA BCR-ABLI vyznamné zlepsuje
meéteni MRD v porovndani s analyzou mRNA pii pouziti
gPCR nebo ddPCR. Zda DNA analyzy maji dopad na lepsi
predpovéd pribéhu onemocnéni po zastaveni TKI, je
nutné overit.

Podporeno AZV15-31540A, AZV16-30186A, EUTOS2016,
MZCR00023736.

P40

SLEDQVA!II' HLADIN BCR-ABL1POMOCI
DIGITALNI PCR - ADAPTACE EAC .
PROTOKOLU A POROVNANI SE STANDARDNI
DIAGNOSTICKOU RT-GPCR

A GENEXPERT SYSTEMEM

Smitalova D.}, RomZova M.}, Jurcek T.?, Dvorakova
D.2, Mayer J.12, Racil Z,1?

IStfedoevropsky technologicky institut MU, Brno

Interni hematologickd a onkologickd klinika FN, Brno

3Lékdrskd fakulta MU, Brno

Uvod: Molekularni detekce BCR-ABLI pomoci kvan-
titativni PCR (RT-qPCR) je standardem pro sledovani
zbytkové choroby u chronické myeloidni leukemie
(CML). Navzdory snaham o normalizaci z@istava vari-
abilita RT-qPCR eseji napric laboratofemi problémem
z hlediska reprodukovatelnosti a citlivosti. Digitalni
PCR (dPCR) je v soucasnosti testovana jako robustni
areprodukovatelna alternativni metoda. Cilem studie
bylo urcit funkénost a citlivost standardni BCR-ABLI
eseje méfené na dvou dPCR systémech, porovnani dPCR
a RT-qPCR a urceni vhodnosti dPCR pro sledovani hla-
din BCR-ABL1u CML pacientli v porovnani s GeneXpert
systémem.

Metody: Mira fale$né positivity (FPR) a limit detek-
ce (LOB) QX200 a QS3D dPCR systém byly testovany na
100 negativnich kontrolach s pouzitim esejiz EAC pro-
tokolu. Porovnani BCR-ABL1 kvantifikace pomoci dPCR
a RT-qPCR bylo provedeno na fedici fadé z CML bunéc¢né
linie. Pro komparativni analyzu dPCR a GeneXpert
systému bylo pouzito 70 CML vzorkd.

vysledKky: QX200 systém detekoval faleSnou pozi-
tivitu u 6 % negativnich kontrol, FPR QS3D byla 20%.
Nejvyssi detekované mnozstvi BCR-ABLI v negativnich
vzorcich bylo tfi kopie/vzorek pro oba dPCR systémy.
dPCR byla schopnd kvantifikovat na hladiné 0,0001%
BCR-ABLI, avSak vzhledem k faleSné pozitivité byla ko-
necna citlivost obou dPCR systémt na hladiné 0,01%
BCR-ABLI(MR4.0). Navzdory vysoké korelaci BCR-ABLI/
ABL1% mezi dPCR a RT-qPCR byly u vzorkl pod 0,01%
BCR-ABLI(MR3.0) zjistény znac¢né rozdily v naméfenych
poctech kopii. Oba dPCR systémy byly schopné dete-
kovat velmi nizké koncentrace BCR-ABLT u klinickych
vzorkll, coz u CML pacientlli s MR3.0 az MR4.5 vedlo
k posunu hladiny molekuldrni odpovédi az o jeden fad
vySe oproti GeneXpertu.

Zavér: dPCR byla schopna dosdhnout iirovné MR5.5,
nicméné po zohlednéni FPR dosahovala citlivosti
standardni RT-qPCR (MR4.0). V klinickych vzorcich
dPCR detekovala az o tad vys$i hladiny BCR-ABLI nez
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GeneXpert. Metoda dPCR umoziiuje vysoce citlivou
detekci BCR-ABLI pro sledovani zbytkové nemoci, avsak
pred jejim zavedenim do praxe je tfeba zohlednovat
nékteré technické aspekty jako vhodnost eseji.

Podporeno MUNI/A/0968/2017.

P41

MONITQROVA’NI’ TRANSKRIPTU BCR-ABL1
POMOCI NOVEHO KITU CEPHEID XPERT
BCR-ABL1ULTRA NA UROVNI MR4.5

Jurcek T.!, Kubesova B.!, Fischerova K.!, JeZiskoval.!,
Dvofikova D.'?,Semerad L.2, Sustkova Z.2, Zackova
D.2, Mayer J.}?, Racil Z,1?

'Intern{ hematologickd a onkologickd klinika FN, Brno

2Lékarskd fakulta, Masarykova Univerzita, Brno

Cile: Porovnat novy kit Cepheid Xpert BCR-ABL1 Ultra
pro automatizovanou analyzu kvantitativniho sledo-
vani transkriptu fizniho genu BCR-ABLI s validovanou
detekci na trovni MR4.5 s rutinni standardizovanou
metodou RQ RT-PCR certifikovanou na irovent MR4.5
u pacientdi s chronickou myeloidni leukemii (CML).

Metody: Analyzovano bylo celkem 36 vzorka (26
perifernich krvi a 10 kostnich dfeni) pacientli s CML
sledovanych na 1é¢bé tyrosinkindzovymi inhibitory
(TKI). Srovnavana metoda GeneXpert (GX, Cepheid) je
uzavieny a plné automatizovany systém. S vyuzitim
nové soupravy Xpert BCR-ABL1 Ultra (CE IVD) detekuje
hladiny transkriptu BCR-ABLIa referen¢niho genu ABLI
azna urovni molekularni odpovédi MR4.5. Vysledkem
analyzy je pomér exprese obou gent vyjadieny jiz v jed-
notkach IS. Jako srovnavaci metoda byly pouzita stan-
dardizovana RQ RT-PCR s certifikaci MR4.5. Shoda
porovnani obou metod byla stanovena podle Miiller et
al. Leukemie 2009; 23: 1957-1963.

Vysledky: Soubor pro srovnani byl tvofen celkem
36 vzorky s hladinou transkriptu BCR-ABLI v rozmezi
10-0,001 % IS, které byly analyzovany obéma meto-
dami. Hodnoty ziskané pomoci GX Ultra vysoce kore-
lovaly s hodnotami naméfenymi pomoci standardni
RQ RT-PCR (R? = 0,9741) a vykazovaly velmi malou
odchylku, ¢imz potvrdily vysokou podobnost vysledkl
obou metod. Valida¢ni kritéria shody mezi analyzo-
vanymi vzorky obéma metodami byla splnéna: 92 %
srovnavanych vzorki lezi ve dvpjnasobném rozsahu
(0,5-2), 97 % v trojnasobném rozsahu (0,33-3) a 100 %
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v pétinasobném rozsahu (0,2-5) standarizované metody
RQ RT-PCR.

Zaveér: Korelace vysledk{l ukazala vysokou shodu
stanoveni kvantitativnich hodnot transkriptu fizniho
genu BCR-ABL1v klinickych vzorcich. Pfistroj GeneXpert
je automatizovany, uzavieny systém a spolu se soupra-
vou nové generace Xpert Ultra validovanou na MR4.5 je
tak vhodny pro sledovani hluboké molekularni odpové-
di u pacienti s CML s dostatec¢nou citlivosti.

Podporeno z projektu MZ CR - RVO (FNBr 65269705).

P42

VYSETRENI CIRK!II.UJI'CI'CH
MIKROPARTIKULI U BCR-ABL .
NEGATIVNICH MYELOPROLIFERATIVNICH
CHOROB V ZAVISLOSTI NA

PRITOMNOSTI MUTACE JAK2V617F

Aswad M., H.'?, Kissova J.?, Ovesna P.?, Rihova L.},
Penka M.!?

'0ddéleni klinické hematologie FN, Brno

?Lékarskd fakulta Masarykovy University, Brno

’Institut Biostatistiky a analyzs.r.o.

Uvod: Mikropartikule jsou membranové fragmenty
velikosti v rozmezi 0,1-1 pm, uvolnéné ze vSech typt bu-
nék prijejich aktivaci ¢i apoptéze. Mikropartikulim je
pri¢itana prokoagulac¢ni funkce, navozena pritomnosti
fosfolipid na jejich vnéjsim povrchu. Mutace JAK2V617F
hraje vyznamnou roli u myeloproliferativnich chorob
(MPN); dle poslednich studii je spojovana se zvySenou
frekvenci trombotickych komplikaci.

Cile: Cilem préce je vyhodnoceni cirkulujicich mi-
kropartikuli v souboru nemocnych s BCR-ABL nega-
tivnimi myeloproliferacemi ve vztahu k pritomnosti
mutace JAK2VG6I7F.

Metody: Do souboru 179 pacient@ s BCR/ABL ne-
gativnimi MPN (77 muzi, 102 Zen) byla zafazeno 99
pacientd s esencidlni trombocytemii (ET), 51 pacientli
s pravou polycytemii (PV) a 29 s primarni myelofibrézou
(MF). V souboru byla analyzovana pfitomnost trom-
bocytarnich mikropartikuli (PMP) metodou flowcyto-
metrie (FC500 Beckman Coulter). Velikost vySetfenych
vzorkll dosdhla poctu 417 analyz.

vysledky: Absolutniirelativni po¢et PMP u nemoc-
nych s MPN vykazoval statisticky vyznamny rozdil pti
srovnani s vySetfenim zdravych darci (p = 0,001; p =
0,043). Pacienti s MF méli statisticky vyznamneé nizsi
hladiny PMP (p = 0,008; p = 0,014) nez pacienti s ET
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aPV. Unemocnych s mutaci JAK2V617F byly zaznamena-
ny statisticky vyznamneé vyssi hladiny PMP (p = 0,032;
p = 0,014). Pacienti s anamnézou trombéz méli nizsi
PMP nez pacienti bez anamnézy tromboz, statisticky
vyznamny rozdil byl u nemocnych s trombézami vznik-
lymi po stanoveni dg. MPN (p = 0,002) a ve skupiné
JAK2VG17F pozitivnich ET (0,013; 0,006).

Zavér: Pritomnost mutace JAK2VG617F je spojovana
s vy$§i incidenci trombotickych komplikaci u nemoc-
nych s MPN. ZvySené hladiny trombocytarnich mik-
ropartikuli u JAK2V617F pozitivnich nemocnych mohou
ukazovat na protromboticky fenotyp charakteristicky
pro tuto skupinu pacientd.

LITERATURA

1. Lussana F, et al. Association of V617F JAK2 mutation with the risk
od thrombosis among patients with essential thrombocythaemia or idi-
opathic myelofibrosis:A systematic review. Thromb Res 2009.

2. Zhang W, et al. Clinical signifikance of circulating microparticles in
Ph- myeloproliferative neoplasms. Oncology Letters 2017.

Podpofeno granty MUNI/A/0968/2017 a MZ CR - RVO (FNBr
65269705).
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MYELODYSPLAS:I'ICK? SYNDROM
A Ph-NEGATIVNI MYELOPROLIFERACE

P43

MOLEKU!.ARNE CYTOGENETICKA ANALYZA
ABERACI CHROMOZOMU 7 .

U HEMATOLOGICKYCH ONEMOCNENI
MYELOIDNI RADY

Ransdorfova $.!, BfezinovaJ.!, Sarova .12, Zemanova
Z.2, Izakova S.2, Lizcova L.2, PavliStova L.2, Cermak
J.1, Silek C.}, Jonasova A.3, Michalova K.!?

'Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

2Centrum nddorové cytogenetiky, Ustav 1ékafské biochemie
alaboratorni diagnostiky 1. LF UK a VEN, Praha

3. interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK a VEN, Praha

Uvod: Uplna i ¢astedna ztrata chromozomu 7 patfi
k rekurentnim cytogenetickym zménam u nemocnych
s myeloidnimi onemocnénimi, jako jsou myelodysplas-
tické syndromy (MDS) a akutni myeloidni leukemie
(AML). Nalez je dalezitym prognostickym ukazate-
lem - aberace je spojena se §patnou odezvou na lécbu
a rychlejsi progresi onemocnéni.

Cile: Cilem studie bylo mapovani pfestaveb chromozo-
mu 7 pomoci molekularné cytogenetickych metod a ové-
feni zlomovych mist s pouzitim lokus-specifickych sond.
Dale, ve spolupraci s Centrem nadorové cytogenetiky VEN,
urceni rozdilu ve frekvenci vyskytu aberaci na kratkych
a dlouhych ramenech (7p/7q) metodou SNP/aCGH.

Metody: V letech 2007-2017 bylo vySetfeno 683 do-
spélych s AML a 840 nemocnych s MDS. V burikach
kostni dfené byla u 164 pacientli nalezena monozomie
7, delece 7q/7p nebo jiné strukturni pfestavby chromozo-
mu 7. Karyotypy byly analyzovany pomoci konvencnich
a molekularné cytogenetickych technik: FISH (Abbott,
Kreatech), mFISH / mBAND (MetaSystems) a array CGH
/SNP (Illumina, Agilent).

Vysledky: U 151 pacientl (92 %) byla aberace chro-
mozomu 7 prokdzana v kombinaci s dal§imi zména-
mi nebo jako soucast komplexniho karyotypu, pouze
u 13 pacientd (8 %) byla monozomie 7 jedinou aberaci.
Nejcastéjsi zlomova mista byla lokalizovana v oblastech
7922, 7931 a 7g33-7g35. Ring chromozom 7 byl nalezen
v jedenacti (7 %) pripadech, dicentricky chromozom 7
byl prokazan u 27 (18 %) pacientti. Translokace chromo-
zomu 7 nejcastéji zahrnovaly partnerské chromozomy
7n=9,8%),2(n=6,4%) all(n=6,4%). Ve dvou
ptipadech byly prokdzany nasledné klonalni aberace
chromozomu?7.

Zaveér: Aberace chromozomu 7 byla prokazanaull %
nemocnych s MDS a AML. Byla potvrzena znacna
heterogenita zlomovych mist, a to jak na kratkych,
tak dlouhych ramenech. To vede k vysoké nestabilité
chromozomu 7 a jeho dal§im zménam. Jejich detekce
je nezbytna k zpfesnéni diagnostiky a vyhodnoceni
prognostického rizika nemocnych.

Podporeno MHCR 00023736, RVO - VENG64165, GA CR P302/12/
GI15.

P44

PROGNOSTICKY V?ZNAM ALTERACI

GENU ASXL7U NEMOCNYCH SE
SAMOSTATNOU DELECI 200

Bfezinova J.!, Sirova L., Svobodova K.2, Lhotska
H.2, Ransdorfova $.!, Izikova S.2, Pavlistova L.2,
Lizcova L.?, Skipalova K.?, Hodarova L.z, MarkovaJ.l,
Zemanova Z.2, Cermak J.!, Jondsova A.3, Michalova
K.l,z

'Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

2Centrum nddorové cytogenetiky, Ustav 1ékafské biochemie
alaboratorni diagnostiky 1. LF UK a VEN, Praha

3. interni klinika 1. LF UK a VEN, Praha

Uvod: Alterace genu ASXLI (20ql1.21) maji dileZi-
tou tlohu v patogenezi hematologickych malignit.
Mutace, nalézajici se predevsim v exonu 12, predstavuji
neptiznivy faktor pro dalsi vyvoj onemocnéni, na rozdil
od samostatné delece 20q-del(20q), jejiz nalez v kostni
dfeni radi nemocné do skupiny s pfiznivou prognézou.

Cile: Cilem nasi studie bylo v souboru nemocnych
se samostatnou del(20q) urcit frekvenci parcialnich/
aplnych deleci genu ASXLI, identifikovat zlomova mista
v tomto genu pomoci molekuldrné cytogenetickych/
genetickych technik a vyhodnotit rozdil v prezivani
mezi skupinami nemocnych s parcidlni ¢i totalni deleci
ASXL1 a bez této aberace.

Metody: U 39 nemocnych (29 muzi, 10 Zen) s he-
matologickym onemocnénim: MDS (24), MPS (10),
NHL (2), AML (1), trombocytemie (1), anemie (1) a sa-
mostatnou del(20q) jsme mapovali zlomova mista po-
moci BAC sond, pokryvajicich oblast 20q11.21 az20ql13.2
(BlueGnome, Empire Genomics). Metodou aCGH/SNP
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(Illumina, Agilent) jsme charakterizovali zlomova mis-
ta u deviti nemocnych s parcidlni deleci ASXLI.

Vysledky: Zlom v genu ASXLI spolecné s parcidlni
deleci 3" konce jsme identifikovali u deviti nemocnych
(23 %), u jedenacti (28 %) doslo ke ztraté celé alely genu
ASXL1, u 19 nemocnych (49 %) zlistal gen na deletova-
ném chromozomu 20 zachovan. Metoda aCGH/SNP
odhalila nejcastéjsi zlomové misto ve/za 4. exonem,
exon 12 byl deletovan u vSech nemocnych se zlomem
v genu ASXLI. Prokazali jsme statisticky vyznamné
kratsi pfezivani ve skupiné nemocnych s alterovanym
ASXL1 genem ve srovnani se skupinou bez alterace (OS
48,6/119,0).

Zavér: Alteraci genu ASXLI, provazenou krat$im pre-
Zivanim, jsme prokazali u 51 % nemocnych se samostat-
nou del(20q). Aberace je vyznamnym prognostickym
faktorem u nizkorizikovych MDS a pouzitd technika
umozni rychle identifikovat pacienty, u nichz je po-
tfeba podrobnéjsi a castéjs$i monitorovani klinického
stavu a pribéhu onemocnéni.

Podporeno granty MZ CR - RVO UHKT 00023736, RVO - VEN
64165, GA CR P302/12/G157, Progres-Q28/LFI.
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VYZNAM ;iSKANE UNIPAREP{TALNi DIZOMIE
17p VE VYVOJI PATOLOGICKEHO KLONU

U NEMOCNYCH S MYELODYSPLASTICKYMI
SYNDROMY A 5-del(5q)

Svobodova K.}, Zemanova Z.!, Lhotska H.!, Belickova
M.?, BfezinovaJ.?, Lizcova L.}, Berkova A.!, Hodarnova
L.}, Jonasova A.?, Cermak J.2, Michalova K.12
'Centrum nddorové cytogenetiky, Ustav lékarské biochemie
alaboratorni diagnostiky 1. LF UK a VEN, Praha

2Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

3. interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK a VEN, Praha

Nejcastéjsi cytogenetickou aberaci u nemocnych
s myelodysplastickymi syndromy (MDS) je delece dlou-
hych ramen chromozomu 5-del(5q). Zisk dalsich aberaci
béhem evoluce klonu je spojen s proliferaci patolo-
gickych bunék, vede k potlaceni apoptézy a zhorsuje
prognézu pacienta. Jednou z pfic¢in zvySené genomové
nestability a vzniku novych chromozomovych pfesta-
veb by mohla byt inaktivace dtlezitych genti v dlisledku
ziskané uniparentalni disomie (UPD). Cilem prace bylo
podrobné analyzovat genetické zmeény u péti pacientti
s del(5q) a prokdzanym klonalnim vyvojem a posoudit
vyznam UPD ve vyvoji patologického klonu. Provedli
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jsme detailni molekularné cytogenetickou analyzu
(G-pruhovani, FISH, mFISH/mBAND) bunék kostni
dfené péti nemocnych s MDS, u kterych jsme deteko-
vali ptivodni patologicky klon se samostatnou aberaci
del(5q) a pribuzné subklony s del(5q) a dalsimi zmé-
nami. Nebalancované zmény a UPD jsme detekovali
pomoci ¢ipl CytoChip Cancer SNP 4x180K (Illumina).
Mutace genu TP53 jsme analyzovali metodou NGS (454
GS Junior, Roche). Rozsah intersticidlni delece 5q se
pohyboval v oblasti 5q13.4 aZ 5g¢35.2 a vzdy byla pro-
kazana ztrata casto deletovanych oblasti 5g31 a 5933.
V disledku klonalniho vyvoje doslo u jednoho pacienta
k duplikaci del(5q) a u jednoho nemocného byl chro-
mozom 5 zahrnut do nové vzniklé translokace t(X;5)
(q13;q12). U Ctyt z péti nemocnych s del(5q) jsme dete-
kovali UPD 17p a s tim souvisejici homozygotni mutaci
genu TP53. Velikost patologického klonu s mutaci TPS3
se pohybovala od 60 do 89 % a korespondovala s pro-
centudlnim zastoupenim del(5q) ve vzorku. Chybna
mitoticka rekombinace vede k duplikaci oblasti nesouci
heterozygotni mutaci genu. Tim vznika UPD obsahujici
dvé kopie mutovaného genu a dochazi k inaktivaci jeho
tumor supresorové funkce nebo aktivaci onkogenu.
Predpoklddame, Ze vyskyt UPD 17p a homozygotnich
mutaci genu TP53 miiZe byt jednim ze spoustécich
mechanism evoluce patologického klonu a pficinou
progrese onemocnéni u pacientdi s MDS.

Podporeno granty RVO - VEN 64165, GA CR P302/12/G157,
Progres-Q28/LF1.
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STANOVENI HLADIN MIRNA V KREVNI
PLAZME' PACIENTU S MDS A JEJICH

VYUZITi V DIAGNOSTICE

Hrustincova A., Krejc¢ik Z., Szikszai K., Ratajova E.,
Cermaik J., Beli€kova M., Dostilovi Merkerova M.,
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Cile: MikroRNA (miRNA) jsou kratké molekuly po-
dilejici se na posttranskrip¢ni regulaci genové exprese.
Zasahuji do regulace zakladnich bunécnych proce-
sii, jako je proliferace, diferenciace, apoptéza a dalsi.
Abnormalni exprese miRNA pfispiva k riznym hemato-
logickym onemocnénim. Hojné zkoumany jsou miRNA
z krevni plazmy, tzv. cirkulujici miRNA. Vyhodou je
zde snadna dostupnost vzorkd krevni plazmy od pa-
cientli. Cilem studie je analyza profili miRNA v krevni
plazmé pacientti s myelodysplastickym syndromem
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(MDS), porovnani hladin miRNA mezi jednotlivymi
subtypy MDS a identifikace miRNA s potencidlnim
vyuzitim v diagnostice MDS.

Metody: RNA byla izolovana z krevni plazmy pacientl
s riznymi subtypy MDS a zdravych darci. Profil cirku-
lujicich miRNA byl zméfen pomoci microarrays (Agilent
Human miRNA Microarrays) a metodou small RNA-seq
(QiaSeq, Qiagen). Vysledky byly dale ovéfeny pomoci
metody droplet digital PCR (Biorad), ktera umoznila ab-
solutni kvantifikaci a stanoveni miRNA, které by mohly
byt potencidlné vhodnymi prognostickymi markery.

vysledky: V ramci studie jsme identifikovali zmény
v hladinach plazmatickych miRNA u pacienti s MDS
v porovnani se zdravymi darci, dale mezi jednotlivymi
subtypy a rizikovymi skupinami (dle IPSS-R) tohoto
onemocnéni. V krevni plazmé pacient s MDS jsme
pozorovali signifikantné (p < 0,01) zménénou hladi-
nu 48 miRNA (napf. sniZeni miR-451a, miR-92a-3p,
miR-320a/b/d/e a miR-142-3p/5p, zvySeni miR-150-5p,
miR-188-5p a miR-371b-5p). Hladina nékolika miRNA
asociovanych s hematologickymi a onkologickymi one-
mocnénimi (miR-27a-3p, miR-150-5p, miR-199a-5p,
miR-223-3p a miR-451a) byla vyznamné sniZena u pa-
cientd se subtypy MDS s vys$$im rizikem. Multivariantni
analyza prokazala, zZe hladina miR-451a je nezavislym
prediktorem pfezivani bez progrese (HR = 0,072, p =
0,006) a Ze s celkovym pfeZitim je vyznamneé asociovana
hladina miR-223-3p (HR = 0,039, p = 0,032).

Zaveér: Vysledky ukazuji, Ze profil miRNA cirkulu-
jicich v krevni plazmé by mohl pfispét ke stanoveni
diagnozy a progndzy MDS pacientii. Nejvyznamneéjsimi
ukazateli se zdaji byt hladiny miR-451a a miR-223-3p.

Podpofeno granty AZV CR 16-33617A a 17-31398A, vyzkumny
zdmér MZ CR 00023736.
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CELOGE'NOMOVY SCREENING

DLOUHYCH NEKODUJICICH RNA

U MYELODYSPLASTICKEHO SYNDROMU
Szikszai K.}, Krej¢ik Z.!, Loudova N.!, Hrustincova
A, Kléma J.2, Cermaik J.!, JondSova A3, Beli¢kova
M.}, Dostalova Merkerova M.!

'Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

ZKatedra pocitacii, FEL, CVUT, Praha

3. interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK a VEN, Praha

Cile: Dlouhé nekédujici RNA (IncRNA) reguluji di-
ferenciaci krevnich bunék na mnoha tirovnich a jejich

abnormalni exprese pfispiva k riznym hematologic-
kym onemocnénim. Cilem studie je celogenomovy
screening IncRNA u pacientdl s myelodysplastickym
syndromem (MDS), srovnani expresnich profilti mezi
riznymi skupinami pacientd a identifikace IncRNA
s potencidlnim vyuzitim v diagnostice MDS.

Metody: RNA byla izolovana z CD34+ bunék kostni
drené 54 pacientd s riznymi subtypy MDS, 14 pacientl
s akutni myeloidni leukemii s myelodysplastickymi
rysy (AML-MRC) a deviti zdravych darcti. Expresni
profily 22001 IncRNA a 17535 protein-kdédujicich gent
byly stanoveny pomoci microarrays (Agilent).

vysledky: Napfic¢ vSemi skupinami MDS byly (v po-
rovnani se zdravymi darci) upregulovany IncRNA H19,
MEG3, DLX6-AS1 a PRKAR2A-AS1 a naopak downregulo-
vany PRR7-AS1, MEF2CAS1, TTN-AS1 a U3. Expresni pro-
fily pacientti s diagn6zami MDS-SLD, MDS-MLD a MDS
s del(5q) se vice podobaly profilim zdravych darci,
pricemz profily pacientii se subtypy MDS-EB1/2 se bliZily
profilim pacienti s AML-MRC. Pro vytipovani prognos-
ticky vyznamnych IncRNA jsme porovnali expresni
profily pacientl rozdélenych podle IPSS-R. SniZenou
hladinu ve skupiné pacientli s vysokym/velmi vysokym
rizikem (v porovnini se skupinou velmi nizké/nizké
riziko) vykazovaly IncRNA TCL6, LEF1-AS1, PCED1B-AS1
a CXADRP3, naopak zvysSeni bylo pozorovano u RBPMS-
-AS1, BAIAP2-AS1 a MCM3AP-AS41. Pacienti s del(5q)
vykazovali specificky profil s nizkou expresi genti pro
EPB41L4A-AS1, CTB-118N6 a MEF2C-AS1. Nékteré z vyse
uvedenych IncRNA jiz byly publikovany v souvislosti
s krvetvorbou, nicméné funkce vétsiny deregulova-
nych IncRNA dosud nebyly popsany. Bioinformatickym
modelovanim vyuzivajicim namérena expresni data
IncRNA, protein-kédujicich gentl a anotacni databaze
vytvarime korelacni sité umoznujici zkoumat poten-
cidlni funkce téchto IncRNA.

Zaveér: Vysledky studie odhalily fadu diferencialné
exprimovanych IncRNA u riznych podskupin pacientti.
Podrobnéjsi charakterizace téchto IncRNA umoziuje
lepsi porozumeéni dlohy nekédujicich RNA u MDS.
Vysledky dale prokazuji potencidl konkrétnich IncRNA
jako vyznamnych diagnostickych ¢i prognostickych
markert tohoto onemocnéni.

Podpofeno granty AZV CR 16-33617A a 17-31398A, vyzkumny
zdmér MZ CR 00023736.
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P48

SLEDOVANI HLADIN VYBRAN?QH

IncRNA U MYELODYSPLASTICKEHO
SYNDROMU METODOU REAL-TIME PCR
Loudova N.!, Krejc¢ik Z.!, Szikszai K.!, Hrustincova
A.!, Cermaik J.!, JoniSova A.2, Beli¢kovai M.,
Dostalova Merkerova M.!

'Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

2. interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK a VEN, Praha

Cile: Myelodysplasticky syndrom (MDS) je hete-
rogenni onemocnéni hematopoetickych kmenovych
bunék s neuplné objasnénou patogenezi. Nedavné
prace ukazaly, Ze dlouhé nekédujici RNA (IncRNA) hraji
zasadni roli v biologickych procesech tim, ze modifikuji
chromatin ¢i reguluji expresi genti ziicastnénych v raz-
nych signalnich drahach. Dosud existuji jen omezené
udaje o tom, jak jsou IncRNA zapojeny do normalni
amaligni hematopoézy. Cilem na$i prace bylo studium
vybranych hematopoeticky/onkologicky vyznamnych
IncRNA ve vztahu k MDS.

Metody: Miru transkripce vybranych IncRNA
(EGOT, EPB41L4, FAM225A, HOTAIRM, CHRM3AS82,
LEF1-AS1, LEF1, MEG3 a PVTI1) jsme mérili v CD34+
burnikach kostni dfené 81 pacientli s riznymi subtypy
MDS, 14 pacientil s akutni myeloidni leukemii s my-
elodysplastickymi rysy (AML-MRC) a 13 zdravych darctt
pomoci real-time PCR s vyuzitim reverzni transkripce
(SuperScript IV VILO) a TagMan Gene Expression Assays
(vSe Thermo Fisher Scientific).

VvysledKky: V ramci studované kohorty jsme deteko-
vali zmény v hladinach exprese testovanych IncRNA
mezi zdravymi darci a pacienty s MDS, na urovni jed-
notlivych subtypt MDS, rizikovych skupin dle IPSS-R
¢ilncRNA asociované s konkrétnim karyotypem. Napft.
hladina transkriptu LEF1-AS1 (lymphoid enhancer bin-
ding protein antisense RNA 1) byla u pacienti s MDS/
AMLMRC vyznamné sniZena (p < 0,0001). Tato downre-
gulace se s nartistajicim rizikem progrese do AML-
MRC signifikantné prohlubovala (cca 6nasobné snizeni
u MDS vyssiho rizika oproti pacientim v nizsim riziku,
p < 0,0001). Mira exprese LEF1-AS1 rovnéz korelovala
(r=0,924, p < 0,0001) s hladinou protein-kédujiciho
genu LEFI. Gen EPB41L4-ASI (erythrocyte membrane pro-
tein band 4.1-like 4A antisensel) mél sniZenou expresi
u pacientti nesoucich del(5q) (p < 0,0001). Naopak gen
PVTI (PVTIoncogene) vykazoval dvojnasobné vyssi hladi-
nu exprese u MDS s del(5q) (p = 0,0153).

Zaveér: Vysledky studie prokazaly, Ze transkripce
konkrétnich IncRNA je u MDS specificky zménéna. To
poukazuje na jejich vyznam v patogenezi onemocnéni

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 24, SUPLEMENT 2, 2018

a zaroven naznacuje jejich potencidlni vyuziti jako
molekularnich markerd MDS.

Podpofeno granty AZV CR 16-33617A a 17-31398A, vyzkumny
zdmér MZ CR 00023736.

P49

IMUNOHISTO!.OGICKA EXPRESE FLi.I NA
KRVETVORNYCH BUP‘!KACH KOSTNI.DI‘iENE
SE LISi U ERYTROPOEZY A OSTATNICH RAD
Campr V.!, Fuchs 0.2, StFitesky J.?, Jonasova A.*,
Neuwirtova R.*

'Ustav patologie a molekuldrni mediciny 2. LF UK a FN Motol,
Praha

2Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

sUstav patologie 1. LF UK a VEN, Praha

*L interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK a VEN, Praha

Cile: Erytroidni buniky a megakaryocyty maji spo-
le¢nou progenitorovou bunku, zvanou MEP (megaka-
ryocytarni a erytroidni progenitor). Diferenciace do
erytroidni nebo megakaryocytarni fady je fizena fadou
transkripcnich faktortt a mikroRNA. Diilezitym fakto-
rem, ktery ma tlohu v diferenciaci megakaryocytt, je
Flil. Jak jiz bylo publikovano, hladina mRNA pro Flil
je zvySena v mononukledrnich bunkach krve i dfené
u MDS s izolovanou deleci chromozomu 5. Pfi této
chromozomalni aberaci se postizenim RPS14 vysvétluje
vznik ribozomalniho stressu a nasledné apoptézy.
Otazkou je, proc k témto zménam dochazi pfedevsim
v erytropoéze a nikoliv v jinych fadach, zejména mega-
karyocytarni. Vysvétlenim miizZe byt rozdilna exprese
Flil, o némz je z mysiho modelu zndmo, Ze indukuje
expresi antiapoptotickych gent a proliferaci. Cilem
nasi prace bylo potvrdit odliSnou expresi Flil v hema-
topoetickych bunkach jednotlivych fad.

Metody: Celkem byly vySetfeny vzorky od 33 pa-
cientl. V sestavé bylo 22 Zen a 11 muzt s primeérnym
vékem 61 rokli (rozmezi 15-79). Trepanobiopsie byly ode-
brany z riznych indikaci (8krat reaktivni stav, 10krat
MDS del(5q), 7krat MDS non-del(5q), 4krat MPN, 3Kkrat
AML-MRC a 1krat RARS-T. Pro detekci proteinu Flil
jsme provedli imunohistochemické vySetfeni na for-
molem fixovaném, odvapnéném a do parafinu zalitém
vzorku kostni dfené. U vSech pfipadl byla stanovena
exprese Flil a pro presné urceni bunécnych populaci
bylo doplnéno vysetfeni s dvojim znacenim (kombi-
nace Flil+glykoforin A, Flil+E-cadherin, Flil+CD34,
Flil+CD45).
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Vysledky: Ve vSech vySetfenych pfipadech byla
prokazana jaderna pozitivita na megakaryocytech, na
burnikich granulocytarni fady véetné blastii a na lymfo-
cytech. Naproti tomu buriky erytroidni fady zndzorné-
né expresi glykoforinu A, resp. E-cadherinu v pfipadé
nezralych elementd, byly zcela negativni.

Zavér: Imunohistologicky jsme prokazali expre-
si Flil na vSech hematopoetickych bunkach vyjma
erytroidnich. Exprese Flil se neménila s vékem ani
typem zakladniho onemocnéni. Exprese Flil na me-
gakaryocytech podporuje nasi domnénku o vyznamu
Flil pro efektivni megakaryopoézu u del(5q) syndromu,
pricemz absence Flil v bunikach erytropoézy je nechrani
pfed apoptézou vznikajici na podkladé ribozomalniho
stresu.

VLIV UCINKO CHELATORU ZELEZA

NA BUNKY PACIENTU .

S MYELODYSPLASTICKYM SYNDROMEM
Urbanova Z.!?, Vesela J.!, Krej¢ik Z.!, Dostalova
Merkerova M.}, Pejsova B.!, Mucksova K., Jonasova
A3, CermikJ.!, Beli¢kova M.!

'Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

21 1ékarskd fakulta UK, Praha

3. interni klinika 1. LF UK a VEN, Praha

Cile: Chelatacni terapie podavana transfuzné de-
pendentnim pacientim s MDS vyznamné prodluzu-
je jejich celkové prezivani a oddaluje leukemickou
transformaci. Kromeé vlastni chelatace toxickych iontt
Zeleza bylo u cheldtoril Zeleza prokazano i vyrazné an-
tiprolifera¢ni a proapoptotické ptisobeni na nadorové
burniky a dale antimikrobiadlni Gcinky. Cilem této prace
bylo zhodnotit ii¢inky cheldtoru Zeleza deferasiroxu ve
vzorcich ziskanych od pacientt s nizce rizikovym MDS.

Metody: Bylo zpracovano celkem 53 vzorkdl CD34+
bunék z kostni difené od 41 pacientd s MDS s nizkym
rizikem, kterym nebyla podavana imunomodulac-
ni ani hypometylac¢ni terapie. Vzorky pacientl byly
rozdéleny do ¢tyt skupin dle hodnoty feritinu a 1é¢by
chelatorem (neléceni nepfretiZzeni, neléCeni pretiZeni,
l1éceni pretiZeni, 1éceni nepfetiZeni). Celkova RNA byla
reverzné a poté invitro transkribovana. Vysledna cRNA
byla hybridizovana na celogenomovy expresni ¢ip za
ucelem stanoveni a nasledné analyzy profilu exprese
mRNA.

Vysledky: Na zakladé statistické analyzy neparo-
vym t-testem byly identifikovany geny, u kterych se

exprese mRNA v CD34+ burikach po podané chelataci
signifikantné zménila (p < 0,05, min. zména 35%).
Porovnanim skupiny pacient@ nelécenych pietizenych
se skupinou lécenych pretizenych jsme zjistili zvySenou
expresi genu LEFI (sniZena exprese je asociovana s pro-
gresi MDS) a genti kddujici antimikrobidlni proteiny
DEFAI, DEFAIB, DEFA3 a CAMP a snizenou expresi genu
DUSPI0 (regulace MAP kinaz tii¢astnicich se proliferace).
Naproti tomu porovnanim nelécenych neptetizenych
s neléCenymi pretizenymi doSlo k pfesné opacné zmé-
né exprese u téchto gentt. Dale porovnanim skupiny
nelécenych pretiZzenych pacientii s 1é¢enymi nepfeti-
Zenymi jsme detekovali vyS$si expresi genti i¢astnici se
odpovédi na DNA poskozeni a indukce apoptdzy (BRCAI,
CASP9, DIABLO).

Zavér: Z dosavadnich vysledki vyplyva, Ze deferasi-
rox méni expresni profil i u pacientti, u kterych nebylo
po 1é¢bé dosazeno nizkych hladin feritinu, a to tak, Ze
pravdépodobné zpomaluje progresi onemocnéni a ma
antimikrobialni G¢inky. U pacientli, u kterych bylo
docileno i dostatecné chelatace, byla zjiSténa zvySena
aktivita proapoptotickych gent.

Podporeno projektem AZV 16-31689A.

HYPOPLASTICKY MDS S'MYELOFIBR()ZOU
JAKO PROJEV VROZENEHO DEFICITU RUNX1
Sukova M.}, Fronikova E.2, Svaton M.?, Keslova P.},
Zdrahalova K., Ptoszkova H.3, Stary J.!

'Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha
2Childhood Leukemia Prague 2. LF UK a FN Motol, Praha
3Détskd klinika EN, Ostrava

Transkripéni faktor RUNX1 (CBFA2) hraje klicovou
roli v regulaci myeloidni diferenciace a ma i zasadni
vyznam v angiogenezi. Zatimco somatické mutace
v genu RUNXT jsou povazovany za spoustéc klonalniho
vyvoje u myeloidnich malignit (AML, MDS), zarode¢né
mutace jsou podkladem vzacného autozomalné domi-
nantniho onemocnéni - familiarni trombocytopenie
s predispozici k myeloidnim malignitdm (FPDMM).

Prezentujeme neobvyKkly pfipad ¢asné manifestace
myelodysplastického syndromu s dominujici myelofib-
rézou, jehoz genetickym podkladem byla germinalni
mutace RUNX]I. Devitiletd divka sledovana dlouhodobé
pro mirnou trombocytopenii byla v roce 2002 refe-
rovana na hematologii pro progredujici bicytopenii
(plt: 12 x 10°/1, Hb: 9,4 g/1). Porucha krvetvorby byla
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na zakladé nékolika konsekutivnich vySetfeni kostni
dfené uzaviena jako hypoplasticky MDS s myelofib-
rézou (MF-2) a normalnim karyotypem. V nasleduji-
cich 2 letech pacientka ziistala asymptomaticka, bez
transfuzi. Progrese nastala pod obrazem rekurentnich
horecek se splenomegalii a pancytopenii v prosinci
2004. Histologie kostni dfené potvrdila progresivni
myelofibrézu bez excesu blastli. Genetické analyzy
vyloucily mutace v JAK2V6I7F, exonl2, CALR i mutace
asociované s myeloidni malignitou. Pro selhani krve-
tvorby byla pacientka indikovana k HSCT (MUD-9/10,
PBSC, RIC-conditioning FluMel), s nekomplikovanym
potransplantacnim priibéhem. Jeden rok po HSCT byla
dokumentovana plna regenerace krvetvorby véetné
vymizeni myelofibréozy, remise s kompletnim darcov-
skym chimerismem trva 13 let po HSCT. V nasledné
provedenych celogenomovych analyzach zamérenych
na odhaleni klonalniho podkladu myelofibrézy byla
prokazana mutace zasahujici splice-receptor v exonu 4
genu RUNXI1 (c.271-1G>T), dfive popsana jako kauzalni
pro CBFA2 haploisuficienci v rodiné s FPDMM. Stejna
mutace byla potvrzena u 12leté sestry s mirnou trom-
bocytopenii. Idiopaticka myelofibréza (IMF) je v dét-
ském véku extrémné vzacné onemocnéni, od jinych
hypoplastickych nebo myeloproliferativnich poruch
krvetvorby odliSitelné pouze na zakladé histopatolo-
gie. Morfologicky obraz kostni dfené u nasi pacient-
ky nesplrioval kritéria ani IMF ani RCC, proto byla
diagnéza popisné uzaviena jako hypoplasticky MDS
s myelofibrézou. Teprve nasledné dostupné metody
celogenomového sekvenovani umoznily vysvétlit neob-
vykly pribéh onemocnéni. Detekce zarode¢né RUNXI
mutace asociované s FPDMM byla sice neoc¢ekavana, ale
dalsim vyvojem zapadajici do kontextu predispozic¢nich
syndrom k myeloidnim malignitam.

Podpofeno MZ CR - RVO FN Motol 0064203 a 15-30626A.
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HLADINY SOLUBII.'NI'CI"I VADHEZNI'CH .
MOLEKUL SOUVISI S LECEBNOU ODPOVEDI
NA AZACYTIDIN U NEMOCNYCH

S MYELODYSPLASTICKYM SYNDROMEM
VYSOKEHO RIZIKA - VYSLEDKY

PILOTNI STUDIE

Kupsa T.!?, Bélohlavkova P.2,Jebavy L.'?, Zik P.2,
Horacek J. M. 12

'Katedra vojenského vnitfniho 1ékafstvi a vojenské hygieny,
Univerzita obrany, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Hradec
Krdlové

2IV. interni hematologickd Klinika LF a FN, Hradec Krdlové

Cil: Cilem projektu bylo zhodnotit vstupni hladiny
vybranych cytokint a solubilnich adhezivnich molekul
a jejich vztah k 1é¢ebné odpovédi na azacytidin.

Metody: Byl vysetfen vstupni vzorek séra 19 nemoc-
nych s MDS vysokého rizika, vék 70,7 + 3,5 let, median 72
let, 1é¢enych v letech 2015-2017. Tito nemocni byli léceni
azacytidinem 75 mg/m?v prvnich 7 pracovnich dnech v ka-
Zdém cyklu s redukci davky dle tolerance 1é¢by a parame-
tr krevniho obrazu. Lécebna odpovéd byla posuzovana
dle IWG kritérii. V priibéhu Sesti cykl{ byly dle 1écebné
odpovédi identifikovany dvé podskupiny. Do analyzy
jsme dale zahrnuli vék, IPSS, karyotyp a infiltraci kostni
drené blasty nad 15 %. Hodnotili jsme 17 analytii: inter-
leukiny (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10), EGF,
interferon-y, monocyte chemotactic protein-1, TNF-a,
VEGF, E-selektin (E-SEL), L-selektin (L-SEL), P-selektin
(P-SEL), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1),
vascular cell adhesion molecule-1(VCAM-1). Biomarkery
byly méfeny za pouziti biochip array technologie na
analyzatoru Evidence Investigator (Randox). Odchylky
s (p) < 0,05 byly povaZovany za statisticky signifikantni.

vysledky: Byly identifikovany podskupiny respon-
dért (n = 9,47%) a rezistentnich (n = 10, 53 %) k 16¢bé.
Kompletni remise bylo dosaZeno u tfi nemocnych (16 %).
Podskupiny se neliSily vékem, IPSS, blastickou infiltraci
kostni dfené ani zastoupenim normalniho ¢i komplex-
niho karyotypu. Respondéfi méli nizsi hladiny ICAM-1
(229,08 + 37,85 g/l vs. 290,97 + 45,3 pg/l; p=0,0363), E-SEL
(6,16 + 1,85 pg/l vs. 16,38 + 9,89 pug/l; p= 0,0431) a L-SEL
(759,84 + 206,74 pg/l vs. 1166,16 + 359,83 pug/l; p=0,0383).

Zavér: Vysledky ukazuji, Ze nemocné s MDS vysoké-
ho rizika 1ze dle indikatorti nadorového mikroprostredi
dale stratifikovat. VyuZiti cytokint a solubilnich adhe-
zivnich molekul jako prognostickych marker u MDS
bude pfedmétem dalSich analyz.

Prdce byla podpofena z projektu DZRO 1011 (FVZ).
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STUDIUM MECHANISMU VZRUSTU HLADINY
MEDIATOROVE RNA PRO CEREBLON PO
PﬁIPANI ERYTROPOETINU K LENALIDOMIDU
U NIZKORIZIKOVYCH PACIENTU MDS

PRI ZTRATE JEJICH CITLIVOSTI NA

TERAPII SAMOTNYM LENALIDOMIDEM

Fuchs 0.}, Bokorova R.!, Polak J.!, Neuwirtova R.2,
Stopka T.2, Lauermannova M.}, Silek C.!, Soukupova
Maaloufova J.!, Mikulenkova D.!, Cermak J.},
Bfezinova J.!, Zemanova Z.>, Michalova K.!?,
Jonasova A.2

'Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

2. interni klinika-klinika hematologie 1. LF UK a VEN, Praha
3Centrum onkocytogenetikyl. LF UK a VEN, Praha

Uvod a cile: Pfidani erytropoetinu (EPO) k lena-
lidomidu (LEN) stabilizuje EPO receptor (1). Nasim
cilem bylo zjistit, jak se méni hladina mRNA pro CRBN
o plné délce po ptfidani EPO k LEN a popsat mozny me-
chanismus. Jiz dfive jsme ukazali, Ze vysoka hladina
CRBN mRNA o plné délce v mononukledrnich burikich
kostni drené i periferni krve je predpokladem pro
uspésnou terapii lenalidomidem u nizkorizikovych
pacienti MDS. Ucast transkripéniho faktoru Nrf2
(NF-E2 related factor 2) v regulaci exprese genu pro
CRBN (2) a stimulace N1f2 pomoci EPO (3) byla popsana
na jiném typu bunék.

Metody: Hladiny CRBN mRNA a Nrf2 mRNA by-
ly méfeny v priibéhu terapie LEN a po pfidani EPO
k LEN. VSichni pacienti byli zavisli na transfuzich
pred zacitkem terapie LEN. Rekombinantni lidsky EPO
(400001U/tyden) byl kombinovan s LEN (5 nebo 10 mg/
den) u deviti nizkorizikovych pacientii MDS s del(5q)
a u tfi nizkorizikovych pacienti MDS s normalnim
karyotypem. Mononukledrni buriky byly izolovany
na gradientu Ficoll-Paque PLUS. Hladiny plnodélkové
CRBN mRNA a Nrf2 mRNA byly méfeny pomoci kvan-
titativni TagMan PCR. Protein CRBN byl detekovan
Western blotem.

Vysledky: Zjistili jsme, Ze pribéh hladiny Nrf2
mRNA odpovida pribéhu hladiny CRBN mRNA u niz-
korizikovych pacientd MDS s normalnim karyotypem,
ale ne u nizkorizikovych pacientl MDS s del(5q). Toto
jsme potvrdili u nizkorizikovych pacientti MDS, ktefi
byli pouze na terapii EPO.

Zaveér: U nizkorizikovych pacientlh MDS s normal-
nim karyotypem by se podle naSich pfedbéZnych analyz
mohl na vzristu hladiny CRBN mRNA a odpovidajiciho
proteinu CRBN po pfidani EPO k LEN podilet transkrip¢-
ni faktor Nrf2,

Prdce byla podporena grantem pro koncepcni rozvoj vyzkumné
organizace (23736; UHKT Praha), grantem TA CR 006 a grantem
GA UK (Mgr. Radka Bokorovd).

LITERATURA

1. Basiorka, et al. Cancer Res 2016; 76: 3531-3540
2. Lee, et al. Biochem Biophys Res Commun 2010; 399: 711-715.
3. Jin, et al. Ann Clin Lab Sci 2011, 41: 25-32.
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STUDIE GA:[IPS/ZOIS - PI'QI'S?E)IEK

K OVERENI UCINNOSTI Pﬁ!DANI
GRANULOCYTY STIMULUJICIHO

FAKTORU (G-CSF) K DOSAVADNI TERAPII
(5-AZACYTIDINEM) U NEMOCNYCH

S MYELODYSPLASTICKYM SYNDROMEM
Minafrik L.'2, Dusilkova N.!'?, Stopka T.!?, Jonasova A.!
'BIOCEV 1. LF UK, Vestec

2. interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK a VEN, Praha

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonalni one-
mocnéni s vysokou mortalitou a stoupajici incidenci
s vékem. MDS vede k blokadé diferenciace a progresi
do akutni myeloidni leukemie (AML). Vysledky 1écby
MDS vyssiho rizika (IPSS) nejsou uspokojivé; u pa-
cientli nevhodnych pro transplantaci je 1lékem volby
azacytidin (AZA). Terapie s AZA pfes relativné nadéjné
vysledky nevede k dlouhodobym remisim, a proto je
pfedmétem vyzkumu. Studie GA-MDS/2013 porovnava
ucinky ve dvou ramenech: kombinacni terapie AZA
a granulocyty stimulujiciho faktoru (G-CSF) vs. mo-
noterapie AZA. AZA je podavana standardné 75 mg/
m? v rezimu 5+2+2. Terapie s G-CSF je podavana den -2
a 6. Studie GA-MDS/2013 vychazi z preklinickych studii
prokazujicich synergicky efekt preinkubace s G-CSF
pred AZA 1, 2. V pribéhu 5 let je v planu klinické hod-
noceni 134 pacientd s MDS vyssiho rizika. Primarnimi
cili studie je zhodnoceni celkového prezivani (overall
survival - OS), pocet navozenych 1é¢ebnych odpovédi,
tj. kompletnich/parcialnich remisi a hematologickych
odpovédi dle IWG (International Working Group), doba
transformace do AML (progression free survival - PES)
a dosazeni transfuzni nezavislosti. Sekundarnimi cili
studie je zhodnoceni ziskanych genetickych zmén po-
moci next generation sequencing (NGS) a zhodnoceni
epigenetickych zmén na molekularni trovni pomoci
pritokové cytometrie a méfeni DNA metylace. V prii-
béhu 1. roku klinického hodnoceni bylo zatazeno 18
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pacientdl do ramena s G-CSF (G-AZA), sedm pacientl
do ramena s monoterapii azacytidinem (AZA). Celkem
bylo zafazeno 16 muzi a devét zen, primeérny vék byl 73
let. Kazdy z pacientl absolvoval alespori jeden cyklus
terapie. Studie je bezpe¢na ve smyslu srovnatelné pro-
grese do akutni myeloidni leukemie v obou ramenech.
Predbézné vysledky priitokové cytometrie (v markerech
CD10, CD16) ukazuji na prodiferenciac¢ni efekt G-CSF
v rameni GA. Ve vybranych parametrech klinického
hodnoceni existuji trendy v OS a PFS, jez naznacuji
benefit kombinacni terapie.

LITERATURA

1. Hu Z, et al. Mol Cancer Ther 2010; 9(6): 1536-1543.
2. Curik N, et al. Leukemia 2012; 26(8): 1804-1811.

ALOTRANSPLANTACIA KRVOTVORN?CH
BUNIEK PRE MYELODYSPLASTICKY
SYNDROM - SKUSENOSTI CENTRA

Mistrik M., Magyaricsova L., Fliegova S., Martisova
M., Batorova A.

Klinika hematoldgie a transfuziolégie LF UK, SZU a UN, Bratislava

Myelodysplasticky syndrém (MDS) tvori heterogén-
na skupina klonalnych choréb vychadzajtcich z kme-
novej krvotvornej bunky, ktora sa vyskytuje hlavne vo
vysSSom veku, ¢o znacne limituje vyuzitie alogénnej
transplantacie krvotvornych buniek (TKB), jedinej
potencidlne kurativnej terapie. Priebezné skiisenos-
ti ukazovali na zvySené riziko mortality v stuvislosti
s transplantac¢nou, ale i netransplantac¢nou terapiou.

Ciel: Retrospektivna analyza stboru alogénne
transplantovanych na Klinike hematolégie a transfu-
ziolégie LF UK, SZU a UN v Bratislave pre MDS.

Metoddy: Subor tvori 34 pacientov s medianom veku
41 rokov (20-68 rokov), 21 muZov a 13 Zien, ktori boli
transplantovani v rokoch 2007-2014 pre MDS RAEB II
(12 pacientov), RAEB 111, RCMD 6 a MDS RA 5 pacien-
tov. Step periférnych krvotvornych buniek pochadzal
od nepribuzného darcu 28-krat (20-krat zhoda 10/10
a 8-krat 9/10), 6-krat od HLA identického stiroden-
ca. Myeloablativny rezim sme pouzili u 27 pacientov
a7-krat rezim s redukovanou intenzitou.

Vysledky: Prihojenie sme pozorovali u 29 chorych,
granulocyty v mediidne 14 dni (11-26), trombocyty v me-
diane 13 dni (6-25). U 3 chorych sa Step neprihojil
alebo bola regeneracia krvotvorby netiplna, 2 exitovali
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zavCasu pred moznym prihojenim. Akttna reakcia
Stepu proti hostitelovi (GvHD) bola u 16 pacientov, chro-
nicka GvHD u 7 pacientov. V ¢ase analyzy Zilo 13 (38 %)
chorych v mediane 712 dni (157-3607 dni), 21 exitovalo
(8-krat GvHD; 7-krat infekcia; 3-krat CNS hemoragia
a 3-krat ind pric¢ina). Statisticky vyznamné rizikové
faktory boli: Stddium choroby (p = 0,0195), pocet dni do
transplantacie (p < 0,01), pocCet blastov v kostnej dreni
pred transplantaciou (p = 0,0107) a hladina feritinu
(p<0,01).

Zaver: Vysledky potvrdzuju kurativny potencial
alotransplanticie, jej dostupnost na Slovensku, ale
aj zvysené riziko komplikacii a mortality v stuvislosti
s nielen touto terapiou pri MDS.

MANAGEMENT DIAGNOSTIKY A LECBY
MYELODYSPLASTICKEHO SYNDROMU

V DLOUHODOBEM CASOVEM HORIZONTU

V PODMINKACH KRAJSKEHO
HEMATOLOGICKEHO PRACOVISTE

Kadl¢kova E.!, Rohori P.2, Fiirst T.3, Silek T.%, Tesaf
J.5, Pelkova J.!

'Hematologicko-transfiizni oddéleni Krajské nemocnice T. Bati
ve Zliné

?Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN, Olomouc

*Katedra matematické analyzy a aplikaci matematiky PfF UP,
Olomouc

*0ddéleni klinické biochemie Krajské nemocnice T. Bati ve Z1iné
sOddélenti zobrazovacich metod Krajské nemocnice T. Bative Zliné

Cile: Myelodysplasticky syndrom (MDS) je rizno-
rody soubor neoplastickych onemocnéni, charakteri-
zovanych selhanim kostni dfené a rizikem klonalni
progrese. Pro vybér terapeutické modality je dilezita
stratifikace se zaméfenim na riziko progrese do akut-
ni leukemie. Pfes vyznamné pokroky v 1é¢bé téchto
onemocnéni zstava vice neZ polovina nemocnych za-
vislych na transfuzich erytrocytil s naslednou hrozbou
poskozeni orgdnti pii pretiZeni organismu nadbytec-
nym Zelezem. Cilem prace bylo zmapovat diagnostiku
alécbu MDS, ovérit i¢innost mezinarodnich prognos-
tickych skore a sledovat dopad ukazatell pretiZeni or-
ganismu Fe na prezivani transfuzné zavislych pacientti
v bézné praxi.

Metody: Studie zahrnula 73 pacientd s MDS, ktefi
byli diagnostikovani a 1é¢eni ve zlinské nemocnici
v pribéhu 12,5 let. Statisticka analyza hodnotila pre-
diktivni silu IPSS, IPSS-R a WPSS (Mezinarodniho,
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Revidovaného mezindrodniho a WHO - prognostického
systému) na OS (celkové prezivani) a EFS (preZiti bez
udalosti) a porovnavala je s i¢innosti PS (performance
status) a CACI (komorbiditni index). Pomoci statistic-
kych metod byl hodnocen vliv po¢tu podanych erytro-
cytarnich pripravkl a hladiny feritinu na prezivani
transfuzné zavislych pacientt.

Vysledky: Median véku pii diagnéze byl 69,5 roku,
mediany prezivani celého souboru byly 7,04 roku pro OS
a 2,78 roku pro EFS. Hladiny konkordanci IPSS, IPSS-R
a WPSS dosahovaly 0,812, 0,892 a 0,889 pro a 0,785,
0,847 a 0,827 pro EFS. Pro OS bylo hazard ratio (HR) =
1,2 (p < 0,0001) mezi skupinami liSicimi se v hladiné
feritinu 0 100 jednotek, v ptipadé EFS je toto ¢islo HR
=1,14 (p=0,001).

Zaveér: Analyza prokazala, Ze i v neselektovaném
souboru pacientd je dostatecné uc¢innym prediktorem
prezivani kterykoliv z trojice mezinarodné uzivanych
prognostickych indext, zatimco PS a CACI jsou pouze
pomocnym voditkem pro urceni rizika a pro vybér tera-
peutického pfistupu MDS pacientli. Follow-up odhalil,
Ze nartstajici hladina sérového feritinu a zvysujici se
pocet transfuzi jsou negativnimi prediktory OS a EFS
u transfuzné zavislych a zaroven nechelatovanych
pacienti.
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FRAKCE NE'ZRAI.Y'CH TRO'MBQCYTl?l

U NEMOCNYCH S ESENCIALNI
TROMBOCYTEMII

Kissova J.12, Ovesna P.}, Aswad M. H.'2, Bourkova
L.»2, Penka M.'?

'0ddéleni klinické hematologie FN, Brno

?Lékarskd fakulta MU, Brno

3Institut biostatistiky a analyzs.r.o.

Uvod: Trombotické komplikace jsou nejcastéjsi
pricinou morbidity i mortality nemocnych s esencialni
trombocytemii (ET). Nezralé trombocyty jsou trombocy-
ty bohaté na RNA, nové uvolnéné z kostni dfené. Jejich

mnozstvi odrazi intenzitu trombopoézy, jsou vétsi ve-
likosti a hemostaticky aktivnéjsi nez zralé trombocyty.

Cile: Cilem prace je analyza frakce nezralych trom-
bocytl v souboru nemocnych s ET.

Metody: V souboru 182 nemocnych s BCR/ABL ne-
gativnimi myeloproliferacemi (MPN) byla analyzovana
frakce nezralych trombocyt@ (IPF a H-IPF) v dobé dia-
gnoézy; na zakladé vysledka této analyzy byla detailnéji
studovana skupina 158 nemocnych s ET (103 muz{i a 55
Zen). Mnozstvi nezralych trombocytli bylo vyjadre-
no procentudlnim zastoupenim IPF a H-IPF (Sysmex
XE-5000).

vysledKky: V souboru nemocnych s BCR/ABL ne-
gativnimi MPN vykazovala skupina nemocnych s ET
signifikantné niz§i hodnoty IPF a H-IPF (p = 0,003;
p=0,001) pti srovnani s ostatnimi typy MPN. Srovnani
nemocnych s anamnézou trombdézy ¢i bez ni nevyka-
zovalo statistickou vyznamnost; pacienti s ET a trom-
boézou méli vyssi IPF a H-IPF neZ pacienti bez trombdzy
(p=0,073; p = 0,054). Vy$§i hladiny IPF byly identifi-
kovany u nemocnych JAK2V617F pozitivnich (p = 0,030),
u nemocnych s ET se jevila zfejma tendence k vysS$im
hodnotam IPF u JAK2V6I7F pozitivnich, rozdil v§ak nebyl
statisticky vyznamny. Vyznamné vyssi hodnoty IPF
a H-IPF byly zjiStény u nemocnych s anamnézou tepen-
né trombdzy pred diagnézou ET (p = 0,021; p = 0,012).
Pacienti s ET a kardiovaskularnimi rizikovymi faktory
méli vy$si hladiny IPF a H-IPF (p = 0,088; p = 0,042).

Zaveér: V souladu s literarnimi daty, ktera uvadéji
vys$si hladiny IPF u nemocnych s tepennymi trombé-
zami a kardiovaskularnimi rizikovymi faktory, nase
analyza potvrzuje obdobné vysledky ve skupiné ne-
mocnych s ET.

Podpofeno MZ CR - RVO (FNBr 65269705).
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AKUTNI LEUKEMIE

STUDIUM KLONALITY AML

V IMUNODEFICIENTNIM MYSIM MODELU
Kosafova Z.!, Culen M.23, JeZi§kova 1.2, Folta
Az, Janeékova V.2, Cerna J.23, Loja T.}, Tom N.23,
Semerad L.2, Sustkova Z.2, Dvofikova D.2, Mayer
J.123 Racil 2,123

'Lékarskd fakulta Masarykovy Univerzity, Brno

Interni hematologickd a onkologickd klinika, Brno
3Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), Masarykova
univerzita, Brno

Cile: Porovnat klonalitu a frekvence mutaci mezi
primarnim AML vzorkem a odpovidajicim xenograftem
a posoudit jejich prolifera¢ni vyznam.

Metody: Leukocyty kostni diené (KD) AML pacientl
byly xenotransplantovany do NOD scid gamma mysi.
AML burtiky pred a po xenotransplantaci byly sekve-
novany pomoci ClearSeq AML Haloplex (Agilent) na
pristrojich MiSeq a NextSeq (Illumina). Vysledky byly
vyhodnoceny algoritmy Pindel, VarDict a VarScan.
Mutace FLT3-ITD byly hodnoceny pomoci fragmentacni
analyzy. Relativni VAF (relVAF) popisuje zastoupeni
mutace v celé populaci leukemickych bunék.

Vysledky: Mutacni analyza byla provedena na 22
primarnich vzorcich a odpovidajicich xenograftech.
U 18/22 primarnich vzorka byly identifikovany domi-
nantni/zakladajici klony definované mutacemi s me-
dianem relVAF 95 % (rozsah: 67-100 %). U 9/18 vzorkl
byly navic identifikovany minoritni subklony. U 4/22
vzorkl nebyla identifikovana Zddnd mutace reprezen-
tujici dominantni/zakladajici klon. Déle byla srovna-
vana frekvence jednotlivych mutaci mezi primarnim
vzorkem a xenograftem.

Mutace v genech DNMT3A (7/22), IDH2 (4/22), TET2
(3/22), a ASXL1(3/22) byly identifikovany s rozdilem rel-
VAF =15 %. Mutace v genu NPMI detekované v primar-
nich vzorcich byly zachovany u vSech xenograftii, avsak
u 3/13 vzorkli doslo k naristu > 15 % relVAF. Mutace
v genu U2AFI ziistala zachovana u 3/4 vzorki s rozdi-
lem < 5 % relVAF, u jednoho vzorku byla detekovana
noveé po xenotransplantaci. Mutace v genu NRAS byly
po xenotransplantaci ziskany u 1/5 a naopak ztraceny
u 3/5 vzorkli. Mutace v genu FLT3-ITD nebyly zachy-
ceny v xenograftech odvozenych od 3/10 primarnich
vzorkll, naopak byly ziskany v 5/10 pfipadech. Navic
byl pozorovan signifikantni trend FLT3-ITD k expanzi
v xenograftech.

Zavér: Uchyceni dominantnich/zakladajicich klont
u 18/22 xenotransplantovanych vzorki demonstruje
obecnou schopnost mysiho modelu simulovat klona-
litu AML. Mutace reprezentujici zakladajici klon se
vyznacuji stabilni relVAF, coz naznacuje jejich brzky
vyskyt v leukemogenezi nebo zasadni roli v klonalnim
vyvoji. FLT3-ITD subklony vykazuji preferencni riist
v xenograftech zptisobeny vyssi proliferac¢ni kapacitou
nebo nizkou zavislosti na specifickém mikroprosttedi.

Podpofeno z projektu MUNI/A/0968/2017 a projektu MZ CR
sreg. £.15-25809A.

STANOVENI METYI:A(‘:INI'HO, .
HYDROXYMETYLACNIHO A EXPRESNIHO
PROFILU U PACIENTU S AKUTNI N
MYELOIDNI LEUKEMII SE SPECIFICKYM
GENETICKYM POZADIM

Sestikova S.!, Silek C.!, Krejéik Z.!, Dostdlova
Merkerova M.!, Cerovska E.!, Racil Z.2, Cetkovsky
P.!, RemesSova H.!

'Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Intern{ hematologickd a onkologickd klinika FN, Brno

Cile: Pro akutni myeloidni leukemii (AML) jsou
typické zmény na trovni hydroxymetylace a metylace
DNA. Mutace v genu DNMT3A (30 % AML) je spojovana
s celkovou hypometylaci genomu. Pfi mutaci v genech
IDHI1a IDH2 (19 % AML) naopak dochazi k hypermetyla-
ci DNA. Mutace v genech DNMT3A a IDHI/2 se ¢asto
vyskytuji spole¢né. Cilem bylo analyzovat specificky
metylacni, hydroxymetylacni a expresni profil u AML
pacientll s mutacemi v genech DNMT3A a IDHI/2jednot-
livé a v kombinacich.

Metody: DNA ze vzorkt AML (n = 24) a zdravych
kontrol (n = 4) byla podrobena bisulfitové a oxidativné
bisulfitové konverzi a analyzovana na ¢ipu Infinium
MethylationEPIC BeadChip (850,000 CpG). Vysledky
hydroxy-/metyla¢nich dat byly validovany metodou
pyrosekvenace. Pro vySetfeni exprese byl pouzit ¢ip
HumanHT-12 v4 Expression BeadChip.

Vysledky: Klastrovaci analyza na zdkladé celkového
metyla¢niho profilu vzorky rozdélila do tfi hlavnich
skupin: DNMT3A+, IDHI/2+ a zdravé kontroly. Vzorky
s mutaci v obou genech (DNMT3AeIDHI/2+) Klastrovaly
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preferencné ke skupiné zdravych darcti. CpG lokusy od-
liSné metylované (DMPs) a hydroxymetylované (DhmPs)
u AML oproti kontrolam byly nejcastéji spojovany s dra-
hou apoptézy a imunitni odpovédi. U skupiny DNMT3A+
byla vyrazna hypometylace, naopak u vzorki IDHI/2+
prevazovaly hypermetylované oblasti. Vzorky s kombina-
cemi mutaci DNMT3AeIDHI/2+mély vyrazné mensi pocet
DMPs a vyvazeny pomeér hyper- a hypometylace. U IDH2+
pacientdi jsme detekovali asi 3krat vice DMPs i DhmPs nez
u IDHH+. Celkové poc¢ty DhmPs byly u vSech skupin o dva
fady mensi nez u DNA metylace. Validace metyla¢nich
a hydroxymetyla¢nich vysledkii probéhla na 4 genech
(CHFR, GZMB, MYBa RNF216). U genu CHFR jsme prokazali
sniZeni transkripce ve spojitosti s DNA metylaci.

Zaveér: Urcité genetické pozadi je spojeno se spe-
cifickym hydroxy-/metylaénim profilem. Vysledkem
kombinace dvou protichidnych mutaci u vzorkdl
DNMT3AeIDHI/2+je smésny epigeneticky profil. Mutace
v genech IDHI a IDH2 maji rozdilny vliv na hydroxy-/me-
tyla¢ni zmény v DNA. Hydroxymetylace DNA byla dete-
kovana jen umalé frakce zkoumanych lokusti (cca 0,1%),
coz ukazuje na mensi zapojeni lokus-specifickym zmén
v patogenezi AML v porovnani s metylaci DNA.

Podpofeno grantem AZV CR15-25809A a MZ CR - RVO (UHKT
00023736).
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SERUM LEVELS OF CYTOKINES AND
ADHESION MOLECULES IN B-CELL
PRECURSOR ACUTE LYMPHOBLASTIC
LEUKEMIA AND THEIR ASSOCIATION

WITH OVERALL SURVIVAL

Horacek J. M.}, Kupsa T.»?, Vanek J.3, Jebavy L.!?,

Zak P.?

Department of Military Internal Medicine and Military Hygiene,
University of Defence, Faculty of Military Health Sciences, Hradec
Kralove

2Department of Internal Medicine IV - Hematology, University
Hospital and Charles University, Faculty of Medicine, Hradec
Kralove

Department of Informatics and Quantitative Methods, University
of Hradec Kralove, Faculty of Informatics and Management,
Hradec Kralove

Aim: To evaluate serum levels of selected cytokines
and adhesion molecules in newly diagnosed B-ALL and
in complete remission (CR), and their association with
overall survival (OS).
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Methods: A total of 40 B-ALL patients (median
age 49, range 19-75 years, 27 males) were studied.
Serum samples were taken at diagnosis and in CR.
The following analytes were evaluated: Interleukins
(IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10), IFN-y, TNF-«,
EGF, VEGF, MCP-1, Selectins (E-SEL, L-SEL, P-SEL),
ICAM-1 and VCAM-1. All analytes were measured by
biochip array technology on Evidence Investigator
analyzer (Randox). Correlations between analytes and
OS were evaluated separately in both clinical situati-
ons. Statistical evaluation was done by a professional
statistician using software R 3.4.3 (R Core Team 2017).
Probability values (p < 0.01) were considered statisti-
cally significant.

Results: At diagnosis of B-ALL, we found signifi-
cantly higher levels of IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, ESEL,
L-SEL, ICAM-1, VCAM-1 (p < 0.01) and significantly
lower levels of EGF, P-SEL (p < 0.01) in comparison
with CR. In CR, EGF correlated with P-SEL (r = 0.755;
p < 0.001) and IL-1a with IL-4 (r = 0.612; p = 0.007).
Other correlations between analytes did not reach sta-
tistical significance. Inferior OS was associated with
higher IL-2 levels at diagnosis (r=0.448; p=0.003) and
higher LSEL levels in CR (r = 0.410; p = 0.001).

Conclusion: Our results show that serum levels
of some cytokines and adhesion molecules are signi-
ficantly altered in newly diagnosed B-ALL, reflecting
activity of the disease. In our cohort of B-ALL patients,
we found statistically significant correlations between
inferior OS and higher IL-2 levels at diagnosis and
higher L-SEL levels in CR. Better understanding of leu-
kemia microenvironment is essential for development
of new treatment approaches. Further studies in this
field are warranted.

This work was supported by a long-term organization develop-
ment plan 1011 (FMHS) and by program PROGRES Q40/08.
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MUTACE V GENU NRAS U PACIE!ITl?l

S AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMII (AML)
Durinikova A}, JeZiskova 1.2, Folta A .2, Al Tukmachi
D.}, Kosafova Z.!, Culen M.'?, Dvofikova D.}2, Tom
N.!, Cetkovsky P.3, Jindra P., Szotkowski T.5, Zak
P.%, Mayer J.}?, Racil Z,12

'Lékarskd fakulta MU, Brno

Interni hematologickd a onkologickd klinika FN, Brno

sUstav hematologie a krevni transfuze, Praha

4IV. intern{ hematologickd klinika FN, Hradec Krdlové
SHemato-onkologickd klinika FN, Olomouc
SHematologicko-onkologické oddéleni FN, Plzei

Cile: Popsat frekvenci a typ mutaci v genu NRAS
u pacienti s AML a analyzovat polyklonalitu deteko-
vanych mutaci.

Metody: Analyzovany byly vzorky perifernich kr-
vi z doby diagnézy 258 konsekutivnich de novo AML
pacientl s kurativnim pfistupem 1é¢by (median 54
let, rozpéti 19-72 let). NGS knihovny byly pfipraveny
pomoci panelu ClearSeq AML (Agilent Technologies)
a sekvenovany na pristroji NextSeq (Illumina). NGS
NRAS pozitivita byla u vzorkl s frekvenci variantni
alely (VAF) =1 % ovéfovana analyzou na hybridiza¢nich
stripech za pomoci kitu NRAS StripAssay (Viennalab).
Testovani klonality viceCetnych bodovych mutaci by-
lo provedeno za pomoci kitu TA Cloning Kit (Thermo
Fisher Scientific), ziskané bakterialni klony byly sek-
venovany metodou dle Sangera.

VysledKky: NGS analyzou bylo identifikovano 58/258
(22,5 %) pacientll s mutaci v genu NRAS. NGS NRAS
pozitivita byla u vSech vzorka (58/58, 100 %) potvr-
zena stripovou analyzou. U 42/58 pacientl (72,4 %)
byla detekovana jedna mutace genu, u zbylych 16/58
(27,6 %) pacientl byly identifikovany vicecetné bodo-
vé mutace - 12/58 (20,7 %) pacientll neslo dvé bodové
mutace, 3/58 (5,2 %) 3 mutace a 1/58 (1,7 %) ¢tyfi muta-
ce. Celkové bylo identifikovano 13 riznych genovych
aberaci; nejfrekventovanéj$i mutace v souboru byly:
G12D (23/58: 39,7 %), G12S (14/58; 24,1 %) a G13D (12/58;
20,7 %). Polyklonalita NRAS mutaci byla analyzovana
u tfi pacientd s pritomnosti bodovych mutaci ve dvou
riznych kodonech. U vSech tfi testovanych pacientl
byla kazda z viceCetnych NRAS mutaci identifikovana
samostatneé na separatni alele.

Zavér: U vice nez pétiny vSech de novo AML pacientdl
byly identifikovany somatické mutace genu NRAS.
Nejfrekventovanéji byly detekovany mutace G12D,
G12S a G13D. U ¢tvrtiny NRAS pozitivnich pacientd byla
zachycena polyklonalita mutaci. Kazda z vicecCetnych

bodovych mutaci byla identifikovana na separatni

alele, coz ukazuje na spolecny vyskyt vice riznych AML

klonu soucasné.

Podpofeno z projektu MSMT ( MUNI/A/0968/2017), MZ CR

15-25809A a MZ CR - RVO (FNBr 65269705).

STANOVENi HLADINY PROTEINU PAP

V KREVNIM SERU PACIENTU S AKUTNI
LYMFOBLASTICKOU LEUKEMII JAKO
MOiNE!'IO PREDIKCNIHO MARKERU

AKUTNI PANKREATITIDY

Starkova J.2, Wolthers B. 0.3, Uhrinova K.'?,
Skvarova Kramarzova K.»2, Stuchly J.»2, Hefmanova
1.22, Sperkova K.'2, Kubriéanova Zaliova M.'?,
Schmiegelow K.3, Srimkova L.!2, Stary J.»?, Trka J.2
'CLIP - Childhood Leukaemia Investigation Prague

Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha
3Pediatrics and Adolescent Medicine, University Hospital
Rigshospitalet, Copenhagen, Ddnsko

Cile: Akutni pankreatitida je jednim z nezadoucich
vedlejsich Gac¢inkl L-asparaginazy (ASNazy), ktera se
pouziva pti lé¢bé akutni lymfoblastické leukemie (ALL)
anon-Hodgkinskych lymfomf. S asparaginizou asocio-
vana pankreatitida (AAP) se vyskytuje u2-10 % pacientti
s ALL. Zatim vSak neni znama pfi¢ina vzniku AAP, ani
neexistuje zadny predikéni marker, ktery by pomohl
Casné diagnostikovat AAP a predejit vaZnym projeviim
onemocnéni. Vnasi praci jsme méfili hladinu proteinu
PAP (pancreatic-associated protein) v prubéhu 1écby
ALL, jehoz zvySena hladina byla popsana u akutni faze
pankreatitidy.

Metody: Celkové jsme vysetfili 33 ALL danskych
pacientd (332 vzorki) 1é¢enych protokolem NOPHO
ALL2008, z nichZ 14 prodélalo AAP. Vzorky krevniho
séra byly odebrany v case diagnézy ALL a ptfed/po po-
danich ASNazy. Hladina PAP byla detekovana pomoci
PancrePAP imunoenzymatického kitu. Vysledky byly
korelovany s hladinou amylazy a lipazy, jejichz zvyse-
né hladiny jsou jednim z kritérii stanoveni diagnézy
AAP. Na zdkladé ROC analyzy byla stanovena predikéni
hodnota hladiny proteinu PAP.

Vysledky: Abnormalni hladinu PAP (> 95% kvantil
hodnot PAP u pacienti bez AAP) pfekrocilo alesporn
jednou 14/14 pacientl s AAP a 4/17 pacientli bez AAP.
Abnormalni hladina PAP u pacient{i s AAP byla deteko-
vana signifikantné dfive (mediin 23 dni pfed AAP) nez
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v pfipadé amylazy a lipazy (p < 0,0001, resp. p = 0,0164).
Predikcéni hodnota PAP ve smyslu AUC byla k 60. dni
0,72 (0,53-0,92), a dosdhla 0,83 (0,67-0,99) v den 90.
U 10/11 AAP pretrvala abnormalni hladina PAP také po
diagnéze na rozdil od amylazy/lipazy, jejichz zvySeni
bylo pouze transientni v dobé diagnézy APP.

Zaveér: Prokazali jsme, Ze lze stabilné mérit hladinu
PAP v zamrazenych vzorcich krevniho séra pacientti
s ALL. Kinetika hladiny PAP v séru je odli§na od amyla-
zy/lipazy. Ze statistické analyzy vyplyva, Ze od 60. dne
1é¢by ALL Ize zvySeni hladiny PAP pouzit jako prediktor
manifestace AAP. V soucasnosti probiha méfenia ana-
lyza dat Ceské ALL kohorty.

Podpofeno MZ CR AZV NV18-07-00129 a GAUK 976218.
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LYMFOCYTY INFILTRU.!I'ICE LEUKEMIU

(LIL) U HLA-DR NEGATIVNYCH AML
Cingelova S.!, Mlcakova A.!, Mikuskova E.!,
Demitrovicova L.!, Oravcova 1.}, Mikudova V.!,
Kevicka S.!, Slobodova A.!, Gyarfas J.!, Mego M.?,
Drgona L.!

'Klinika onkohematoldgie LF UK a NOU, Bratislava

?I1. Onkologickd Klinika LF UK a NOU, Bratislava

Uvod: Lymfocyty infiltrujice leukémiu (LIL) st
vyznamnou sucastou mikroprostredia leukemickej
kostnej drene. Aktivacia cytotoxickych T-lymfocytov
vyzaduje kostimulaciu pomocnymi CD4+ lymfocytmi.
CD4+ lymfocyty sa stretnd s malignym antigénom pro-
strednictvom molekil systému HLA II na povrchu APC
(antigén prezentujicich buniek), ktoré fagocytuji apo-
ptotické a nekrotické maligne bunky. Maligne bunky
exprimujtce HLA I m6zu amplifikovat tiito imunitni
odpoved. Cielom nasej prace je charakterizovat lym-
focyty infiltrujice kostna drenl pacientov s HLA-DR
negativnou AML v porovnani s HLA-DR pozitivnymi
AML, ako aj vplyv HLA-DR negativity na pocet blastov
a prognozu.

Metody: V retrospektivnej stadii sme analyzovali
tdaje 73 novodiagnostikovanych pacientov s AML
(okrem APL) lieCenych v Narodnom onkologickom
Gstave v Bratislave v obdobi 2012-2017. Diagnézu
AML sme potvrdili morfologickym, fenotypovym
a genetickym vySetrenim punktatu kostnej drene.
Imunofenotypizaciou sme stanovili aj pocet a subty-
py lymfocytov (T-Ly, B-Ly, NK-Ly a CD4+). Asociaciu
medzi imunofenotypovou charakteristikou blastov
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kostnej drene, profilom LIL a percentom blastov sme
testovali pomocou Kruskal-Wallisovho testu, celkové
prezivanie a podiel odpovedi na lie¢bu sme hodnotili
pomocou log-rank testu a Fisherovho testu, v mul-
tivariac¢nej analyze pomocou Coxovho regresného
modelu a logistického regresného modelu vzhladom
na genetické riziko.

Vysledky: HLA-DR pozitivnych bolo 65 pacientov
(89 %) a HLA-DR negativnych bolo 8 pacientov (11 %).
HLA-DR negativni pacienti mali v kostnej dreni signi-
fikantne vys$si pocet blastov (medidn 92,2 % vs. 63,3 %,
p =0,005), menej lymfocytov (median 3,5 % vs. 8,0 %,
p=0,01), menej T-lymfocytov (medidn 2,5 % vs. 6,8 %,
p = 0,007) a menej CD4+ lymfocytov (median 1,2 % vs.
3%, p=0,01), v poCte B-lymfocytov a NK-buniek nebol
signifikantny rozdiel. V pocte infekcii, v celkovom pre-
Zivani a odpovedi na liecbu sme tiez vyznamny rozdiel
nezaznamenali.

Zaver: Pacienti s akiitnou myeloblastovou leuké-
miou HLA-DR negativnou maju profil LIL odli§ny od
tych s HLA-DR pozitivitou, ¢o méze mat vplyv na pocet
blastov v kostnej dreni, klinicky vyznam si v§ak vyza-
duje dalsie studie.
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CENTRALNI NEUROTOXICITA .

JAKO KOMPLIKACE LECBY AKUTNI
LYMFOBLASTICKE LEUKEMIE

U DETi V CESKE REPUBLICE

Sipek J.!, Sadilkova P.!, SramKkova L.}, Janotova L.,
Stérba J.2, Pospisilova D.3, Timr P.%, BlaZek B.5,
Votava T.¢, Prochazkova D.”, Hak J.8, Stary J.!
'Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha
Klinika détské onkologie FN, Brno

3Détskd klinika FN, Olomouc

*Détskd oddéleni, Nemocnice Ceské Budéjovice

SKlinika detského lékarstvi FN, Ostrava

sDetskd klinika FN, Plzen

’Détské oddeleni, Masarykova nemocnice, Usti nad Labem
8Detskd klinika EN, Hradec Krdlové

Cile: Centralni neurotoxicita v priibéhu 1écby akut-
ni lymfoblastické leukemie (ALL) je pomérné ¢astou
a zadvaznou komplikaci, kterd podle své tiZe nejen ne-
gativné ovliviiuje intenzitu a tc¢innost 1é¢by, ale také
muiZe pacienty pfimo ohroZovat na Zivoté a zptisobit
zavazné trvalé nasledky. Nasim cilem bylo zmapovat
Cetnost, charakter a zavaznost neurotoxickych epizod
vCetné jejich nasledku.
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Metoda: Hodnotili jsme centradlni neurotoxicitu
v pribéhu 1é¢by ALL na protokolech ALL IC BFM 2002
a AIEOP BFM ALL 2009, kdy byly toxické udalosti sys-
tematicky hlaseny, detailni informace o jednotlivych
udalostech jsou k dispozici az na protokolu AIEOP BFM
ALL2009. V této skupiné pacientdi jsme jednotlivé uda-
losti definovali podle obecné uznavanych kritérii jako
stroke-like syndrom (SLS), posterior reverse encephalo-
pathy syndrom (PRES), steroidni psychézu a centralni
neurotoxicitu vyvolanou nepfimo, tj. krvacenim, me-
tabolickou nebo trombotickou etiologii.

vysledky: V priibéhu protokolu ALL IC BFM 2002
bylo 1é¢eno 291 pacientii, pocCet hldSenych centridlnich
neurotoxicit byl 29, coz odpovida necelym 10%. Na pro-
tokolu AIEOP BFM ALL 2009 bylo 1éceno 407 pacientt,
vyskyt centralni neurotoxicity 1é¢by byl obdobny a byl
zaznamenan u 32 pacientli, coZ odpovidi necelym 8 %
lé¢enych. Nejcastéji reportovanou neurotoxicitou byl
PRES, celkem 18 hlidSeni. Z divodu zavazné centralni
neurotoxicity bylo 20 pacientil pfeloZeno na JIP/ARO,
sedm vyzadovalo intubaci, tfi pacienti i obéhovou pod-
poru, u 12 pacientdl doslo k opakovanym epizodam.
Minimalné u deseti pacientl (tj. u 30 %) pfetrvavaji
dosud nasledky probéhlé neurotoxicity.

Zavér: Moderni lécebné protokoly jsou velmi in-
tenzivni, coz zvySuje tispésnost 1é¢by zakladniho one-
mocneéni avsak za cenu vyznamné nezadouci toxicity.
Centralni neurotoxickou epizodu vyvine béhem 1écby
ALL priblizné 8 % pacienti, coZ je nezanedbatelny po-
Cet. Pochopeni mechanismt centralni neurotoxicity
a moznosti jeji prevence a 1é¢by prispivaji ke zlepSeni
péce o pacienty s ALL.

Podpofeno MZ CR - RVO, EN Motol 00064203.

REI'\L!lE SKI:ISENOS'!'I JEDNEHO CENTRA

S LIECBOU DOSPELYCH PACIENTOV

S AKUTNOU PROMYELOCYTOVOU
LEUKEMIOU - VCASNE UMRTIA (2002-2018)
Oravcova 1.}2, Mikuskova E.!, Demitrovicova L.},
Mikudova V.!, Cingelova S.!, Kevicka S.!, Slobodova
A/, Drgomna L.?

'0Oddelenie onkohematoldgie II, Klinika onkohematoldgie LF UK
a NOU, Bratislava

20ddelenie onkohematoldgie I, Klinika onkohematolégie LF UK
a NOU, Bratislava

Ciel: Redlny vyskyt vcasnej smrti (ED) pri akttnej
promyelocytovej leukémii (APL) je vyS$si, neZ sa uvadza

v klinickych $ttididch. Analyzovali sme biologické a la-
boratérne charakteristiky vo vztahu k ED u pacientov
s APL.

Metody: ED sme definovali ako smrt z akejkolvek
pric¢iny pocas indukcie. Pacientov nad 18 rokov sme lie-
¢ili podla Spanielskych liecebnych protokolov (LPA9G,
LPA99, LPA2005) a od jina 2017 protokolom talian-
skej a nemeckej skupiny (GIMEMA + DSIL, APL 0406).
Analyzovali sme vek, pohlavie, leukocyty, trombocyty,
blasty v periférnej krvi (PK) a kostnej dreni (KD), laktat-
dehydrogenazu, HLA-DR, expresiu CD56, fibrinogén,
PT, APTT, pridavné chromozomalne abnormality a pod-
typ PML/RARA transkriptu vo vztahu k ED.

vysledKy: 25 pacientov s APL sme diagnostikovali
a liecili od 10/2002 do 3/2018. Pozorovali sme celkovo
sedem ED (28 %), ktoré tvorili 70 % vSetkych APL Gimrti.
Sest (24 %) ED bolo z hemoragickej pri¢iny, Styri (16 %)
pacienti mali intracerebralnu a dva (8 %) pacienti
plicnu hemoragiu. Jeden (4 %) pacient zomrel na syn-
drém spdsobeny rozpadom nadoru. 17 (68 %) pacientov
dosiahlo prva kompletnt molekulova remisiu, dva
pacienti zomreli v relapse a jedna Zena s primarnym
promyelocytovym sarkémom prsnikov nedosiahla
kompletnt remisiu, odmietla dalsiu liecbu a zomrela.
V mediane sledovania 45 mesiacov (0,16-159 mesiacov)
bol odhad 3-r OS a RFS 73,7% CI 95% (55,5-91,8%) a 68,8%
CI 95% (49,5-88,1%). Univariacna analyza preukazala
vztah nasledovnych faktorov, najviac ovplyviiujicich
prezivanie: pocCet leukocytov = 10 x 10%/1(p = 0,01), blasty
v PK = 70% (p = 0,005), PT-INR > 1,5 (p = 0,001), APTT
> 35 s (p = 0,012). Rizikové faktory spojené s véasnou
smrtou boli: Le > 10 x 10%/1 (p = 0,007), blasty v PK >70%
(p = 0,005), PT-INR > 1,5 (p = 0,003) a LDH > 4 pkat/l
(p=0,001).

Zaver: Hemoragia je najcastejSou pricinou ED.
Rychly transport do $pecializovaného centra, rozpo-
znanie vysokorizikového pacienta a podporna liecba st
klicovymi postupmi na dosiahnutie priaznivého prezi-
vania pacientov s APL. Nase vysledky st porovnatelné
s tdajmi z epidemiologickych stadii a onkologickych
registrov.
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OXID ARSENITY (ATO) V KOMBINACI

S TRETINOINEM (ATRA) V PRVNI LINII
LECBY AKUTNI PROMYELOCYTARNI
LEUKEMIE (APL)

Koristek Z.'2, Richterova P.!?, Navratil M.!, Benkova
K.12, Stejskal L.12, Hajek R.!?

'Klinika hematoonkologie FN, Ostrava

2Lékarskd fakulta, Ostravskd univerzita v Ostraveé

Cile: Necytostaticka indukéni 1é¢ba s vyuzitim kom-
binace ATO + ATRA je u pacientli s akutni promyelocytar-
ni leukemii nizkého a stfedniho rizika dle Sanze velmi
dobfe tolerovana, Setrnéjsi a z dlouhodobé perspektivy
ucinné;jsi, nez 1é¢ba zaloZena na kombinaci chemotera-
piea ATRA, coz jednoznacneé prokazala studie APL 0406
(Platzbecker et al. JCO 2017). Cilem sdéleni je informovat
o nasich zkusenostech s uvedenou terapii.

Metody: Od 3/2016 do 4/2018 zahajilo 1é¢bu kom-
binaci ATO + ATRA 5 pacientd (tfi Zeny, dva muzi) ve
véku 21-82 let (mediin 54 let) s PML/RARa pozitivni
APL. Indukéni 1é¢ba zahrnovala podavani ATO v davce
0,15 mg/kg/den a ATRA v davce 45 mg/m?/den. Na
induk¢ni 1é¢bu navazovala konsolidacni terapie, opét
kombinace ATO + ATRA (popsana ve studii APL0406).
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vysledky: ATO byl u ¢tyt pacientli podavan 26-28
dni, u jednoho pacienta 42 dnti. VSichni pacienti
dosahli po indukci hematologické kompletni remi-
se a Ctyfi pacienti molekuldrni remise v medianu
43 dnil od zahdjeni ATO (den 34-49). Koncentrace
granulocytd se normalizovala (koncentrace v peri-
ferni krvi > 1 x 10%1) v medianu 6 dnt (5-33) od startu
ATO. Primérné si indukéni 1é¢ba vyzadala podani 7
trombokoncentratd (0-19, median 3), pficemz jeden
pacient podstoupil béhem indukce resekci plice pro
mykotické loZisko, které bylo pritomné jiz v dobé sta-
noveni diagndzy. Jeden pacient s mikrogranularni va-
riantou APL prodélal nekomplikovany diferenciaéni
syndrom. VSichni nemocni Ziji, u ¢tyf pacientd trva
molekularni remise (130-729 dnt), jedna pacientka
v soucasnosti podstupuje konsolida¢ni terapii (ATO
+ ATRA).

Zavér: Necytostatickd indukéni 1é¢ba APL byla
dobre tolerovana a nevedla k atlumu krvetvorby
a komplikacim vyplyvajicim z protrahovné neutrope-
nie. Diferenciac¢ni syndrom se rozvinul pouze u jed-
noho pacienta. Indukéni 1é¢ba ATO + ATRA byla
vysoce i€inna a navodila u 4/5 pacientti molekularni
remisi. Nizky vyskyt komplikaci, dobrd snasenlivost
a vysoka icinnost je bohuzel vykoupena vys$$imi na-
klady na lécebny pripravek obsahujici ATO.
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§TAR§i PACIENTIS RELABOVANVM'I

Cl REFRAKTERNIMI NEHODGKINSKYMI
LYMFOMY (NHL) INDIKOVANI

K AUTOLOGNI TRANSPLANTACI (ASCT) -
ZKUSENOSTI Z JEDNOHO PRACOVISTE
Pytlik R.'2, Vackova B.2, Trnkova M.2, Blahovcova
P.2, Pohlreich D.2, Polgarova K.2, Konifova E.?,
Klener P.2?, Benesova K.?, Cetkovsky P.!, Trnény M.?
'Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

7. interni klinika 1. LF UK a VEN, Praha

sUstav patologické fyziologie 1. LF UK, Praha

Cile: Zhodnotit vysledky 1é¢by u starsich pacienti
(= 60 let) s R/R NHL konsekutivné indikovanych k ASCT
na I. interni klinice 1. LF UK a VEN Praha v letech
2006-2016.

Metody: Pacienti s R/R NHL > 60 let indikovani
k ASCT byli identifikovani podle tydennich zdznamu
transplantacni skupiny. Kategoricka data byla srovna-
na pomoci chi-square testu, kontinualné Mannovym-
-Whitneyovym U testem. Kfivky pfeziti byly konstru-
ovany dle Kaplan-Meiera a srovnany log-rank testem.

Vysledky: Vékovy median 114 identifikovanych
pacientl byl 64 let (60-71); 52 % byli muzi, nejcastéjsi-
mi diagnézami byly difuzni velkobunécny B-lymfom
(DLBCL, 43 %) a folikularni lymfom (FL, 31 %, vCetné
transformovanych FL), 31 % nemocnych mélo indo-
lentni a 69 % agresivni histologie. 94 pacienti (82 %)
byli mobilizovani a 62 (54 %) byli transplantovani.
Nejcastéjsim divodem pro nepodani ASCT byla rezis-
tentni choroba (20 nemocnych) a selhani mobilizace (14
nemocnych). 69 % pacientdt dosahlo 1é¢ebné odpovédi
(ORR) po zachranné 1é¢bé + ASCT, z toho 54 % kom-
pletni remise (CR). Po ASCT bylo 85 % ORR a 72 % CR.
Median celkového preziti (OS) byl 53,7 mésice a preziti
bez progrese (PES) 22,6 mésice pfi medidnu sledovani
Zijicich pacientti 50,3 mésice (5,9-131,3). Nezavislymi
vstupnimi negativnimi prognostickymi faktory pro
OS pred zahdjenim 1é¢by byly agresivni histologie, vék
(= 65 let, ECOG = 2 a LDH nad normu, pro PES pak Slo
o agresivni histologii, vyssi vék a vysoky ECOG. U pa-
cientli s odpovédi na zdchrannou 1é¢bu podani ASCT
signifikantné prodluzovalo PFS (60,1 vs. 10 mésicli, p
=0,015), pro OS nebyly rozdily statisticky signifikantni
(94,3 vs. 55,7 mésice, p =0,09).

Zaveér: Pres 50 % pacientl s R/R NHL > 60 let in-
dikovanych k ASCT nakonec transplantace dosahlo.

Chybéjici statisticka signifikance provedené ASCT pro
OS je patrné dana malym poctem nemocnych. ASCT
by méla byt rutinné nabizena pacientiim s R/R NHL ve
véku 60-70 let, zejména pii odpovédi na zachrannou
1écbu.

Podporeno granty AZV16-310092A a AZV 17-28980A.

TKANOVA DETEKCE VIROVE DNA

U NEMOCNYCH SE SYMPTOMY

STREVNI AKUTNIi NEMOCI STEPU'

PROTI HOSTITELI (aGVHD) A JEJI

VYZNAM PRO DIFERENCIALNI
DIAGNOSTIKU A KOMPLEXNI LECBU

Raida L.}, Rusinakova Z.!, Kuba A.!, SzotkowskaR.!,
Faber E.!, Skoumalova L.}, Rohoii P.}, Brychtova S.2,
Bartkova M.>*, Papajik T.!

"Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN, Olomouc

2Ustav molekuldrni patologie LF UP a FN, Olomouc

sUstav mikrobiologie LF UP a FN, Olomouc

*Oddeleni klinické biochemie FN, Olomouc

Cile: Zhodnotit vyznam vySetfovani DNA vybranych
viri v endoskopicky bioptované rektalni/kolické sliznici
nemocnych s rozvojem klinickych symptom®@ mozné
stfevni aGVHD z hlediska diferencialni diagnostiky,
1éCby a bezprostfedni prognézy po alogenni HSCT.

Metody: 39 dospélych s pfihojenou darcovskou
krvetvorbou a rozvojem prijmua v medianu 40 (12-140)
dni po alogenni HSCT podstoupilo rektoskopii a/nebo
koloskopii s biopsii stfevni sliznice k histologickému
a virologickému vySetfeni. VySetfeni spocivala v po-
souzeni histopatologickych znamek a event. stupné
stfevni aGVHD, PCR analyze pfitomnosti CMV, EBV,
HHVG6, PVB19 2 ADV DNA v bioptované sliznici. Nalezy
byly analyzovany ve vztahu k rozsahu mozné aGVHD,
rezistenci na komplexni, jak imunosupresivni, tak
antivirovou 1é¢bu a timrti v souvislosti s transplantaci
(TRM).

Vysledky: Zadné histopatologické zndmky, stuperi
I, 1aIII/1V stfevni aGVHD byly patology potvrzeny v de-
viti (23,1 %), deviti (23,1 %), jedenacti (28,2 %) a deseti
(25,6 %) ptipadech. Klinické postizeni gastrointestinal-
niho traktu stadia III/IV bylo vstupné pozorovano u je-
denacti (28,2 %) prijemct. Dvacet (51,3 %) nemocnych
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primarné rozvinulo celkové symptomy aGVHD stupné
I1I/IV. Dvacet pét (64,1 %) bylo pii manifestaci pfiznaka
febrilnich. CMV (5; 12,8 %), EBV (12; 33,3 %), HHV6 (34;
87,2 %) a/nebo PVB19 (21; 53,8 %) DNA byly nalezeny ve
sliznici stfeva 37 (94,9 %) piijemcti. Histopatologicky stu-
pen, stfevni stadium ani celkovy rozsah aGVHD nebyly
vyznamneé ovlivnény detekci virovych DNA ve sliznici.
U deseti (25,6 %) nemocnych symptomy ustoupily pouze
na antivirové a podptirné 1écbé. U 18 (62,1 %) pacientl
rezistentnich na imunosupresiva byla pridana antivi-
rova 1écba, ve Ctyrech (22,2 %) ptipadech s naslednym
dosazenim kompletni klinické odpovédi. Refrakterita
na komplexni 1écbu (14; 35,9 %) a incidence TRM nebyly
ovlivnény virologickym ndalezem ve sliznici ani stfev-
nim stadiem a celkovym stupném aGVHD. Riziko TRM
signifikantné zvysila terapeuticka rezistence (92% [95%
CI 80,2-100%] vs. 12,9% [95% CI 0-26,2%]; p < 0,00001).

Zaveér: PCR virologicka analyza bioptovanych po-
stizenych tkani mtiZe hrat vyznamnou roli v diferen-
cialni diagnostice aGVHD a nasledné komplexni 1écbé
nemocnych po alogenni HSCT.

Podpofeno MZ CR - RVO (FNOI 00098892) a IGA-LF-2018-004.

VYSLEDKY DALLOGEN!!I' TRANSPLANTACE
UPACIENTUSCML V ERE .
TYROSINKINAZOVYCH INHIBITORU

Stastni Markova M., Vydra]J., Vilkova V., Klamova
H., Novikovi L., Cemusova B., Kolif M., Cetkovsky
P., Vitek A.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Uvod: Zavedeni tyrosinkinidzovych inhibitort (TKI)
do 1é¢by CML zménilo osud vétsiny pacientfl. Allogenni
transplantace pak zlistava volbou pro pacienty, u kte-
rych neni uziti TKI z jakychkoliv divodti vhodné.

Metody: Hodnotili jsme 46 pacientli transplantova-
nych s diagnézou CML v letech 2005-2017, tj. v obdobi
s dostupnosti TKI jako 1. linie 1é¢by. Jedenact bylo
transplantovano pred vyckanim plného efektu TKI,
osm pacienti bylo diagnostikovano v pokrocilé fazi
onemocnéni, pét pacientti bylo komplikovano toxicitou
TKI a 18 pacientli progredovalo na terapii TKI. Kromé
dvou pacientdl byli transplantovani plnym pfiprav-
nym rezimem s pouzitim ATG u nepiibuznych darcti.
Bylo hodnoceno celkové preziti a incidence relapsu na
podkladé dtivodu k transplantaci, stavu onemocnéni
a ptitomnosti GVHD.
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VysledKky: Preziti ve 2a 10 letech bylo 75%, resp. 70%.
Vyznamneé se liSilo mezi up-front transplantovanymi
a pacienty v pokrocilé fazi ¢i s nedostatecnou odpoveédi
na TKI: v 5letech 100%, resp. 64% a v 10 letech 92%, resp.
62%. Preziti pacienti diagnostikovanych v pokrocilé
fazi (AP), ktefi dostali indukéni chemoterapii spolu
s TKI ve srovnani s pacienty v chronické fazi (CP) se
selhavajici odpovédi na TKI byla ve 2 letech 88%, resp.
65%, v 5letech 85%, resp. 58% statisticky v tomto poctu
nevyznamné. Pfi srovnani pacient@ diagnostikovanych
a zlistavajicich v CP (CP1) (bez up-front transplantaci)
méli diagnostikovani v CP progredujici do AP pfi TKI
(CP2) a diagnostikovani v AP (AP) horsi preziti (CP1 -
92%, CP2-27%, AP - 87%). Vyskyt aGVHD gr. 2-3 snizoval
preziti, vyskyt c GVHD zlepsil preziti v 5 letech na 83%
vs. 70%.

Zavér: Zavedeni TKI do 1é¢by CML vyselektova-
lo pacienty s biologicky $patnym onemocnénim.
Pacienti diagnostikovani v pokroc¢ilém onemocnéni,
ale transplantovani v remisi navozené chemoterapii
spolu s TKI maji lepsi vysledky neZ primarné ¢i sekun-
darné TKI rezistentni. Zda se, Ze graft versus leukemia
effect podobné jako u historickych transplantaci hraje
tlohu i u této skupiny.

P70

PROGNQSTI'CKV VYZNAM MINIMALNI"
REZIDUALNI NEMOCI PRED ALOGENNI
TRANSPLANTACI U PACIENTU

S AML A MUTOVANYM NPM1

Valkova V., Vydra]., Vitek A., Stastnia Markova M.,
Polak J., Petrbokova R., Cerovska E., Novakova L.,
Cemusova B., Kolaf M., Silek C., Cetkovsky P.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Cile: Zhodnotit vyznam MRD u pacienti s AML
a mutovanym NPMI1, ktefi podstoupili alogenni
transplantaci.

Metody: Analyzovali jsme 60 pacientl transplan-
tovanych v obdobi 3/2004 - 6/2017, vékovy median byl
52 let, median sledovani 19 mésicii; 43% pacientd bylo
FLT3-ITD pozitivnich. Pfi alo-SCT bylo 44 pacienti
v CR1, 12 v CR2 a Ctyfti byli refrakterni. Pfipravny re-
zim byl u 42 myeloablativni, u 18 redukované inten-
zity. Darci byli 10krat IS, 4krat haploidenticti, 31krat
MUD a 15krdt MMUD. Stép byl 53krat PBPC, 7krat BM.
Predtransplanta¢ni NPM1-MRD bylo vySetfovano z pe-
riferni krve. Za MRD negativni byli povazovani pacienti
s hodnotou < 10 mutovanych kopii NPM1/10 000 kopii
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ABL. Pfi alo-SCT bylo 47 pacienti MRD negativnich
a 13 pozitivnich.

Vysledky: Pravdépodobnost relapsu (RI), non-re-
lapsového umrti (NRM), pfeziti bez relapsu ¢i amrti
(EES), celkového preziti (OS) a chronické GVHD pro
cely soubor ve 3letech byla21%,32%, 43%, 53 % a 84 %,
31 pacientli mélo akutni GVHD. 18 pacientd dostalo
DLI. Signifikantné lepsi EFS a niz$i RI bylo u MRD neg.
pacient (RIaEFS19 % a 54 % a 64 % a 13 % u MRD neg.
a MRD poz., p = 0,001). OS se mezi obéma skupinami
statisticky vyznamneé neliSilo. V multivariantni analyze
jsme z hlediska EFS pozorovali horsi vysledky u FLT3-
-ITD pozitivnich pacientii (HR 2,34; 95%CI1,08-5,07; p
=0,03). NPM1 negativita byla spojena s niz§im (HR 0,17
(0,05-0,61) p=0,006) a FLT3-ITD pozitivita s vy$sim RI
(HR 7,76 (1,5-40), p = 0,014).

Zavéry: V nasem souboru NPM1 pozitivnich pacien-
tl s AML byla MRD pozitivita pfed alo-SCT spojena
s vy$§i incidenci relapsu. Celkova NRM byla relativné
vysoka, stejné tak incidence GVHD. Nicméné pravée
rozvoj GVL efektu (v souvislosti s GVHD) vedl pravdépo-
dobné k pfekonani negativniho dopadu vyssiincidence
relapsti u MRD pozitivnich pacientd a celkové preZiti se
oproti MRD negativnim statisticky vyznamneé nelisilo.

P71

MINIMALNA DAVKA'KRVOTVORNVCH N
BUNIEK PRI AUTOLOGNEJ TRANSPLANTACII
PRE MNOHOPOCETNY MYELOM

Mistrik M., Hrubisko M., Pribulova H., Janosova O.,
Harrachova D., MartinkaJ., Sopko L., Simancikova
I., Skrakova M., Batorova A.

Klinika hematoldgie a transfuziolégie LF UK, SZU a UN, Bratislava

Uvod: Autolégna transplanticia krvotvornych
buniek (ATKB) predstavuje Standardnu sucast liec-
by pacientov s mnohopocetnym myelémom (MM),
ktord je Casto spojend s radom vyraznych komplidcii
vrcholiacimi pocas granulocytopénie. Viaceré Studie
dokumentovali vztah medzi po¢tom CD34+ buniek
a rychlostou hematologického zotavenia a definovali
Standardné mnozstvo CD34+ buniek v Stepe (3,0-5,0 x
10%/kg). OvSem, nie vzdy sa podari mobilizacia, ktora
umozni odber optimalneho mnozstva krvotvornych
kmerniovych buniek. NavySe, predbezné tidaje na na-
Som pracovisku naznacovali, Ze transfiizia mensej
ako Standardnej davky 3,0-5,0 x 10° CD34+ buniek/kg
hmotnosti pacienta pri ATKB je dostatocna a nesuvisi
s dlh$im ¢asom do prihojenia.

Ciel: Stanovit minimalne mnozstvo CD34+ buniek
a CFU v Stepe, ktoré je potrebné na spolahlivi re-
generaciu krvotvorby u pacientov s MM, ktori sa
podrobili ATKB po vysokej davke melfalanu, 200
mg/m?.

Metody: Retrospektivne sme vyhodnotili prihojenie
granulocytov (Gr) ako dosiahnutie >1 x 10/1 a trombocy-
tov (Tr) > 20 x 10°/1 v zavislosti na mnozstve transfundo-
vanych CD34+ buniek a CFU u 143 pacientov transplan-
tovanych na KHaT LF UK, SZU a UN Bratislava v rokoch
2014-2018 pre mnohopocetny myelém. Subor tvori 74
muzov a 69 Zien s medianom veku 65 rokov (rozsah
33-74 ku dnu vyhodnotenia).

Vysledky: Mnozstvo podanych CD34+ buniek sa po-
hybovalo od 1,05do 6,8 x 105/kg (F=2,7) a CFU 38,9-329,5
x 10%/kg (F = 121,3). Prihojenie v pripade Gr bolo v roz-
medzi 8-22 dni (F = 11,0) a pri Tr > 20 x 10%1 (= nezavis-
lost na transfiizidch a moZnost prepustenia pacienta)
od 8-22 dni (F = 11,5). Najdlhsie doby prihojenia sme
nepozorovali u kvantitativne nejmensich Stepov, ko-
relacia rychlosti prihojenia s poctom podanych CD34+
buniek nebola vyznamna (v pripade Le R2 = 0,032 a Tr
R2=0,048). Nevyskytla sa ziadna mortalita v stivislosti
s terapiou.

Zaver: Pokial transplantat splfia minimalne po-
Ziadavky na dostatoc¢ny Step (= 1,0 x 10° CD34+ buniek/
kg), dalsie zvySovanie mnozstva podanych buniek
vyznamnejS$ie neurychlovalo regeneraciu krvotvorby.
Transfizia nizsej ako Standardnej davky autolég-
nych kmeniovych buniek po vysoko-davkovanej che-
moterapii nestvisi s neskor$im prihojenim po ATKB
pre MM.
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VYZNAM IMUNOHISTOCHEMICKE A
DETEKCE KI67, P16 A CD3* T-LYMFOCYTU

V BIOPTOVANE STREVNI SLIZNICI .

U NEMOCNYCH SE SYMPTOMY AKUTNI
NEMOCI STEPU PROTI HOSTITELI (aGVHD)
Kuba A.}, Raida L.}, Brychtova S.2, Faber E.}, Papajik T.!
'Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN, Olomouc

2Ustav klinické a molekuldrni patologie LF UP a FN, Olomouc

Cile: Zhodnotit vzajemny vztah vybranych markert
bunécné proliferace (Ki67), senescence (pl6) a priavodni
zanétlivé reakce (CD3*T-lymfocyty) v bioptované stfevni
sliznici nemocnych s projevy aGVHD a zda ovliviuji jeji
intenzitu, rozsah a tmrtnost na komplikace transplan-
tace (TRM).
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Metody: 43 pacientfl s rozvojem symptomt aGVHD
podstoupilo endoskopickou biopsii tlustého stfeva
v medidanu 40 (12-140) dnd po alogenni transplantaci
krvetvornych bunék. Morfologicky obraz byl hodnocen
dvéma patology. Imunohistochemicka detekce Ki67
a pl6 v enterocytech morfologicky normalnich stfev-
nich krypt byla hodnocena semikvantitativné (stupen
snizeni Ki67 0-3, stupen zvySeni pl6 0-2). Infiltrace
krypt CD3*T-lymfocyty byla dana jejich poctem na 100
enterocytil. Statisticky byly posouzeny mozné vztahy
mezi imunohistochemickymi nalezy, histopatologic-
kou a klinickou manifestaci aGVHD, vcetné TRM.
Analyzovana byla i exprese Ki67 a p16 ve vztahu k in-
filtraci stfevnich krypt CD3*T-lymfocyty.

Vysledky: Histopatologicky stupenl aGVHD I, II
a III/IV byly potvrzeny u deseti (23,3 %), 13 (30,1 %)
a deset (23,3 %) ptfijemcti. Exprese Ki67, pl6 a infiltrace
krypt CD3+ T-lymfocyty nekorelovaly s histopatolo-
gickym stupném aGVHD a neovlivnily signifikantné
ani rozvoj stadia nebo celkového stupné III/IV aGVHD.
Redukovana exprese Ki67 korelovala se snizenym za-
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stoupenim CD3+ T lymfocytd ve stfevnich kryptach
(R=0,39, p=0,03). ZvySena exprese pl6 korelovala se
zvySenym zastoupenim CD3+T lymfocytdl ve stfevnich
kryptach (R = 0,4, p = 0,02). RovnézZ zvySena exprese
P16 byla ¢astéji detekovana u pfijemcti s rozvojem sym-
ptomi stfevni aGVHD az po dni +40 (48 % vs. 19 %; p
= 0,04). Nizsi exprese Ki67 byla spojena s vy$si TRM
(57,1%vs. 22,7 %; p = 0,03), avSak obdobny vztah u pl6
prokazan nebyl.

Zavér: Uvedené pilotni vysledky neumoznuji vyuzit
uvedené imunohistochemické markery v diferenci-
alni diagnostice gastrointestinalni aGVHD. Odrazeji
alteraci regenerace enterocytl (sniZena exprese Ki67)
s prognostickym dopadem (TRM) a moZnou navaznost
dalsiho potencidlniho patogenetického mechanismu
aGVHD, jakym je bunécna senescence (zvySena exprese
p16) s privodni zanétlivou reakci (infiltrace krypt CD3+
T-lymfocyty).

Podpofeno projekty MZ CR - RVO (FNOL, 00098892), IGA-
LF-2018-004.
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SOUSTI‘?'EDENA PEéE' ZVYSUJE ZAS:HYT

A ZLEPSUJE PROGNOZU PACIENTU

S TROMBOTICKYMI MIKROANGIOPATIEMI
Gumulec J.»¢, Kaspfak D.!, Kofistek Z.'¢, Simetka
0.2¢, Cermakova Z.>¢, Sulikova T.4, Zaoral T.4,
Kovarova P.}, Navratil M.“%, Richterova P.!,
Mihalyova Feckova J.!, Dolezalkova E.?, Gregorova
L.2, Martinek J.°, Hijek R.%¢

'Klinika hematoonkologie FN, Ostrava
2Gynekologicko-porodnickd klinika FN, Ostrava

3Krevni centrum FN, Ostrava

“Klinika detského lékarstvi FN, Ostrava

SZdravotni dstav se sidlem v Ostravé

SLékarskd fakulta OU, Ostrava

Uvod: Trombotické mikroangiopatie (TMA) jsou
vzacneé se vyskytujici onemocnéni spojena se zavaznou
morbiditou a mortalitou, jsou-li nepoznana, pozdé ne-
bo neadekvatné 1écena. S cilem poskytovani komplexni
péce o pacienty s TMA bylo v roce 2016 ve Fakultni ne-
mocnici v Ostraveé zalozeno Centrum pro trombotické
mikroangiopatie Ostrava (C4TMO).

Metody: Od roku 2014 byl do klinické praxe FN
Ostrava zaveden diagnosticko-terapeuticky algoritmus,
ktery je postupné validovan v klinické praxi. Do klinic-
kého pouziti byly zavedeny metody vySetieni dllezité
pro diagnostiku a diferencidlni diagnostiku TMA a dalsi
jsou postupné zavadény a validovany. U vSech pacientdi
je v dobé akutni ataky pred zahajenim 1é¢by odebiran
a archivovan biologicky material.

Vysledky: Provedeni vySetfeni a strategie péce je
diskutovana interdisciplinarnim poradnim sborem
C4TMO. Paralelné byla prezentovana rada edukacnich
pfednasek a edukacné je zameéten i web www.c4tmo.
cz. Vysledky Od zavedeni projektu do klinické praxe
bylo nové diagnostikovano Sest pacientfl se ziskanou
trombotickou trombocytopenickou purpurou (TTP), pét
pacientti s atypickym hemolyticko-uremickym syndro-
mem (aHUS), Sest pacientek s postpartilné manifes-
tovanym trombotickym mikroangiopatickym syndro-
mem a tfi pacienti s jinou, bliZe zatim neurcenou TMA.
Zavedeny diagnosticko-terapeuticky protokol umoznil
archivaci vzorkll od celkem 28 pacientfi. Vyménnou
plazmaferézou bylo v obdobi fungovani centra 1éceno
celkem 22 pacientdl a 1é¢ba eculizumabem byla zaha-
jena u Ctyf pacientii s projevy aHUS nereagujicich na
komplexni 1é¢bu véetneé série vyménnych plazmaferéz.

Po zavedeni algoritmu do praxe do$lo k vyznamnému
zkraceni doby do zahajeni 1é¢by sérii vymeénnych plaz-
maferéz a ke zvySeni zachytu novych pacienti s TMA.
Paralelné bézi péce o pét pacientii s vrozenou TTP a dis-
penzarizace pacientli s anamnézou TMA.

Zavér: Diky multioborové spolupraci, rychlé dia-
gnostice a komplexni péci byla zkracena doba do zaha-
jeni adekvatni terapie pacientd s réiznymi typy TMA.
Archivace vzorkil z odbért krve nabirané v dobé akutni
ataky TMA umozni dal$i cilené vySetfeni a presné;jsi
diferencidlni diagnostiku TMA.

Podpora projektu MZ CR - RVO FNOs/2017a Edukacni grant
fy Alexion.
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HIERARCHY BETWEEN ERYTHROPOIETIC
ACTIVITY AND IRON OVERLOAD IN THE
CONTROL OF HEPCIDIN EXPRESSION
Vokurka M.}, KrijtJ.!, Frydlova J.!, Rogalsky D. W.},
TruksaJ.?

'Institute of Pathological Physiology, First Faculty of Medicine
Charles University, Prague

Institute of Biotechnology, BIOCEV Research Center, Czech
Academy of Sciences, Vestec, Czech Republic

Iron absorption from the diet is controlled by the
hepatocyte-derived peptide hepcidin, which blocks the
transfer of iron from the enterocyte into the bloodstre-
am. It is known that hepcidin synthesis is controlled
both by iron overload (hepcidin upregulation) and
erythropoietic aktivity (hepcidin downregulation).
The main signaling pathway responsible for the trans-
criptional control of hepcidin expression is the bone
morphogenetic protein/SMAD pathway. The purpose
of the present study was to determine the effect of ery-
thropoietin (EPO) administration, iron administration,
and the combination of both treatments on the level
of phosphorylated SMAD 1 and 5 proteins (pSMADs) in
the liver of C57BL/6 mice. Iron overload was achieved
by injection of 5 mg of iron one week prior to the start
of the experiment; erythropoietic activity was stimu-
lated by injection of 50 U of erythropoietin on four
consecutive days. Phosphorylated SMADs were deter-
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mined by Abcam ab92698 antibody. Administration of
iron resulted in a marked increase of phosphorylated
SMAD proteins; interestingly, administration of EPO
lowered the iron-induced pSMADs back to control va-
lues. Similarly, hepcidin mRNA content was induced
by iron pretreatment; while administration of EPO to
iron-treated animals again lowered the induced hepci-
din mRNA content back to control values. These results
indicate that EPO administration partially overrides
the iron-induced increase in hepcidin expression - a re-
sult which is in agreement with the pathophysiology
of iron-loading anemias. The data also suggest that
erythroferrone, the newly discovered soluble factor pro-
duced by erythroblasts, can efficiently interfere with
the induced pSMAD signaling pathway. Interestigly,
EPO administration did not have an obvious effect on
increased liver pSMAD protein content of maskmice, in
which the BMP pathway is stimulated by inactivation
of matriptase-2. These results apparently support the
concept that matriptase-2, a protease mutated in iron-
-refractory iron deficiency anemia, could be necessary
for functional erythroferrone signaling.

P75

DIAGNOSTIKA LEI:IKE FORMY

HEMOFILIE A NENI LEHKA

Provaznikovid D., Radovski A., Simonikova
M., Houskova K., Ce$pivova D., Zemanova M.,
Hrachovinoval.

Laborator pro poruchy hemostdzy, Ustav hematologie a krevai
transfuze, Praha

Uvod: Hemofilie A (HA) je jedna z nejcastéjsich
vrozenych krvacivych poruch krevniho srazeni. HA
je zplisobena mutacemi v genu pro faktor 8 (F8), které
vedou k nedostatku nebo nefunkcnosti koagulacniho
faktoru VIII (FVIII). Ackoli jsou soucasné metody schop-
né spolehlivé odhalit vétSinu mutaci zplisobujicich HA,
u lehké formy onemocnéni stale z@istava Cast pacientli
bez nalezené kauzalni mutace v genu F8.

Cil: Zhodnotit stanoveni kauzality lehké formy HA.

Metody: Vysetfili jsme DNA 117 lehkych hemofilik{
(indexovych pacientil) - byla stanovena hladina FVIII,
VWE (von Willebranddv faktor) aktivita, antigen a vaz-
ba na FVIII pro vylouceni vVWCH (von Willebrandova
choroba) subtyp 2N. VSechny kédujici oblasti (exony)
F8 s prilehlymi intronovymi oblastmi byly sekvenova-
ny. Byla sekvenovana také oblast promotoru a useky
intronu (nekédujici ¢asti genu), u nichz je z literatury
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znamy vyskyt mutaci, a cDNA pro pripad, Ze by se ob-
jevil abnormaln{ transkript. Bylo provedeno vySetfeni
velkych deleci/duplikaci pomoci metody MLPA.
Vysledky: Kauzalni mutaci jsme nalezli u 87 % leh-
kych hemofilikli v exonech. U zbylych 13 % (15 ze 117)
jsme mutaci sekvenovanim ani metodou MLPA nena-
lezli, ackoli klinicky splriovali kritéria lehké hemofilie
-hladina FVIII sniZena (FVIII:C 11-39%, FVIII: Ag 9-15%).
Proto jsme pristoupili k sekvenovani oblasti promotoru
aintrondi. U sedmi pacientli byla nalezena mutace hlu-
boko v intronu v ¢asti, kterd neni bézné analyzovana.
Zaveér: Presto, ze jde o monogenni chorobu, nepo-
daftilo se nam u ¢asti lehkych hemofilikli (7 %) objasnit
pri¢inu HA, coZ ovSem odpovida iidajim ze zahranici.

P76

TERCIARNI PROFYLAXE U PACIENTU

S HEMOFILII A S INHIBITOREM FVIII

Smejkal P.2, Romanova G.'?, Polak P.!, Penka M.!?
'0ddéleni klinické hematologie FN, Brno

“Katedra laboratornich metod LF MU, Brno

3Intern{ hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN, Brno

Cil: Zhodnotit pfinos terciarni profylaxe u pacient
s hemofilii A a inhibitorem FVIII.

Metoda: Terciarni profylaxe byla z divoda klinicky
zavazného a/nebo frekventniho krviceni na nasem
pracovisti zavedena u tfi pacientii s hemofilii A a se-
trvalym inhibitorem FVIII typu ,,high responder®.
U pacienta 1 (¥1975) to bylo pfi pokrocilé artropatii pro
19 (z toho 18 kloubnich) krvacivych epizod béhem 8
meésicli a vzhledem k nizkému titru inhibitoru a pla-
nované imunotoleranci byl pouzit rFVIIa: cca 90 mg/kg
denné meésic, pak 4 mésice obden a pak témér dva roky
a3-4dny. U dalsich dvou pacientii jsme pouzili aPCC.
U pacienta 2 (*1956) pro dvé ataky zavazného krvaceni
v oblasti jizvy po implantaci protézy kycelniho kloubu
(za mésic a 4 mésice od operace), u pacienta 3 (*1941)
pro za posledni rok dvé krvaceni do stehenniho svalu
a 5krat obou kolen s pretrvavajici synovialitidou pres
provedenou radiac¢ni synoviortézu. Davka byla 3, resp.
11 tydnt cca 50 U/kg obden a nasledné 35 U/kg obden,
resp. 3krat tydné, coZ trva jiz rok, resp. 7 mésicii.

vysledKky: U prvniho pacienta béhem 1. roku pro-
fylaxe bylo devét krvaceni (osm kloubnich), béhem
2. roku osm (sedm kloubnich). Spotfeba rFVIia byla
1829 mg za prvni rok a 1500 mg za druhy rok profylaxe.
U pacienti 2 a 3 jsme béhem profylaxe nezaznamenali
zadné kloubni krvaceni; pouze podkozni hematom
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stehna u pacienta 2 a po zavedeni midline u pacienta 3.
Pacient 2 spotfeboval na profylaxi prvni rok 604 000 U
aPCC, resp. za posledni rok 547 500 U aPCC. Pacient 3
prvni mésic profylaxe aplikoval 62500 U aPCC, béhem
nasledujiciho ptil roku pak 234000 U aPCC.

Zaveér: Profylaxe bypassovou aktivitou vyrazné zre-
dukovala frekvenci krvaceni, ktera byla prakticky nu-
lova u dvou pacientii a poklesla na cca 1/3 u pacienta
s vyraznym Krvacivym fenotypem.

P77

PRAKTICKE; ASPEKTY POUiI'I:i

PRIPRAVKU REKOMBINANTNIHO FVIll

S PRODLOUZENOU DOBOU UCINKU
Cermaikova Z., Blahutova $., Hrdli¢kova R.

Krevni centrum - Centrum komplexni péce o pacienty s vrozenymi
poruchami krvdcivosti FN, Ostrava

Cil: Pocet pfipravkl rFVIII s prodlouzenou dobou
ucinku (EHL - Extended Half Life). V nejblizsi dobé
pravdépodobné budou na naSem trhu dostupné dva
ptipravky s prodlouzenym uc¢inkem; pegylovany ptipra-
vek rurioctogoc alfa pegol (Adynovi®, Shire) a rekom-
binantni lidsky koagulacni faktor VIII Fc fizn{ protein
efmoroktogog alfa (Elocta®, Sobi). Predmétem sdéleni
je vsouladu s komplexnim pristupem k 16¢bé pacienti
s hemofilii A zhodnotit moznosti pouziti obou EHL.

Metoda: Rozhodovani o moznostech 1é¢by u pacien-
tl s hemofilii je dnes postaveno na personalizované
mediciné, kterd mj. fesi farmakokinetiku (PK) a Zivotni
styl pacientli s hemofilii. Interindividudlni variabilita
pouzivanych ptipravki ovliviiuje individualni farma-
kokinetiku. Zda se, Ze pro pripravky se standardni
dobou polocasu neplati stejnd PK jako u pripravkil
s prodlouzenym ucinkem. Guidelines UKHCDO do-
porucuji, aby pfi pfechodu z pfipravkil se standardni
dobou ucinku na EHL byla zméfena PK. Pro stanoveni
individudlni PK je u pfipravku Adynovi (Shire) ur¢ena
certifikovana medicinska pomticka MyPKFit. Po sta-
noveni aktivity FVIII u pacienta, které je/bude lécen
pripravkem Adynovi (mozné koagula¢ni i chromogenni
stanoveni), je ze dvou odbérii farmakokinetika vyhod-
nocena. Pro stanoveni aktivity FVIII u pacienta, které
je/bude 1é¢en ptipravkem Elocta (mozZné chromogenni
ikoagulacni stanoveni), je farmakokinetika vyhodno-
cena z 5 az 6 odbérti, anebo ev. s vyuzitim programu
WAPPS-Hemo. Doporucené davkovani je pro Adynovi
40-50 IU/kg 2krat tydné v 3-4dennich intervalech (po
az Ct; po az pa); pro Eloctu je doporucené davkovani

50 IU/kg kazdych 3-5 dnfi, davka mfize byt upravena
podle odpovédi pacienta v rozmezi od 25 do 65 IU/Kg.

Zaveér: Pocet pripravki, urcenych k 16¢bé hemofilie
A neustale roste. V tvahach o rozhodovani vhodného
pripravku tak vyznamné nartista komplexnost pfistupu
k pacient@im s hemofilii A.

LITERATURA

1. Collins P. et al. Haemophilia 2016: 487-498.

2. Chowdary, et al. Therapeutic and routine prophylactic properties of
rFactor VIIIFc (efraloctocog alfa, Eloctate®) in Hemophilia A. J of Blood
Med 2016; 7:187-198.
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MOZNOSTI LABORATORNI

DIAGNOSTIKY VON WILLEBRANDOVY
CHROBY TYP1ATYP3

Marecek F., Provaznikova D., Zemanova M.,
Houskova K., Cespivova D., Némcova J., Li§kova
R., Kalinova L., Hrachovinoval.

Laborator pro poruchy hemostdzy, Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha

Cile: Cilem prace bylo poukazat na to, Ze stanoveni
koncentrace vVWF (VWF:Ag) neni dostacujici parametr
laboratorniho potvrzeni vWD typ 3. Deficit vVWF mtiZe
byt zpiisoben chybéjici (sniZenou) syntézou nebo zvyse-
nou clearanci vVWF. Pro odliSeni vWD typu 1 od typu 3 je
Kkli¢ové stanovit pomér mezi syntézou a clearanci vWF.
Oba déje charakterizuje pomeér koncentraci propeptidu
VWE WEpp) a VWE:Ag v plazmé. Normalné se pomeér bli-
Zijedné. V nékolika pfipadech (dosud uzavienych jako
VWD 3) jsme proto stanovili hodnoty vVWEpp, vypocetli
pomér VWEpp/VWE:Ag a vySetfili stav multimerti vVWE.

Metody: Koncentrace VWF:Ag byla stanovena
imunochemicky soupravou BioMérieux na analyza-
toru Mini VIDAS a soupravou Werfen na analyzatoru
AccuStar. Hodnoty vWF:RCo byly stanoveny soupravou
Siemens na analyzatoru STA-R. Koncentrace VWFpp
byla stanovena imunochemicky s fotometrickou de-
tekci ELISA soupravou Life Code. Multimery vWF byly
vySetfeny pomoci SDS elektroforézy s prenosem na
nitrocelulézovou membranu (western blotting) s imu-
nochemickou detekci.

Vysledky: Koncentrace vVWF:Ag se pohybovala v roz-
mezi pod 2-3 % normalu, aktivita vWF (VWE:RiCo) byla
3-5%. Byly stanoveny koncentrace vWFpp a vypocten
pomeér VWFpp/vWFE:Ag (hodnoty 0 az 8). V jednom
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pripadé byl nalezen difuzni obraz multimerd v celém
hmotnostnim spektru s oddélenymi zénami prvnich
¢tyf multimer@i. Ve druhém pfipadé byla prokizana
pritomnost zény odpovidajici priblizné prvnimu mul-
timeru. Elektroforetické zony multimerd byly difuzni
a bez tripletového usporadani.

Zaveér: Analyzou pripadt dosud uzavienych jako
vWD 3 jsme v jednom piipadé zjistili syntézu vVWF
neodpovidajici aktudlni hodnoté vWF:Ag a nasledné
i tvorbu multimer vWF. Domnivame se, Ze jde o VWD
1svelmi tézkym pribéhem se zvySenou clearanci vWE,
Pro odliSeni tézkych pripad vWD1 od vWD3 je klicova
hodnota vVWFpp. Méfitelnd hodnota vWFpp svédci
o probihajici syntéze vVWF. Hodnota poméru (VWEpp/
VWFEF:Ag) 8 odpovida vysoké mife syntézy a nasledné
clearance VWF. Pokud se hodnota poméru lisi od nor-
malu, je mozné ovérit i pfipadnou pritomnost multi-
mer VWF nebo jejich zbytkd.

P79

INDEX CIRKU[.UJI:CiHO ANTIKOAGULANS

V DIFERENCIALNI DIAGNOSTICE ZISKANE
HEMOFILIE, LUPUS ANTIKOAGULANS

A DEFICITU KOAGULACNIHO FAKTORU
Bradacova P., Ullrychova J.

Oddeéleni klinické hematologie, Masarykova nemocnice v Ust{ nad
Labem, Krajskd zdravotni, a.s.

Uvod: Spole¢nym znakem pro lupus antikoagulans
(LA), specificky inhibitor u ziskané hemofilie a deficit
koagulaé¢niho faktoru obvykle byva prodlouzeny cas
APTT. Zatimco u pozitivity LA se jedna vétSinou o trom-
bofilni stav, ziskana hemofilie a deficit koagula¢niho
faktoru (kromé deficitu FXII) patfi mezi krvacivé stavy,
mnohdy i ohroZujici Zivot pacienta. Je tedy nutné rych-
le rozliSit pri¢inu prodlouZzeného APTT, aby mohla byt
zahdjena pfipadna 1é¢ba.

Cile: Retrospektivni studie vySetfeni smésného
testu u skupiny 64 pacientl s pozitivnim LA (40), de-
ficitem koagulacniho faktoru (18) a ziskanym specific-
kym inhibitorem (6) za iiCelem ovéfeni cut-off Indexu
cirkulujiciho antikoagulans (ICA) pro odliSeni LA od
ziskané hemofilie.

Metody: V obdobi 1. 1. 2017 az 31. 12. 2017 byl vy-
Setfen smésny test koagulacni metodou u 64 pacientti
s prodlouzenym casem APTT bez znamé priciny. Ze
studie byli vyrazeni pacienti uzivajici antikoagulacni
1é¢bu. Cas APTT ve smési pacienta s normalni plazmou
vpomeérul+1bylzméren v case 0 a po 2 h inkubaci pti
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37 °C. Pro vypocet miry korekce byl pouzit Index cirku-
lujiciho antikoagulans pred inkubaci (ICA), po inkubaci
(ICAd), pomér ICAd/ICA arozdil ICAA-ICA. VSechny tyto
vypocty automaticky provadi nami v soucasnosti pou-
Zivany koagulacni analyzator Sysmex CS 5100 v ramci
kazdého vySetfeni smésného testu.

Vysledky: Udavané Cut-off > 12,4 pro ICA a ICAd
pro odliSeni LA od deficitu faktoru vykazuji senzitivitu
87,5%; 95,0%, specificitu 88,9%; 83,3%. Cut-off > 132
pro ICA/ICAd a > 6,4 pro ICAd-ICA pro odliseni ziskané
hemofilie od LA vykazuji senzitivitu 90%; 90%, speci-
ficitu 100%; 100%.

Zavér: Pouziti algoritmu ICA mtize napomoci
k rychlému odliSeni LA od ziskané hemofilie a tim
urychlit zahajeni 1écby pacienta.

LITERATURA

1. Osamu Kumano, et al. New formulas for mixing test to discriminate
between lupus anticoagulant and acquired hemophilia A, Department
of Internal Medicine, Health Sciences University of Hokkaido, Ishikari-
Tobetsu, Hokkaido, Japan. Thrombosis Research 2016; 143: 53-57.

HEMOFILIE A MUZSKA OSTEOPOROZA
Hajsmanova Z., Lavickova A.!, Havlova E.!, VysKkocil
V.2

"Hematologicky tisek UKBH FN, Plzeri

’Osteocentrum I1. IK EN, Plzefi

Uvod: Osteoporéza je nazyvana ,tichou chorobou*,
protoze progreduje az do vzniku fraktur bezbolestné
a asymptomaticky. Tficet procent vSech zlomenin
krcku stehenni kosti se vyskytuje u muzli, na rozdil
od menopausalnich Zen o0 10 let pozdéji, ale 50 % muzi
nasledné vyzaduje institucionalni péci. Vyznamné
rozdily v kostni struktufe zavislé na pohlavi zac¢inaji
jiz v puberté a muzi diky svému vzrastu maji vice
kostni hmoty a vy$si kostni zralost, a tak maji vyssi
hodnoty vrcholu kostni hmoty. Kostni mineralni
denzita zodpovidajici za mechanickou pevnost kosti
je u kazdého jedince urcena geneticky, ale i fadou
dalsich faktor véetné zivotniho stylu. Tézka forma
hemofilie je vrozenda krvaciva choroba, kterd svymi
komplikacemi na pohybovém aparatu prinasi radu
rizikovych faktorQ pro rozvoj osteopordzy. Riziko frak-
tury lze predikovat vysledkem méreni kostni denzity
v patefi a proximalnim femuru stejné dobfe u muzt
jako u Zen.
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Metoda: V roce 2016 jsme vySetfili vSechny do-
spélé pacienty s tézkou formou hemofilie ve véku
25-65 let v Osteocentru II. IK FN Plzenl. Z poctu 22
vySetfenych hemofilik{ byla osteoporéza prokazana
u tfi muzi, osteopenie u jedenacti osob. Po zahéjeni
1é¢by osteopordzy se ptirocni kontrole stav zménil na
osteopenii s pfetrvavajicim nedostatkem vitaminu D,
dalsi dva pacienti na kontrolni vysledky teprve ¢eka-
ji. Podrobny rozbor souboru nasich pacientd a jejich
rizikovych faktorti, diagnostika osteoporézy a efekt
1é¢by po roce sledovani je obsahem posterového sdé-
leni.

Zavér: Komplexni 1é¢ba hemofilie zahrnuje terci-
arni profylaxi s vymizenim nebo alesponl s vyznam-
nou redukci spontannich krvaceni do kloubti (ABR se
u vétdiny u vétsiny pacientii rovna 1). Zivot bez akutni
kloubni bolesti z krvaceni umoznuje fyzickou aktivitu
a pohyb, expozici slunci a brani rozvoji depresivnich
stavil. Socioekonomicka sobéstacnost je zakladem dob-
ré kvality Zivota, pohyb je Zivot.

P81
PROTEIN S A JEHO VZTAH K TFPI

Fenclova T.!,, CeS$pivova D.!, Zemanovid M.l,
Matyskova M.?, Obernauerova J.?, Hrachovinova I.!
'Ndrodni referencnilaborator pro poruchy hemostdzy UHKT, Praha
2Oddeleni klinické hematologie FN, Brno
SHematologicko-transfuzni oddéleni, ON Mladd Boleslav

Uvod: Protein S je jednim z pfirozenych inhibitoril
koagulace, kde plisobi jednak jako kofaktor aktivova-
ného proteinu C, ale také inhibitoru cesty tkanového
faktoru (TFPI), pfispiva tedy k regulaci tvorby trombinu
vnitini i vnéjsi cestou. Ma vsak i dalsi funkce mimo
hemostazu, napriklad se nepfimo podili na regulaci
komplementu, dale plisobi v signalnich drahach pro-
tizanétlivé odpovédi a apoptézy. Tyto dalsi funkce jsou
klinicky malo prozkoumané a laboratorni vySetfeni
proteinu S se tykaji pouze jeho funkce v draze proteinu
C. Je to pfedevsim proto, Ze jeho antikoagulacni funkce
majinejvétsi klinicky dopad - vrozeny ¢i ziskany nedo-
statek proteinu S je vyznamnym rizikovym faktorem
ziln{ trombézy.

Cile: Cilem prace bylo nalézt kauzalni mutace u pa-
cientd s vrozenym a klinicky vyjadfenym nedostatkem
proteinu S z celé CR (45 pacientil z 20 rodin), na zakla-
dé literarnich dat popsat vliv mutaci na dalsi funkce
proteinu S, zejména vazbu TFPI, a predikovat jejich
klinicky vyznam.

Metody: Pro nalezeni bodovych mutaci jsme pouzili
primé sekvenovani vSech exont a pfilehlych introno-
vych oblasti genu PROSI. Dale jsme u vSech indexovych
pacientli pouzili metodu MLPA (multiplex ligation-de-
pendent probe amplification) pro odhaleni rozsdhlych
deleci a duplikaci. Nalezené mutace jsme vyhodnotili
predikénim softwarem PolyPhen2 (polymorphism phe-
notyping) jako kauzalni ¢i benigni.

vysledky: Kauzalni mutace byla nalezena u 42 ze
45 pacienti (93 %). Rozsahlou deleci v genu PROSI jsme
identifikovali u dvou nezavislych rodin, dale jsme na-
lezli 17 riznych bodovych mutaci, z nichZ sedm nebylo
dosud v literatute popsano. Vyskyt mutaci nevykazuje
soustfedéni v ZzAdné oblasti genu.

Zaveér: Ze 17 jednotlivych nalezenych mutaci se jich
sedm nachazi v oblasti domén interagujicich s TFPI.
Vliv mutaci na vazbu TFPI a dalsi funkce proteinu
S bude diskutovan v posteru.

HEMOFAG?CYT[\RNi LYMFOHISTIOCYTOZA
U DO§PELYCH - PﬁE!:II.ED KAZUISTIK

Z NASEHO PRACOVISTE

Sramek J.!, Lysik D.!, Karas M.!, Svatoni M.?,
Karvunidis T.3, Jindra P.!

'Hematologicko-onkologické oddéleni FN, Plzen

2CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol,
Praha

*Jednotka intenzivni péle . interni kliniky LF UK a FN, Plzefi

Cile: Hemofagocytarni lymfohistiocytéza (HLH)
je vzacny, Zivot ohrozujici syndrom charakterizovany
excesivni aktivaci imunitniho systému s naslednym
proinflamatornim stavem a multiorgdnovym posti-
Zenim. Nejcastéji je HLH popisovana u pediatrickych
pacientl jako primarni onemocnéni zptisobené mutaci
genti podilejicich se na regulaci imunitni odpovédi.
Béhem poslednich let stoupa pocet diagnostikovanych
pfipadt sekundarni HLH u dospélych pacientdi, coz
pravdépodobné svédci pro casté nerozpoznani tohoto
syndromu v minulosti. K tomu pfispiva skutecnost,
Ze kKlinicka symptomatologie a laboratorni nalezy jsou
nespecifické a maji Sirokou diferencidlni diagnostiku.
Sekundarni HLH u dospélych pacientil je zptisobena
aberantni imunitni odpovédi pti virovych ¢i bakterial-
nich infekcich, malignitach s pfevahou lymfoproli-
feraci a dale autoimunitnich onemocnéni. Véasna
diagnostika a zahdjeni terapie jsou klicové a vyrazné
zvySuji Sanci na preziti. Diagnéza HLH je definovana
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kombinaci klinickych a laboratornich nalezii, pfipadné
prikazem specifické mutace. Zakladni mechanismus
terapie spociva v preruseni aberantni imunitni odpo-
védi, a to destrukci a potlacenim funkce T-lymfocyti.

Metody: Retrospektivni analyza piipad HLH u do-
spélych pacientti 1écenych na hematologicko-onkolo-
gickém oddéleni a jednotce intenzivni péce I. interni
kliniky FN Plzen od roku 2014 do soucasnosti.

Vysledky: Ve sledovaném obdobi bylo ve FN Plzenl
dokumentovano deset pfipadt HLH u dospélych pa-
cientfi. V souboru byly zastoupeny ptipady jak primarni
formy HLH, tak sekundarni HLH s pfevahou lymfopro-
liferativnich onemocnéni jako spoustéce syndromu.
Nalez hyperferitinemie a elevace laktatdehydrogenazy
byly prominentnimi laboratornimi nalezy v naSem
souboru.

Zavér: Vzhledem k nespecifické symptomatologii
a absenci specifickych bézné dostupnych laboratornich
markerd je diagnostika HLH obzvlasté naro¢na. Proto
je nutné brat HLH v ramci diferencidlni diagnostiky
Castéji vivahu a to zejména u nemocnych s rychle pro-
gredujici alteraci klinického stavu bez zfejmé pficiny.
V téchto pripadech miiZe byt vySetfeni feritinemie vy-
znamnym a diskriminujicim pomocnikem. Ve sdéleni
bude prezentovan soubor kazuistik pacientti 1écenych
nanasem pracovisti. Dale bude sumarizovan aktualni
pohled na patofyziologii, diagnostiku a terapii HLH.
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SEROVA TRYPTA'ZA JAKO JEDNO

Z DIAGNOSTICKYCH KRITERII
MASTOCYTOZY

Lavi¢kova A., Havlova E., HajSmanova Z., Sigutova
P., Slechtova J., Bultasova L., Vachovi M.,
Kuntscherova J.

Ustav Klinické biochemie a hematologie, Ustav imunologie a aler-
gologie a Siklilv tstav patologie EN, Plzeri

Uvod: Mastocytdza je vzacné onemocnéni charak-
terizované abnormalnim ristem a hromadénim mas-
tocytl (Zirnych bunék) v klizi, kostni dfeni a vnitinich
organech. Aktualizovand WHO klasifikace myeloidnich
neoplazmat z roku 2016 vyclenila mastocytézu jako
samostatnou jednotku. Je definovano pét subtypil
systémové mastocytézy (SM): indolentni systémova
mastocytédza (ISM), doutnajici systémova mastocy-
t6za (SSM), agresivni systémova mastocytdza (ASM),
systémova mastocytdza asociovana s jinym hemato-
logickym neoplazmatem (SM-AHN) a mastocelularni
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leukemie (MCL). Pro diagnostiku je rozhodujici histo-
logické vySetfeni kostni dfené nebo postizené tkané.
Specifické klinické projevy mastocytézy jsou zptisobeny
uvolnovanim fady mediatord z granuli Zirnych bu-
nék. Jednim z nich je tryptaza, jejiz trvalé zvyseni nad
20 pg/lje ,malym* diagnostickym kritériem SM. Pravé
toto vySetfeni vedlo k diagnéze mastocytdzy u nékolika
naSich pacientd.

Metoda: VySetfeni sérové tryptazy indikuji zejména
alergologové - imunologové u nemocnych po prodeé-
lané anafylaktické reakci na vceli a vosi jed nebo na
neznamou noxu. Jediné pracovisté v Plzeniském Kkraji,
Kkteré toto stanoveni provadi, je laboratof UIA EN Plzer.
Nemocni se zvySenou hladinou bazalni tryptazy jsou
doporucovani k hematologickému vysetfeni k vylou-
Ceni systémové mastocytdzy.

Soubor: V obdobi od ledna 2010 do dubna 2018 jsme
na nasi ambulanci vySetfili 40 nemocnych se zvySenou
hladinou sérové tryptazy (22 Zen a 18 muzi ve véku od
20 do 76 let). Sedmi nemocnym byla histologickym
vySetfenim kostni dfené prokazana ISM, z toho u péti
pripadu s postizenim kiiZe typu urticaria pigmentosa
(UP). U jednoho nemocného byla prokazana kozni UP
spolu s monoklonalni B-lymfocytézu.

Zaveér: Na zakladé prodélané anafylaktické reakce,
stanoveni sérové tryptazy a nasledného vysetfeni kost-
ni dfené se podafilo diagnostikovat nékolik pacientl
s indolentni formou SM. Dlouhodoba 1é¢ba H1 a H2
blokatory u téchto nemocnych G¢inné snizuje riziko
anafylaktickych reakci a vétSina nemocnych je pri
1é¢bé asymptomaticka. U zadného ze sledovanych ne-
mocnych dosud nedoslo k progresi do agresivnéjsich
forem SM. Dle literarnich zdrojt je riziko progrese az
tfiprocentni.
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GAUCHEROVA CHOROBA,

MORFOLOGICKY NALEZ V BIOPSII

KOSTNi DRENE - KAZUISTIKA

Zidlik V.'?, Kuhn T.3, Ziak D.* Uvirova M.}, Hurnik
P.2, Ondruss$ek R.2, Snajdrova B.!, RuliSek P.!,
DvorackovaJ.!

'CGB laborator a.s., Oddéleni patologie, Ostrava

ZUstav patologie EN, Ostrava

3Klinika detského 1ékarstvi FN, Ostrava

Gaucherova choroba je autozomalné recesivni one-
mocnéni ze skupiny tzv. sttddavych nemoci. Je znamo
vice nez 350 mutaci postihujicich gen GBAI, ktery ké-
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duje enzym B-glukocerebrosidazu dilezity pro rozklad
slozitych tuk a cukril, pfi jehoz chybéni dojde k hro-
madéni glukocerebrosidu v lysozomech makrofaga.
Rozlisuji se tfi typy této choroby. Typ I je nejbéznéjsi.
Postihuje slezinu, jatra, kosterni svaly a kostni dfen
bez postizeni mozku a michy. Typy 2 a 3 jsou spojeny
s neuropatickymi symptomy s postiZzenim centralni-
ho nervového systému. Incidence vyskytu v CR je 1 :
80 000. V nasi kazuistice prezentujeme pripad 16leté
pacientky se znacnou splenomegalii, trombocytope-
nii a anemii. Béhem tfi mésicl u ni doslo ke ztraté
hmotnosti o 6-7 kg. Klinicky s podezfenim na myelo-
dysplasticky syndrom. Morfologicky je kostni dfen
z vétsi ¢asti vyplnéna nahromadénymi pénovitymi
histiocyty (Gaucherovy buriky) s intraplazmatickym
fibrilarnim materidlem excentricky odtlacujicim je-
jich jadro, které maji vzhled ,zmackaného papiru“.
Histiocyty jsou pozitivni v imunohistochemickém
barveni CD68. Intraplazmaticky obsah se pozitivné
barvi histochemickym barvenim PAS na prtikaz poly-
sacharidil a Zelezo (Fe). V aspiratu kostni dfené byly
taktéz zastizeny Gaucherovy buriky. Nahromadénim
histiocytl v kostni dieni dochazi k titlaku hemopoé-
zy s obrazem anemie a trombocytopenie, zvySenou
unavou, krvacivych komplikaci a dale s profidnutim
kosti se snaz$i tvorbou zlomenin. Typickym znakem
je zvétSeni sleziny a jater. Gaucherova choroba je spiSe
vzacnym onemocnénim, pti kterém dochazi k postizeni
vice organt a tkani s trvalou progresi, které bez 1écby
vyrazneé snizuje kvalitu Zivota a dobu doziti. V soucas-
né dobé je v CR sledovano 35 pacientll s prokdzanou
Gaucherovou chorobou.

LITERATURA

1. Jaffe ES, et al. Hematopathology, second edition 965-967.

2. Bain BJ, et al. Bone Marrow Pathology, fourth edition 530-531.

3. https://ghr.nlm.nih.gov/condition/gaucher-disease

4. http://www.rarediseases.cz/vzacna-onemocneni/gaucherova-ne-
moc

SRDCE A ZELEZO

Nosal M.!?

'Hematologickd ambulancia, Nemocnica Staré Mesto

Klinika hematolégie a transfuzioldgie LF UK, UNB, SZU,
Bratislava

1. Srdce a nedostatok Zeleza. Nedostatok Zeleza
je délezitou komorbiditou u chorych so srdcovym zly-
hanim a hlavnym faktorom v patogenéze anémie so
zavaznymi klinickymi nasledkami (napr. zniZzena zata-
Zova kapacita). Experimentalne Stidie predpokladaju,
Ze lieCba Zelezom pri jeho nedostatku moze aktivovat
molekularne pochody s naslednou ochranou myokardu.
Klinické stadie demonstruju priaznivy vplyv vnutrozi-
lovo podavaného Zeleza na funkény stav, kvalitu Zivota
azatazovu kapacitu u chorych s chronickym srdcovym
zlyhanim (CHSZ). Pri chronickom srdcovom zlyhani
sa anémia vyskytuje podla réznych zdrojov u 4-61 %
chorych. Anémia pri srdcovom zlyhani je zodpovedna
za zIla kvalitu Zivota a méZe byt ukazovatelom ne-
priaznivej prognézy. Anémia vedie k chronickému
objemovému pretazeniu lavej srdcovej komory, ktoré
sposobuje zvySenu spotrebu kyslika v myokarde, dila-
taciu a hypertrofiu lavej komory. To vSetko pri CHSZ
negativne ovplyvnuje srdcovi funkciu a spésobuje pro-
gresiu srdcového zlyhania. Mnohé analyzy ukazali, Ze
anémia pri CHSZ je silnym a nezavislym prediktorom
horSej prognézy. Retrospektivnou analyzou tdajov
v $tadii COMET sa ukazalo, Ze novo vzniknuta ané-
mia v priebehu patro¢ného sledovania bola nezavisle
zdruzend s vysSou morbiditou a mortalitou. VSetky
tieto ildaje ukazuji, ze anémia pri CHSZ je zndmkou
zlej prognézy. Hlavnymi faktormi, ktoré sa podielaju
na vzniku anémie sti: neadekvatna produkcia erytro-
poetinu, itlm funkcie kostnej drene, retencia tekutin
a hlavne nedostatok Zeleza.

2. Srdce a nadbytok Zeleza. Vysoky vyskyt kar-
diomyopatie u pacientov s hemosiderézou, najma po
transfiznom pretaZeni Zelezom naznacuje, Ze akumu-
lacia Zeleza v srdci hra hlavnua tlohu zlyhania srdca.
Predpoklada sa, Ze Zelezom sprostredkovana tvorba
Skodlivych reaktivnych radikalov kyslika je najddle-
zitej$im patogénnym mechanizmom, ktory spdso-
buje poskodenie kardiomyocytov, zahftia apoptozu,
fibrézu a nakoniec srdcovt dysfunkciu. Dal$imi me-
chanizmami je postihnutie subcelularnych organel
a zapalové mediatory, ktoré su dolezitymi faktormi
rozvoja tejto choroby. NavySe prebytok Zeleza mdze
zosilnit kardiotoxicky tc¢inok inych latok alebo pro-
cesov. Nakoniec subceluldrna nespravna distribucia
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Zeleza v kardiomyocytoch médZe predstavovat dalSiu
cestu poSkodenia srdca. Nedavne pokroky v zobrazo-
vacich technikach a vyvoj cheldtorov pozoruhodne
zlepsili srdcovi detekciu pretaZenia Zelezom a liecbu.
Priame meranie srdcového Zeleza T2* zobrazovania
magnetickou rezonanciou, namiesto nepriamych me-
téd, ako si meranie hladin sérového feritinu alebo
koncentracie Zeleza v peceni, prispelo ku skorSiemu
rozpoznaniu pretazenia myokardu Zelezom a prevencii
srdcovej toxicity. Kardidlna siderdza sa vyskytuje pri
vSetkych transfuznych anémiach, ale relativne riziko
zavisi od zakladného chorobného stavu, transfizneho
pretaZenia a anamnézy chelatacie. Kardiomyopatia
z pretaZenia Zelezom sa moéZe rozvinit po podani 50
transfiznych jednotiek erytrocytov. VSetky tri dostup-
né cheldtory Zeleza (deferoxamine-DFO, deferiprone,
deferasirox) sa mo6zu pouzit na odstranenie srdcového
zeleza, ale kazdy ma jedinecné fyzikalne vlastnosti,
ktoré ovplyviiujui jeho ti¢innost v srdci.

Zaver: Anémia z nedostatku Zeleza mdZe u predis-
ponovanych pacientov viest k tazkému chronickému
srdcovému zlyhaniu (CHSZ), dobre odpoveda na paren-
terdlnu liecbu pripravkom Zeleza. Naopak, nadbytok
Zeleza vedie k tazkému posSkodeniu srdcového svalu,
vyzaduje dlhodobu lie¢bu novymi chelatormi Zeleza.

ANAL?Z.A MUTACII GENU F8 U PACIENTOV

S TAZKYM STUPNOM HEMOFILIE

AV SLOVENSKEJ REPUBLIKE

Prigancova T.!, Batorova A.!, Jankovicova D.!,
Kyselova A.!, Chandoga J.?, Petrovi¢ R.?, Jungova
P.2, Juhosova M.?, Fischerova M.2, Mistrik M.!
'Ndrodné hemofilické centrum, Klinika hematoldgie a transfuzio-
ldgie LF UK Bratislava, SZU, Univerzitnd nemocnica Bratislava
?Ustav lekdrskej biol6gie, genetiky a Klinickej genetiky LF UK,
Univerzitnd nemocnica Bratislava

Uvod: Pokrok molekulovej diagnostiky hemofilie
zlepsil mozZnosti genetického poradenstva, ale aj vysku-
mu genotypovych a fenotypovych sivislosti a vztahu
génovych mutdcii k vyskytu inhibitorov FVIIL.

Ciel: Vyhodnotenie vysledkov génovej analyzy
v slovenskej populacii pacientov s tazkym stupriom
hemofilie A a vztahu muticii k vyskytu inhibitorov
FVIII.

Metody: V roku 2014 sme zalozili Narodny hemofi-
licky geneticky program, ktorého zakladom je Narodny
register hemofilie. V prvej fize sa zameriavame na
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pacientov s tazkym stupniom hemofilie. Genetické
vySetrenie zahftia LD-PCR na detekciu inverzii intrénu
22 (Inv22) a intrénu 1 (Invl), metédu MLPA na detekciu
velkych delécii/duplikacii a nakoniec priamu sekvenc-
nu analyzu génu F8 (ex6nov a prilahlych intrénovych
oblasti).

vysledKky: Stubor 141 pacientov z 82 rodin predsta-
vuje 60 % populacie tazkych hemofilikov A v SR. S de-
tek¢énou spolahlivostou genetického vySetrenia 100 %
sme identifikovali 39 jedine¢nych mutacii, z nich
20 novych, doteraz neopisanych. Okrem Inv22 a Invl
sme odhalili mutacie dvoch intrénov (Intl3 a Int23)
a dalsich 35 mutacii na 15 exénoch v celom priebehu
génu F8. Najviac, 10 réznych mutdcii, sa nachadza na
exéne 14. V celom stibore malo Inv22 52/37% pacientov,
Invl 7/5%, velké delécie/duplikicie 4/3%, frame shift/
stop kodon 38/27%, splice site 5/4%, bodové nonsense
mutacie 16/11% a missense mutacie 19/13% pacientov.
Analyza génovych mutacii u 34 pacientov s inhibitor-
mi potvrdila porovnatelnu frekvenciu inhibitorov pri
inverziach (27 %), nonsense mutaciach (25 %) aj pri
frame shift/stop kodén mutacidch (29 %), ale inhibitor
nevyvinul Ziaden pacient s velkou deléciou/duplika-
ciou. Frekvencia inhibitorov bola vys$ia pri muta-
ciach lahkého retazca ako tazkého retazca molekuly
FVIII [Odds ratio 2,57 (0,85-7,77)]. Hodnotenie efektu
imunotoleran¢nej indukcie (ITI) u 22 pacientov (26 ITI
kar) ukazalo kompletnu a parcidlnu remisiu v 75,5 %
pri inverziach a az v 88-100 % pri ostatnych génovych
mutaciach.

Zaver: Velka heterogenita zistenych mutacii, ich
Casty sporadicky vyskyt a naznacena suvislost typu
mutacii s vyskytom inhibitora podciarkuje vyznam
genetického vySetrenia u kazdého pacienta s hemo-
filiou.
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SKLADOVANI EBYTROCYTﬁ PRI
NESTANDARDNI TEPLOTE

Turek P.!, Lerlova A.!, Bélochova J.2, Pintova E.2,
Duskova D.?, Uchac T.3, Lejdarova H.*, Biedermann
P.5, Prochazkova R.°, Papousek P.¢, Geierova H.”,
FiSerova H.’, Janek D.8, Zembova V.8, Rezniéek J.°,
PetrZilkova M.°

'TO Thomayerovy nemocnice, Praha

TO FNKV, Praha

SFTO VEN, Praha

“TOEFN, Brno

STO Nemocnice Ceské Budgjovice

TO, Krajskd nemocnice Liberec

’TO Pardubické nemocnice

SHTO, Nemocnice s poliklinikou Karvind - Rdj

IHTO Orlicko-tstecké nemocnice, Usti nad Orlici

Cil: podminky skladovani erytrocytovych transfuz-
nich pripravki jsou stanoveny obecné zavaznymi pred-
pisy. V pripadé jejich nedodrzeni ma o pfipadném pou-
Ziti pripravki rozhodnout kvalifikovana osoba vyrobce.
Zadny ze zavaznych pfedpisti vak neuvadi kritéria
nebo teplotni a casové limity, které by pfi rozhodovani
mohla kvalifikovana osoba vyuzit. STL proto vypraco-
vala ,, doporuceni® (2015/11) s tim, Ze podle zavaznosti
nedodrzeni skladovacich podminek doporucila v rizné
mife zkraceni doby pouzitelnosti pripravki. Cilem
préce bylo ovétit dopad nestandardniho skladovani na
erytrocytové transfuzni ptipravky a provérit, zda jsou
mezni hodnoty stanovené v Doporuceni STL zvoleny
vhodné.

Metody: dopad nestandardniho skladovani na
kvalitu erytrocytovych transfuznich pfipravki (EBR
i ERD, alespon 20 ptipravkl ve skupiné) byl ovéiovan
teplotnim zatéZovym testem, mira zatéze odpovidala
mezim stanovenym v Doporuceni STL. Sledovana byla
mira hemolyzy erytrocytové masy vypoctena z koncen-
trace volného hemoglobinu v ptipravku podle postu-
pu predepsanych pro jejich kontrolu. Pripravky byly
vySetfeny pred zatézi, v okamziku zkracené exspirace
dle Doporuceni STL a v okamziku ptivodné stanovené,
nezkracené exspirace. Procento pripravkd splnujicich
pozadavky kvality po zatéZi pti zkracené i piivodni dobé
pouzitelnosti bylo porovnano s vysledky kontroly kva-
lity standardné skladovanych transfuznich pfipravka.
Studie byla provedena na 9 ZTS, kazdé sledovalo dopad
skladovani pfi 1-2 stupnich zatéze.

vysledky: skladovani erytrocytd pti teploté do
+10 °C ma na jejich kvalitu jen minimdalni vliv. Vzestup
teploty k 15 °C vede k mirnému vzestupu hemolyzy,
ale i pfi trvani zatéze 48 hod. neni vzestup hemolyzy
vyznamny a pripravky splnuji pozadované parametry
kvality i na konci standardni doby skladovani. Pri
vzestupu teploty na +25 °C na 6 hod. jiz dochazi k vy-
raznéjs$imu vzestupu hemolyzy (vice u EBR nez u ERD),
pfi zkraceni doby pouzitelnosti na 2 dny po zatézi vsak
pripravky splniuji poZadované parametry kvality.

Zaveér: Studie prokazala, Ze transfuzni piipravky
vystavené nestandardni teplotni zatézi je mozné po-
uzit, pokud jsou respektoviana omezeni stanovena
v Doporuceni STL.

HEMATOLQGIQKO-A!ITROPOMETRICKA
STUDIE DARCU PLNE KRVE A PLAZMY
Papousek P.!, Prochazkova R.!?

"Transfuzni oddéleni, Krajskd nemocnice Liberec, a.s.
Fakulta zdravotnickych studii, Technickd univerzita v Liberci

Cile: Hodnoty krevniho obrazu, télesné parametry
a frekvence darovani ovliviiuji zptisobilost darce k od-
béru, proto byla v této studii provedena jejich detailni
analyza.

Metody: Studovany soubor tvofili v§ichni dobro-
volni bezptispévkovi darci krve a krevnich slozek, kteti
podstoupili odbéry v Krajské nemocnici Liberec, a.s.
v priibéhu roku 2017. Zatazeni byli pouze darci propus-
téni k odbéru. Byla zpracovana data z informacéniho
systému transfuzniho oddéleni.

vysledKky: Celkem bylo analyzovano 14 205 odbérc
(krevni skupina 039 %, A39 %, B15 %, AB 6 %) od 5292
darci (krevni skupiny 038 %, A40 %, B16 %, AB6 %) -
3239 muzl a 2053 Zen; typy odbérti: plna krev (PK) 9562,
erytrocytaferéza 18, plazmaferéza (PF) 4598 a trombocy-
taferéza 57. Prumérny vék darce PK byl 40,3 let a PF 41,7
let. Darci darovali primérné PK 2krat ro¢né, PF 7,1krat
ro¢né. U darcli PK byl hemoglobin: muzi 152,5 g/l a Zeny
136 g/1. Béhem 1 roku darovali PK darci krevni skupiny 0
primérné 2,12krat (0-2,29krat), A1,92krat, B 1,86krat,
AB 1,78krat. BMI koreloval pozitivné s hemoglobinem
u darct PKiPF (R20,0646, p<0,001). Umuzi darci PK
i PF minimalné klesal hemoglobin s vékem (R2 0,0186,
p < 0,001), naopak u zZen darkyn PK i PF minimalné
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s vékem stoupal (R20,0137, p < 0,001). PoCet trombocytli
minimalné stoupal s leukocyty (R2 0,0875, p < 0,001)
u darcli PK i PF. Zeny darujici PK mély primérné mi-
nimalné vice trombocytd (p < 0,001), vice leukocytl
(p<0,001) avyssi MCV (p < 0,001) neZ muzi darujici PK.

Zavér: Darci krevni skupiny 0, z nich zejména RhD
negativni, castéji podstoupi odbéry nez darci ostatnich
krevnich skupin. Hemoglobin m4 stoupajici tendenci
s vékem u zZen, proto je nutné dbat o dostatecné zasoby
Zeleza Zen v produktivnim véku. Zatim mame dostatek
darci PK i rezervy u aferetickych darci, i kdyZ nabor
novych darct je aktualni.

JAK? EFEKTIVNE!
Pacasova R., Adamcova M., Lejdarova H.
Transfuzni a tkdfiové oddéleni FN, Brno

Cil: Vyhodnoceni efektivity vyuziti zdroji u zvole-
nych parametrii za definované obdobi s ohledem na
prijata opatfeni ke zlepSeni v organizaci procesu vyroby
transfuznich ptipravki.

Zvolené parametry: 1. vstupni material (pocet ode-
branych darctl a navratnost prvodarcil), 2. proces zpra-
covani (vyuziti ,,zbytkového* materiadlu - buffy coati),
3. vyuziti vyrobenych transfuznich pfipravka pro he-
moterapii (% likvidaci).

Metoda: Ve vSech zvolenych parametrt statistické
vyhodnoceni sesbiranych dat z obdobi ptfed pfijatymi
opatfenimi a po nich.

vysledky: 1. Celkovy pocet prvodarci zazname-
nal mezi roky 2010-2017 nartist (2139 v roce 2010 vs.
3459 v roce 2017). Jejich navratnost ve dvouletém
sledovani po prvnim darovani je vétsi nez 60% (2015).
2. Po roz§ifeni vyroby na dny pracovniho volna doslo
k celkovému zvyseni vyuziti buffy coatli z pivodnich
41 % (2011) na 51,5 % (2018). 3. Celkovy pocet likvido-
vanych transfuznich pfipravki ve vztahu k celkové
produkci daného roku priibézné klesal od 2,8 % (2010)
k1,48 % (2017).

Zavér: Nase zkusenosti ukazuji, ze v ZTS lze uplat-
nit velmi efektivni zlepSovani vyuzivani zdroja.
Dlouhodobé sledovana a vyhodnocovana data z procesu
vyroby transfuznich pfipravkd ukazuji posun ¢innosti
smérem K jejich vyssi efektivité. Vynalozena energie,
¢as, napady i investice mohou prinaset Zadouci efekt,
vyjadritelny ¢isly. Data vS§ak musi byt spravneé sbirana
ainterpretovana. Efektivita vyuzivani omezenych zdro-
ji a jeji zvySovani je nikdy nekoncici cyklicky proces
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zahrnujici pfezkoumavani, vyhodnocovani, uplatrio-
vani novych poznatkl do praxe a kontrolu.

S TRANSPI.'ANTACI' ASOCIOVANA
ALOIMUNNI TROMBOCYTOPENIE
ZPUSOBENA PROTILATKOU ANTI-HPA-1a

- KAZUISTIKA

Bolckova H. T.!, GaSova Z.2, Stastna Markova M.3,
Miarkova E.!

'0ddéleni imunohematologie UHKT, Praha

?Aferetické oddéleni UHKT, Praha

*Transplantacnijednotka a JIHeP UHKT, Praha

Uvod: Aloimunni trombocytopenie miiZe vzacné
komplikovat alogenni transplantaci krvetvornych bu-
nék, pokud zbylé lymfocyty pacienta tvoii protilatky
proti darcovskym trombocytovym antigentim.

Metoda: Protilatky proti trombocytim byly vySet-
feny testy DIFT, ELISA (LIFECODES Pakl2) a Luminex
bead (LIFECODES PakLx). HPA genotyp byl vySetfen
testy HPA BLOODchip ID (Grifols) a HPA FluoGene
(InnoTrain). Protilatky anti-HLA L. tfidy byly vySetfeny
testy LCT a ELISA (LIFECODES QuikScreen).

Kazuistika: V kvétnu 2015 byla v UHKT hospita-
lizovana 51letd pacientka k 1é¢bé akutni myeloidni
leukemie. Béhem transfuzni terapie se u pacientky
rozvinula refrakternost na trombocyty. Ve vstupnim
vzorku byly identifikovany protilatky proti trombocy-
tovym antigenim HPA-la, HPA-5b. Tomuto nalezu
odpovidal HPA genotyp pacientky 1bb-2aa-3aa-4aa-5aa-
-15bb. Protildtky anti-HLA I. tfidy nebyly detekovany.
Pro dalsi substitucni terapii byly vybirany trombocyty
bez HPA antigenti 1a; 5b. Pacientka byla indikovana
k HSCT. HPA genotyp vybraného neptibuzného darce
byl 1ab-2aa-3ab-4aa-5aa-15ab. K pfihojeni neutrofili
(ANC > 0,5x10°/1) doslo 18. den po transplantaci, trom-
bocytopenie (< 20 x 10%/1), ale pfetrvavala a pacientka
byla stale zavisla na transfuzich HPA kompatibilnich
trombocytll. U pacientky byly detekovatelné proti-
latky anti-HPA-5b, protilatky proti antigenu HPA-1a
byly (pravdépodobné) vysyceny na HPA-1a pozitivnich
trombocytech darce. 18 mésicli po prvni transplantaci
byla pro relaps onemocnéni provedena druha HSCT od
haploidentického syna pacientky s HPA genotypem
lab-2aa-3aa-4aa-5ab-6aa-9aa-15ab. K pfihojeni neutro-
fild doslo 14. den; k pfihojeni trombocytd (> 20 x 10°/1)
doslo 18. den a ke kompletnimu pfihojeni 33. den po
transplantaci. Substituce trombocyty nebyla nutna,
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prestoZe darce mél oba HPA antigeny (HPA-1a; HPA-5D),
proti kterym pacientka pvodné vytvarela aloprotilat-
ky. Tyto protilatky nebyly detekovatelné od 22. dne
po transplantaci. V obdobi od 1. HSCT do pfihojeni po
2. HSCT dostala pacientka 103 jednotek trombocytl
z aferézy od 15 HPA-1a,-5b negativnich darci.

Zaveér: Pro uspésnou transfuzni terapii pacientd
s anti-HPA aloprotilatkami je nutné vytvorit a udrzovat
dostatecné velky registr HPA otypovanych darci.

VLIV TRANSFUZI NA STANOVENI
GENOTYPU KREVNICH SKUPIN

KralovaJ.!, Kralova M.}, Linhartova E.2, Pisacka M.!
'0ddeleni imunohematologie UHKT, Praha

20ddeleni krevni banky FN Motol, Praha

Cile: Molekularné biologické techniky jsou v imu-
nohematologickych laboratofich vyuzivany v pfipa-
dech, kdy neni mozné urcit pfitomnost antigend sé-
rologickymi metodami. VétSina laboratofi, ktera tyto
techniky vyuziva, jimi specifikuje slabé a variantni
RhD antigeny. Dal§i moznosti je pouziti pti vySetfeni
polytransfundovanych pacientii, u nichz nelze sérolo-
gicky urcit pritomnost antigenti. V téchto pfipadech
nam genotypovaci metody pomohou urcit specifické
polymorfismy pro jednotlivé antigeny, a tim i geno-
typovou predikci fenotypu. V nékterych pripadech
se genotyp vyrazné lisi od sérologického fenotypu.
V NRL pro imunohematologii jsme se zabyvali otaz-
kou, do jaké miry je DNA izolovana z periferni kr-
ve polytransfundovanych pacienti kontaminovana
zbytkovymi leukocyty z transfuznich pfipravki, resp.
DNA darcti krve. Hlavnim cilem bylo ovérit, zda nase
genotypovaci techniky detekuji pouze polymorfismy
v pacientové DNA a vysledky nejsou ovlivnény konta-
minaci darcovskou DNA.

Metody: Izolace DNA ze vzorku periferni krve a ze
vzorku slin (QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen);
PCR-SSP (FluoGene, Inno-train).

Vysledky: Konecny vysledek byl vzdy shodny.
V DNA z periferni krve byly patrné nespecifické reakce
(pod cut-off). Pri pouZiti DNA ze slin nespecifické reakce
mizi, ztstavaji jen jasné pozitivni a negativni reakce.

Zavér: Podané transfuze zfejmeé neovliviiuji stano-
veni genotypu metodou (PCR-SSP: FluoGene) pii po-
uziti DNA izolované z periferni krve. Cut-off hodnoty
jsou vhodné nastaveny k odfiltrovani nespecifickych
reakci.

IMPLEMENTACE IMUNOHEMATOLOG!CKEHO
ANALYZATORU ERYTRA DO RUTINNIHO
PROVOZU LABORATORE

Rehofova L., Novotni A., Vesela I,

Transfuzni oddélent, Krajskd nemocnice Liberec, a.s.

Uvod: Na TO Krajské nemocnice Liberec jsme v dub-
nu 2017 nainstalovali novy imunohematologicky analy-
zator Erytra. Cilem bylo dosdhnout plné automatizace
imunohematologickych vySetfeni pacientii, racionali-
zace prace a uspory lidské pracovni sily.

Metoda: Erytra je plné automaticky analyzator na
principu gelové aglutinace na kartach DG Gel, vySetfeni
jsou provadéna z nesrazlivé krve odebrané do zkumavek
s EDTA.

VysledKky: Analyzitor byl instalovan 18. 4. 2017
a do rutinniho pouziti uveden k 16. 6. 2017 po prove-
deni vstupnich verifikaci vSech metod (celkem 260
vySetfeni) a nastaveni obousmérného prevodu dat
mezi analyzatorem a LIS. Na analyzatoru jsou prova-
déna vySetfeni i v ramci tstavni pohotovostni sluzby.
K 30. 4. 2018 jsme na analyzatoru provedli 4921 vy-
Setfeni kompletni krevni skupiny (KS), 3921 ovéfeni
KS, 126 KS novorozencti, 8152 screeningil protilatek
(SCRP) NAT, 1426 SCRP enzymatickym testem, 9625
zkouSek kompatibility, 792 PAT, 32 rozliSeni senzibi-
lizace erytrocyti, 339 vySetfeni Rh/Kell fenotypu, 335
identifikaci protilatek (NAT: 199/Enzym: 136) a vySet-
feni dalSich erytrocytarnich antigenti (Cellano: 61/
Fy(a): 95/Fy(b): 88/Jk(a):159+722/]Jk(b): 158+772/S: 134/s:
119/M: 132/N: 121). V dobé implementace analyzatoru
do provozu jsme sledovali dobu odezvy provadénych
vySetfeni. Pro pfedtransfuzni vySetfeni (PV) s i bez
zkouSky kompatibility (KS+S) v rezimu statim byla
nastavena na 1,5 hodiny. V rezimu statim nebyla
dodrzena u 2,9 % vzorkd z celkového poctu 2706 stati-
movych vzorkd k 31. 12. 2017. Od 1. 1. 2018 dobu odezvy
po tupraveé spliiujeme (pro KS+S 2 hodiny).

Zaveér: Automatizace se podafrila témér u 95 %
vySetfeni, pfinesla zvySenou bezpecnost a ubytek
agendy. Snizili jsme administrativu. Efektivni je
i tspora lidské pracovni sily, zejména o tastavni po-
hotovostni sluzbé. Dodrzeni doby odezvy jsme docilili
u rutinnich vzorkd. Po upravé doby odezvy u PV bez
zkou$ky kompatibility v rezimu statim byla u téchto
vzorkd také dodrzena.
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SBER PERIFERNiC!-I KRV'ETVQRNVCH

BUNEK U RODINNYCH DARCUPO
MOBILIZACI POMOCI BIOSIMILARNIHO
G-CSF - NASE ZKUSENOSTI

Bhuiyanova Ludvikova Z.!, Gasova Z.'2, Bohmova
M.}, Sloukova M.}, Vitek A.12

'Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

ZUstav klinické a experimentdlni hematologie 1. LF UK, Praha

Cile: Periferni krvetvorné bunky (PBPC) se ziskavaji
od darcti po mobilizaci rastovym faktorem (GCSF).
V minulosti byl pouzivan pouze originalni ptipravek
Neupogen. V soucasnosti se zavadéji biosimilarni pti-
pravky, které jsou ekonomicky vyhodnéjsi. Na naSem
pracovisti jsme zacali pouzivat biosimilarni G-CSF
(Zarzio) vlednu 2017. Zajimalo nés, jestli je mobilizace
stejné efektivni a jestli nedochazi k rozdilim v mobili-
zaci v zavislosti na véku darce.

Metody: V nasem hodnoceni byli pfibuzni dar-
ci, ktefi podstoupili mobilizaci originalnim G-CSF
od 1/2015 do 1/2017, a ptibuzni darci, kteti byli mo-
bilizovani biosimilarnim G-CSF od 1/2017 do 2/2018.
Skupiny darci jsme oznacili N (s Neupogenem) a Z (se
Zarziem). Byl aplikovan G-CSF s.c. v jedné vecerni
davce. Separace byly zahajeny po 4. davce G-CSF. Za
selhani mobilizace jsme povazovali hodnoty CD34+
v periferni krvi niz§i nez 20 v pl. Optimalni transplan-
tacni davka byla 4-5krat 106 CD 34+/kg prijemce.
Minimalni transplanta¢ni davka byla vice nez 2krat
106 CD 34+/kg pitijemce.

VysledKky: V obou skupinach nebyly vyznamné
rozdily v zastoupeni darcti dle pohlavi a véku. K se-
lhini mobilizace doSlo u dvou darci ve skupiné N,
u tf darci v Z. Median ziskaného mnozstvi PBPC byl
5,9 CD 34+(106)/kg pfijemce u N a 6,4 CD 34+(106)/kg
ptijemce u Z. Ve vSech pfipadech byla nasbirana mi-
nimalni transplanta¢ni davka. Ve vétsiné pripadt byla
nasbirana optimalni transplantacni davka (88 % u N,
80 % u Z). Pokud jsme obé skupiny rozdélili dle véku
(do 40 let, nad 40 let), byla patrna lepsi mobilizace
Neupogenem u darcti do 40 let. Na vysledném sbéru
se tato skute¢nost neprojevila.

Zavér: Nezaznamenali jsme vyznamné rozdily v mo-
bilizaci rodinnych darch riznymi typy rastovych fak-
tort. Neprokazali jsme, Ze by bylo uzitecné pouzivat
rtizné typy G-CSF dle véku darce. Dlouhodobé sleduje-
me darce po mobilizaci originalnim G-CSF U darct po
mobilizaci biosimilarnim G-CSF jsme zatim na zacatku
vyhodnocovani a sledovani a doufame, ze vysledky
budou stejné uspokojivé.
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NOVA VYSETROVACI METODA
NA TO FN PLZEN

Korandova V., Slechtova P., Suhoval.
Transfuzni oddéleni FN, Plzen

Cil: Zavedenim vySetfovani core antigenu viru he-
patitidy C (HCV Ag) zkratit tzv. diagnostické okno pii
transfuzni ptipravky.

Metoda: V roce 2016 probéhlo vybérové fizeni na
vySetfovaci metodu HCV Ag a od roku 2017 jsme zavedli
tuto metodu do rutinni praxe. Metoda ARCHITECT HCV
Agje chemiluminiscenc¢ni imunoanalyza na mikrocas-
ticich (CMIA - chemiluminescent microparticle immu-
noassay) ke kvantitativnimu stanoveni core antigenu
viru hepatitidy C v lidskem séru a plazmé. Jedna se
o dvoukokovou imunoanalyzu s automatickou predpfi-
pravou, vysledky jsou k dispozici za 36 minut, detekce
probiha patentovanou chemiluminiscenc¢ni technologii
Chemiflex. Jedna se o plné automatizované kvantitativ-
ni stanoveni core Ag viru HCV v lidském séru a plazmé
na analyzatorech ARCHITECT i2000/i2000SR. Soucasné
SHCV Agje mozné stanovovat i ostatni infekéni marke-
ry véetné anti-HCV z jednoho vzorku. Metoda detekuje
vSech Sest genotypli HCV. Test je vysoce senzitivni -
3,0 fmol/l1 (0,06 pg/ml). Vyznamna pfednost tohoto
testu je, Ze vyrazné zkracuje tzv. diagnostické okno,
které se u stanoveni protilatek anti-HCV pohybuje cca
45-68 dni.

Vysledky: Novym testem se za rok 2017 vysetfi-
lo 20367 nasich darct krve, 2808 darcil krve z HTO
Rokycanské nemocnice a.s., 1325 darcti trombocyti
(trombocytaferéza) z Hematoonkologického oddéleni
EN Plzen a 85 autolognich darci. Na vyzadani z riznych
oddéleni FN Plzen bylo vySetfeno 126 pacienti v ramci
pfedoperac¢niho vySetfeni. VSechna vySetfeni byla ne-
gativninebo v tzv. Sedé z6né a nasledné konfirmovana
s negativnim vysledkem v NRL Praha.

Zavér: Nové zavedena metoda zkracenim diagnos-
tického okna u vysetfeni HCV vyrazné zvysuje bezpec-
nost nami vyrabénych a distribuovanych transfuznich
pripravkil smérem k piijemctim transfuze. Soucasné
jsme snizili pocty vzorkl odesilanych ke konfirmaci
do NRL, protoze odesilame reaktivni vzorky anti-HCV
s hodnotou > 0,90 S/CO (dle platnych doporuceni)
a pred zavedenim metody jsme s ohledem na dlouhé
diagnostické okno u anti-HCV zasilali reaktivni vzorky
s hodnotou = 0,70 S/CO.
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100% DELEUKOTIZACE TRA!!SFUZNiCH
PRIPRAVKU NA TRANSFUZNI STANICI

V CHOMUTOVE

Kolarova K.

Hematologicko-transfuzni oddéleni, Krajskd zdravotni a.s. -
Nemocnice Chomutov, o.z.

Od cervna roku 2017 se na naSem pracovisti vyra-
béji pouze deleukotizované transfuzni pripravky (dale
TP). Uz v roce 2001 jsme zacali s vyrobou prvnich ERD
(erytrocyty resuspendované deleukotizované), ktera
ovSem probihala aZ do roku 2017 soubézné s vyrobou
EBR (erytrocyty bez buffy coatu resuspendované). Po
deleukotizovanych erytrocytarnich pripravcich jsme
postupné pristoupili i na deleukotizaci trombocytar-
nich pripravki. V roce 2013 to byli TBSDR (trombocyty
z buffy-coatu smésné deleukotizované v ndhradnim
roztoku) a na podzim roku 2015 TADR (trombocyty
z aferézy deleukotizované v ndhradnim roztoku).
Deleukotizace TP predstavuje zvySeni bezpecnosti
hemoterapie o rizika spojena s leukocyty, které jsou
pri¢inou nehemolytickych febrilnich potransfuznich
reakci a TRALI (transfusionrelated acute lung injury).
Dale mohou prendset intraleukocytarni viry (cyto-
megalovirus, Epsteina-Barrové virus). Dokazou také
ovlivnit imunitu pfijemce transfuze imunosupresi
nebo imunomodulaci. Dale deleukotizace TP in-line
filtraci (v den odbéru) eliminuje filtraci u ldzka (bed-
-side), ktera se dnes jiZ povazuje za nestandardni diky
riziku bradykininové reakce a absenci kontroly kvali-
ty takto vyrobeného TP. Také pro transfuzni stanici
dochazi ke snizeni poctu vyrabénych typa TP a tim
nasledné poctu vzorki pro kontrolu kvality TP. Jejich
nevyhodou stale zlistava cena deleukotizovanych TP
a odbérovych vakd pro jejich vyrobu. Docileni 100%
deleukotizace TP na nasem oddéleni v zavéru nebylo
az tak narocné. K vyrobé jednotlivych typt deleko-
tizovanych TP jsme pristupovali postupné a jedinou
finanéni zatézi nakonec bylo zvysSeni naklada diky
specialnim odbérovym vaktim s leukofiltrem a nakup
vétsich kyvet do velkoobjemovych centrifug. Dalsi kro-
Ky jiz probéhli bez finan¢nich prostfedki, at uz to byla
domluva s vedenim nemocnice, zaskoleni personalu
¢i tprava rizené dokumentace. 100% deleukotizace TP
je povinna v mnoha vyspélych zemich Evropy a svéta
a podporovana odbornymi spole¢nostmi Ceské 1ékafské
spolecnosti]. E. Purkyné. SniZzenim rizika potransfuzni
reakce nejen zvysuje kvalitu zdravotni péce, ale také
snizuje ndklady na léc¢bu a zkracuje dobu hospitalizace
v ptipadé jejiho vzniku.

INCIDENCE ANTIERYTRQCYTARNI'CH
PROTILATEK U TEHOTNYCH ZEN

V LETECH 2000-2017

Holuskova 1., Lubusky M.2, Galuszkova D.!
"Transfuzni oddéleni FN, Olomouc
Porodnicko-gynekologickd klinika FN, Olomouc

Cil: Cilem studie bylo urceni incidence specific-
kych, klinicky vyznamnych antierytrocytarnich alo-
protilatek, které mohou zplisobit zavazné hemolytické
onemocneéni plodu a novorozence, u téhotnych Zen
v 1. trimestru téhotenstvi v olomouckém regionu.
V souvislosti s tim jsme sledovali i pocet provedenych
intrauterinnich transfuzi a vyménnych transfuzi u no-
vorozencu.

Metoda: V letech 2000-2017 bylo na naSem
Transfuznim oddéleni vySetfeno celkem 58 414 téhot-
nych Zen. V 1. trimestru téhotenstvi byl u vSech Zen
proveden screening nepravidelnych tepelnych antie-
rytrocytarnich protilatek a dale pak i identifikace pro-
tilatkovych nalezi.

vysledKky: Klinicky vyznamné antierytrocytarni
aloprotilatky byly detekovany u 1,8 % téhotnych Zen
(1026/58 414). Nejcastéji byla detekovana aloprotilatka
anti-E s incidenci 6,8 %. (395/58 414), nasledovana alo-
protilatkou anti-D s incidenci 4,1 %. (237/58 414), dale
nasledovaly aloprotilatky anti-M s incidenci 1,9 %o
(112/58 414), anti-K s incidenci1,5 %. (90/58 414), anti-C
s incidenci 1,3 %. (75/58 414), anti-c s incidenci 1,0 %o
(60/58 414), anti-S s incidenci 0,4 %. (25/58 414), anti-Jka
s incidenci 0,2 %o (11/58 414) a anti-Fya s incidenci 0,1 %o
(7/58 414). V souvislosti s témito protilatkami byla
v letech 2000-2017 provedena intrauterinni transfuze
u 28 téhotnych Zen a bylo provedeno 49 vymeénnych
transfuzi u novorozencti.

Zavér: Nejcastéji detekovanou aloprotilatkou v na-
Sem souboru byla aloprotilatka anti-E, o které ovSem
vime, Ze mlZe vznikat i pfirozené, bez erytryocytarniho
antigenniho podnétu.

Druhou nejcastéji detekovanou, avSak klinicky asi
nejvyznamnéjsi aloprotilatkou, ktera byla pricinou
23 intrauterinnich a 37 vyménnych transfuzi, byla
aloprotilatka anti-D, a to i pfes provadéni anti-D imu-
noprofylaxe u RhD negativnich Zen. Klinicky problém
mohou predstavovat i jiné aloprotilatky, zejména pak
anti-c a anti-K. Aloprotilatka anti-C byla pti¢inou jedné
intrauterinni transfuze a osmi vyménnych transfu-
zi, aloprotilatka anti-K 1 intrauterinni a 1 vyménné
transfuze. Pocet intrauterinnich transfuzi v poslednich
letech velmi vyrazné poklesl a od roku 2011 nebyla ve
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Fakultni nemocnici Olomouc provedena ani jedna in-
trauterinni transfuze.
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TWO NOVEL PARTIAL D ANTIGENS,
CHARACTERIZED BY SINGLE MISSENSE
NONTEMPLATED MUTATIONS

CAUSING A SIGNIFICANT IMPACT ON

RHD PROTEIN TERTIAL STRUCTURE

AND D EPITOPES EXPRESSION

Pisacka M.}, Kralova J.!, Fennell K.2, Hoffman R. C.2,
Schneider S.3, Sovova Z.*

'Reference Laboratory for Immunohaematology, Institute
of Haematology and Blood Transfusion, Prague, Czech Republic
?Molecular Laboratory, Grifols Immunohematology Center,
San Marcos, United States

’inno-train Diagnostik GmbH, Kronberg, Germany
“Biochemistry Dpt., Institute of Haematology and Blood
Transfusion, Prague, Czech Republic

Background: The clinically important D antigen is
encoded by the RHD gene, which is one of most poly-
morphic blood group genes in humans (to date around
500 variations). Monoclonal anti-D antibodies recogni-
ze multiple epitopes on the surface of the D antigen.
Individuals with lack of one or more epitopes are refe-
rred to partial D antigen and can produce allo-anti-D.

Aims: Investigation was prompted by finding RBCs
with suspect partial D antigens in two Czech pregnant
women with no explanatory results of conventional
genotyping assays. RHD sequences were then deter-
mined from genomic DNA and D epitope patterns were
studied with commercial and workshop anti-D panels
and compared to other mutations in the same region.

Methods: Serology testing was done by column
agglutination using monoclonal anti-D antibodies.
Routine Partial and Weak D genotyping was perfor-
med by PCR-SSP (Inno-train: FluoGene), sequencing in
Innotrain and Grifols IH Center. Homology modeling
was performed in Modeller using crystal structure 3HD6
(human rhesus glycoprotein RhCG) as a template.

Results: Routine RhD typing showed weakened
D expression in conventional ABO RhD gel cards and
R1r phenotype in both cases. Partial D kit revealed
patterns not fitting for known D variants. PCR-SSP
kits provided normal results. Sequencing found so
far not reported mutations with predicted amino acid
changes 683T>C (Leu228Pro) and 1105G>A (Gly368Lys).
Epitope mapping found in D228P lacking 7 D-Eps and
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sub-splitting 4 D-Eps; in D368K lacking 10 D-Eps and
sub-splitting 5 D-Eps.

Conclusion: Two novel mutations causing partial D
phenotype are interesting from the point of view their
impact on known D epitopes. The amino acid substitu-
tion in RHD(L228P) is located in the D protein vestibular
part and allow to compare the effect of neighbouring
amino acid substitutions on D epitopes expression. The
variant RHD(G368K) is predicted to have substitution in
last transmembranous part of the D protein but affect
substantially the exofacial epitopes expression.

VYSYCOV'AUI' AUTOPROTILATEK

= SROVNANI DVOU METOD

Bohmova T., Khynychova K., Masopust]J., Peyrekova
L., Vachova K.

Transfuzni oddélent, Krajskd zdravotni a.s. - Masarykova nemoc-
nicev Usti nad Labem, 0.z.

Zajisténi hemoterapie u pacientdl s pozitivnim
pfimym antiglobulinovym testem (PAT) a volnymi
nespecifickymi autoprotilatkami je mnohdy kompli-
kované. Autoprotilatky mohou maskovat pfitomnou
aloprotilatku, z toho dtivodu se vyuziva jejich adsorpce
na vlastni erytrocyty nebo alogenni fenotypové shodné
erytrocyty (u pacienttl po transfuzi), tzv. vysycovani.
Vysycené sérum (plazma) se nasledné pouZziva pro test
kompatibility. Do soucasnosti jsme na nasem pracovis-
ti pouzivali vysycovani pomoci polyetylenglykolu (PEG).
PEG napomdaha vazbé protilatek na antigen, kromé
toho ale také plisobi precipitaci protein@i a omezuje
detekci IgM protilatek (po vysyceni tedy nemusi byt ve
vzorku zachyceny protilatky v ABO systému). Proto jsme
se rozhodli porovnat dosavadni metodiku s moznou
alternativou - vysycovanim na enzymaticky oSetfené
erytrocyty. Vzhledem k zjisténym vysledkim uvadime
prvni informace. K vysycovani pomoci PEG byly pouzi-
ty fenotypové vhodné erytrocyty darcti krve, oSetfené
bromelinem a vysycovani se provadélo v poméru sérum
: PEG : erytrocyty (1:1: 0,5). Pro vysycovani tzv. pa-
painovou metodou byly darcovské erytrocyty osetfeny
papainem a nasledné inkubovany s plazmou v pomeéru
2:1(plazma : erytrocyty). Nasledny screening ¢i identi-
fikace protilatek byly provadény sloupcovou aglutinaci
(Bio-Rad). Ddle byla kontrolovana koncentrace celkové
bilkoviny (CB; turbidimetrie, Oddéleni klinické bioche-
mie). Inkubace plazmy s PEG vede k vyrazné precipitaci
bilkovin, v¢etné IgG (pokles CB o min. 60 % ptivodni
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hodnoty po prvnim vysyceni, IgG nemeéritelné, dalsi
vysycovani bez vyrazného vlivu). Oproti tomu inkubace
s papainem oSetfenymi erytrocyty vyrazné ovliviiuje
koncentraci celkové bilkoviny teprve pfi opakovanych
cyklech. V prostfedi s PEG dochazi k poklesu titru
aloprotilatek (napt. anti-D z titru 32 na 2 po 3 kolech
vysyceni). Ve dvou piipadech, kdy byly oba zptisoby
vysycovani porovnavany, byla v papainové metodeé de-
tekovana potencialné klinicky vyznamna aloprotilatka
(anti-Jka a anti-K), zatimco plazma vysycena PEG byla
ve screeningu negativni.

Tato prvni data pfinaSeji podstatné informace k me-
todé pouzivané také na dalSich pracovistich a potvrzuji
informace v literatufe. PEG sice zkracuje potfebny pocet
opakovani k vysyceni autoprotilatky, rizikem je ale sou-
Casnd ztrata detekce klinicky vyznamnych protilatek.

TITROVA'NI' PROTILATEK NA

ANALYZATORU IH-500

Bohmova T., Khynychova K., MasopustJ., Peyrekova
L., Rizkova M.

Transfuzni oddéleni, Krajskd zdravotni a.s. - Masarykova nemoc-
nice v Usti nad Labem, 0.z.

Uvod: S rozvojem pfistrojové techniky v imuno-
hematologii je stale vice metod mozné provadét auto-
matizované. Pfikladem je i titrovani protilatek, nové
nabizené také firmou Bio-Rad na analyzatoru IH-500.

Metody: V ramci testovani bylo provedeni na ana-
lyzatoru porovnavano se zkumavkovou metodou a ma-
nualni sloupcovou aglutinaci. U vSech provedeni se
k titraci pouzily fenotypové vhodné heterozygotni dia-
gnostické erytrocyty. VySetfovana plazma byla fedéna
geometrickou fadou ve fyziologickém roztoku (zku-
mavkova metoda), LISS roztoku (manualni sloupcova
aglutinace) a firemnim roztoku ur¢eném pro titrovani
(analyzator IH-500, obsahuje BSA). Hodnota titru byla
stanovena jako prevracend hodnota posledniho fedéni
sreakci o sile 1+. Rozdily ve vyslednych titracnich stup-
nich mezi jednotlivymi provedenimi byly porovnany ve
skupinach podle specificity protilatky.

Vysledky: Celkem bylo vySetfeno 42 vzorkli obsa-
hujicich specifickou protilatku (17krat anti-D, 11krat
anti-K, 8krat anti-E a dale Sest vzorkl s riznymi spe-
cifitami, které byly zastoupeny pouze jednou). U pro-
vedeni na gelovych kartach, at uz manualné nebo
na analyzatoru, se podle o¢ekavani prokazovaly vyssi
hodnoty titrd, ale v pfipadé IH-500 nebyl rozdil tak

vyrazny (pravdépodobné z diivodu odlisného roztoku
pouzitého k fedéni, kdy LISS vice zesiluje vazbu proti-
latek k antigenu). Konkrétné u anti-D byla vyse titru
pro sloupcovou aglutinaci i IH-500 o dva titrac¢ni stupné
vyS$si, u anti-K o 1 aZ 2 stupné. Z tohoto vzorce vybo-
Covala anti-E, kde byly vysledky pro IH-500 podobné
0 2 stupné vyssi, ale ve sloupcové aglutinaci dokonce
o 3 stupné. Témto vysledk@im odpovida i porovnani
sloupcové aglutinace a provedeni na IH-500, vysledky
byly shodné, pripadné se liSily o #1 titra¢ni stupen
(vzhledem k mozZné variabilité vysledkd titrovani je
tento rozdil zanedbatelny).

Zavér: Z porovnani vyplyva, Ze titrovani na analy-
zatoru je mozné pouzit bez rizika vyrazné odlisnych
vysledkli. U pfistrojového provedeni je nutné dosta-
te¢né mnozstvi vzorku vzhledem k danym pipetovacim
objemiim, nevyhodou je nemozZnost pouZiti jinych nez
firemnich erytrocytl (prozatim). Oproti manualnimu
provedeni ale pfinasi vyssi standardizaci a omezeni
provozni zatéZe laboratornich pracovnika.

DETECTION OF ABO CHIMERISM IN

A LONG-TERM BLOOD DONOR FOLLOWING

A CHANGE IN BLOOD GROUPING TECHNIQUE
Kralova J.!, Pisa¢ka M.!, Cechova H.?, Leinertova
M.}, Dobra E.%, StorryJ. R.5, Olsson M. L.°, Hult A ®
'0ddeleni imunohematologie UHKT, Praha

20ddéleni HLA UHKT, Praha

30ddeleni hematologie, Nemocnice Jihlava

*Transfuzni oddéleni VFN, Praha

SClinical Immunology and Transfusion Medicine, Office of Medical
Services, Lundl ¢ Division of Hematology and Transfusion Medicine,
Lund University, Lund, Sweden

Aims: This investigation was prompted by finding
a double population of erythrocytes in a healthy blood
donor with no transfusion history. The blood donor
had donated 38 times, and had typed previously as
group A RhD positive without discrepancies until
the method for blood grouping changed from tube
agglutination to column agglutination in gel cards.
The double population was found in column aggluti-
nation in tests with anti-A, and subsequently when
typing for c antigen. Our aim was to investigate the
chimera and determine the underlying ABO genotype
of this blood donor.

Methods: Routine blood grouping was performed
by column agglutination. Separation of the double
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cell populations was performed by differential agglu-
tination with IgM anti-A and anti-c. Flow cytometry
with monoclonal anti-A and anti-H was performed
to characterise the two populations. ABO genotyping
was performed by PCR-SSP and gel-electrophoresis, in-
-house PCR-ASP and PCR-RFLP methods. Karyotyping
was performed by standard methods. Identification of
reference alleles was performed by fragment analysis
of Short Tandem Repeats (STR) polymorphisms.

Results: The donor’s genotype was identified as
ABO*0.01/0.02 by CE-certified PCR-SSP kits however
these systems detect the ABO*A genotype by exclusi-
on only. Subsequent in-depth resolution detected 3
alleles: ABO*A1.01/0.01.02/0.02.01. The genotype of the
donor’s father was ABO*0.01/0.02 and that of his mo-
ther was ABO*A1.01/0.01. Flow cytometry with using
anti-A and anti-H shown a double population of ery-
throcytes; 38% group A, 62% group O.

Conclusion: A rare case of a high-grade chimera
was observed in a healthy blood donor with two he-
althy children. Such situations can cause troubles
in blood grouping and discrepancies in blood group
genotyping.

QWALYS" 3 - AUTOMAT]ZI'\CIA
IMUNOHEMATOLOGICKYCH
VYSETRENI DARCOV KRVI

Sokolova N., Lazarova K.
Ndrodnd transfiizna sluzba SR, Bratislava, pracovisko KoSice

Ciel: Prezentacia nasich skiisenosti s automati-
zaciou vySetreni darcov krvi s pouzitim Analyzatora
qwalys® 3.

Metody: Automaticky analyzator qwalys® 3 umoz-
nuje presne a za kratku dobu stanovit kompletné vy-
Setrenia krvnych skupin, fenotypov a taktiez skrining
protilatok. Principom fungovania je magnetizacia cer-
venych krviniek, ktord nahradza etapu odstredovania,
ktord sa bezne pouziva vimunohematolégii.

vysledKky: Vyhodou analyzatora qwalys® 3 je najma
moznost priebezného nakladania vzoriek, spravna in-
terpretdcia vysledkov, krat$i ¢asovy interval vySetrenia,
detekcia zrazenin, vysoky vykon a moznost internej
kontroly kvality. Automaticky analyzator qwalys® 3
automaticky prenasa vysledky do informacéného sys-
tému na nasom pracovisku.

Nespecifické vysledky: Hemolyza, kontaminacia
vzoriek, maly objem krvi v skimavke.
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Zaver: Qwalys® 3 automatizuje proces distribucie
vzoriek a materidlov, inkubaciu a magnetizaciu a tak-
tiez spravne odcitanie a interpretaciu vysledkov.

ANALYZA ANTIGENOV S POUZITIM
MDMULTICARD"® BASIC EXTENDED
Siposova B., Vasenkova B.

Ndrodnd transfiizna sluzba SR, Bratislava, pracovisko KoSice

Ciel’: Pri pozitivite priameho antiglobulinového tes-
tu, ktord sa najcastej$ie vyskytuje pri AIHA vySetrujeme
klinicky vyznamné antigény metédou MDmulticard®
Basic Extended Phenotype. Reagencie pouzité v karte
boli pripravené s pouzitim monoklondlnych protila-
tok urcenych na detekciu nasledujtcich antigénov:
Fy/a/ (FY1), Fy/b/(FY2), Jk/a/(JK1), Jk/b/JK2), S (MNS3),
s (MNS4).

Metddy: MDmulticard umozniuje subeznui sero-
logicku typizaciu klinicky vyznamnych antigénov na
principe laterdlnej difazie. Protilatky proti tymto an-
tigénom st zodpovedné za hemolyticka chorobu novo-
rodencov a transfizne reakcie. Reagencie a testované
vzorky musia dosiahnut izbovi teplotu. Pri testovani
sa pouzivaja vzorky z celej krvi, sedimentu erytrocytov
alebo nativnej krvi.

vysledKy: Pozitivna reakcia - Cerveny prazok vytvoreny
naakumulovanymi erytrocytmi v prislusnej zéne na-
pustenej antisérami indikuje pritomnost prislusného
antigénu.

Negativna reakcia - nepritomnost pruzku indikuje
absenciu prislusného antigénu.

Nespecifické vysledky - silno lipemické vzorky, vysoky
titer autoprotilatok.

Nesprdvne vysledky - prili$ vysoka alebo nizka koncen-
tracia suspenzie erytrocytov.

Falosné vysledky - vysoky titer aloprotilatok, konta-
mindacia vzorky.

Zaver: MDmulticard je rychla a jednoducha me-
téda, ktord v priebehu 10 minut Specifikuje klinicky
vyznamné antigény. Uplatriuje sa pri substittcii z vi-
talnej indikacie, kedy sa podavaju erytrocyty zhodné
v krvnej skupine ABO a fenotypicky zhodné v systéme
Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, napriek pozitivnym skas-
kam kompatibility.
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VYZNAM POKLESU HLAD!NY PCSK9
(PROPROTEIN KONVEJ!TAZY SUBTILISIN
KEXIN.Q) PQ REOFER'EZE'U VEKEM
PODMINENE MAKULARNI DEGENERACE
Blaha M.}, Langrova H.?, Blaha V., Lanska M.},
Studnicka J.2, Stepanov A.?, Breznayova J.2, Burova
M.2, Dvorakova H.2

'IV. interni klinika LF UK a FN, Hradec Krdlové

2Qcniklinika LF UK a FN, Hradec Krdlové

311 Interni klinika LF UK a FN, Hradec Krdlové

Uvod: Proprotein convertaza subtilisin/kexin 9
(PCSK9) zvysuje hladinu LDL cholesterolu. Vice nez
30 % plazmatického PCSK9 je vazano na LDL-cholesterol,
proto jsme predpokladali, Ze pri reoferéze u vékem pod-
minéné makularni degenerace (VPMD) dojde ke sniZeni
hladiny PCSKO.

Cil prace: Vysetfit hladinu PCSK9, jeji dynamiku
pfilécbé a moznou korelaci s dalsimi faktory.

Metoda: K 1é¢bé suché formy VPMD byla pouzita
vlastni modifikace klasické reoferézy. Jde o extrakor-
poradlni filtraci plazmy: Z krve je odcentrifugovana
plazma a kontinudlné protéka specidlnim filtrem,
kdy se odstrani pfesné definované spektrum vysoko-
molekularnich bilkovin. Tim se snizi viskozita krve
iplazmy a predpoklada se zvySeny priitok v mikrocir-
kulaci, coz umoznuje hojivé procesy v retiné. Nemocni
byli 1é¢eni sledem osmi reoferéz béhem 10 tydndi. Byla
vySetfena hladina PCSK9 (kit Quantikine ELISA PCSK9)
u 19 pacienti (devét Zen a deset muzi, ve véku 77,8 *
4,3, median 69), a to na zacatku, uprostfed i na konci
1éCebné série osmi procedur, vzdy pted a po vykonu.
Kontrolnim souborem byli darci krve (54 zdravych je-
dincti, 28 muzi, 26 Zen, ve véku 54,9 + 6,7 let, median
véku 56 let).

Vysledky: Vychozi hladina PCSK9 byla u pacienti
zvySena - median 192 ng/l, u kontrolniho souboru 136
ng/l (p = 0,02). Hodnoty se po procedurach vyznamné
snizuji (p < 0,0001). Hladina PCSK9 koreluje s hladinou
celkového cholesterolu, nekoreluje s LDL, HDL cho-
lesterolem, fibrinogenem, viskozitou plazmy a krve,
apolipoproteinem B, IgM a alfa,-makroglobulinem.
Hladina PCSK9 neni vyznamné odliSna u pacientl
s ispéchem a neuspéchem v terapii (1écebny tspéch
byl hodnocen dle zrakové ostrosti, morfologickych
a funkénich zmén na sitnici).

Zavér: Uvedené poznatky (pravdépodobné unikatni)
ovéruji teorii o0 mozné spoluticasti poruch lipoprotei-
nového metabolismu pfi vyvoji VPMD, a protoze je
dostupna 1é¢ba, maji i prakticky klinicky vyznam.

Prdce byla podporena vyzkumnymi tikoly Progres-Q40/08,
Q40/12, AZV 17-29241A, 17-28882A a 17-31754A.

P104

POTRANSFUZNIi REAKCE V CESKE
REPUBLICE ZA ROK 2017
Galuszkova D.

Transfuzni oddeleni FN, Olomouc

Uvod: Cilem sdéleni je analyzovat posttransfuzni
reakce (PR) nahlaSené v Ceské republice za rok 2017. PR
se rozumi nezamyslena zdravotni odezva organismu
pacienta, souvisejici s aplikaci transfuzniho pfipravku
(TP).

Metoda: Analyza registru hldSeni PR v Ceské re-
publice za rok 2017.

vysledKky: Z hodnocenych 509 362 aplikaci TP bylo
nahlaseno 520 PR (0,10 %). Ve 23 pfipadech byly tyto
reakce klinicky vyhodnoceny jako tézké PR (anafylaxe,
TRALI, obéhové pretizeni, HBV, BCV). Nahlasené PR
zahrnovaly pestré spektrum rozdilnych reakci s odlis-
nou Cetnosti: alergickych 248, ddle FNHTR 195, anafy-
laktickych 8, pozdnich hemolytickych 7, pfenos HBV4,
pfenos HCV1, obéhové selhani 2, obéhové pretiZzeni
43 a jiné 13. Byla provedena analyza PR podle typl
aplikovanych TP: PR po erytrocytarnich TP bylo na-
hlaseno 292, coz predstavuje 0,08 % z celkem 354 836
aplikaci, z toho 150 417 (42 %) bylo deleukotizovanych
TP. Nejlasté&j$i PR byla FNHTR, u EBR 109krat (0,05%)
a u ERD 56krat (0,04 %), dale reakce alergicka 80krat
a obéhova 31krat anafylakticka 2krat, TRALI 1krat, HBV
1krat, HCV 1krat. PR po trombocytarnich TP bylo hlaSe-
no 82, coz predstavuje 0,22 % z 37713 aplikaci, nejcastéjsi
PR byla alergie 52krat, FNHTR 18krat a akutni obéhové
selhdni 4krat, pozdni imunni hemolyza 3krat, akutni
obéhové selhani 3krat. U plazmy bylo zhodnoceno
108 888 aplikaci, nahlaseno bylo 115 PR (0,11 %): 90krat
alergicka, 8krat FNHTR, 5krat anafylaxe a 5krat obé-
hové selhani, HBV 2krat.

Zavér: Hlaseni posttransfuznich reakci je dfilezi-
tou soucasti hemovigilance. Jde o retrospektivni data
nezbytna k nastaveni spravnych procest pro zvyseni
bezpecnosti hemoterapie, napt. deleukotizace TP, kva-
litnéjsi vysetfovani darct krve.
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ROZBORVKOMI"LIKACI' PRI ODBERECH DARCU
KRVE V CESKE REPUBLICE ZA ROK 2017
Galuszkova D.

FN, Olomouc

Uvod: PiestoZe odbéry krve patfi mezi velmi bezpec-
né invazivni vykony, nelze zcela vyloucit potencialni
vyskyt neocekavanych komplikaci. Rychlé feSeni tako-
vych situaci je pfedpokladem co nejvyssi bezpecnosti
pro darce krve, jakoZ i minimalizace moznych nasled-
kti. Prispévek hodnoti nezadouci reakce darct krve
béhem béZnych a separatorovych odbérti na zakladé
celoro¢niho hlaSeni transfuznich oddéleni v Ceské
republice.

Metoda: Analyza registru hlaSeni komplikaci pti
odbérech darcti krve v Ceské republice za rok 2017.

Vvysledky: Vyhodnocenim 473 456 odbérc u darci
krve (z toho 320 505 béZnych odbérl a 152 952 separa-
torovych odbérti) bylo zjiSténo celkem 16 129 (3,4 %)
komplikaci: u béznych odbérti 14 254 (4,4 %) a u pristro-
jovych odbérti 1875 (1,22 %). V kategorii vaznych reakci
hlaSenych na SUKL bylo 12 udalosti: ¢asna vazovagalni
reakce 6krat, pozdni vazovagalni reakce 5krat (1krat
se zranénim), hematom 1krat. Nejcastéjsi nezadouci
reakci pfi bézném odbéru byla nevolnost (2658) a neza-
vazna Casna vazovagalni reakce (1485), pomérné casto
byl popisovan prepich (1042), praskla Zila (862), nizky
pratok (1676), dale hematom v misté vpichu (304),
bolest paZe (54), pozdni nezavazna vazovagalni reakce
(317), brnéni rth (118), kiece (28), vomitus (53), anxiézni
stav darce pii odbéru (840), technicka zavada pii odbéru
(213). K nejcastéjsim reakcim pfti pristrojovych odbérech
patftil pfepich (508), nevolnost (216), hematom v misté
vpichu (249), brnéni rtd (80). Komplikace popisované
pfi separaci zahrnovaly nedokonceny odbér (135), nizky
pritok (159), technickou zavadu pfistroje (59).

Zaveér: Sledovani komplikaci pfi odbéru darct krve
je soucasti hemovigilanéniho systému. Zpétna vaz-
ba a rozbor udalosti s pro§kolovanim personalu jsou
pfedpokladem zvySovani jejich erudice, umoznujici
do budoucna fadé komplikaci pfedchazet.
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PﬁFNOS HCV ERYTROCYTARNIM
PRIPRAVKEM - KAZUISTIKA

KundarJ.

Transfuzni a hematologické oddéleni, Oblastn{ nemocnice Trutnov
a.s.

Uvod: Pfenos viru hepatitidy C transfuzi je zavaz-
nou posttransfuzni reakci. Pravdépodobnost pfenosu
HCV béhem diagnostického okna je ptfi pouzivani sé-
rologickych metod udavana jeden pripad na 300 000
transfuzi. Na§ ptipad z kvétna 2017 je specificky se-
lhanim systému spoluprace s Krajskou hygienickou
sluzbou.

Darce: Prvodarce PZ se dostavil k odbéru dne 25. 5.
2017, v anamnéze uvedl, Ze je darcem krevni plazmy
v Plazmacentru v Pardubicich. Byl proveden odbér.
Pripravky darce byly propustény v souladu se zakonem
143/2008 Sb. FFP odeslana do zpracovatelského zavodu
Baxalta Wien, ERD uvolnén do krevniho skladu. Dne
10. 7. jsme obdrZeli e-mailovou informaci od zpracova-
tele plazmy, ze FFP darce byla pozitivné NAT testovana
na HCV. Okamzité byla provedena kontrola krevni
banky, ale pfipravek ERD byl 4. 7. vydan na onkologické
oddéleni Oblastni nemocnice Trutnov.

Opatfeni: Informovali jsme KHS, SUKL a Plazma-
centrum Pardubice. Tam nam bylo sdéleno, Ze darce
se sice zajimal o odbéry plazmy, ale byl z darcovstvi
vyfazen, nebot v dotazniku uvedl poziti marihuany.
Pfi kontrole tidajt o odbéru systém Hemo upozornil,
Ze darce je od 8. 6. 2017 veden v Transregu, zafazeni
provedlo jiné plazmacentrum z Prahy. Dotazem jsme
oveérili, Ze darce v prazském plazmacentru daroval 2krat
- poprvé 18. 5., a poté opét 5. 6. Sérologie z 1. odbéru
negativni, z druhého slabé pozitivni. Plazmaferetické
centrum Praha informovalo darce, KHS v misté bydlisté
(Trutnov) a zajistilo presetfeni vzorku v NRL pro VH,
kde byla pozitivita vzorku potvrzena; poté byl darce
vyfazen v Transregu. Hygienicka sluzba kontaktova-
la darce na adrese, ale rodina o ném nemeéla zpravy.
Diilezity idaj, Ze je PZ soucasné i darcem v misté byd-
listé v Trutnové, bohuZzel Setfenim v ¢ervnu 2017 nebyl
zjistén.

Zavér: Prenos HCV transfuzi byl potvrzen PCR vySet-
fenim u pacientky ze dne 21. 7. Lé¢ba akutni hepatitidy
C nebyla zahdjena pro pokrocilé onkologické onemocné-
ni. Pacientka zemfela na nddorovou duplicitu v srpnu
2017. Spoluprace s protiepidemickym odborem KHS HK
se po analyze pripadu zlepSila.
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P107 Metédy: Statistické tidaje expedovanych transflz-
R nych liekov z informacného systému Rubin V2 v rokoch

PREHLAD EXPEDOVANYCH 2013-2017.

TRANSFUZNYCH LIEKOV NA SC A OC NTS VysledKky: Zistujeme pokles vydaja PCZ a stupajuci

SR V KOSICIACH V ROKOCH 2013-2017 trend vydaja TK za poslednych 5 rokov. Poddvame

Jurekova Z., Jablonska P., Demeterova L. prehlad o expedovanych transfiznych liekoch na na-

Ndrodnd transfiizna sluzba SR, Bratislava, pracovisko KoSice Som pracovisku s dérazom na klesajuci pocet expedo-

vanej PCZ a rastici pocet TK pre odberatelov KoSického

Uvod: Neustale sa rozvijajiice Specializované odbory  kraja.
klada v liecebnom procese vysoké poziadavky na hemote- Zaver: Vrokoch 2013-2017 sme zaznamenali zvySeny
rapiu. Spracovatelské centrd NTS SR zabezpecuju dostup- ndrast vydaja TK a pokles vydaja PCZ pre KoSicky kraj.
nost hemoterapie v poZadovanom mnozstve a kvalite. ~ Z doterajsieho sledovania zistujeme, Ze vydaj TK oproti
Ciel: Prehlad o expedovanych transfaznych liekoch PCZ moéZe mat v budtcnosti narastajici charakter,
(TL) zameranych na plazmu Cerstvo zmrazend uréentt  pripadne sa ich vydaj oproti PCZ nezniZi. Statistické
na hemoterapiu (PCZ) a trombocytové koncentraty (TK) vyhodnocovanie je déleZitou stéastou pri priprave TK

na NTS SR v KoSiciach. aPCZ.
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OSETROVATELSTVI

APLIKACE RUSTOVYCH FAKTORU
Majdysova H., Wolfova M.
Klinika hematooknkologie FN, Ostrava

Rlstovy faktor je latka, kterd stimuluje rtst gra-
nulocytt (typ leukocytlt), a tim zvySuje jejich pocet.
Leukocyty, jinak také bilé krvinky, jsou zodpovédné za
fungovani slozky imunitniho systému. Riistovy faktor
se vyuziva zejména v onkologii a hematoonkologii.
Chemoterapie zabiji nejen nadorové buriky, ale pravé
taky leukocyty. Dlsledkem nizkého poctu leukocytit
pacienti ztraci imunitu, dostavaji se do neutropenie,
tzn. nedostatek urcité skupiny bilych krvinek (neutrofi-
14), cozZ je zivot ohrozujici stav. Rlistovy faktor je urcen
také pro pacienty indikované k autologni transplantaci
kmenovych bunék. U riznych typti chemoterapie 1ékati
pfesné védi, kdy pacientovi budou leukocyty klesat,
a proto ordinuji pacientim aplikaci ristového faktoru
na presny den po podani chemoterapie. Nebo pfesné
dny pred sbérem kmenovych bunék. Proto si pacient
musi umét aplikovat injekci ristového faktoru sam
doma, nebo mu ho mus{ aplikovat rodina. Nasim ci-
lem je shrnout vSechny zakladni informace o riistovém
faktoru jako takovém a o samotné aplikaci injekce
vCetné fotografického navodu. Véfime, Ze to ulehdéi
edukaci a pacienti si budou moci informace podané
sestrou osvézit prectenim a na fotografiich nazorné
uvidi spravnou aplikaci injekce.

VZDALENE MONITOROVANI .
HEMATOONKOLOGICKY NEMOCNYCH
Skofupova M.!, Mihalyova Feckova J.12, Hajek R.!?
'Klinika hematoonkologie FN, Ostrava

2Lékarskd fakulta OU, Ostrava

Uvod: Pacienti s hematoonkologickym onemocné-
nim podstupuji intenzivni 1écbu chemoimunoterapii,
ktera je spojend s rozvojem febrilni neutropenie a in-
fekénich komplikaci. Tyto komplikace nékdy konci
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zavaznym septickym stavem vyzadujicim hospitali-
zaci. Telemedicina je jednou z moznosti, jak sledovat
aktualni zdravotni stav pacienti v domacim prostiedi.

Cile: Zjistit, zda telemedicinsky monitoring umozni
v€asneé zachytit rozvijejici se septicky stav a zda véasna
hospitalizace snizi naklady na lécbu.

Metody: Do pilotniho projektu je zapojeno celkem
deset pacientl s chronickou lymfocytarni leukemii
a mnohocetnym myelomem. Kazdy pacient je vybaven
tlakomérem MD2020 a bezkontaktnim teplomeérem
Rycom se zabudovanym bluethooth zafizenim. Pacienti
si méti krevni tlak - TK, tepovou frekvenci - TF a té-
lesnou teplotu - TT kazdych 8 hodin. Prostfednictvim
bluethooth zatizeni, mobilniho i stacionarniho HUBu
se nameétené hodnoty prenaseji do zabezpeceného por-
talu Narodniho dohledového centra (NDC). O pfekroce-
ninastavenych limitd (TK > 180/90 nebo TK < 90/50 mm
Hg, TT > 38 °C, TF > 130 nebo TF < 40/min) je 1ékaf in-
formovany prostfednictvim SMS nebo e-mailem. Lékat
nasledné vyhodnoti zaznamenané hodnoty a v pripadé
potfeby kontaktuje pacienta.

Vysledky: Béhem tfimésicniho sledovani bylo
u tfi pacientt naméfenych 26 kritickych hodnot
TK. Ve vétsiné pripadu se jednalo o hypertenzi (TK >
180/90), mensi cast alarm signalizovala naméfeny
TK < 90/50. Kritickd hodnota télesné teploty (TT >
38 °C) byla zaznamenana v deviti pfipadech u tri
pacientli. Ani u jednoho pacienta s TK > 180/90 ne-
byla pti opakovaném meéreni s hodinovym odstupem
zaznamenana kritickd hodnota TK. Pacienti s TT >
38 °C byli hemodynamicky stabilni (ani u jednoho
pacienta jsme soubézné nezachytili TT > 38 °C a TF
> 90 a/nebo TK < 90/50). Ve tfech pfipadech byli pa-
cienti informovani o uziti antipyretické medikace,
jeden pacient byl indikovany k 1é¢bé antivirotiky pro
novy vysev herpes genitalis. Ve dvou ptipadech byly
febrilie doprovodnym pfiznakem infekce hornich
cest dychacich. Hospitalizace nebyla indikovana ani
u jednoho pacienta.

Zavér: Telemedicina a telemonitoring nabizeji 1é-
kartm moznost kontinudlniho sledovani TK, TT, TF
v domaAci péci. Pacient vambulantnim rezimu lé¢by je
v nizs§im riziku nakazy multirezistentnimi nozokomial-
nimi kmeny a ma lepsi kvalitu Zivota. V pripadé casné
zachycenych infekénich komplikaci mtze telemedicina
prispét ke snizeni 1é¢ebnych nakladi.

Pilotni projekt je podporen Nadacnim fondem Domdci andél.
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VLIV TECHNIKY OsETI?OVANI' B!iSTA
ZAVEDENI CENTRALNIHO ZILNiHO

KATETRU NA VYSKYT INFEKCE

Hasova K.!, Horakova K.}, vilimkova A.!, Zoubkova
R.?

'Klinika hematoonkologie FN, Ostrava

KARIM EN, Ostrava

Uvod: Cilem projektu je hodnoceni techniky o3et-
fovani mista zavedeni CZK s vyuZitim hydrofilniho
metakrylatového gelu a 2% chlorhexidinu na frekvenci
vzniku zanétlivych komplikaci pfi oSetfovani okoli
centralniho zilniho katétru. V dubnu 2016 tym ziskal
institucionalni podporu MZ CR - RVO-FNOs/2016.

Metody: Prospektivni randomizovana studie byla
provadéna na lizkovém oddéleni KARIM FN Ostrava
a na JIP Kliniky hematoonkologie (KHO) EN Ostrava.

VysledKky: Celkovy soubor piedstavovalo 221 re-
spondentti, z toho z JIP KHO 113 a z KARIM 108. Ve
sledované skupiné s hydrofilnim metakrylatovym
gelem (KHO a KARIM) bylo 124 pacient@ (100 %), 28
pacientdl mélo béhem sledovani skére 1 a vys$si (23 %,).
V kontrolni skupiné s transparentni f6lii s chlorhe-
xidin glukonatem (KHO a KARIM) bylo 97 pacientli
(100 %), 13 pacientfl (13 %) mélo skére 1 a vyssi béhem
sledovani. Nejednalo se o statisticky vyznamny rozdil
(p=0,084). Na KHO ve sledované skupiné s hydrofil-
nim metakrylatovym gelem bylo 60 pacientt (100 %),
ke zméné skore na 1a vyssi doslo u 25 pacientti (42 %).
V kontrolni skupiné s CHG bylo 53 pacientd (100 %). Ke
zméneé skére na 1a vyssi doslo u deseti pacientdi (19 %).
Na KHO byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi
sledovanou se skupinou hydrofilnim metakrylatovym
gelem a kontrolni skupinou s CHG (p = 0,009). Na
KARIM ve sledované skupiné s hydrofilnim metak-
rylatovym gelem bylo 64 pacientl (100 %), ke zméné
skére na 1 a vyssi doSlo u tfi pacientd (5 %). V kon-
trolni skupiné s CHG bylo 44 pacientdl (100 %), ke
zmeéné skore na 1 a vyssi doslo u tfi pacientl (7 %).
Na KARIM nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil
mezi sledovanou skupinou s hydrofilnim metakryla-
tovym gelem a kontrolni skupinou s CHG (p = 0,686).
U transparentni félie s CHG se mira incidence pohy-
boval na 13,0 pfiznakl zdnétu na 1000 paciento-dnt,
u hydrofilniho metakrylatového gelu to bylo 26,8
priznaki zanétd na 1000 paciento-dnfi. IRR = 0,486
(95% CI 0,231-0,969) vyjadfuje, Ze vyskyt pfiznakl za-

nétu je priblizné u transparentni félie s CHG polovicni
proti hydrofilnimu metakrylatovému gelu a jedna se
o statisticky vyznamny vztah (p = 0,0282).

Zaveér: Technika osetfovani mista zavedeni cen-
tralniho zilniho katétru pomoci hydrofilniho meta-
krylatového gelu se neosvédcila. U pacientdl z KHO
dochézelo k vyznamnému narastu lokalnich zndmek
zanétu v okoli mista zavedeni centralniho zilniho ka-
tétru. Byl prokdzan projektivni charakter transparentni
félie s chlorhexidin glukonatem.

O§ETﬁOVATEL§KA PECE O PACIENTA
PO AUTOLOGNI TRANSPLANTACI
Krakova L., Mikova v,

Hematoonkologickd Klinika FN, Ostrava

Autologni transplantace je pfevod vlastni krvetvor-
né tkané pacienta. LiSi se od transplantaci solidnich
organu tim, Ze se nejednda o chirurgickou operaci.
Transplantace je slozena z nékolika fazi: aplikaci che-
moterapie, mobilizaci, sbéru krvetvornych buneék,
vysokodavkové chemoterapie, prevodu krvetvornych
bunék a posttransplantacni péce. Jedna z prvnich fazi
obnasi podani chemoterapie, kterd ma nejen tcinek
protinadorovy, ale i tzv. stimulac¢ni. Poté jsou apliko-
vany G-CSF, tzv. rlstové faktory ve formé s.c. injekci,
které jsou nezbytné pro vyplaveni krvetvornych buneék.
Mnohdy je potfeba, aby si pacient aplikoval rstové fak-
tory vdomacim prostfedi a je potfeba edukace ze strany
oSetfujici sestry. Vlastni sbér krvetvornych bunék je
provadén tzv. separatorem. Dle mnozstvi odebranych
kmenovych bunék mtiZe separace trvat 4 hodiny po do-
bu nékolika dnti. Po ispésném sbéru nasleduje do néko-
lika tydnt aplikace vysokodavkové chemoterapie. Do 24
hodin probiha autologni transplantace nasbiranych kr-
vetvornych bunék. Aplikace krvetvornych bunék je z ce-
1ého procesu samotné transplantace nejméné narocna.
Pacientovi se pripravené buriky aplikuji do centralniho
nebo periferniho zilniho vstupu. Posttransplanta¢ni
obdobi mtiZe byt doprovazeno riznymi komplikacemi.
Mezi Casté komplikace mliZzeme zafadit napt. nevolnos-
ti, zvraceni, mukozitidu, febrilni neutropenie a sepse.
Posttransplantacni obdobi je nejkritictéj$i obdobim
z hlediska diisledného dodrzovani hygienickych rezimd
ze strany persondlu, ale i pacienta.
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SPOLEK HAIMA CZ POMAHA JIZ 27 LET
Blodek J.!, Reichlova V.12, Ipserova D.!, Luks A.!?
'Haima CZ, z.s.

ZKlinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha

HAIMA CZ vznikla v roce 1991 na tehdejsi II. détské
Kklinice FN Motol v Praze jako sdruzeni rodic¢ti 1é¢enych
pacient( s cilem zlepsSit podminky lécenych déti, pod-
poftitjejich rodice, zajistit pomoc psychologa a usnad-
nit vyléCenym pacientm navrat do béZného Zivota.
Sdruzeni se pak rozsitilo i do dalsich 1é¢ebnych center
v CR, kde dnes pisobi samostatné organizace. Aktudlné
HAIMA CZ porada pro déti pravidelné zimni a letni
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rekondicni pobyty, které prispivaji nejen ke zlepseni
fyzické kondice, ale podporuji i znovuzaclenéni déti
do kolektivu po dlouhé a narocné 1écbé. Jiz pravidelné
kazdy rok organizuje Den détské onkologie (www.
dendetskeonkologie.cz), kterého se tcastni vyléceni
pacienti ze vSech 1é¢ebnych center v CR, a pfipojuje se
tak k celosvétovému projektu $ifeni povédomi o dét-
ské onkologii, podpofte, solidarité a ticté k vyléCenym
a jejich rodindm. Uskutecniuje také dalsi kratkodobé
akce pro déti a jejich rodice, kde se navic mohou setkat
vyléceni pacienti. Vydava a aktualizuje nékolik edukac-
nich brozur s informacemi pro pacienty i rodice, napft.
»Knizka pro rodice“, nebo ,Jak bylo Jil a Hele nemocné“,
Tyto materialy dodava i do dalSich 1écebnych center
détské hematologie v CR.
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VYU?ITi DETEKCE 1,3-BETA-D-GLUKANU

ZE SERA A BAL PRO DIAGNOSTIKU
INVAZIVNICH PLICNICH INFEKCI

U HEMATOLOGICKYCH PACIENTU
Weinbergerova B.', Palackova M.}, Kocmanova L.},
Lengerova M., Mayer J.»?, Racil Z.1?

'Intern{ hematologickd a onkologickd klinika LEF MU a FN, Brno
20ddéleni klinické mikrobiologie FN, Brno

3CEITEC - Central European Institute of Technology, Masaryk
University, Brno

Cile: Invazivni mykotické infekce (IMI) pfed-
stavuji zivot ohrozujici infekéni komplikace u he-
matologickych pacientfl a jejich ¢asna diagnostika
miuiZe prispét ke zlepSeni celkového prezivani téchto
nemocnych. Cilem prace bylo zhodnoceni vyznamu
detekce 1,3-beta-Dglukanu (BDG) v séru a BAL pro
diagnostiku plicnich IMI (PIMI) u hematologickych
pacientt.

Metody: Provedli jsme retrospektivni analyzu vy-
Setfeni BDG-294 BAL a 286 sér - u hematologickych
pacientt s patologickym nalezem na HRCT plic a pro-
vedenym BAL na naSem pracovisti v letech 2006-2015.
Navic jsme hodnotili faktory s moznym vlivem na

senzitivitu metody (neutropenie, antimykoticka 1é¢ba
ajiné). Pripady invazivni zygomykdzy a pneumocysto-
vé pneumonie byly z analyzy vylouceny.

VysledKky: Celkem bylo dokumentovano 26 (8,8 %)
pripad® prokazanych a pravdépodobnych IMI podle
kritérii EORTC/MSG z roku 2008 (96,2 % invazivnich
aspergildz). Senzitivita (SEN), specificita (SPE), pozitiv-
ni a negativni prediktivni hodnota (PPV a NPV) metody
stanoveni BDG z BAL a séra pii pouziti cut-off 80 pg/ml
byly srovnatelné (BAL: 57,7 %, 82,3 %, 34,9 % a 92,2 %;
sérum: 50,0 %, 82,1 %, 32,5 % a 90,5 %). Pripady s anti-
mykotickou 1écbou s efektem na vlaknité plisné poda-
vanou > 1 den pred BAL prokazaly nizsi SEN vysSetieni
BDG v BAL i séru oproti pfipadim bez antimykotické
1é¢by (BAL: 52,4 % 1éCeni vs. 66,7 % neléceni; sérum:
42,9 % 1écCeni vs. 80,0 % neléceni).

Zavér: Zjistili jsme akceptovatelnou SEN, avsak
nizkou PPV, vySetfeni BDG v BAL a séru pro diagnos-
tiku PIMI u hematologickych pacientdl. Potvrdili jsme
vyuzitelnost stanoveni sérového BDG jako screeningové
metody pro PIMI. Podavani antimykotické 16¢by s efek-
tem na vlaknité plisné v dobé BAL snizuji SEN metody
BDG v séruiBAL.

Prdce byla podporena CELL, grantem MUNI/A/0968/2017
agrantem MZ CR - RVO (FNBr 65269705).
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