Mikrochimérismus — na hrané pocinajiciho relapsu AML?

Horky O., Mayer J., Kablaskova L., Borsky M., Krejc¢i M., Dvorakova D.
Centrum molekuldrn{ biologie a genové terapie, Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN Brno

Souhrn

Znovuobjeveni ¢i narist autologni krvetvorby po alogenni transplantaci hematopoetickych bunék byva spojen s poci-
najicim relapsem akutni myeloidni leukemie, nicméné vyznam mikrochimérismu (podilu autolognich bunék pod hra-
nici 1 %) neni jednoznacny. Byly porovnavany vysledky fragmentac¢ni analyzy (FA) a kvantitativni PCR v redlném
case (RQ-PCR). Hodnoty ziskané z obou analyz byly konfrontovany s klinickym stavem pacientti: kompletni remise,
molekularni relaps, hematologicky relaps. Zatimco RQ-PCR analyza periferni krve predikovala hematologicky re-
laps ve 12 pripadech z 13 (92 %), s medianem piedpovédi 34 dnu (0-322 dni), byla FA dspésna pouze v péti pripa-
dech (38 %) (median predpovédi 0 dni, 0—154 dni) (p = 0,002). RQ-PCR predchazela FA v 10 pripadech, s medianem
drivéjsi predpovédi 35 dni (interval 6-168 dni). RQ-PCR dale zachytila dalSich 4 z 6 casnych hematologickych relap-
st (do jednoho roku po transplantaci), mimo dosah senzitivity FA. Kombinace vySetieni periferni krve a kostni diené
navic potvrdilo 9 molekularnich relapsii z 9. RQ-PCR se jevi jako citliva a spolehliva metoda stanoveni mikrochimé-
rismu, jehoZ dynamika umoziuje zachyceni poc¢atku relapsu a umoziiuje tak ¢asnou klinickou intervenci.
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Summary
Horky O., Mayer J., Kablaskova L., Borsky M., Krej¢i M., Dvorakova D.: Microchimerism — on the edge of incipi-
ent AML relapse?

The reoccurrence or increase in autologous hematopoiesis after allogeneic stem cell transplantation has been linked
with incipient leukemia relapse, however, importance of such emergency regarding microchimerism (chimerism un-
der 1% of autologous cells) remains controversial. We compared conventional PCR of minisatellite, microsatellite,
or sex specific regions followed by fragment analysis (FA) with real-time quantitative PCR (RQ-PCR) of insertion/de-
letion and sex polymorphism. Chimerism values obtained from both analyses were compared with the status of the
disease (continuous complete remission, molecular relapse, hematological relapse, HR). Whereas RQ-PCR analysis
of microchimerism predicted full HR in 12/13 cases (92 %) with median of 34 days (0-322 days), the conventional FA
was successful only in 5/13 cases (38 %) (median 0 days, interval 0-154 days; p = 0.002). RQ-PCR surpassed FA in 10
cases with median of earlier prediction of relapse of 35 days (interval 6-168 days). Besides this, RQ-PCR detected ot-
her 4/6 HR until one year after transplantation, beyond the sensitivity of FA. Further, RQ-PCR examination of pe-
ripheral blood in combination with bone marrow confirmed all 9 molecular relapses previously detected due to a spe-
cific molecular marker. We conclude, that RQ-PCR is sensitive and reliable method of microchimerism analysis that
can predict impending relapse and allows therefore earlier clinical intervention in comparison with another, less sen-
sitive method.
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Uvod

Kvantitativni analyza chimérismu je dileZitou sou-
¢asti sledovani pacienti po alogenni transplantaci he-
matopoetickych kmenovych bunék (allogeneic hemato-
poietic stem cell transplantation, alloHSCT). Toto sta-
noveni podilu ddrcovské a pretrvavajici vlastni krve-
tvorby poddva nejprve informaci o uchyceni a funk¢-
nosti §tépu, jeho dynamika v ¢ase pak pomahd interpre-
tovat klinicky stav pacienta a je jednim z podkladl pro
adekvatni 1écbu, jeZ ma dspésnost transplantace podpo-
fit (dprava imunosuprese, poddni infuze darcovskych
lymfocytd apod.) (1).

K nejcastéj§im pric¢indm selhdni alloHSCT u akutnich
leukemif patif relaps onemocnéni. Nebezpeci jeho po-
¢inajictho néstupu se urcuje zpravidla na zdkladé sle-
dovani minimalni zbytkové choroby (minimal residual

disease, MRD), tato moznost je v§ak omezena pouze na
pacienty se specifickym molekularnim markerem (fiz-
ni gen, genové mutace), jeZ u akutni myeloidni leuke-
mie (AML) tvofi zhruba jen 60 % vsech piipadu (2).

Diskuse o tom, zda také statut chimérismu s rizikem
vzniku relapsu souvisi, ¢i dokonce, zda muze slouzit ja-
ko indikator jeho ndstupu, se zacala rozvijet v devade-
satych letech minulého stoleti. Zatimco néktefi autofi
mezi vyskytem smiSeného chimérismu (SC; stav, kdy
je soucasné detekovana krvetvorba darce i pfijemce)
a vyskytem relapsu AML nalezli pozitivni korelaci (3-
5), jini tuto souvislost nepozorovali (6—13). Jednou
z pricin téchto rozdilt je dhel pohledu na SC; zatimco
znovuobjeveni ¢i nardst autologni krvetvorby je spo-
jen s pocinajicim relapsem AML, klesajici trend podi-
lu vlastnich bunék nikoliv (14-24).

Dal$im zdrojem neshod, je aplikace rGzné citlivych
metod stanoveni chimérismu, a s tim spojend definice
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kompletniho ddrcovského chimérismu (KC; stav, kdy je
veskera krvetvorba prijemce nahrazena krvetvorbou
darce). Za zlaty standard je v soucasné dobé povazo-
vana amplifikace tandemovych repetic (short tandem
repeats — STR, pfipadné variable number of tandem re-
peats — VNTR) a polymorfismil vdzanych na pohlav{
(napf. amelogenin), s naslednou kapilarni elektroforé-
zou s fluorescenéni detekci, tzv. fragmentacni analyza
(FA) (25-27). Mez detekce této metody se vSak pohy-
buje okolo 1 %, coZ pro v€asné zachyceni poc¢inajictho
relapsu nemusi byt dostatecné. Naopak, ukazuje se, Ze
aplikace metody s mozZnosti detekce mikrochimérismu
(SC na hladiné mensi nez 1 %), dokaze identifikovat
pocinajici relaps ve vét§im poctu piipadi a diive, nez
je tomu u méné citlivych metod (28-31).

V predkladané préci popisujeme vyznam detekce mik-
rochimérismu pomoci kvantitativni polymerdzové retézo-
vé reakce v redlném case (RQ-PCR) pfi predikci relapsu
AML. Na zdkladé¢ dat od dlouhodobé sledovanych AML
pacienttl definujeme dynamiku mikrochimérismu, signa-
lizujici pocinajici hematologicky relaps (HR) onemoc-
néni a vysledky srovnavame s vysledky FA.

Pacienti

Z 31 AML pacientt, po alloHSCT sledovanych ales-
pon jeden rok, ktefi podle vysledku FA dosahli KC, byl
informativni polymorfismus pro RQ-PCR nalezen u 28
z nich (90 %). Z tohoto souboru pacientd jich 11 pro-
délalo HR, 18 pacientti bylo dlouhodobé v kompletn{
remisi (CR) (jeden pacient zafazen do obou skupin).
Jednalo se o dospélé pacienty (medidn véku v dobé prv-
ni alloHSCT 45 let, rozmezi 20-63 let), medidn sledo-
vani byl 3 roky (interval 1-8 let).

Vysledky analyz dlouhodobé sledovanych pacientd
byly aplikovdny na ¢asné HR (do jednoho roku po
transplantaci) a molekularni relapsy (MR), vS§ech AML
pacientt, ktefi po transplantaci dosdhli KC dle FA.

Metody

Izolace DNA a kvantifikace (mikro)chimérismu

DNA pro stanoveni chimérismu ze vzorka periferni kr-
ve (PB), byla zpocatku izolovana standardni vysolovaci
metodou (32), od roku 2003 pak pres kolonky QIAamp
Blood Mini Kit dle instrukci vyrobce (Qiagen).

Kromé pocétecniho obdobi, kdy byla kvantifikace chi-
mérismu provadéna denzitometricky pfimo z agarézové-
ho gelu, byla FA provddéna pomoci kapildrni elektrofo-
rézy s fluorescencni detekci na pfistroji ABI PRISM 310
(Applied Biosystems). Mez detekce se, podle typu pou-
zitého polymorfismu a postaveni referencnich alel, pohy-
bovalamezi 0,5a 1,5 %.

Pro detekci mikrochimérismu jsme pfevzali metodu
RQ-PCR, zaloZenou na principu TagMan® sond a vyu-
Zivajici polymorfismus typu inserce/delece a marker va-
zany na chromozom Y (29, 33). Amplifikaéni reakce
probihala na pristroji RotorGene-3000 (Corbett Rese-
arch) a vypocet SC byl provddén z obecného vzorce
AACt. Jako kalibrator byl pouzit vzorek DNA prijemce
pred transplantaci, za referencni gen slouzil albumin.
Maximalni mez detekce RQ-PCR byla 0,01 %. Pro po-
drobny popis vyse uvedenych metod viz nase predcho-
zi préace (27, 34).

Izolace RNA a analyza MRD

U pacienti s definovanymi molekuldrnimi markery by-
la MRD detekovéna podle standardizovanych protokolt
(35). Izolace RNA na jeji urceni byla izolovana pomoci
komer¢niho kitu RNeasy Mini Kit (Qiagen).

Ziskdvdni bunécnych subpopulact

Subpopulace bunék PB a kostni diené¢ (BM) pro ana-
lyzu v liniich byly ziskany sortovdnim na pfistroji FACS
Vantage Flow Cytometer Cell Sorter (Beckton Dicinson).

Statistické metody

Statistické porovnani rozdilu mezi jednotlivymi sku-
pinami bylo provedeno neparametrickymi testy pro pé-
rové (Wilcoxonlv parovy test) respektive neparové uspo-
fadani (Mann-Whitneydv test).

Vysledky

Doba do dosaZeni KC

Porovndni metod FA a RQ-PCR potvrdilo opozdéné
dosazeni KC po alloHSCT dle RQ-PCR vzhledem ke sta-
noveni pomoci FA (270 vs. 76 dni; p < 0,001). Naopak,
mezi skupinou pacientti, ktefi zrelabovali (HR) a skupi-
nou pacient v CR nebyl nalezen rozdil (tab. 1).

Dynamika mikrochimérismu pred HR
Na zdklad¢ retrospektivn{ analyzy vzorkti PB pfedchd-

Tab. 1. Doba do dosazeni KC po alloHSCT pomoci FA a RQ-PCR u relabujicich (HR) a nerelabujicich (CR) pacientu.

HR | Cislo pacienta 38 |60(1)| 76 | 105 | 133 | 145 | 125 (138 | 176 | 213 | 217
dosazeni KC FA 504 [ 168 | 14 | 42 | 79 | 21 [215 [188 | 49 | 29 |245
[den po alloHSCT] | RQ-PCR | 874 | 280 | 168 | 184 | 392 | 161 |273 |463 | 121 | 588 | 387

CR | Cislo pacienta 34 | 40 | 48 |60(2)| 64 | 85 |103 | 118 | 178 | 184 | 190 | 200 |204 | 208 | 225 | 230 [236 |239
dosazeni KC FA 31 | 217 | 199 | 14 | 76 | 196 |[148 | 147 [ 127 | 27 | 189 | 53 |11 | 31 |203 | 27 |20 | 14
[den po alloHSCT] | RQ-PCR | 392 | 357 | 525 | 14 | 217 | 245 (267 N* [587 [ 513 [ N* [ 313 [249 [125 214 [ N* [ 69 [203

Den dosazeni KC byl stanoven podle prvniho odbéru klasifikovanym jako KC, potvrzeny nésledujicim odbérem (rovnéz KC). *) N=KC nedosaZeno.
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Tab. 2. Dynamika chimérismu indikujici hematologicky relaps.

Chimérismus Po sob¢ jdouci odbéry
1. 2. 3.
stabilni KC znovuobjeveni ndrtst -
SC (zpravidla o fad)

KC/SC <<0,1% narast nartst o fad -
stejné narutst o fad
SC ~0,1% ~0,1% ~0,1% ndrist 3 az 5x

Zatimco u vzorkd s vychozim KC sta¢i pfi nartstu autologni krvetvor-

by k potvrzeni HR jeden dalsi odbér, u pacienti se SC je k potvrzen
stupujictho HR zpravidla tieba dal$ich dvou odbéri.
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a pacienty s kolisajicfm mikrochimérismem na hladiné
mensinez 0,1 % (tab. 2): zatimco u vzork se stabilnim
KC stadi pfi narGstu autologni krvetvorby k potvrzeni
hroziciho HR jeden dal$i odbér, u pacientt se SC je za-
potiebi dalsich dvou odbéri. U pacientit v CR byl, na-
proti tomu, podle ¢asu od transplantace, detekovan a)
SC s klesajici tendenci (ve smyslu podilu autolognich
bunék), b) kolisajici mikrochimérismus na hladiné¢ men-
§inez 0,1 % (bez presvédCivého narustu) nebo c) KC.

Pouze u dvou pacientd v CR byl dlouhodobé pozoro-
van stabilni mikrochimérismus na hladiné vyssi nez

Graf 1. Pretrvavajici mikrochimérismus (SC > 0,1 %) u pacienta v CR.
Analyza v subpopulacich leukocytt odhalila, Ze pfetrvavajici autologni buri-

ky pochdzeji z T-lymfocyti

zejicich HR, byla stanovena dynamika mikrochiméris-

mu, indikujici po¢inajici HR onemocnéni. Ukdzalo

se,

Ze je nutno rozliSovat mezi pacienty se stabilnim KC,

0,1 %. Analyza v jednotlivych subpopulacich leu-
kocytt odhalila, Ze detekovana autologni populace
bunék pochdzi z T-lymfocytarni fady (graf 1).

Porovndni RQ-PCR a FA pri predikci HR

VySe definovand dynamika mikrochimérismu
predikovala HR v 12 pfipadech z 13 (92 %), s me-
dianem predpovédi 34 dni (interval 0-322 dni).
FA byla naproti tomu uUspés$na pouze v 5 pripa-
dech (38 %), se stfedni dobou predpovédi O dni (in-
terval 0—154 dnii; p = 0,002). Detekce HR pomoci
RQ-PCR predchazela FA v 10 ptipadech, s media-
nem di{véjsi predpovédi 35 dni (6-168 dni) (tab. 3).
(Priklad drivéjsi detekce HR viz graf 2).

Casné HR, molekuldrni relapsy a mikrochimérismus
Analyza mikrochimérismu z PB predikovala 4 Cas-

né HR ze 6 (67 %), detekce MR byla mozna v 5 pfi-
padech z 9 (55 %). Rozpoznani MR vsak selhalo pou-
ze v piipadech, kdy byl MR plivodné stanoven na za-
kladé sledovani MRD BM nebo CD34+ bunék BM.

Zpétné vysetieni mikrochimérismu ze stejného materia-
lu rovnéz odhalilo signifikantni nartst podilu vlastnich
bunék ve vsech Ctyfech zbyvajicich pripadech.

Tab. 3. Porovndni moznosti predikce HR stanovenim (mikro)chimérismu pomoci RQ-PCR a FA.

Pacient Hematologicky relaps (HR) RQ-PCR FA Rozdil
[¢islo] Poradi stanoveni HR" zachyt HR™ predikce HR zachyt HR™ predikce HR mezi
HR [den po alloHSCT] |[den po alloHSCT]| [pocet dni] [den po alloHSCT] [pocet dni] metodami
[pocet dni]
38 L 678 678 0 678 0 0
1I. 1120 1099 21 1099 21 0
60 L. 545 448 97 - 0 97
76 1I. 556 471 85 527 29 56
II. 1010 967 43 967 43 0
105 I. 1262 940 322 1108 154 168
125 11. 551 518 33 - 0 33
133 L. 686 651 35 686 0 35
138 I. 1128 1107 21 1115 13 8
145 L. 693 583 110 693 0 110
176 I. 1108 1094 14 1108 0 14
213 I. 442 436 6 442 0 6
217 L. 650 616 34 650 0 34
medidn 34 0 35

*) Stanoveni HR — na zdkladé poctu blasti v kostni dfeni (myelogram). **) RQ-PCR — zichyt HR podle vy$e definované dynamiky. ***) FA — z4-
chyt HR znovuobjevenim SC. Predikce — o kolik dni pfedchdzel zdchyt HR pomoci RQ-PCR respektive FA urc¢eni HR dle myelogramu
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jak s vyuzitim VNTR polymorfismi, tak
s aplikaci STR. RQ-PCR analyza v PB do-
kazala predikovat HR v 12 piipadech z 13
(92 %; median predpovédi 34 dnt), kdeZto
FA pouze v péti pripadech (38 %). Detekce
HR pomoci RQ-PCR predchéazela FA v 10
pripadech, se signifikantné vys$$im media-
nem diivéjsi predpovedi. Pocinajici relaps
byl detekovén jako znovuobjeveni autolog-
ni krvetvorby ¢i jeji relevantni nérist, vzdy
s potvrzenim ndrustu v nasledujicim odbé-
ru. Naproti tomu u pacientd v CR byl dete-
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Graf 2. Piiklad porovnani FA a RQ-PCR.

Opozdény ndstup KC dle RQ-PCR a dfivejsi detekce relapsu

Diskuse

Jednim z diivodi rozdilnych vysledkil posuzovani vzta-
hu chimérismu a rizika vzniku relapsu, je pouziti metod
ho klinického zdsahu je ovSem senzitivita aplikované me-
tody stanoveni chimérismu dilezitym aspektem a to zej-
ména u onemocnéni s rychlou progresi.

Ptesto nebyl piinos analyzy mikrochimérismu hned ziej-
my. Bader a kol. pfi aplikaci metody detekce chromozomu
Y s citlivosti 0,1-0,01 % nepozorovali ve smyslu zdchytu
relapst zadny posun ve srovnani s amplifikaci VNTR regi-
ond a hranici meze detekce kolem 1 % tudiz povazovali za
dostatecnou (5). Naproti tomu Suttorp a kol., metodou
se senzitivitou kolem 1 %, nedetekovali u sedmi pacientli
s akutni leukemii Zddné autologni buriky ani kratce (30-86
dnf) pfed HR (9). Podobny vysledek publikovali Choi a kol.
(12), ktefi zaznamenali relaps u 6 pacienti s KC, stanove-
nym do jednoho mésice pied naslednym HR (citlivost pou-
zité metody byla 0,5-2,5 %). Tyto vysledky svéd¢i o ry-
chlém ndstupu relapsu u akutnich leukemii, ktery potvrzu-
je 1 aplikace citlivéj8i metody stanoveni chimérismu, me-
tody RQ-PCR. Alizadeh a kol. zmiriuje piipad pacientky
transplantované pro AML, u niZ do§lo ke znovuobjeveni au-
tologni krvetvorby 112. den po transplantaci (0,1 %), s po-
tvrzenim den 151 (0,7 %), 19 dni pfed ndhlym relapsem
diagnostikovanym piitomnosti blasti v PB (29).

O rychlosti ndstupu relapsu svéd¢i i prace porovnava-
jici mozZnosti jeho predikce pomoci stanoveni chiméris-
mu metodami s rliznou senzitivitou. Jiménez-Velasco
a kol. srovndvaji VNTR-PCR a RQ-PCR u 61 pacientl
s akutni leukemif; rostouci podil autolognich bunék pted
relapsem byl metodou RQ-PCR zachycen u 88,2 % pfi-
padli s medianem predpovédi 58 dni, kdezto pomoci
VNTR-PCR byl takovy nértist detekovan pouze u 444 %
pacientt (30). Podobné Koldehoff a kol. pozorovali zno-
vuobjeveni autologni krvetvorby pfed HR pomoci RQ-
PCR signifikantné dfive nez analyzou STR-PCR (120 vs.
30 dni, p < 0,007) (31).

zachyt pocinajiciho relapsu ponwoci FA

kovan (mikro)chimérismus s klesajicim po-
dilem autolognich bunék, mikrochiméris-
mus na hladiné mensi nez 0,1 % nebo, u pa-
cientt del$i dobu po aloHSCT, KC.

Pouziti citlivych metod stanoveni chimé-
je po transplantaci detekovan delsi dobu. Podle o¢ekava-
ni doSlo v naSem souboru k dosaZeni KC po transplanta-
ci signifikantné pozdéji podle RQ-PCR ve rovndni s FA.
Naopak, mezi skupinou relabujicich a nerelabujicich pa-
cientti v tomto ohledu rozdil neni, tudiZ nelze dopiedu vy-
tipovat pacienty s vy$§im rizikem relapsu. Analyza chi-
mérismu v konkrétnich buné¢nych liniich PB miZe v ta-
kovych pripadech vyrazné prispét k porozuméni a ma-
povani pribéhu nemoci. U dvou naSich pacienti v CR
s dlouhodobé stabilnim mikrochimérismem na hladiné
0,1-0,8 % urceni chimérismu v liniich odhalilo, Ze auto-
logni buniky pochazeji z T-lymfocytarni rady, tedy z linie,
ktera nesouvisi s malignitou myeloidni leukemie. Naopak
pretrvavajici mikrochimérismus v granulocytech, mono-
cytech nebo NK buikach, nebyvd spojen s pfiznivou pro-
gndzou (data neprezentovana).

V nékterych pripadech HR se ukazalo, Ze detekovany
podil pacientovych bunék v PB je nékolikandsobné men-
§i neZ pocet blastli nalezenych v BM. Sledovéni chimé-
rismu v BM tedy zvySuje pravdépodobnost zachytu relap-
su. Toto podporuji i data z literatury: napt. Bader a kol.
pozorovali u dvou AML pacientl ze sedmi v dob¢ relap-
su KC v PB, avS§ak v BM zachytil az 40 % autolognich
bunék (5). Obdobné Wish a kol. u dvou AML pacienti
v dobé relapsu v PB detekovali KC, kdeZto v BM SC, a to
navic také u dal$iho pacienta, ktery mél v PB pouze mik-
rochimérismus (14).

Dilezitost monitorovani chimérismu v BM navic uka-
zaly i vysledky dspésnosti sledovani PB pii zachytu Cas-
nych HR a hlavné pak MR. V pripadé ¢asnych HR nedo-
Slo ke znovuobjeveni nebo signifikantnimu ndrGstu au-
tologni krvetvorby ve dvou piipadech ze Sesti: v prvnim
se jednalo o mimodfenovy relaps, ve druhém piipadé ne-
byly blasty z BM vyplavovany do PB. Zachyceni MR po-
moci mikrochimérismu selhalo ve ¢tyfech pripadech z de-
viti a to pouze tehdy, doslo-li pdvodné k ur¢eni MR na
zakladé sledovani MRD v BM. Zpétné vysetfeni mikro-
chimérismu ve dfeni vSak ndrist podilu autologni krve-
tvorby odhalilo.
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Zavér

Pro predikci relapsu je rozhodujici dynamika mikrochi-
mérismu, kdy opakované nartstd podil autolognich bu-
nék. Naproti tomu u pacientii v CR nedetekujeme v PB
autologni krvetvorbu viibec nebo na hladiné mensi nez
0,1 %. Vyjimku tvoii pacienti, jejichZ autologni buiky
pochézeji pouze z T-lymfocytarni fady.

RQ-PCR predikovala nastupujici HR v 12 pifipadech
ze 13 (92 %), FA naproti tomu pouze v 5 pripadech
(38 %) (p =0,002). RQ-PCR se pfi zachytu relapsu uka-
zala jako lepsi v 10 pripadech, s medidnem dfivejsi pred-
povédi 35 dnu.

RQ-PCR v PB odhalila 4 ¢asné HR (do jednoho roku
po transplantaci) ze 6 a dalSich 5 MR z 9. K selhanf{ za-
chytu MR doslo pouze v pripadech, kdy byl MR onemoc-
néni plivodné stanoven na zdkladé MRD vysSetfeni vzor-
ki BM, kde ndrist podilu autolognich bunék odhalilo az
dodate¢né vySetreni mikrochimérismu.

RQ-PCR je spolehlivd metoda kvantifikace mikrochi-
mérismu, umoziujici véasné zachyceni pocinajiciho re-
lapsu AML. Na zakladé naSich vysledki vSak doporucu-
jeme testovat nejen PB, ale i BM. U pacientd s pretrva-
vajicim mikrochimérismem v PB, je vhodna i analyza
v jednotlivych subpopulacich leukocyti.

Prdce byla &dstené podporena z Vyzkumného zdméru MSMT CR
& MSM0021622430
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Ceska skupina pro Ph-myeloproliferativni onemocnéni pozadala vybor Ceské hematologické spoleénosti
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