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standardné odvapnénych trepanobioptickych vzorkl
a u jednoho pacienta s LPL také na vzorku lymfatické
uzliny. Panel imunohistochemického vySetfeni za-
hrnoval primarni protilatky anti-CD138, anti-kappa,
anti-lambda, anti-CD79a, anti-IgM, anti-IgG, anti-IgA
a dudlni protilatky proti tézkému/lehkému fetezci
(IgCkappa, IgClambda, IgMkappa, IgMlambda, IgA
kappa). Kombinace dudlni protilatky proti tézZkému/
lehkému fetézci byla vybrana pro konkrétni vzorky
podle drive diagnostikovaného typu produkovaného
lehkého fetézce. Vysledky CD138+ butiky byly ve vzor-
cich zastoupeny v rozmezi 30-90%. V poloviné pripada
jsme pozorovali pozitivitu vSech tfi dualnich protilatek,
ve zbyvajicich ¢tyfech vzorcich byly pozitivni dvé dudlni
protilatky (IgMkappa nebo IgMlambda, IgGkappa nebo
IgGlambda). P1i vySetfeni protilatkami proti samostat-
nym tézkym fetézcim byly ve vSech vzorcich deteko-
vany nadorové burnky s pozitivitou IgG, IgA pozitivita
se vyskytovala pouze u pripadu IgA myelomu a IgM
pozitivni buriky byly zjiStény pouze u lymfoplazmocy-

tarniho lymfomu. Diskuze a zavér V pilotni studii o po-
uzivani dudlnich heavy/light chain primarnich protila-
tek jsme zjistili vysoké zastoupeni falesné pozitivnich
vysledkili. Vzorky od pacientl s IgG myelomem byly po-
zitivni také v reakci s dualni protilatkou s tézkym fetéz-
cem IgM aIgA, ackoliv samostatné stanoveni anti-IgM
a anti-IgA bylo negativni. Soucasnou pozitivitu IgM/
lehky fetézec a IgG/lehky fetézec u vySetfenych LPL ne-
1ze spolehlivé hodnotit, nebot v téchto neoplastickych
burikach je exprese obou tézkych fetézcli popisovana.
Jeden trepanobiopticky vzorek s LPL vsak byl pozitivni
také s anti-IgAlambda, pficemz vySetfeni anti-IgA
bylo negativni. Z naSich vysledki vyplyva, Ze pouziti
heavy/light chain protilatek u vzorka kostni dfené je
znacné limitovano s pfedpokladem nedudlni ,single“
vazby jedné soucasti dualni protilatky. Pfedpokladame
i mozny vliv preanalytické faze zpracovani vzorka pri
procesu odvapnéni treapanobioptickych tkani. Tyto hy-
potézy je nutno ovérit v pokracovani studie. Grantova
podpora: IGA_LF_2016_013.

AKUTNI LEUKEMIE/
CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

P16/2996. MOLEKULARNI ODPOVED JAKO
PROGNOSTICKY FAKTOR U PACIENTU

S AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMII

A SE ZVYSENOU EXPRESI WT1

PolikJ., Petrbokovi R., Silek C., Hijkova H., Kouba
M., Mertova J., Soukup P., Vilkova V., Cetkovsky
P. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

Uvod. WT1 patii mezi antigeny spojené s leukémii.
Meéfteni jeho exprese miize byt vyuzito ke sledovani
minimalni rezidualni nemoci (MRN) zejména téch
pacientt, jimz nebyl identifikovan specificky mole-
kularni markér. Cil. Posouzeni prognostického vlivu
miry exprese genu WT1 pii diagnodze a v pribéhu 1é¢by.
Pacienti a metody. Studie zahrnuje kohortu 84 pacien-
tl (median véku 52 let, rozpéti 21-66 let; median doby
sledovani1,9let, rozpéti 0,6-7,11et), kteti byli 1éceni od
. 2008 do 1. 2014. Pacienti méli vysokou expresi genu
WT1 pii diagnoéze a dosahli hematologické remise po
1 az 2 cyklech indukéni chemoterapie. Konsolidaéni
chemoterapie se skladala z 3-4 cykll chemoterapie
nebo z alogenni transplantace hematopoetickych kme-
novych bunék (HSCT) v zavislosti na cytogenetickych
a molekularnich charakteristikach a na odpovédi na
prvni cyklus indukéni chemoterapie. Pro kvantifi-
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kaci exprese genu WT1 byla pouzita standardizovana
metodika podle doporuceni Evropské leukemické sité
(ELN). Horni normalni limit byl definovan jako exprese
<50 kopii genu WT1/10x4 kopii referen¢niho genu ABL
v periferni krvi. Pro monitorovani MRN byli vhodni jen
pacienti s expresi genu WT1 pii diagnoéze vétsi nez 500
kopii WT1/10x4 ABL. Molekularni odpovéd (MR) byla
definovana jako pokles exprese genu WT1 pod hod-
notu <50 kopii/10x4 ABL. Vysledky. Pacienti s expresi
genu WT1 pii diagnoéze v rozmezi >500 a <5000 Kkopii
WT1/10x4 ABL méli 3leté pfeziti (OS) 70 % a preziti bez
udalosti (EFS) 50 %, zatimco pacienti s >5000 kopiemi
meéli OS50 % a EFS 25 % (p=0,036 pro OS a 0,030 pro EFS).
Nedosazeni MR bylo silnym prognostickym faktorem
pro preziti v celkové kohorté (3leté OS 63 % vs. 27 %,
p<0,001; 3leté EFS 38 % vs. 0 %, p<0,001); u pacienti
1é¢enych pouze chemoterapii (3leté OS 66 % vs. 34 %,
p=0,002; 3leté EFS 31 % vs. 0 %, p=0,009); jakoZ i u paci-
entl, ktefi podstoupili HSCT v prvni kompletni remisi
(3leté OS70 % vs. 30 %, p=0,009; 3leté EFS 62 % vs. 12 %,
Pp<0,001). Median doby do dosazeni MR byl 3,0 mésice
(95%C12,8-3,1) a nebyl zavisly na mite exprese WT1 pred
1é¢bou. Dosazeni MR pred zapocetim konsolidacni te-
rapie nebylo prognosticky vyznamné (3leté OS 67 % vs.
51%; p=0,089). Ze 43 WT1 pozitivnich pacientdi v tomto
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Casovém okamziku jich 33 (77 %) dosahlo MR po dalsi
fazi 1écby (chemoterapii nebo HSCT). Z 27 pacientd,
ktefi byli pozitivni pfed I. konsolidaci a ktefi obdrzeli
dalsi konsolidac¢ni cyklus, jich 22 (81 %) dosdhlo MR po
11. konsolidaci. Nebyl nalezen rozdil v pfeziti mezi pa-
cienty, ktefi nikdy nedosahli MR a mezi témi s moleku-
larnim relapsem. Za pouziti vicerozmérné analyzy byly
jako signifikantni prognostické faktory pro OS a EFS
identifikovany hladina exprese genu WT1 pfi diagnéze
a schopnost dosahnout MR. Provedeni HSCT v prvnii
linii 16¢by bylo dal$im pozitivnim prognostickym fak-
torem pro EFS. Exprese genu WT1 pred provedenim
HSCT byla jedinym signifikantnim prognostickym
znakem pro OS a EFS u transplantovanych pacientd.
Zavér. Exprese genu WT1 pti diagndze koreluje s prezi-
tim. Monitorovani exprese WTI je citlivym nastrojem
pro sledovani MRN u pacientdi s jeho zvySenou expresi
pfi diagnéze. Neschopnost dosahnout MR je silnym
indikatorem relapsu. Tito pacienti mohou profitovat
z dalsi intenzifikace 1é¢by.

P17/2984. SROVNANI SIMPLEX RT-PCR N

A KVANTITATIVNI RT-PCR PRI SLEDOVANI
HLADINY TRANSKRIPTU NUCLEOPHOSMINU
NPM1 U PACIENTU S AKUTNIi MYELOIDNI
LEUKEMIi V HEMATOLOGICKE REMISI
Navratilova J., Szotkowski T., Raida L., Lipert J.,
Indrak K., Papajik T. (Laboratof molekuldrni biologie
HOK ENOL, Olomouc)

Uvod: Prognosticky vyznam mutaci genti CEBPq,
FLT3-ITD, NPM1 ¢i pfitomnosti fliznich gen typu PML/
RARa, RUNX1/RUNXIT1 a nékterych dalsich je pomérné
dobtfe znam. Urceni typu mutace podilejici se na na-
dorové transformaci hematopoetické kmenové buriky
napomaha nejen s ur¢enim spravné diagndzy, klasi-
fikaci velké a pomérné heterogenni skupiny akutnich
myeloidnich leukemii do mensich a 1épe definovanych
skupin, ale pfedevsim se stanovenim prognézy. Tyto
molekuldarni markery umoznuji také sledovani mini-
malni rezidudlni nemoci (MRD) u kurativné 1é¢enych
pacientll. MRD je dileZitym parametrem, ktery u né-
kterych mutaci ¢i fiznich genti umoznuje identifikovat
skupinu pacientd s vy$$im rizikem relapsu ¢i poc¢inajici
relaps onemocnéni odhalit. Zamérili jsme se na de-
tekci MRD u skupiny akutnich myeloidnich leukemii
s normalnim karyotypem (NK-AML) nesoucich mutaci
v nukleofosminu (NPM1). U nemocnych s izolovanou
mutaci (bez pfitomnosti interni tandemové duplikace
FLT3) jde o chorobu s fazenou do podskupiny pfiznivou
prognézou. Pritomnost MRD po terapii je podle nasich
zkuSenosti spojena s vys$$im rizikem relapsu. Cile:

ex s

Cilem préce bylo zavedeni citlivéjsi metody pro detekci
MRD u NK-AML pacientli po chemoterapii a nasledné
po alogenni transplantaci, ktefi jsou v hematologické
remisi onemocnéni. Metodika: Jako zakladni metoda
pro detekci a kvantifikaci mutaci v genu NPM1 u NK-
AML byla v Laboratofi molekuldrni biologie Hemato-
onkologické kliniky FN a LF UP Olomouc zavedena
metoda jednokolové polymerazové fetézové reakce s flu-
orescencné znacenymi primery. Vysledny PCR produkt
je podroben fragmentacni analyze (kapilarni elektrofo-
réze) na genetickém analyzatoru ABI3100 a elektrofore-
togramy jsou vyhodnoceny v programu GeneMapper.
Vysledky pilotni analyzy: Otestovali jsme vzorky 3
pacientd s NK-AML s izolovanou mutaci v NPM1. Dva
pacienti kviili relapsu onemocnéni podstoupili alogen-
ni transplantaci. Pro kvantitativni RT-PCR byly vybrany
vzorky z obdobi po chemoterapii, kdy byla u pacientti
dosaZena hematologicka remise onemocnéni. Zaroven
jsme analyzovali vzorky po alogenni transplantaci.
VSechny vzorky byly podrobeny simplex PCR a zaroven
gRT-PCR (Ipsogen NPM1 MutA MutaQuant kit). U né-
kterych vzorkii, kde pomoci simplex PCR nebyla MRD
jiz zachycena, byla pomoci qRT-PCR zjiSténa NPM1
pozitivita. Jde tedy o metodu vhodnéjsi pro sledovani
MRD. Diskuze: Fluorescencni simplex PCR je dosta-
tecné citlivou a spolehlivou metodou, kterd je vhodna
pro zakladni detekci v dobé diagnézy, kdy je mnozstvi
nadorovych bunék vysoké. V dobé remise onemocnéni
metoda kvantifikace. Dnes jsou jiz na trhu dostupné
komercné dodavané kity pro kvantitativni RT-PCR.
Proto jsme se rozhodli porovnat obé metody a kvantita-
tivni PCR ptfidat do spektra nabizenych vysSetfeni. Prace
je podporovana grantem IGA-LF-2016-001.

P18/2955. ABERACIE CHROMOZOMU

11U AKUTNEJ MYELOIDNEJ

LEUKEMIE /KAZUISTIKA/

Blahova A., Lengyelova K., Verchovodkova V.,
Zakovicova A., Jurikova K. (odd. genetiky, Medirex,
Bratislava - SK)

Uvod: Cytogenetické zmeny si délezitymi deter-
minantmi akiatnych myeloidnych leukémii (AML).
V Case diagnoézy sa vyskytuji u cca 70 azZ 80% pacien-
tov s AML. K ¢astym zmendam patria t(8;21)(q22;q22),
t(15;17)(q22;q12), inv(16)(p13q22) a prestavby chromo-
zému 11 resp. oblasti 11q23. Tieto prestavby zahriuja
delécie, zmnozenia a translokacie s réznymi chromo-
zémami. Translokacie st spajané so zlou prognézou,
vplyv delécie 1123 na prognoézu nie je jednoznacny.
Kazuistika: Prezentujeme zaujimavy pripad mladej
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pacientky s AML, ktorej bola v ¢ase diagnézy dete-
kovana na cytogenetickej drovni translokacia t(11;17)
(g23;925). Do translokacie bol zahrnuty gén KMT2A ana
chr. 17 pravdepodobne gén SEPT9. Prestavba 1123 bola
potvrdena aj na FISH drovni.Pacientka bola lie¢ena
a transplantovana, no po case relabovala a k primar-
nej zmene pribudla dal$ia sekundarna zmena-delécia
dlhého ramena aj druhého chromozému 11-del(11)(q14).

P19/29413 MUTACNI ANALYZA

PACIENTU S AKUTNI MYELOIDNI

LEUKEMIi - OPTIMALIZACE HODNOCENI
SEKVENA('INI'SIH DAT A PREDBEZNE
VYSLEDKY NARODNI STUDIE

Janeckova V., Jeziskova 1., Tlamkova T., Budinska
E., Kosafova Z., Culen M., Folta A., Cetkovsky P.,
ZAKk P., Szotkowski T., Jindra P., RA¢il Z. (Interni he-
matologickd a onkologickd klinika, Fakultni nemocnice, Brno;
Institut biostatistiky a analyz Lékarské a Prirodovédecké
fakulty Masarykovy univerzity, Brno; Lékarskd fakulta
Masarykovy univerzity, Brno; Centrum molekuldrni biolo-
gie a genové terapie, Interni hematologickd a onkologic-
kd Kklinika, Fakultni nemocnice, Brno; Ustav hematologie
a krevni transfiize, Praha; IV. interni hematologicka klinika,
Fakultni nemocnice, Hradec Krdlové; Hemato-onkologickd
Klinika, Fakultni nemocnice, Olomouc; Hematologicko-
onkologické oddéleni, Fakultni nemocnice, Plzeii)

Problematika: U pacientdi s akutni myeloidni leu-
kémii (AML) predstavuje molekularni testovani v dobé
diagnézy a nasledné sledovani identifikovanych geno-
vych aberaci standardni soucast diagnosticko-terapeu-
tického procesu. Kromé rutinneé vySetfovanych znaka
rekurentnich se zfejmym prognostickym vyznamem
byly nedavno v souvislosti s AML identifikovany nové
genové mutace. Sekvenovani nové generace (NGS) ma
potencial stanovit frekvenci téchto nové popsanych
mutaci u jednotlivych pacientd a v ramci populace
a zjistit jejich vzajemnou koexistenci a prognosticky
vyznam. Prace je soucasti rozsahlého projektu mutacni
analyzy pacientdi s AML, do néhoz jsou zapojena velka
hematologicka centra Ceské republiky. Cil: Provést
mutacni analyzu gent se vztahem k AML na pilotnim
souboru AML pacientli a navrhnout metodu bioinfor-
matického zpracovani, kterd bude dale vyuzita pro
hodnoceni dat z velkého poctu vzorkti. Metodika: Ze
vzorkdll leukocytdl periferni krve a kostni dfené odebra-
nych v pribéhu onemocnéni byla pomoci QIAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen) izolovana DNA. Pro pfipravu
DNA knihoven byl pouzit kit ClearSeq AML zaloZeny
na principu Haloplex - cileném sekvenovani (Agilent
Technologies). Design kitu pokryva celkem 48 exontl
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20 nejcastéji mutovanych genti u pacientli s AML,
resp. myelodysplastickym syndromem: ASXL1, CSF2R,
CBL, CEBPA, DNMT3A, EZH2, FLT3, IDHI1, IDH2, JAK2,
MPL, NPM1, NRAS, RUNX1, SETBP1, SE3B1, SRSF2,
TET2, TP53, U2AF. DNA knihovny byly sekvenovany
na pristrojich MiSeq a NextSeq (Illumina). Vysledky:
Pro sledovani vyvoje mutaci byly vybrany vzorky z do-
by diagnézy (zachytu), remise a hematologického
relapsu onemocnéni, pfipadné primarni rezistence.
Analyza sekvenacnich dat byla provedena softwarem
SureCall (Agilent Technologies), ktery je vyrobcem kitu
pfimo navrzen pro hodnoceni paneli ClearSeq AML.
Vysledky byly porovnany s vysledky z rutinni moleku-
larni diagnostiky genti NPM1, IDH1, IDH2, FLT3-ITD,
NRAS a DNMT3A, stanovené konven¢nimi metodami.
Srovnani dat ukazalo, Ze program SureCall neni scho-
pen optimalné detekovat napi. méné frekventované
mutace v genu NRAS a nedetekuje spravné inzerce/dele-
ce, napft. inzerce v genu NPM1 a dlouhé inzerce v genu
FLT3 (mutace FLT3-ITD). Proto byl vybran a optimalizo-
van jiny software a vytvofen celkovy algoritmus bioin-
formatického hodnoceni sekvenci ve formatu FASTQ.
Soucasti algoritmu je 1) filtrace a kontrola kvality dat,
2) mapovani na referenc¢ni sekvenci hg38, kontrola
kvality mapovani, 3) remapovani na inzerce-delece,
4) detekce variant a jejich anotace (programy Pindel
a CATK-HaplotypeCaller). Celkem bylo sekvenovano 28
vzorkl od celkem 15 pacienti. Primeérné pokryti cili
v jednotlivych bézich bylo minimalné 5311x s 97 % bazi
pokrytych alesporl 30x a 95 % bazi pokrytych alesponi
100x. Zachyt a frekvence mutaci se v krvi a kostni dfeni
testovanych vzorkl vyznamneé nelisil. V sekvenovanych
oblastech bylo v dobé diagnézy detekovano 35 potencidl-
né patogennich mutaci s medidnem 2,5 (0-6) mutace na
pacienta, s primérnou variantni frekvenci 15,06 % (VAF
7-57 %). Provedena analyza umoznila nastavit postup
pro bioinformatické zpracovani dat. Optimalizovany
pristup bude nyni aplikovan vyuZzit pro analyzy dalSich
Klinickych vzorkli zafazenych do projektu. ,,Podpofeno
z projektu MUNI/A/1028/2015 a programového projek-
tu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. ¢. 15-25809A.
Veskera prava podle predpisti na ochranu dusevniho
vlastnictvi jsou vyhrazena.“
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P20/2939. CILENA LECBA REZISTENTNI

A RELABUJICI AKUTNI LEUKEMIE

U DETIi - KDE JSOU HRANICE?

Sramkova L., Hru$ak O.,Mejstfikova E., Zaliova
M., Trka J., Kolenova A., Sedlacek P., Horiakova
J., Pospisilova D., Stérba J., Timr P., BlaZek B.,
Votava T., ProchiazKkova D., Hak J., Stary J. (Klinika
détské hematologie a onkologie UK 2.LF a FN Motol,
Praha - CZ; Klinika detskej hematoldgie a onkologie,
DENSP, Bratislava - SK; Détska klinika, FN Olomouc - CZ;
Klinika détské onkologie, FN, Brno - CZ; Détska Klini-
ka, Nemocnice, Ceské Budéjovice - CZ; Klinika détské-
ho 1ékafstvi FN, Ostrava - CZ; Détska klinika, FN, Plzer
- CZ; Détskd klinika, Masarykova nemocnice, Usti nad
Labem - CZ; Détska klinika, FN, Hradec Kralové - CZ)

Akutni leukémie rezistentni na standardni che-
moterapii nebo opakované relabujici byla donedavna
povazovana za nevylécitelné onemocnéni. S rozSifenim
klinického pouziti novych cilenych 1ékli se posouvaji
hranice toho, kdy pacienty oznac¢ime za nevylécitelné
a indikujeme pouze k paliativni péci. Nedilnou soucasti
zavadéni novych 1ékd je i zahajeny program screenin-
gu vSech pacientd s rezistentni a relabujici akutni
lymfoblastické leukémie (ALL) k detekci potencialné
1écebné ovlivnitelnych molekularné-genetickych zmeén.
Hodnotime obdobi 2/2014-2/2016, kdy jsme zacali pouzi-
vat nékteré nové 1écebné pristupy v kazdodenni praxi.
Za toto obdobi jsme 1é¢ili 4 pacienty s ALL ve véku 5-17
let bispecifickou monoklonalni protilatkou blinatumo-
mab. U vSech se jednalo o pouziti blinatumomabu ve
3. nebo 4. linii 1é¢by, 2 pacienti byli 1é¢eni pro relaps
po alogenni transplantaci hematopoetickych bunék
(HSCT), 2 pro rezistentni 1. relaps ALL, jejich 1é¢ba byla
Pri protrahované drenové aplazii komplikovana Zivot
ohrozujicimi infekcemi. Hematologické odpovédi jsme
dosahli u 3 pacientti, 2 z nich dosahli i molekularné
genetické remise, 1 pacient zemfel jako non-responder.
Pres dosazeni rychlé hematologické odpovédi prodélala
1pacientka extramedularni relaps v priusnich zlazach,
ktery jsme 1é¢ili s dobrym efektem monoklonalni proti-
latkou antiCD22 konjugovanou s kalicheamicinem (ino-
tuzumab ozogamicin), 1 pacientka zrelabovala v kostni
dfeni kratce po skonceni 2. cyklu blinatumomabu,
dosahla 3. remise po chemoterapii a byla transplan-
tovana, posledni pacient je v remisi s kratkou dobou
sledovani. Do 1é¢by 1. relapsu ALL standardniho rizika
jsme v ramci 1é¢ebné studie IntReALL-SR zavedli ran-
domizované podani antiCD22 protilatky (epratuzumab)
v konsolidac¢ni terapii. Kromé pouziti monoklonalnich
protilatek na nasem pracovisti jsme navazali spolupra-
ci s NIH v Bethesdé, USA a 1 pacienta s recidivujicim

relapsem ALL v centralnim nervovém systému (CNS)
po sourozenecké transplantaci jsme zaradili do studie
s pouzitim T bunék s CD19 chimerickym antigennim
receptorem a po dosaZeni remise podstoupil 2.HSCT.
Problematickou zfistdva nadale skupina pacienti s re-
labujici T-ALL, kde jsou moznosti cilené 1é¢by velmi
omezené. U 2 pacientl s akutni myeloidni leukémii
(AML) jsme pouzili antiCD33 protilatku konjugovanou
s kalicheamicin (gentuzumab ozogamicin) v konsoli-
dacni terapii pfed HSCT, 1 pacientka s FLT3-ITD pozit.
AML M5 byla pfi non response na indukéni chemote-
rapii a soucasném anurickém renalnim selhani lé¢ena
sorafenibem v monoterapii s dosazenim hematologické
remise po 2 tydnech podavani, které umoznilo zlepSe-
ni celkového stavu a pokracovani dalsi terapie. Nové
1éky umoznuji u casti opakované relabujicich nebo
rezistentnich pacientli s akutni leukémii dosahnout
remise onemocnéni a prekonat zavazné komplikace
predchozi 1é¢by. Smyslem této terapie je ve vétSiné
pripadll premosténi obdobi do potencidlné kurativni
HSCT. Podpofeno MZ CR - RVO, FN v Motole 00064203

P21/2899. SROVNANI SEROVYCH
KONCENTRACI CYTOKINU A ADHEZNICH
MOLEKUL SOPROGNOSTICK7MI FAKTORY

U PACIENTU S NOVE DIAGNOSTIKOVANOU
AKUTNIi LYMFOBLASTICKOU LEUKEMII
Horacek J. M., Kupsa T., Vanék J., Jebavy L.,
Zak P. (Katedra vojenského vnitiniho 1ékafstvi a vo-
jenské hygieny, Fakulta vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany, Hradec Krdlové; Katedra informa-
tiky a kvantitativnich metod, Fakulta informatiky a ma-
nagementu Univerzity Hradec Krdlové, Hradec Krdlové;
4. interni hematologickd Klinika, Fakultni nemocnice
a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralové)

Uvod: Cytokiny a adhezni molekuly jsou studovany
jako markery aktivace imunitniho systému u riznych
chorob véetné hematologickych malignit. Cilem studie
bylo srovnani sérovych koncentraci cytokind, cytoki-
novych receptortt a adheznich molekul se vstupnimi
charakteristikami a prognostickymi faktory u pacien-
th s nové dg. akutni lymfoblastickou leukemii (ALL).
Metodika: Do studie bylo zafazeno 30 pacientd s nové
dg. ALL (medidn véku 46, rozpéti 22-75 let, 20 muzil).
Ve studii byly hodnoceny sérové koncentrace celkem 31
analytdi, a to 21 cytokin, 4 solubilni cytokinové recep-
tory, 5 solubilnich adheznich molekul a matrix metalo-
proteinaza 9 (MMP-9). Z cytokin byly méfeny hladiny
interleukin (IL-1alpha, IL-1beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-23), Epidermal
Growth Factor (EGF), Granulocyte Macrophage Colony
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Stimulating Factor (GM-CSE), Interferon-gamma (IFN-
gamma), Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha
(MIP-1 alpha), Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-
1), Tumour Necrosis Factor-alpha (TNF-alpha), Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), dale solubilni recep-
tory pro IL-2 (sIL-2R alpha), IL-6 (sIL-6R), TNF typula2
(STNFR-1,2). Z adheznich molekul byly méfeny hladiny
solubilniho E-selektinu (E-SEL), L-selektinu (L-SEL),
P-selektinu (P-SEL), Intercellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1) a Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1).
VSechny analyty byly méfeny bio¢ipovou technologii na
analyzatoru Evidence Investigator (Randox). Hladiny
testovanych analyt byly porovnany se vstupnimi
charakteristikami pacientli - vék, pohlavi, typ ALL
(imunofenotyp, cytogenetika, molekularni genetika),
vstupni riziko podle GMALL, procento blastl v kostni
dfeni, parametry krevniho obrazu (leukocyty, hemo-
globin, trombocyty, procento blastli), biochemické
parametry (LDH, CRP) a dalsi. Statistické zhodnoce-
ni bylo provedeno erudovanym statistikem pomoci
softwaru R 3.2.3. Hodnoty p<0,05 byly povazovany
za statisticky vyznamné. Vysledky: V souboru bylo 29
B-ALL a 1 T-ALL. Normalni karyotyp mélo 8 pacientd,
16 pacientii mélo cytogenetickou zménu a u 6 pacientti
nebyl karyotyp ziskan. 12 pacientd bylo BCR/ABL+, 1
pacient mél pfestavbu MLL/AF4 a 1 pacient E2A/PBX1.
Hyperleukocytoza (nad 30 000/ul u B-ALL, nad 100 000/
pl u T-ALL) byla pfitomna u 8 pacienti. Dle kritérii
GMALL mélo vstupné 9 pacientti standardni riziko (SR),
9 pacientd vysoké riziko (HR) a 12 pacientil velmi vysoké
riziko (VHR). U pacientdi s nové dg. ALL byla prokazana
silna negativni korelace IL-7 s poc¢tem leukocytd (r=-
0,633; p=0,032), procentem blast v periferni krvi (r=-
0,695; p=0,004) a LDH (r=-0,604; p=0,075). Dale byla
nalezena velmi silna pozitivni korelace IL-7 s poCtem
trombocytl (r=0,801; p<0,0001) a silna korelace VCAM-1
s LDH (r=0,664; p=0,012). Ostatni korelace testovanych
analytl se vstupnimi charakteristikami ALL nedosahly
statistické vyznamnosti. Zavér: Nase vysledky ukazuji,
Ze sérové koncentrace nékterych cytokinti a adheznich
molekul koreluji se vstupnimi charakteristikami paci-
entll snové dg. ALL. U pacient(l s aktivni ALL jsou nizké
hladiny IL-7 spjaté s hyperleukocytozou, vyplavovanim
blastll do periferni krve a zvySenim sérového LDH.
U zadného z testovanych analyt nebyla prokdzana
statisticky vyznamna korelace s cytogenetickymi nebo
molekularné genetickymizménami. V dalsi kroku bu-
dou studovany korelace s 1é¢ebnou odpovédi a prezitim
pacientli. K posouzeni prognostického a prediktivniho
potencidlu zmén v systému cytokind a adheznich in-
terakci budou potiebné dalsi studie na vétsich poctech
pacientdi. Podporeno z projektu RO 1011 (FVZ).
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P22/2898. SEROVY PROFIL gYTOKINlol,
CYTOKINOVYCH RECEPTORU .

A ADHEZNICH MOLEKUL U PACIENTU

S NOVE DIAGNOSTIKOVANOU AKUTNI
LYMFOBLASTICKOU LEI!KEMIi

A U ZDRAVYCH JEDINCU

Horadek J. M., Kupsa T., Vanék J., Jebavy L., Zik
P. (Katedra vojenského vnitiniho 1ékarstvi a vojenské hy-
gieny, Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany,
Hradec Kralové; Katedra informatiky a kvantitativnich me-
tod, Fakulta informatiky a managementu Univerzity Hradec
Krdlové, Hradec Krdlové; 4. interni hematologickad Klinika,
Fakultni nemocnice a LékaFskd fakulta Univerzity Karlovy,
Hradec Kralové)

Uvod: Signalni mikroprostfedi hraje dilezitou ro-
li u fady chorob véetné hematologickych malignit.
Poznatky ziskané ze studia cytokindi a adheznich in-
terakci by mohly umoznit zlepSeni diagnostiky a 1é¢-
by téchto onemocnéni, protozZe cytokiny nebo jejich
receptory mohou predstavovat cile pro specifickou
protinadorovou 1é¢bu na molekuldrni drovni. Cilem
studie bylo porovnani sérového profilu cytokint, cy-
tokinovych receptort a adheznich molekul u pacien-
th s nové dg. akutni lymfoblastickou leukemii (ALL)
a u zdravych jedincti. Dale byly hodnoceny vzajemné
korelace jednotlivych analyth zvlast v obou skupinach.
Metodika: Do studie bylo zafazeno 30 pacientl s nové
dg. ALL (median véku 46, rozpéti 22-75 let, 20 muzil)
a 15 zdravych darct krve jako kontrolni skupina (me-
dian véku 41, rozpéti 25-58 let, 11 muzi). Hodnotili
jsme sérové koncentrace celkem 31 analytQ, a to 21
cytokindi, 4 solubilni cytokinové receptory, 5 solubil-
nich adheznich molekul a matrix metaloproteinazu
9 (MMP-9). Z cytokindi byly méfeny hladiny interle-
ukindi (IL-1 alpha, IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-23), Epidermal
Growth Factor (EGF), Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor (GM-CSF), Interferon-gamma (IFN-
gamma), Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha
(MIP-1 alpha), Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-
1), Tumour Necrosis Factor-alpha (TNF-alpha), Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), dale solubilni recep-
tory pro IL-2 (sIL-2R alpha), IL-6 (SIL-6R), TNF typula?2
(STNFR-1,2). Z adheznich molekul byly méfeny hladiny
solubilniho E-selektinu (E-SEL), L-selektinu (L-SEL),
P-selektinu (P-SEL), Intercellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1) a Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1).
Vsechny analyty byly méfeny bio¢ipovou technologii na
analyzatoru Evidence Investigator (Randox). Statistické
zhodnoceni bylo provedeno erudovanym statistikem
pomoci softwaru R 3.2.3 (R Core Team 2015). Hodnoty
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Pp<0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
Vysledky: U pacientii s nové dg. ALL jsme ve srovnani
se zdravymi jedinci zjistili statisticky vyznamné zvy-
Seni sérové koncentrace IL-6, IL-8, IL-15, MIP-1 alpha,
MCP-1, sIL-2R alpha, sIL-6R, sTNFR-1, sSTNFR-2, L-SEL,
ICAM-1a VCAM-1(p<0,01). Dale jsme u pacienti s ALL
zjistili statisticky vyznamné snizeni sérové koncentrace
IL-3, IL-4 a GM-CSF (p<0,01). Ve skupiné pacienti s ALL
jsme prokazali statisticky vyznamné korelace mezi
STNFR-1a STNFR-2 (r=0,805; p<0,0001), IL-1alpha a IL-
4 (r=0,700; p=0,008), STNFR-2 a MIP-1 alpha (r=0,657;
p=0,037), STNFR-2 a VCAM-1 (r=0,652; p=0,044). V kon-
trolni skupiné byly prokazany statisticky vyznamné
korelace mezi EGF a IL-7 (r=0,876; p=0,009), EGF a IL-8
(r=0,856; p=0,022). Zavér: Nase vysledky ukazuji, zZe
sérové koncentrace nékterych cytokinti, cytokinovych
receptortl a adheznich molekul jsou vyznamneé odlisné
u pacientd s nové dg. ALL ve srovnani s kontrolni skupi-
nou zdravych jedincit, a maji vztah k aktivité onemoc-
néni. Dale jsme zjistili statisticky vyznamné korelace
mezi nékterymi analyty. Neni jasné, zda tyto zmény
mohou slouzit jako prognostické ukazatele u ALL. Dalsi
studie na vétsim poctu pacientli a srovnani se zavede-
nymi prognostickymi faktory budou nezbytné. Prace
byla podpofena z projektu RO 1011 (FVZ).

P23/2897. AKTIVACE BUNEK ENDOTELU

A SEROVE HLADINY CYTOKINU

A SOLUBILNICH ADHEZNICH MOLEKUL

U AKTIVNI AKUTNI MYELOIDNI

LEUKEMIE A V KOMPLETNI REMISI

Kupsa T., Vanék J., Jebavy L., Zak P., Horacek J.
M. (Katedra vojenského vnitiniho 1ékarstvi a vojenské hy-
gieny, Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany,
Hradec Kralové; Katedra informatiky a kvantitativnich me-
tod, Fakulta informatiky a managementu Univerzity Hradec
Krdlové, Hradec Krdlové; 4. interni hematologicka Klinika,
Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy,
Hradec Krdlové)

Cil: Rezistence akutni myeloidni leukémie (AML)
k terapii je prognosticky nepfizniva. Pfedpokladanym
molekularnim mechanismem je mimo jiné interakce
prozanétlivych cytokind jako je tumor nekrotizujici
faktor alfa (TNF-a) s burikami endotelu a nasledna
zvySend exprese adheznich molekul. V této studii jsme
ovéfovali hypotézu, zZe hladiny cytokind a solubilnich
adheznich molekul souvisi s aktivaci bunék endotelu
u AML. Metodika: Byl studovan soubor 84 nemoc-
nych s nové zjisténou AML. U 45 z nich byl vySetfen
vzorek séra odebrany v dobé kompletni remise (CR).
Alogenné transplantovani pacienti nebyli v dobé CR

hodnoceni. Hodnotili jsme sérové hladiny celkem 29
analytii: interleukiny (IL-1a, IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15), Epidermal
Growth Factor (EGF), Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor (GM-CSF), Interferon-gama (IFN-
gama), Macrophage Inflammatory Protein-la (MIP-
1a), Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1), TNF-a,
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), E-selektin
(E-SEL), P-selektin (P-SEL), Intercellular Adhesion
Molecule-1 (ICAM-1), Vascular Cell Adhesion Molecule-1
(VCAM-1), Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9), solu-
bilni IL-2 receptor-a (sIL-2Ra), solubilni receptory pro
IL-6 (SIL-6R) a TNF-a typ I a II (TNFR-1,2). Biomarkery
byly méfteny za pouziti proteinového bioc¢ipu na ana-
lyzatoru Evidence Investigator (Randox). Odchylky s P
< 0,05 byly povazovany za statisticky signifikantni.
Vysledky: U aktivni AML koreloval VCAM-1 s ICAM-1
(P < 0,0001), E-SEL (P = 0,0011), po¢tem leukocytt (P
= 0,0006), TNF-a (P < 0,0001), TNFR-2 (P < 0,0001),
TNFR-1 (P = 0,0047), LDH (P < 0,0001), IL-2Ra (P =
0,0224) a IL-6R (P = 0,0240). Hladiny ICAM-1 korelova-
ly s E-SEL (P = 0,0285), TNFR-1 (P = 0,0007) a LDH (P =
0,0344). E-SEL koreloval s P-SEL (P < 0,0001), poctem
leukocyti (P < 0,0001), LDH (P < 0,0001), TNFR-1 (P =
0,0152) a TNFR-2 (P = 0,0202). Hladina CRP korelovala
s IL-6 (P < 0,0001), ICAM-1 (P = 0,0122) a negativné
s hladinou albuminu (P = 0,0175). Pocet trombocytl
koreloval s IL-7 (P < 0,0001), EGF (P < 0,0001) a VEGF (P
=0,0025). Vék ani hladina hemoglobinu nekorelovaly
s Zadnym z hodnocenych analytdi. V dobé CR byly pfi
normalizaci poctu trombocytl hladiny IL-7 (P < 0,0001),
EGF (P < 0,0001) a VEGF (P < 0,0001) vyssi nez u aktivni
AML. Hladiny IL-6 byly niz§i, korelace s CRP nebyla
pritomna. Hladiny VCAM-1, ICAM-1, E-SEL a P-SEL
byly niz§i, po Bonferroniho korekci P v§ak statisticky
nevyznamné. P-SEL koreloval s po¢tem trombocytl (P
<0,0001) aIL-8 (P < 0,0001), coz u aktivni AML nebylo
prokazatelné. VCAM-1 koreloval s ICAM-1(P = 0,0027),
ale ne s E-SEL nebo P-SEL. E-SEL a P-SEL nekorelovaly.
Zavér: Vék ani hladina hemoglobinu nemaji zasadni
vliv na nadorové mikroprostfedi u AML. Dllezitym zjis-
ténim je vzajemna korelace hladin adheznich molekul
u aktivni AML ukazujici na celkovou aktivaci adhez-
nich interakci v souvislosti s po¢tem leukocytd, LDH
a nékterymi cytokiny. Pochopeni zmén v regulaci sig-
nalniho mikroprostfedi s ohledem na aktivitu AML je
analyti. Nase data ukazuji, Ze endotel je u aktivni AML
aktivovan. Aktivované endotelie jsou zdrojem E-SEL
i P-SEL. V CR jsou hlavnim (a fyziologickym) zdrojem
P-SEL trombocyty, E-SEL a P-SEL nekoreluji. Aktivace
endotelu souvisi s rezistenci AML k terapii. U faktor
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souvisejicich s aktivaci endotelu u AML bude nasledné
zkoumana moznost jejich vyuziti jako novych prognos-
tickych markert. Prace byla podpofena z projektu RO
1011 (FVZ).

P24/2889. PROJEKT AML NA

SEVERNI A STREDNIi MORAVE

Starostka D., Szotkowski T., Adamova D., Kadl¢kova
E., Brejcha M., Janek D., Jochymek R., Vaculova]J.,
Rytikova N., Vinklarkova K. (Oddéleni Klinické hema-
tologie, Nemocnice s poliklinikou, Havifov, p.o.; Hemato-
onkologickd Klinika FN, Olomouc; Hematologicko-transfiizni
oddéleni, Slezskd nemocnice, Opava, p.o.; Hematologicko-
transfiizni oddéleni, Krajskd nemocnice T. Bati, Zlin, a.s.;
Hematologické oddéleni, Nemocnice, Novy Jicin, a.s.;
Hematologicko-transfiizni oddéleni, Nemocnice s poliklini-
kou, Karvind - Rdj, p.o.; Hematologicko-transfiizni odde-
leni, Nemocnice, Tfinec, p.o.; Hematologicko-transfiizni
oddéleni, Nemocnice, Frydek - Mistek, p.o.; Hematologickd
ambulance, SdruZené zdravotnické zafizeni, Krnov, p.o.;
Hematologicko-transfiizni oddéleni, Nemocnice, Hranice,
a.s.)

Uvod: Primarnim cilem projektu byl sbér iidajt
o vyskytu AML a jeji 1é¢bé na severni a stfedni Moravé.
Sekundarnim cilem projektu bylo zpfesnéni diagnosti-
ky a prognostické stratifikace AML v uvedeném regio-
nu. Metody: Udaje o nové diagnostikovanych piipadech
AML byly evidovany po dobu 1 roku v regionu s populaci
2,1 milionu obyvatel. Sledované tdaje zahrnovaly:
pohlavi, vék v dobé diagnézy, kategorie AML dle WHO
klasifikace, rozliSeni na primarni a sekundarni MDS,
komorbidita a zpisob 1é¢by. Vysledky: Celkem bylo
diagnostikovano 73 novych pripadit AML. Incidence
AML byla 3,5 pfipadt na 100 tisic obyvatel (63% muzi,
37% Zen). Vékovy median v dobé diagndzy byl 68 let (mi-
nimum 29 let, maximum 91 let). Vyskyt jednotlivych
diagnostickych kategorii: AML s rekurentnimi gene-
tickymi abnormalitami 26.0%, AML s myelodysplas-
tickymi zménami 27.4%, AML spojena s 1écbou 13.7%,
AML asociovand s Downovym syndromem 1.4%, AML
nespecifikované 31.5%. Diagnosticka shoda primarni-
ho a sekundarniho cytologického vySetfeni byla 100%.
Diagnosticka shoda cytologického a histologického
vySetfeni byla 84%. Primarni AML se vyskytla v 58 %,
sekundarni AML ve 42 %. Signifikantni komorbidita
byla pfitomna u 82% nemocnych: kardiovaskularni
63%, endokrinologicka 33%, gastrointestinalni 11%,
vyznamna chronickd nemoc ledvin 5,5%, revmatolo-
gicka onemocnéni 1.3%, plicni komorbidita 10%, neu-
rologicka a psychiatrickd onemocnéni 8%. Nadorova
duplicita se vyskytla ve 38% (po odecteni MDS 21%).
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Lécba zahrnovala transfaze erytrocytl a/nebo trom-
bocytl, chemoterapii, epigenetickou 1é¢bu a allo-BMT
nebo jejich kombinaci. Zavér: V ramci Projektu AML
na severni a stfedni Moravé byly zmapovany zakladni
demografické ukazatele, diagnosticka, prognosticka
alécebna data tykajici se AML. Dal$im vysledkem bylo
zpresnéni diagnostiky a prognostické stratifikace AML
v uvedeném regionu.

P25/2866. ALLOGENEIC HAEMATOPOIETIC
CELL TRANSPLANTATION IN PATIENTS
WITH FLT3-ITD MUTATED AML:
TRANSPLANTATION INIST CRIS THE
DECISIVE FACTOR FOR GOOD OUTCOME
Jindra P., Karas M., Szotkowski T., Lysak D., Raida
L., Jungovai A., Kuba A., Hrabétova M., Cernan M.,
Steinerova K. (University Hospital, Pilsen; University
Hospital, Olomouc)

Introduction: Patients with karyotypic normal (CN)
FLT3-ITD mutated AML have dismal prognosis and the
only curative option seems to be alloHCT. However,
the timing of alloHCT is still matter of debate and
some advocates HCT only beyond 1st CR. The consi-
stent policy in 2 Czech centres since 2003 is to refer
all FLT3-ITD+ AML pts to upfront alloHCT in CR1. The
aim of this study was to analyze the outcomes of this
strategy. Material (or patients) and methods: 73 con-
secutive adults with FLT3-ITD+ CN-AML allografted
in 2 centres (56+17 pts) from 2003-2014 either with
matched sibling (MSD, n=23, 32%) or unrelated donors
(UD, n=50, 68%) were studied. Conditioning regimen
was either RIC (n=54) or myeloablative (MAC, n=19).
The median age of cohort was 53 years (20-68). 33 (45%)
were NPMlmutated. The original aim of our policy was
to perform HCT in CR1 (n=56), however in some pati-
ents due to various reasons (donor availability, disease
resistance or patient preference), HCT was performed
in more advanced stage (n=17,1xPR1, 2xCR2/PR2, 4xPIF,
10xREL). Median interval dg.- HCT was 5 months (2-13)
with median of 2 (1-5) cycles of chemotherapy before
HCT. For analysis, the status at the time of HCT was
classified as either early (CR1) or advanced (CR2, PR1,
PR2, REL, PIF) Results: With median follow up of 44
months (range 5-135) altogether 35 pts (48%) has died
mainly of relapse (n=26, 74%). The 5-year probabilities
of OS and DFS were 49% and 47%. Cumulative inciden-
ces of relapse (RI) and NRM at 5-y were 37% and 17%,
respectively. Cox regression hazard model identified
status at HCT outside the CR1 (=advanced disease) as
the strongest factor predicting extremely poor OS/DFS
(HR 6.665, p<0.0001/HR 5.474, p<0.0001) and RI (HR
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8.270, p<0.0001). The estimated 5-y OS for patients
transplanted in CR1was 62% vs. 0% for pts transplanted
outside CR1 The higher patient age (cut-off 57 years)
predicted higher NRM (HR 5.496, p=0.0136) as well
as the higher aGVHD grade (HR 2.577, p= 0.0058). The
presence of chronic CGVHD was associated with superior
OS/DFS (HR 0.178, p=0.0059/HR 0.238, p=0.01) probably
because of the relapse protection (HR 0.214, P=0.0145).
No association of patient age, NPM mutational status,
time to HCT, no. of cycles pre-HCT, donor type (MSD vs.
UD), donor age and sex, conditioning regimen (MAC vs.
RIC), stem cell source, CD34+ cell dose and CMV status
on the main outcomes was detected. Multivariable
analysis identified HCT outside CR1 as the key factor for
poor OS (HR 5.419, p<0.0001), DES (HR 4.415, p=0.0002)
and high RI (HR 8.080, p<0.0001). aGVHD grade =III
predicted higher NRM (HR 3.798, p=0.059) as well as
inferior OS (HR 2.041, p=0.0079) and DFS (HR 1.693,
p=0.0439) Conclusion: Despite the limitations of a re-
trospective study, our data suggests alloHCT is a valu-
able therapeutic option for FLT3-ITD mutated CN-AML
patients with potential to provide durable remission if
patientis transplanted in CR1. Until prospective studies
are completed, our study strongly supports to prioritize
the allografting in CR1 regardless of donor type, i.e.
alloHCT should be regarded as the urgency in CR1 in
this subset of AML patients.

P26/2956. NERVOVE-S)IALOVE NEZADOUCI
PROJEVY TYROZINKINAZOV?CH

INBITORU V LECBE PACIENTU

S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII

- ZKUSENOSTI JEDNOHO CENTRA

Rudnay M., Zi¢kova D., Zmoraj V., Adamova
B., Semerad L., Weinbergrova B., RAacil Z.,
Mayer J. (Interni hematologickd a onkologickd Kli-
nika Fakultni nemocnice Brno; Neurologickd Klini-
ka Fakultni nemocnice Brno, Stiedoevropsky tech-
nologicky institut (Central European Institute of
Technology - CEITEC), Masarykova univerzita, Brno)

Zavedeni tyrozinkinazovych inhibitort (TKI) do
1é¢by pacientl s chronickou myeloidni leukemii (CML)
zasadnim zpisobem zlepsilo prognézu téchto nemoc-
nych. Vysoce i¢inna terapie TKI v§ak neni prosta vysky-
tu nezadoucich uéinkud (NU). Jednémi z nejcastéjSich
jsou nervové-svalové projevy, charakteru svalovych
bolesti, kfeci ¢i slabosti. Provazeji zejména 1é¢bu ima-
tinibem (u vice neZ 50 % pacientil). Tfebaze dosahuji
spiSe mirné ¢i stfedni intenzity, mohou vyznamné
narusit kvalitu Zivota pacientti. Jejich patogeneze ne-
byla dosud objasnéna. Cil. Prospektivné analyzovat

nervové-svalové NU 1é¢by imatinibem a nilotinibem
véetné detailniho laboratorniho rozboru ve snaze ob-
jasnéni jejich podstaty. Metody. Pacienti s CML 1éCeni
imatinibem nebo nilotinibem v prvni linii byli pred
zahajenim terapie a dale v jejim pribéhu (v mésici 1
a3odzahajeni terapie, nasledné & 3 mésice) podrobeni
dtkladnému klinickému (anamnéza, popis a stanoveni
tiZe svalovych projevi dle CTCAEvV4.03, myodynamické
testy - dfep a stand-up test) a laboratornimu vySetfeni
s dlirazem na ukazatele svalového postizeni, tj. kre-
atinkinazu (CK) a myoglobin (Mb), iontogram v séru
imoci(Ca, Mg, P) a vybrané hormony (PTH, fT4 a TSH).
Vysledky. V obdobi 3/2012 - 1/2014 bylo do projektu za-
fazeno 59 pacientil s nové zjiSténou CML (30 Zen a 29
muzi, medidnu véku 60 let; rozmezi 22 - 90). Lécba
imatinibem byla zah4jena u 32 a nilotinibem u 27 pa-
cientli. Svalové potize se vyskytly u19 (59,4 %) pacient
léCenych imatinibem (slabost/kiece/bolesti u 2/14/3
pacientl) a u 8 (29,7 %) pacientl 1é¢enych nilotinibem
(slabost/kfece/bolesti u 0/7/1 pacienta). Pouze u 3 pa-
cientl 1é¢enych imatinibem a 1 1é¢eného nilotinibem
byly obtiZe stupné 3 zdvaznosti. Podil pacientt s obti-
Zemi u obou pripravki v pribéhu sledovaného obdobi
nartistal. Myodynamické testy nebyly v priibéhu 1é¢by
ani jednim z preparati vyznamné alterovany. Lécba
imatinibem byla provazena signifikantnim vzestupem
CK oproti vstupnim hodnotam (Tabulka), pficemz
pouze ve 3 pripadech dosahoval stupné 2 zavaznosti.
Vyznamny bylipokles v koncentraci sérového magné-
zia v celém pribéhu sledovani. Pokles hladiny fosfatu
dosahoval statistické vyznamnosti pouze v mésici 1,
zatimco pfi 1é¢bé nilotinibem jsme zaznamenali casny
nastup poklesu hladiny fosfatu a jeji setrvaly charakter
ve smyslu trvajiciho signifikantniho poklesu oproti
vstupnim hodnotam, a to i presto, Ze 6 (22 %) pacient
bylo v priibéhu terapie nilotinibem substituovano p.o.
pripravky fosfaitu. Zmény v koncentraci kreatinkinazy,
sérového Ca a Mg v pribéhu 1é¢by nilotinibem naby-
valy spiSe hrani¢ni vyznamnosti, a to jen v nékterych
casovych milnicich (Tabulka). Zajimavym zjisténim
byl vyznamny vzestup koncentrace parathormonu
ve 3. mésici 1é¢by obéma ptipravky, zatimco koncen-
trace TSH a fT4 nejevila vyznamného rozdilu oproti
vstupnim hodnotdm. Lécba ani jednim z pfipravki
nebyla provazena vyznamnymi zménami v odpadech
sledovanych iontli v moci. Zavér. I pres statisticky
vyznamné odchylky nékterych sledovanych parame-
trl potencidlné souvisejicich s nervové-svalovymi NU
TKI se ukazalo, ze zmény v naprosté vétsiné pripadi
nedosahuji klinického vyznamu ve smyslu dosazeni
stupné 2 a vice dle CTCAE. Samotné nervosvalové NU,
které prevazovaly ve skupiné 1é¢ené imatinibem, ne-
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Tabulka. Vyvoj laboratornich parametrii v prib&hu 1é¢by imatinibem a nilotinibem

Start

(Mo} M1 P M3 4 M6 P M9 P M12 P M15 P M18 P
Median n Median n (proti Median n (proti Median n (proti Median n (proti Median n (proti Median n (proti Median n (proti
(rommezi) (rozmezi) startu) (rozmezi) startu) (rozmezi) startu) (rozmezi) startu) | (rozmezi) startu) (rozmezi) startu) | (rozmezi) startu)
Imatinib (N = 32)
K 1,15 17081 2,47 2,79 2,49 3,07 3,71 3,96
ity | ©41- 28 |7 5( o | 28 0,08 (069- |26 | <000 (095- | 28 | <001 (1,28- | 23 | <0000 | (149- | 17 | <0000 (1,20- | 12 | <0,00 | (243- | 12 | <0,0001
6,20) ! 3,85) 7,73) 6,53) 8,96) 8,02) 7,35)
37,9 35,4 36,9
M"”ﬁh 3?30'231 25 22'572'21 27 0,51 Zﬁ '721 T |28 0,77 376'619(51 26 0,91 (<20- | 24 | 0,23 32; '221' 16 0,53 (52— | 12 | 054 (2,9- | 11| 066
(ne/1) .3) -162) ,7) 8) 382,2) ,2) 93,3) 101,0)
s 2,36 227020 2,26 2,28 232 2,25 2,25 2,35
(mmel/l} (2,05 - 28 _’2 55) 7 28 0,21 (2,09- 24 0,12 (2,11~ 29 0,27 (2,13- 26 0,49 (2,16 - 19 0,22 (2,06 15 0,31 (2,13 15 0,75
2,78) 3 2,46) 2,51) 2,46) 2,45) 2,45) 2,53)
0,82 0,86 0,78 0,77 0,79
0 Mgl " O'f i (0(1),6 28 0,7801 52)7 30 0,02 oisntg,zl 29 0,01 (0,66- | 29 0,02 64— | 26 | 0,02 (067— | 19 | <001 (72— | 15 | <000 | (09— | 15 | <001
mmol , ), 2 103) 0,92) 0,98) 0,9) 0,88)
0,94 0,87 0,87 0,89
0 P " 1;212 ;(;')7 26 0;91(';:')8 29 | <001 (0,46- | 27 0,24 0:91'2‘15]5 29 0,32 0;91";';)“ 26 | 0,42 (0a1- | 19 0,31 (045- | 15 | 042 (48— | 15 | 035
mme g 2 1,19) ' g 1,30) 1,21) 1,32)
PTH 450 (16 21 NA NA NA BO@S- 25 0,001 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
(pmol) -6,6) 11,5)
Nilotinib (N = 27)
« 1,18 1,30 1,57 1,98 2,74 3,47 2,07 2,54
ity | ©39- | 21] @3- | 2 0,83 (039- |23 0,42 (089- | 17 0,02 ©08- |13 | o002 (077- | 14 | <001 (14— | 8 | 017 | (44— | 6 0,03
uka 6,58) 4,86) 5,63) 6,08) 5,55) 5,07) 6,04) 7,55)
51,45
MyoGb | 33(21- 30,7(21 30,8 (21 389 (21 23(2,2- 50,9 (21 37 (21— 4
18 22 0,52 19 0,47 16 0,21 14 0,94 12 0,05 8 0,81 23— 6 0,08
(ne/l) 52,4) -90,1) ' -70,9) ’ -92,3) 3 2,48) ' -116,8) % 50,0) éO 2
2,35 2,29 2,31 2,36 2,34 2,45
0 ca " (26— | 26 | (214- | 25 0,04 PR3- || 2 0,04 (2,06~ | 19 0,77 l'i%’ 14 | 094 (219- | 15 0,98 Z'fi‘sz]'3 10 | 021 (228- | 7 0,11
mme 2,55) 2,47) 2,48) 2,57) d 2,54) g 2,56)
M 0,85 0,83 0,84 (0,7 0,82 0,85 0,84 0,84 0,79
gl i 78— | 26 | (083- | 25 0,28 g | B 0,04 (0,71- | 20 | <0,01 72— | 14| o029 ©79- | 15 0,88 (71— | 10| 045 7= || 7 0,05
(mmol/l) |~ 'gg) 1,08) 192) 0,91) 0,96) 1,14) 1,05) 0,91)
R 1,16 e 0,92 0,86 0,36 0,85 a8 0,91
(mmol/l} (0,71- 23) 1,25) 24 | <0,00001 (0,36— | 24 | <0,0001 (0,56~ 20 | <0,00001 (0,51 — 14 | <0,0001 (0,59- 15 | <0,00001 Z147) 10 0,02 (0,57 - 7 <0,01
1,39) i 1,24) 1,21) 1,06) 1,1) g 1,27)
7,2
PTH 3,50 (19 14 NA NA NA (4,90- 16 | <0,00001 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
(pmol) —5,9) e

byly zdvazného charakteru a u zadného z pacientd si
nevynutily zménu na jiny preparat. Otazka vyznamu
vzestupu hladiny parathormonu pfti 1é¢bé obéma pfti-
pravky a téz hypofosfatémie dominantné po nilotinibu,
pretrvavajici v pribéhu celého sledovani i pres 1é¢ebnou
substituci bude predmétem dal§iho vyzkumu.

P27/2917. ANAIO.VZA DELKOVYCH
POLYMORFISMU OAMPLIFIKOVANVCH

DNA FRAGMENTU ASOCIOVANYCH

S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII

V KOMBINACI S NGS ODHALILA
POLYMORFISMY V REPETITIVNICH
OBLASTECH A V LOKUSECH SPJATYCH

SE VZNIKEM RAKOVINY

Koblihova J., Sriitova K., Jaruskova M., Klamova
H., Machova Polikova K. (Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha)

Genetické predispozice a molekularni mechanizmy
vzniku chronické myeloidni leukémie (CML) a rezisten-
ce na lécbu inhibitory tyrozinkinaz (TKI) jsou celosvé-
tové pfedmétem intenzivniho zdjmu. Vysokokapacitni
techniky, jako je sekvenovani nové generace (NGS)
umoznujici celogenomové analyzy, maji své limity
v narocném bioinformatickém zpracovani a vyhod-
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noceni velkého mnozstvi ziskanych dat. V této praci
jsme s vyuzitim kombinace vysoce reprodukovatelné
metody AFLP (amplifikace délkovych polymorfismi)
a NGS analyzovali CML genomy a identifikovali tak
polymorfni oblasti asociované s onemocnénim a re-
zistenci k imatinibu (IM). AFLP analyzy byly prove-
deny u 65 pacientd 1écenych IM v prvni linii (39 paci-
entl s optimalni odpovédi; 26 pacientli se selhanim
1é¢by) a 30 zdravych darch; pro potvrzovaci analyzy
Sangerovym sekvenovanim bylo pfidano dalSich 30
kontrol. Vékovy medidn pacientd byl 55 let (rozsah
18-84 let). AFLP analyzy byly provedeny s pouzitim
restrikénich endonukledz Msel a EcoRI a komeréné
dodavanych kit a protokoll. Fragmentacni analyza
probihala na sekvenatoru ABI PRISM 3130. Délky DNA
fragmentl byly odelitiny v GeneMapperu. Cetnost
DNA fragmentl mezi pacienty a zdravymi darci byla
pocitana pomoci exaktniho binomického testu. Devét
vybranych fragmentti bylo dile charakterizovano po-
moci NGS a ziskana data byla hodnocena v NextGENu.
Polymorfismy v identifikovanych fragmentech byly
potvrzeny Sangerovym sekvenovanim. AFLP analyzy
celkové poskytly 3912 AFLP markerfi/DNA fragmenti
diverzifikované se vyskytujicich napfi¢ souborem pa-
cientli a zdravych jedincii, z ¢ehoz 199 fragmentii bylo
vyznamneé spjato s onemocnénim a 5 s odpovédi na
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1é¢bu IM. Pomoci NGS jsme charakterizovali 7 lokusti
spojenych s CML a 2 s odpovédi na 1é¢bu IM. Fragment
CAC_ACC_25, u kterého jsme potvrdili SNP rs113864098
(C/T) odpovédné za vznik EcoRI restrik¢niho mista, se
nachazi na chromosomu 1 a je soucasti LIMC1 a AluSz
repetitivnich elementi. Vyznamné vyssi Cetnost alely
15113864098-T byla nalezena v kohorté pacientt (60 %)
oproti zdravym kontrolam (13 %; P = 0,016). U frag-
mentu CAT ACC_54, lokalizovaném na chromosomu
10 mezi geny NRAP a CASP7SNP, bylo potvrzeno SNP
157906704 (G/T), které dava vznik novému Msel re-
strikénimu mistu. Cetnost minoritni alely rs7906704-T
byla vyznamné vys§i u CML pacientdi (38 %; P = 0,04)
v porovnani se zdravymi kontrolami. Podle Li et al.
(2012) ma lokus rs7906704 vliv na apoptotickou drahu
v tumorigenezi pankreatu. Dale jsme identifikovali
fragment CTT_ACA_57, ktery se vyznamneé vyskytoval
u pacienti s optimalni odpovédi na IM (65 %) oproti
pacientlm, kterym lécba selhala (19 %; P=0,03). Tento
fragment je soucasti satelitni sekvence ALR/ALpha
vyskytujici se v centromernich oblastech chromosomt
s nejvétsi Cetnosti pritazeni sekvence na chromosomu
5. Genomové aberace v tomto satelitu byly nalezeny
u chronické lymfocytarni leukémie (Kim et al., 2010).
V této praci jsme pouzili celogenomovu fragmentacni
analyzu a NGS k nalezeni polymorfisma v DNA, které
jsou asociované s CML a odpovédi na 1é¢bu IM. Podafilo
se nam identifikovat a potvrdit dvé SNP vyznamné
spjaté s CML a 1 polymorfismus v repetitivni oblasti
asociovany s odpovédi na 1é¢bu IM. Kombinace AFLP/
NGS predstavuje vhodny postup pro identifikaci loku-
st v genomu pacientd spjatych s CML, ale i dal$ich
onemocnéni, jako vhodné alternativy k celogenomo-
vému sekvenovani. Podporovano projektem IGA MZ
CR NTI11555 a projektem 00023736.

P29/2892. USPESNA DLOUHODOBA TERAPIE
PONATINIBEM U PACIENTA S CHRONICKOU
MYELOIDNI LEUKEMIi V CHRONICKE FAZI

S VYVOJEM MUTACI T3151 A MUTACEMI
Y253HWT A L364FWT PO II. LINII LECBY
Cerna O. (IHK ENKV, Praha)

Chronicka myeloidni leukemie je raritni hemato-
logické maligni onemocnéni, které se fadi do skupi-
ny myeloproliferativnich onemocnéni. Diagnosticky
je charakterizovana pritomnosti Ph chromosomu
s translokaci mezi chromosomy 9 a 22 a vznikem ftz-
niho genu BCR-ABL. Tento poznatek vedl k vyvoji
tyrosinkinazovych inhibitori. Zavedeni tyrosinki-
nazovych inhibitord do terapie chronické myeloidni
leukémie znamenalo prevrat v 1é¢bé tohoto onemocné-

ni. Imatinib, tyrozinkinazovy inhibitor prvni generace,
je stale zlatym standardem v 1é¢bé chronické fize CML.
Timto se vyrazné zlepS§ila prognéza pacientti a jejich
celkové preziti je témér srovnatelné s prezitim populace
bez CML. U 25-30 % pacientl vsak dochazi k selhani
1é¢by, vzniku resistence, a to nejcastéji na podkladé
vzniku mutaci v kindzové doméné. Rada mutaci je
citlivd na TKIs druhé generace: nilotinib, dasatinib
a bosutinib, apod. Mutace T 315I je vSak vétSinou na
tyto preparaty resistentni. Ponatinib je tyrozinkina-
zovy inhibitor 3. generace. Navozuje dle fady studii
iklinického sledovaniv redlném zivoté vysoké procento
hematologickych, cytogenetickych i molekuldrné gene-
tickych odpovédi u pacientt predlécenych vice liniemi
1é¢by, zejména v chronické fazi CML, a to s vyskytem
multiresistentni mutace T 3151 i bez ni. Terapie timto
lékem muiZe byt spjata s rizikem rozvoje arteridlnich
trombdz. Vyskyt téchto komplikaci je v 17-27 % v pribé-
hu 31let. To je vSak do znac¢né miry zavislé na davce, se
snizenim davky se vznik téchto komplikaci sniZuje. Je
nutné peclivé a cilené sledovani pacientd stran vyskytu
kardiovaskularnich komplikaci. Kasuistika: 70ti lety
muz, u Kterého byla ve véku 64 let diagnostikovana
chronicka myeloidnileukemie v chronické fazi s typem
transkriptu b3a2 a vysokym rizikovym Sokalovym ,
Hasfordovym i EUTOS skoére. Po inicialni cytoredukci
hydroxyureou pro hyperleukocytézu byla zahajena te-
rapiel. linie imatinibem. Pro suboptimalni efekt 1é¢by
po 13 mésicich pokracoval pacient terapii II. linie nilo-
tinem se stabilni hlubokou molekularni remisi. Po 13
meésicich byla muta¢ni analyzou pti nartistu transkrip-
tu BCR-ABL prokazana mutace T3151. DoSlo postupné
ke ztraté molekularni , cytogenetické i hematologické
remise i po vysazeni tyrozinkinazovych inhibitort a pti
terapii maximalnimi davkamiINF. Byl zaznamendn az
vyvoj v akcelerovanou fazi CML s nutnosti kombinace
s HU a kratkodobé s dasatinibem. V tomto obdobi byla
zahdjena terapie ponatinibem s inicialni davkou 30
mg na den a pii cytopenii byla davka jesté prechodné
kratce snizovana. Dale pokracoval davkou 30 mg a pri
normalizaci krevniho obrazu byla 1é¢ba plné davkova-
na na 45 mg. Pfi této davce se objevila dermatologicka
toxicita grade 2. Dale byla proto ponechana pti prabéz-
ném poklesu transkriptu BCR-ABL davka 30 mg na den.
Terapie byla velmi dobfe tolerovana, bez ischemickych
komplikaci ¢i jinych projevi toxicity. Pacient dosahl
opét kompletni hematologické, cytogenetické a i velké
molekularni remise dle monitorace BCR-ABL. Mutace
T 3151 vSak persistuje. Toto kazuistika dokumentuje
velice tispéSnou a dobte tolerovanou terapii pontaini-
bem, bez vyskytu vaznéjsich komplikaci 1é¢by. Toto je
podminéno pravidelnym sledovanim pacienta, Gpra-
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vou davkovani a event. konkomitantni profylaktickou
terapii vzniku ischemickym komplikaci. Terapie po-
natinibem (Iclusigem) patfi nyni dle SPC mezi terapie

2. a 3. generace u pacientll CP CML. Uhrada je zatim
dostupna na zakladé zadosti dle paragrafu 16 u zdra-
votni pojistovny.

TRANSPLANTACE

P30/2965. PRVNi AUTOLOGNI PODANI
PROMYTYCH HEMATOPOETICKYCH
KMENOVYCH BUNEK (HSC) POMOCI

SEPAX 2 PACIENTOVI S TEZKYM
POSKOZENIM LEDVIN

Adamusova L., Koristek Z., Smejkalova J., Vrublova
P., Grebenicek L., Michalikova M., Hajek R. (Klinika
hematoonkologie, Fakultni nemocnice Ostrava; Lékarskad
fakulta, Ostravska univerzita, Ostrava)

Uvod: PIné automatizovany pfistroj Sepax 2 (Biosafe,
Svycarsko) patfi mezi nejmodernéjsi systémy pouZivané
pro promyti kryoprezervovanych hematopoetickych
kmenovych bunék (HSC). Diky specificky vytvorenému
programu SmartWash dochézi k efektivnimu promyti
transplantatu s minimalnim vlivem na kvalitu a po-
Cet pfevadénych progenitor krvetvorby. Promyvani
transplantatd s sebou prinasi mnohé vyhody pro pa-
cienta: odstranéni DMSO a toxicity s nim spojené,
snizeni objemu podavanych transplantati, moznost
podani transplantatu bez nutnosti vyuzit centralni Zilni
katetr, vyrazné snizeni toxicity pro pacienty s renalnim
selhanim. Kazuistika: Jedna se o 43letého pacienta,
u néhoz byla v roce 2011 diagnostikovana amyloidé-
za s viceCetnym postizenim organt (ledviny - tézky
nefroticky syndrom 15 g/l a rendlni insuficience, srdce,
rektum, jatra, polyneuropatie). V dobé indikace vyso-
kodavkované chemoterapie s autologni transplantaci
HSC byl nemocny po 3 liniich 1é¢by (VMP, tedy borte-
zomib, melfalan, prednison; CD, tedy cyklofosfamid,
dexametazon; RD, tedy lenalidomid, dexametazon),
kterou absolvoval na jiném pracovisti, nemoc i pfesto
progredovala. Pacient v té dobé jiz s terminalnim re-
nalnim selhanim s anurii, v chronickém dialyza¢nim
programu. Transplantat ziskan po mobilizaci G-CSF 10
ug/kg/den, pro nedostatecné vyplavovani (poor mobili-
zer) nutné posileni mobilizace plerixaforem. Béhem 4
aferéz ziskan bezpecény transplantat, celkem 2,07x10x6
CD34+ bunék/kg, z technickych davodi (koncentrace
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leukocytll) bylo nutné transplantat zamrazit v celkem
12 kryovacich. Pfed vysokodavkovanou chemoterapii
jeSté podany 4 cykly VID (bortezomib, thalidomid,
dexametazon). V fijnu 2015 byl za plné podptrné péce
podan melfalan v davce 100 mg/m2 (redukce s ohledem
na rendlni selhani). Prvnich 6 vaki s transplantatem
(celkem 1,13x10x6 CD34+ bunék/kg) bylo podano ve dvou
dnech, vzdy s naslednou dialyzou, a bylo provazené po-
lymorfnimi nezddoucimi t¢inky, z nichz vét§inu bylo
mozné pripsat toxicité DMSO: kolisani tlaku, drazdéni
v krku, pachut v Gstech, buseni srdce, svirani na pr-
sou, slabost a teplota. Zbytek transplantatu, 0,94x10x6
CD34+ bunék/kg, obsazeny v celkem 6 kryovacich bylo
se souhlasem pacienta promyto bez komplikaci pomoci
pristroje Sepax 2. Vysledkem bylo odstranéni DMSO
a vyznamna redukce objemu transplantatu, ze 720 ml
na 200 ml. Podani promytého transplantatu se obeslo
bez projevli nezadoucich uc¢inkti DMSO a bylo velmi
dobrte tolerovano. Dalsi potransplanta¢nim pribéh
nebyl zatizen vyznamnymi komplikacemi, restituce
krvetvorby byla rychla a uplna (leukocyty > 1x10x9/1
den +11, granulocyty > 0,5x10x9/1 den+12, trombocyty
> 20x10x9/1 bez substituce den +14). Zavér: V pribéhu
roku 2015 byla na naSem pracovisti zavedena moderni
metoda promyvani rozmrazenych hematopoetickych
kmenovych bunék pomoci ptistroje Sepax 2. Validace
potvrdily, Ze se jedna o metodu tcinnou a spolehlivou
co se do zachovani mnozstvi a vitality hematopoeticych
progenitort tyCe. Vzapéti se ndm naskytla moznost si
vyhody této metody ovéritiv praxi u prvniho pacienta,
kterému jsme promyté transplantaty mohli podat.
Zdravotni stav pacienta, zejména jeho vyznamné po-
Skozeni ledvin, bylo prvni indikaci k co mozna nejvétsi
snaze o snizeni zatiZzeni ledvin a celého organismu né-
kolikanasobnymi transplantacemi. Diky pfistroji Sepax
2 jsme toho mohli docilit jak vyznamnym snizenim
objemu podavaného transplantatu, tak odstranénim
toxického vlivu DMSO, bez toho aniz bychom ovlivnili
kvalitu podavaného autologniho $tépu.



