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Shornik abstrakt

SYMPOSIUM ON ADVANCES
IN MOLECULAR HEMATOLOGY -
MYELOID MALIGNANCIES

1341

Heterogeneity of myeloproliferative
disorders: genetic basis, clonal complexity,
and implications for therapy

R. Jdger, D. Olcaydu, T. Berg, H. Gisslinger, R. Kralovics
Center for Molecular Medlicine, Austrian Academy of Science
Vienna, Austria; Department of Internal Medicine I, Medical
University of Vienna, Vienna, Austria

A number of oncogenic somatic mutations have been
identified in myeloproliferative disorders (MPD) in the past
few years. Among these JAK2-V617F is the most frequent,
followed by mutations of the thrombopoietin receptor
(MPL-W515L, MPL-W515K) and JAK2 exon 12 mutations.
In addition, deletions on chromozomes 20q (del20q)
occur frequently in MPD and other myeloid malignan-
cies. To explore the genetic aberrations present in MPD
patients at higher resolution than offered by classic cyto-
genetics, we performed microarray karyotype analysis in
a series of patients with variable presence of JAK2 and
MPL mutations. About half of the analyzed patients
exhibited loss of heterozygosity (LOH) in at least one
chromozomal region. Several patients had complex karyo-
types with two and more regions with LOH. Uniparen-
tal disomy on chromozomes 9p, 1p, and 14q represent-
ed the largest proportion of LOH detected followed by
deletions on chromozome 13q, 20q, 12p, and 7q. To vali-
date the presence of these defects, we performed LOH
analysis in a cohort of 400 MPD patients and deter-
mined the frequency of these aberrations. The presence

of genetic markers (LOH) in individual patients offers an
opportunity to decipher the clonal composition of the
stem/progenitor and terminally differentiated cell com-
partments. To determine the clonal composition of pro-
genitor cells, we genotyped individual clones of BFU-Es
and CFU-GMs in a series of 20 patients. We observed
a remarkable clonal heterogeneity at the progenitor cell
level. The presence of clonal heterogeneity in MPD has
profound implications for therapeutic strategies since
development of therapy resistance may simply be a mat-
ter of selection of clones least susceptible for myelosup-
pressive effects of drugs. In fact, we observed changes in
the clonal composition of patients treated with interferon
alpha. In one patient a selection of a clone positive for
del20q and homozygous for MPL-515L was observed
and linked to acquisition of interferon alpha resistance.
In summary, our results provide evidence of the genetic
heterogeneity of MPD and demonstrate how this hetero-
geneity affects the outcome of myelosuppressive therapy.

1342

The role of JAK2-V617F oncogenic
mutation in thrombosis associated with
myeloproliferative disorders

A. Strehl, D. Olcaydu, H. Gisslinger, R. Kralovics
Center for Molecular Medicine, Austrian Academy of Science
Vienna, Austria; Department of Internal Medicine |, Medical
University of Vienna, Vienna, Austria

Thrombosis is the most frequent complication in myelo-
proliferative disorders that impairs quality of life and
contributes to mortality and morbidity of patients. The
molecular basis of thrombosis in MPD remains unclear.

PS5
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Polymorphisms in coagulation factors (FII-G20210A, FV-
-Leiden) and the V617F mutation of JAK2 gene (JAK2-
-V617F) have previously been shown to associate with
thrombosis in MPD. To address the clinical significance
of JAK2-V617F in MPD thrombosis we studied patients
with the diagnosis of essential thrombocythemia (ET; N = 94)
and polycythemia vera (PV; N = 122) retrospectively ob-
served for clinical variables such as venous and arterial
thrombosis, stroke, myocardial infarction, deep vein
thrombosis (DVT), bleeding, angina pectoris, superficial
venous thrombosis (SVT), and pulmonary embolism. In
ET, JAK2-V617F showed significant correlation with the
presence of DVT (OR 10.08; 95% Cl 1.15-88.49; P = 0.01)
whereas in PV JAK2-V617F mutational load did not asso-
ciate with thrombosis. JAK2-V617F can contribute to
thrombotic risk (i) indirectly through altering the blood
count of patients or (ii) directly through alterations of
platelet function or (iii) both. However, we did not
observe influence of platelet and leukocyte counts and
hematocrit on thrombosis in ET. To explore the second
mechanism, we examined the ex vivo platelet function in
transgenic mice expressing the human JAK2-V617F in
platelets. We observed a mild hypersensitivity to ADP
and thrombin of platelets expressing JAK2-V617F com-
pared to controls. This effect is due to an intrinsic mech-
anism since platelet glycoprotein surface expression was
not affected by JAK2-V617F. Furthermore we show that
a small molecule inhibitor of JAK2 suppresses ADP
induced aggregation in normal human platelets in a dose
dependent manner suggesting the involvement of JAK2
kinase in an G protein coupled receptor pathway (P2Y1
or P2Y12). Our results indicate that JAK2-V617F is
a thrombophilic mutation that significantly contributes
to thrombotic risk in ET most likely by interfering with
platelet function through an as yet unknown biochemical
mechanism.

1334

Aberrant Expression of MicroRNAs

in Myeloproliferative Disorders

H. Bruchovai, M. Merkerova, J. T. Prchal

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; School of Medicine,
University of Utah Salt Lake City, USA; Ustav patologické
fyziologie 1. lékarské fakulty UK Praha

Polycythemia vera (PV) is a clonal hematopoietic stem cell
disorder in which the JAK2-V617F mutation is observed
in > 95 % of patients, but an as yet unidentified process
appears to initiate the clonal expansion of hemato-
poiesis. Because microRNAs (miRNAs) regulate hemato-
poietic differentiation, we hypothesized that dysregula-
ted expression of miRNAs may contribute to pathophy-

P6

siology of PV cells. We performed gene expression profil-
ing in 5 PV patients and 5 controls using CombiMatrix
MicroRNA CustomArray. ANOVA identified deregulated
miRNAs in PV, and their expression was studied in a larger
set of samples by qRT-PCR. The expression of these
miRNAs was also analyzed in other myeloproliferative
disorders (MPDs). We observed down-regulation of let-7a
and up-regulation of miR-182 in PV granulocytes, up-re-
gulation of miR-143, miR-145 and miR-223 in PV mono-
nuclear cells, up-regulation of miR-26b in PV platelets,
and down-regulation of miR-30b, miR-30c and miR-150
in PV reticulocytes. Correlation of miRNA expression
with JAK2-V617F frequency showed positive correlation
with miR-143 and negative correlation with let-7a, miR-30c,
miR-342 and miR-150. Transcript level of predicted tar-
get genes was determined, and over-expression of IRAK2
was detected in all MPD granulocytes and in PV reticulo-
cytes. Abnormally high HMGA2 mRNA was found in
myelofibrosis granulocytes. Our study demonstrates dif-
ferential expression of miRNAs in peripheral blood cells
from MPD patients compared to controls. Our findings
of aberrant expression support the concept that the dys-
regulation of miRNAs may contribute to the pathogene-
sis of MPD.

Supported by 1P01CA108671-O1A2; ROTHL50077-11 and
NR/9236-3 IGA MZD CR.

1325

Achilles’ Heel of Therapy - Resistant Leukemia
Cells: from Proteomics to Molecular Targets
for Elimination of Receptor-Mediated
Apoptosis Resistant Cells

T. Simonova, O. Toman, P. Halada, M. Hilova,

J. Molinsky, P. Klener jr, J. Petrdk, J. 2ivn)’l

Ustav patologické fyziologie 1. lékarské fakulty UK, Praha;
Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; Ustav mikrobiologie
Akademie véd Ceské republiky, Praha

Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) has drawn interest as a new potential anti-tumor
drug. TRAIL induces apoptosis in most cancer cells by
a receptor-mediated apoptotic pathway. Development
of resistance to anti-cancer drugs is the major complica-
tion of any chemotherapy. We used proteomic approach
to identifiy ,weak spots“ of the TRAIL-resistant cells that
could serve as potential molecular targets for their selec-
tive elimination. We derived two phenotypically distinct
TRAlL:resistant cell subclones, P1 and P2 from a popu-
lation of TRAIL sensitive HL60 myeloid leukemia cells.
The expression profiles of TRAIlL:-sensitive and TRAIL
resistant HL60 cells were compared using two-dimen-
sional, polyacrylamide gel electrophoresis in combina-
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tion with mass spectrometry (2D-PAGE/MS). We identi-
fied approximately 50 differentially expressed proteins in
P1 and P2 TRAlIL-resistant subclones compared to
TRAIL-sensitive HL60 leukemia cell line. We focused our
attention to two-fold expression decline of two proteins
essential for replication and DNA repair in P1 cells and
more than six-fold decreased expression of adenosine
deaminase in P2 cells. We hypothesized that decline of
DNA repair/replication proteins, MCM7 and RPA7, can
make the TRAIL-resistant P1 cells vulnerable to etoposide
and partial deficiency of adenosine deaminase can make
the TRAIL-resistant P2 cells vulnerable to adenosine or
vidarabine. We tested these hypotheses in series of in vitro
experiments, using proliferation and apoptosis assay,
with TRAIL-sensitive HL60 cells, P1 and P2 TRAIL-resis-
tant HL60 subclones exposed to increasing doses of
adenosine, vidarabine, and etoposide. Both hypotheses
were confirmed, P1 cells are highly vulnerable to etopo-
side, whereas P2 cells are significantly more sensitive to
adenosine or vidarabine, compared to TRAlL-sensitve
cells and the other TRAIL-resistant subclone. We used
conventional proteomic approach to identified molecu-
lar targets for elimination of TRAlL-resistant leukemia
cells. Proteomics-based hypotheses were successfully
tested and confirmed in cell assays.

Supported by MZCR/UHKT 023736, LCO6044, MSM
0021621806, and IGA MZ NR8317, NR8930.

1340

Immunomodulatory effects of novel tyrosine
kinase inhibitors

S. Mustjoki

Department of Medicine — Div. Hematology, Helsinki University
Central Hospital Helsinki, Finland

Tyrosine kinases are a large group of enzymes which have
a pivotal regulatory role in the growth and differentia-
tion of all normal cells in the human body. Targeted inhi-
bition of the oncogenic BCR-ABL tyrosine kinase by
small-molecule inhibitors (TKI) has profoundly changed
therapy of chronic myeloid leukemia (CML). Imatinib is
well tolerated and has few significant side-effects, as it
predominantly only targets cells with the mutated
kinase. However, the inhibition profile of many 2nd gen-
eration TKls is much broader and includes kinases not
inhibited by imatinib. This may be therapeutically advan-
tageous, but as long-term effects on normal cells are
largely unknown, significant side-effects may emerge.
Dasatinib, for example, inhibits Src kinases, which have
important function in immunology. We have recently
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observed a massive clonal expansion of cytotoxic LGL
(large granular lymphocyte) cells in blood of several CML
and acute lymphoblastic leukemia patients during dasa-
tinib therapy. A detailed analysis of our patient material
showed that LGL lymphocytosis is a massive clonal
expansion of cytotoxic T- or NK-cells, which occurs pre-
dominantly in patients carrying the HLA A2 allele. In
addition, the data indicated that the expansion of
immune effector cells was linked to autoimmune reacti-
vity (“LGL-versus-host”), such as colitis or pneumonitis,
as accumulation of clonal T/NK-cells was also observed
in the respective target organs. Furthermore, several
patients with advanced, poor prognosis leukemia
achieved long-lasting complete molecular responses to
dasatinib, thus strongly suggesting an antitumor effect of
the cytotoxic cells (“LGL-versus-leukemia”). By inhibiting
non-BCR-ABL kinases in immune effector cells, dasatinib
may induce a reversible state of autoimmune reactivity
resulting in host organ damage and in enhanced anti-
leukemic control, both driven by cytotoxic T/NK LGL
cells. Dasatinib-induced lymphocyte expansion has also
broader significance in the field of oncology. It shares
striking similarities with LGL leukemia, which is a dis-
tinct, rare disease entity with close links to autoimmune
phenomena and an unknown molecular pathogenesis.
We postulate, that dasatinib could be a valuable tool in
uncovering the pathogenesis of LGL lymphoprolifera-
tion, putatively related to loss of function mutations in
kinases targeted by the drug.

VARIA

1326

Doporucené postupy v lécbé

invazivnich mykéz

J. Haber, Z. R&cil

1. interni klinika hematoonkologie 1. lékarské fakulty UK a VFN
Praha; Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU
a FN Brno, pracovisté Bohunice

Na zédkladé klinickych studii zalozenych na dikazech do-
Slo k rozsiteni moznosti 1é¢by invazivnich mykdz. Antimy-
kotikem 1. volby Iécby invazivni aspergilézy z(istava nadé-
le vorikonazol, 2. linie je vedle ABLC a kaspofunginu roz-
sitena o posakonazol. Volba antimykotika 1. linie 1é¢by
invazivni kandidézy a kandidemie zdlezi na klinickém sta-
vu nemocného; v tézSich ptipadech jsou lékem volby
echinokandiny (kaspofungin a nové anidulafungin, mica-
fungin), ev. lipidové formy amfotericinu B (ABLC). Fluko-
nazol je vyhrazen pro ,stabilizované® pacienty.

P7
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1210

Vyznamna slizni¢ni toxicita v oblasti dutiny
ustni v ramci alogennich transplantaci
krvetvornych bunék po nemyeloablativni
pripravé fludarabinem a melfalanem

S. Vokurka, J. Skardov4, K. Steinerova
Hematologicko-onkologické oddéleni FN Plzeri

Uvod: Alogenni transplantace krvetvornych bunék s re-
dukovanym nemyeloablativnim p¥ipravnym rezimem
jsou vhodnou alternativou pro starsi a predlécené pa-
cienty z diivodu celkové niz§i toxické zatéze. Mukozitida
dutiny ustni (MDU) jako charakteristickd komplikace
transplantaci s klasickou neredukovanou myeloablativni
pFipravou viak byvd pozorovdna také u pacient(i po ne-
myeloablativni pfipravé s fludarabinem a melfalanem
(Flu/Mel).

Cil: Ovéfit a porovnat vyskyt a charakteristiy MDU po
alogennf transplantaci krvetvornych bunék s nemyeloab-
lativni pFipravou Flu/Mel a po myeloablativni Bu/CY2
(+ ATG).

Metodika: Prospektivni sledovani parametrtt MDU - vy-
skyt, tize, ndstup a trvani. Hodnoceni tize MDU dle
WHO kritérii. Porovndni charakteristik souborti s vyuzi-
tim Mannova-Whitneyova, Fisher a t-test (GraphPad
InStat, Statistica Software).

Soubor: V dobé od ledna roku 2005 do prosince roku
2007 bylo zafazeno 71 pacient( alogenné transplantova-
nych po pripravé Flu/Mel (fludarabin 30 mg/m?/den
vden -5 az-2, melfalan 140 mg/m*/den v den -1) a 32 pa-
cientdl s pfipravou Bu/CY2/+ ATG (busulfan 4 mg/kg/den
v den -9 az -6, cyklofosfamid 60 mg/kg/den v den
-5 az-4).

Vysledky: Flu/Mel vs Bu/CY2/+ ATG: vék medidn 56 (23-68)
vs 37 (20-68; p = 0,0001), pohlavi zeny 49 % vs 41 %
(p = 0,5), darce HLA identicky 79 % vs 71 % (p = 0,45),
obsah CD34+ bunék ve stépu 4,9 (1,6-15,2) vs 5,0
(2,2-22,8; p = 0,97), rozvoj a pritomnost MDU 88 % vs
97 % (p = 0,01), MDU st. 3-4 dle WHO 43 % vs 41 % (p =
= 0,65), maximalni stuperi tize MDU median 2 (1-4) vs
2 (1-4; p = 0,51), vyskyt rozvoj MDU po transplantaci od
dne 6 (2-10) vs 5 (2-13; p = 0,21), MDU trvani dni
12 (1-34) vs 10 (2-31).

Zavér: MDU po nemyeloablativni pfipravé Flu/Mel se ve
srovnani s klasickou myeloablativni pfipravou Bu/CY
(+ ATG) vyskytuje sice signifikantné méné, nicméné kli-
nicky je jeji cetnost velmi vyznamna. Zakladni charakte-
ristiky MDU ve smyslu jeji tize a trvani jsou pak prakticky
srovnatelné v obou skupindch.

P8

Diskuse: S ohledem na postiZeni sliznic dutiny dstn{ ne-
Ize alogennf transplantaci s redukovanou nemyeloabla-
tivni ptipravou Flu/Mel povazovat za mélo zatézujici.
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Pouziti rituximabu v terapii refrakterni
autoimunni trombocytopenie:

vlastni zkusSenosti

A. Hlusi, T. Papajik, T. Szotkowski, J. Vondrakova,

R. Zbotilova, L. Starostova, V. Kréova
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Uvod: Standardni imunosupresivni postupy nejsou pfi
|é¢bé pacientl s autoimunitni trombocytopenii u ¢asti
pacient( efektivni. Terapie téchto refrakternich pacientd
pak predstavuje vyznamny medicinsky problém. V po-
slednich letech pfibyvd pozitivnich zkusenosti s pouzitim
monoklondlni protilatky anti-CD 20 (rituximab) u této
skupiny nemocnych. Efekt rituximabu je pfi¢itdn B-bu-
nécné depleci a eliminaci autoreaktivniho klonu. V od-
bornych doporucenich se indikace k podani rituximabu
presouvd mezi standardné uzivané éky.

Soubor pacientii: Analyzujeme vysledky terapie rituxima-
bem v souboru 15 pacientl s autoimunitni refrakternf
trombocytopenii. U 9 ptipadi se jednalo o idiopatickou
trombocytopenickou purpuru (ITP), u zbylych 6 pacient
8lo o sekunddrni autoimunitni trombopenii pfi B-CLL. Ve
viech pfipadech $lo o nemocné dfive 1é¢ené nékolika mo-
dalitami imunosupresivni terapie véetné splenektomie.
U 2 pacientl byla lé¢ba rituximabem pro recidivu
trombopenie aplikovdna 2krat.

Metoda: Nemocnf byli |é¢eni rituximabem (MabThera)
v ddvce 375 mg/m’ intraven6zné s pldnem podani 4 cykld
v tydennich intervalech. Hodnocena je lécebnd odezva,
doba do odezvy, délka jejiho trvani a tolerance é¢by.
Vysledky: U 4 podéni rituximabu byla dosaZzena kom-
pletni remise (CR, Tr > 100 x 10°/1) s primérnym trvanim
14,5 mésice, u 4 podani bylo dosazeno parcidlni remise
(PR Tr> 50 10°/1) s prdmérnym trvanim 2 mésice, u 4 bylo
dosazeno minimalni odezvy (MR, vzestup Tr nad vychozi
hodnoty, ale Tr < 50 x 10°/1), u 5 podani nebyl efekt po-
zorovdn. Primérnd doba do dosaZeni odezvy byla
3,75 tydne. V 1 pfipadé doslo pfi anamnéze ICHS ke
vzniku infarktu myokardu v den aplikace léku a CR bylo
dosazeno jednou aplikaci, u 1 pacienta doslo p¥i ana-
mnéze silné imunosupresivni predlécenosti ke vzniku
mozkového abscesu. U ostatnich subjektt byla tolerance
|é¢by velmi dobra.
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Zavér: Nase zkusenosti potvrzuji dobry terapeuticky po-
tencidl rituximabu u pacient( s autoimunitni trombope-
nif rezistentnich na predchozi imunosupresivni terapii.

1198

Monitorovani terapie antagonisty

ADP receptoru (P2Y12) pritokovou
cytometrii u pacientti s koronarnim
syndromem pied planovanou perkutanni
korondrni intervenci

I. Marinov, Z. Motovska, |. Maresova, P. Pali¢kova,
L. Pucelikovd, J. Pauerovd, A. Luxovd

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; Ill. internf
kardiologickd klinika 3. lékar'ské fakulty UK a FN Krdlovské
Vinohrady Praha

Uvod: K minimalizaci trombotickych komplikaci po
perkutdnni korondrni intervenci (PCl) u pacient( s koro-
narnim syndromem (CAD) se pouZivd dvojkombinace
klopidogrel (thienopyridin 2. generace) s aspirinem. Efekt
klopidogrelu je zavisly na dédvce a ¢asovém intervalu po
aplikaci, navic vykazuje vyznamnou individualni variabilitu.
Cil: Stanovit optimdlni termin podani tdvodni davky klo-
pidogrelu (600 mg) u pacienti s CAD pred planovanou
PCl pro maximalnf{ inhibici trombocyt(l, stanovenou pri-
tokovou cytometrii.

Material a metody: Monitorovani efektu klopidogrelu
bylo provadéno flow-cytometrickou analyzou VASP fosfory-
laci (VASP/P2Y12, Biocytex) stanovenim tzv. indexu trombo-
cytdrni aktivity (platelet reactivity index - PRI). PRI byl stano-
ven u 25 kontrolnich pacientd a 105 pacientl s CAD pred
a 12, 28, 36, 60, 84 a 108 hod po aplikaci klopidogrelu.
Vysledky: Vychozi (bez aplikace klopidogrelu) PRI je vy3si
u pacientd s CAD ve srovnani s kontrolni skupinou
(p = 0,061). PRI se vyznamné nelisi mezi skupinami se
stabilni CAD a medikamentézné stabilizovanym NSTE
akutnim koronarnim syndromem (p = 0,74). Individualn{
variabilita PRI v kontrolni skupiné a skupiné pacientd
pred aplikaci léku byla nizka, zatimco vyznamna po apli-
kaci dvodni davky klopidogrelu (p < 0,001). Klesajicf
trend PRI byl pozorovan do 28 hod po aplikaci [éku. Vy-
znamnd inhibice trombocytd byla pozorovana po 12 hod,
kdy 63 % pacientd mélo PRI < 50 % (45,4 %, priimér 44,8 %,
95% Cl 40,23-49,41), maximalni efekt tivodni davky byl
vsak pozorovan po 28 hod, kdy 2/3 pacientl mélo PRI
< 50 % (primér 36 %, median 33 %, 95% Cl 29-43). In-
dividudlni variabilita se ¢asem nemeénila (SV 23 %). Inhi-
bice trombocytl po jednotlivé davce klopidogrelu trvala
4 dny, normalizace PRI (> 50 %) byla pozorovédna 5. den
(pramérni PRI po 108 hod - 53,16 %).
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Zavér: Stanoven{ VASP fosforylace pritokovou cyto-
metrif se v soucasné dobé jevi metodou volby pro moni-
torovani terapie antagonisty ADP. Efekt jednotlivé, dvodni
davky klopidogrelu (600 mg) se vyznamné projevuje po
12 hod, maximalni efekt inhibice trombocytl nastavd po
28 hod, aniz by riziko krvécivych projevt presahovalo ri-
ziko vzniku trombotickych komplikaci.

1226

Vysetteni vybranych funk¢nich testt

primarni hemostazy u nemocnych s esencialni
trombocytémii pred zahajenim lécby

M. Penka, J. Kissova, A. Bulikova, L. Horakova,

J. Zavrelova, T. Pavlik, L. Dusek

Oddéleni klinické hematologie FN Brno, pracovisté Bohunice;
Institut biostatistiky a analyz Lékarské fakulty MU Brno

Uvod: Krvéceni a trombdza jsou nejéastéjéimi symptomy
myeloproliferativnich chorob, pFedeviim v pfipadech
trombocytemie, at jiz esencidlni, &i provézejici dalsi mye-
loproliferace. Tyto projevy v8ak nejsou zdvislé jenom na
zvySeni poctu krevnich desticek, ale na fadé dalsich okol-
nosti, jako je pocet bilych krvinek, vrozend ¢i ziskana
trombofilni dispozice, nebo naopak sklon ke krvécent z ji-
nych pticin (napt. von Willebrand(iv syndrom). Vyznamny
vliv ma také soubéznd |é¢ba nemocnych. Je proto nanej-
vyse nutné vysetfit zminéné nemocné v souvislosti s jejich
symptomatologii v $irSim rozsahu a k nému pat# i vyset-
feni funkénich parametr(i desticek.

Metoda: V letech 2004-2007 jsme vy3ettili pred zahdje-
nim lé¢by 77 nemocnych. Spektrum vySetfeni obsahovalo
krom vySetteni poctu krevnich desticek i vySetfeni agregace
dle Borna po indukci ADP, kolagenem, vy3eteni PFA-100
(kolagen/epinefrin) a imunocytologické vysSetteni destic-
kovych markerd.

Vysledky a interpretace: Priimérna hodnota krevnich
desticek ¢inila 758,7 + 338,7 x 10°/, primérnd hodnota
agregace po ADP 42,53 + 27,05 % a PFA-100 338,78 =
* 71,07 s. U nemocnych s poc¢tem desticek presahujicim
1 000 x 10%I byla zjisténa hodnota agregace 49,42 +
+ 2419 % a PFA-100 170,07 + 69,71 s. Pri vySetreni
desti¢kovych povrchovych znakl nebyly zjistény patolo-
gické hodnoty a nalez kolisal v normalnich rozmezich.
U nemocnych s vy8sim poctem desticek jsou funkéni de-
fekty vyjddieny nekonstantné. V kazdém ptipadé jsou
u nemocnych s poruchou funkce desticek pozorovany
krvdcivé projevy castéji (11/20) nez u nemocnych bez z4-
vaznéjsich zmén ¢i celého souboru (20/77)

Zavér: Na zdkladé provedenych vysetrenti |ze konstatovat,
ze pred zahdjenim écby jsou zjistovany funkéni zmény
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desticek, které se mohou podilet na vzniku klinické symp-
tomatologie, predeviim krvdceni. K objasnéni jejich vy-
znamu je vhodné jejich dalsi studium.

MNOHOCETNY MYELOM 1

1344

Soucasné postaveni zobrazovacich metod

v diagnostice a klasifikaci mnohocetného
myelomu

V. S¢udla, M. Hefman, M. Myslivecek,

J. Hrbek, J. Zivna

I1l. interni klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Radiologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Klinika nukledrni mediciny Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Hematologické oddéleni nemocnice Hranice

Mezi zakladni SWOG i IMWG 2003 diagnostickd, Du-
rieova-Salmonova stratifikaéni kritéria i prognostické
ukazatele mnohocetného myelomu (MM) patfi projevy
myelomové kostni nemoci. V soucasnosti jiz nelze pova-
Zovat za ,zlaty standard“ pouze klasické vySetteni axial-
niho skeletu s pomoci konvenéni radiografie, i kdyz jde
i naddle o screeningové vysetfeni u nové diagnostikova-
nych nemocnych. Jeho validita je podstatné vyssi u chro-
nickych forem choroby, zejména p¥i detekci osteolytického
postizen{ kalvy a komprese obratlovych tél. Vypocetni to-
mografie (CT) se vyznacuje citlivym zobrazenim destruk-
tivnich zmén v oblasti kompaktni kosti, jeji slabinou je
znazornéni kostni drené. Doménou vySetfeni magnetic-
kou rezonanci (MRI) je ¢asné rozpozndni zmén v kostnf
d¥eni, zobrazenf struktur pateiniho kandalu a prikaz extra-
meduldrni, zejména epidurdlni propagace myelomovych
mas, k ptinosu pat# nové i moznost celotélového vyset-
feni. Vyhodou *"Tc-MIBI scintigrafie je vedle celotélové-
ho vySetfeni a dobré senzitivity v hodnocenfi biologické
aktivity myelomového procesu i monitorovani stupné é-
¢ebné odezvy. Vyznaénym pokrokem je FDG-PET/CT vy-
Setfeni umoznujici celotélovou, a to i extraosedlni detekci
myelomového procesu, v pripadé skeletu jesté pred roz-
vojem strukturdlnich zmén, pfi¢emz citlivost a specifitu
této hybdridni metody zvySuje soucasné CT vysetreni. K je-
jim vwhoddm patf{ i moznost monitorovani lé¢ebné odezvy
véetné progrese Ci relapsu nemoci. Pro peclivé vySetfeni
myelomové kostni nemoci v ramci bézné klinické praxe
Ize tedy v soucasnosti doporucit p¥i diagnéze MM kom-
binaci FDG-PT/CT, RTG vy3etteni skeletu a MRI patefe.
Podpora IGA NR 9489-3.
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Hybridni zobrazovani pomoci *F-FDG
PET/CT v diagnostice a sledovani nemocnych
s mnohotnym myelomem a monoklonalni
gamapatii nejistého vyznamu

M. Myslivecek, ). Bacovsky, V. S¢udla, E. Buriankova,
P. Koranda, J. Minarik

Klinika nukledrni mediciny a PET centrum Lékarské fakulty UP
a FN Olomouc; Ill. interni klinika Lékarské fakulty UP a FN
Olomouc

Cile: Zhodnotit pfinos hybridniho zobrazovani pomoci
®F-FDG PET/CT v diagnostice a sledovani pacient
s mnohotnym myelomem (MM) a monoklonalni gama-
patii nejistého vyznamu (MGNV).

Materidl a metodika: Do studie bylo zafazeno celkem
117 pacientdl, 96 s MM a 21 s MGNV. Ze skupiny pacient(
s MM bylo 20 nové diagnostikovanych, 66 pacientt bylo
vySetreno s laboratornim a klinickym podezifenim na relaps.
Nemocni s MM byli rozdéleni do 2 skupin, na asympto-
maticky myelom (stadium 1) a symptomaticky myelom
(stadium Il a Ill), ktery vyzadoval chemoterapii. Aktivita
onemocnéni byla posuzovédna dle biochemickych markerd
aktivity, rozsah dle dostupnych zobrazovacich metod (kon-
venéni radiografie, *"Tc-MIBI scintigrafie, MRI). *F-FDG
PET/CT vySetteni bylo provddéno po 6hodinovém la¢néni
po i.v. aplikaci 400 MBq "“F-FDG/70 kg hmotnosti pa-
cienta. PET/CT nalezy byly hodnoceny jako N (normalnf),
D (difuzni), F-FD (loziskové nebo loziskové + difuzni).
Vysledky: Z 20 pacient( s nové diagnostikovanym MM
byli 4 ve stadiu | (asymptomaticky MM) a 16 ve stadiu Il
a lll (symptomaticky MM). Ze 4 pacientt ve stadiu | méli
3 N-typ PET/CT nélezu, 1 F-typ, zatimco z 16 pacientd ve
stadiu Il a lll vykazovalo 14 D a 2 F-FD typ ndlezd.
PET/CT vy3etieni prokézalo o 20 % vice |ézi ve skeletu nez
konven¢ni radiografie. Navic detekovalo vice extramedu-
larnich lozisek (22) nez *"Tc-MIBI (3). U nemocnych vy-
etfovanych s podezfenim na relaps potvrdila PET/CT re-
laps v 80 %. Vysledky provedeného PET/CT ovlivnily tera-
peuticky postup ve 20 % pt¥ipadi (indikace radioterapie
a chemoterapie). Ve skupiné pacientti s 21 MGNV zazna-
menalo FDG-PET/CT vysetii prechod do MM u 3 pacient(
s typem ndlezu F-FD.

Zavér: *F-FDG PET/CT se jevi jako velmi cennd metoda
v detekci meduldrnich a extramedulérnich lézi MM, akti-
vity onemocnéni a v uréenf jeho rozsahu béhem jediného
vySetteni. Je presnéjsi v primdrni stagingu choroby nez
konvenéni radiografie a spolehlivé detekuje relaps choroby.
Vysledky vySetfeni mohou ovlivnit terapeuticky postup.
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PET/CT m0ze rovnéz prispét k ¢asné detekci transforma-
ce asymptomatickych forem (MGNV, MM stadium ) ve
formy agresivnéjsi s nutnosti terapie.

Prdce podporena grantem IGA MZ CR NR/9484-2.
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Molekularné-cytogenetické mapovani oblasti
1q u relabujicich a progredujicich pacientt

s mnohocetnym myelomem

J. Balcarkova, H. Urbankova, V. S¢udla, M. Holzerova,
J. Bacovsky, J. Hanzlikova, ). Kropackova, 1. Prekopova,
K. Indridk, M. Jaro$ova

Hemato-onkologickd klinika Lékar'ské fakulty UP a FN Olo-
mouc; Il interni klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je plazmocelularni
maligni onemocnénf, kterému miize predchazet mono-
klonalni gamapatie (MGUS) nebo doutnajici myelom
(SMM). Presny mechanizmus vzniku a progrese nenf znamy
a predpoklada se, Ze se jednd o mnohastupriovy proces,
zahrnujici genomickou instabilitu jako moznou pFicinu
klonalniho vyvoje. Cytogenetické a molekuldrné cytoge-
netické studie odhalily opakujici se chromozomové zmény
prognostického vyznamu, z nichz delece chromozomu
13q, hypodiploidie a translokace t(4;14) jsou spojeny se
$patnou progndzou. Dalsi, éasto se opakujici chromozo-
movou zménou, je zmnozeni genetického materidlu na
chromozomu 1q, a to ve formé izochromozomu 1q, du-
plikace, nebalancované nebo jumping translokace vysky-
tujici se az u 45 % nemocnych s MM. Bylo pozorovéno,
Ze zmnozeni 1q je ¢asté u pokrocilych stadiif MM, a proto
mUZe byt spojeno s progresi choroby. Predpoklada se, ze
geny lokalizované v nej¢astéji zmnozené oblasti 1921, jako
CKS1B, PDZK1, BCL6 a dalsi, se mohou na vyvoji MM
podilet.

Cilem prace bylo urceni minimalni zmnoZené oblasti
chromozomu 1q pomoci metod molekularni cytogene-
tiky - FICTION, CGH a arrayCGH u 30 relabujicich a pro-
gredujicich pacientd s MM. Soubor tvotilo 14 muzi
a 16 zen (median véku 63 let).

Metodika: Metoda FICTION s lokus specifickymi sonda-
mi 1g21/1p36, IgH, RB1, t(4;14), t(11;14) centrome-
rickymi sondami pro chromozomy 7, 9, 11, 15 a 17 byla
pouzita k standardnimu vy3etfeni. Metoda arrayCGH
s ¢ipem K3 obsahujicim ~ 3 500 BAC/PAC klont a me-
toda CGH byly pouzity u 5 vybranych pacientd. Metoda
FICTION s BAC sondami pro geny SF3B4, BCL9, IRTAT,
ASPM a ARF1 byla pouzita u pacient( s prokdzanym zmno-
Zenfm 1921 pro uréeni minimalni zmnoZené oblasti 1q.
Vysledky: Metodou FICTION bylo zmnozZeni kopii ob-
lasti 1921 nalezeno u 14 (47 %) z 30 pacientdl. Metodou
arrayCGH a CGH u 5 vybranych pacientl bylo zjisténo

Vnit# Lék 2008; 54(5)

XXIl. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni Géasti, Olomouc, 28.-30. 5. 2008 - abstrakta

zmnozeni celého dlouhého ramene chromozomu 1. U os-
tatnich pacientl byl rozsah zmnoZzeni uréen metodou
FICTION s BAC sondami pro vybrané geny. Na zakladé
molekularné cytogenetickych vysledkl 14 pacientl byla
stanovena minimdlni zmnozend oblast. Vysledky byly srov-
nany s klinickymi daty a budou prezentovény.

Prdce je podporovdna grantem MSM 6198959205.
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Prognosticky vyznam **"Tc-MIBI scintigrafie
u mnohocetného myelomu

J. Badovsky, T. Pika, V. Séudla, J. Minatik,

M. Myslivecek

Il. interni klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc; Klinika
nukledrni mediciny Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Cile: Zhodnoceni prognostického vyznamu *"Tc-MIBI
scintigrafie u 99 nemocnych s MM a 18 nemocnych
s MGUS. Byl hodnocen prognosticky vyznam rozdilnych
typt MIBI scintigramd: D - difuzni, F - fokalni, N - nor-
malni ve vztahu k celkovému pfreZiti nemocnych (OS)
a prognostickym faktortim.

Metody: Studie zahrnuje 99 nemocnych s MM a 18 nemoc-
nych s MGUS. *"Tc-MIBI scintigrafie byla provddéna pfi sta-
noveni diagndzy nebo v relapsu onemocnéni. Posuzovali jsme
rozdilné typy MIBI scintigram@i N, D, F a markery aktivity
MM, tj. sérovou hladinou B2M, sTK, CRP, MIG, LDH, Hb, in-
filtrace dfené plazmatickymi burikami a index apoptdzy - Apo
a labeling indexe - LI. Cilem studie bylo analyzovat retrospek-
tivné vysledky MIBI scintigrafie vyjadrené typem scintigramu
ve vztahu k dobé do relapsu (PFS) a celkovému preziti (OS).

Vysledky: Median véku u MM byl 60 let (37-79). Median
véku u MGUS byl 55 let (31-80). Ve skupiné nemocnych
s MM byl zjistén fokalni typ scintigramu - F u 21 nemoc-
nych, OS byl 8,6 mésict. Difuzni typ scintigramu - D
u 58 nemocnych, OS byl 53,1 mésict. Normalnfi typ scin-
tigramu - N u 20 nemocnych, OS byl 73,3 mésic. Byl zjis-
tén signifikantni rozdil v preziti mezi jednotlivymi skupi-
nami nemocnych F, D a N (p > 0,001). Vyznamnym pre-
diktivnim faktorem byla fokalni pozitivita MIBI scintigrafie
(F). Scintigram typu F koreloval s klinickym stadiem Il dle
DS klasifikace i dle IPI. U 18 vy3etfenych nemocnych
s MGUS byl prevazné zjistén normalni typ scintigramu - N,
jen u 2 nemocnych byl zjistén difuzni typ scintigramu - D.
Celkové preziti (OS) této skupiny bylo 78 mésicd.

Zavér: *"Tc-MIBI scintigrafie je cennou metodou celoté-
lového zobrazeni pro nemocné s MM odrazejici aktivitu
onemocnéni, jde o rychlou a levnou techniku zobrazeni,
zvlasté v situacich, kdy PET-CT neni pohotové k dispozici.
Vyznamnym negativnim prediktivnim ukazatelem OS byl
fokalni typ (F) MIBI scintigramu.

Podporeno grantem IGA:NR 9489-3, NR 9225-3.
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Stanoveni volnych lehkych Fetézcii v séru

M. Tichy, V. Maisnar, J. Vavrova, B. Friedecky, R. Hajek
I1. interni klinika Lékarské fakulty UK a FN Hradec Krdloveé;
Ceskd myelomovd skupina Brno

V poslednich 10 letech bylo dosazeno velkého pokroku
v diagnostice a terapii monoklondlnich gamapatif.
Biochemicka laboratorni diagnostika vyuziva stale citli-
véjsich metod, jakymi jsou imunofixacni elektroforéza,
kapilarni elektroforéza a stanoveni koncentrace volnych
lehkych Fetézct imunoglobulinfi. Nase sdélenf je vénova-
no soucasnym laboratornim metoddm stanoveni vol-
nych lehkych fetézcl a zkuSenostem s jejich klinickym vy-
uzitim. N4s vztah k této metodé prodélava typické féze,
které vétsinou provézi (a to nejen v klinice) vSe nové. Od
pocate¢niho az nekritického nadsenf pres Ustup od této
metody az k nynéSimu ptijeti urcéitého systému pro
uplatnéni stanoveni sérovych volnych lehkych fetézct pro
diagnostiku a monitorovani vyvoje a terapie monoklonal-
nich gamapatii. Stdle v8ak zlistava fada nedofesenych, a to
jak klinickych, tak zejména metodickych otdzek, které by
mély byt v blizké budoucnosti objasnény, a tim také velmi
stoupne klinicky vyznam stanoveni volnych lehkych fetézct.
V nasem sdélenf se snazime o vymezeni metodickych problé-
mu pfi stanoveni volnych lehkych fetézcl. Domnivame se, Ze
pravé metodické problémy jsou hlavni pfic¢inou Fady nejas-
nostf pti interpretaci vysledkd. Stanovenf{ volnych lehkych fe-
tézct u monoklondlnich gamapatif je v nékterych konkrét-
nich klinickych situacich ptfinosem, ale bude potieba tiprava
stavajicich ¢ vivoj novych metodik jejich priikazu.
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PFinos fenotypizace plazmocytii v diagnostice
mnohocetného myelomu a monoklonalni
gamapatie nejasného vyznamu

L. KovaFova, I. Buresova, R. Suska, L. Pour,

L. Zahradova, M. Penka, R. Hajek

Oddélent klinické hematologie FN Brno, pracovisté Bohunice;
Lékar'ské fakulta MU Brmo; Univerzitni vzkumné centrum — Ceskd
myelomovd skupina Brno; Intern/ hematoonkologickd klinika
Lékarské fakulty MU a FN Brno, pracovisté Bohunice

Uvod: Vicebarevna priitokova cytometrie je uZitecnym
nastrojem k analyze plazmatickych bunék, jelikoz s do-
statecnou senzitivitou dovoluje stanoveni jejich poctu
a zejména rozliseni na fyziologické a patologické. V této
studii jsme sledovali zastoupeni plazmocyt(i (PC) u osob
s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu (MGUS)
a s mnohocetnym myelomem (MM) s cilem nalézt rozdily
v poctu a fenotypu jejich PC a p¥ipadné také definovat
potencidlni parametr, ktery by obé nemoci od sebe odlisil.
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Soubor pacienti a metodika: Celkem jsme zhodnotili
25 osob s MGUS a 78 nové diagnostikovanych neléce-
nych osob s MM. Skupina osob s MM ddle, pfi klasifikaci
dle kritérii Durie-Salmon, zahrnovala 19 pacientd v . kli-
nickém stadiu onemocnéni (MM I), 14 pacient( v II. kli-
nickém stadiu onemocnéni (MM Il) a 45 pacient v IIl. kli-
nickém stadiu onemocnéni (MM Ill). Kostni dfen byla
inkubovéna s nasledujicimi MoAb: CD38-FITC, CD138-PE,
CD45-ECD, CDS56-PCS5, CD19-PC7. Po lyze byly vzorky
analyzovdny na pratokovém cytometru. Infiltrace v kostnf
dreni byla analyzovana téz morfologicky.

Vysledky: Mezi odlisujici parametry patfi statisticky vy-
znamné nizsi infiltrace kostni d¥ené u monoklondlni ga-
mapatie nejasného vyznamu, at uz stanovena morfolo-
gicky (2,0 vs 11,2 %; p < 0,001), nebo fenotypicky (0,4 vs
3,0 %; p < 0,001). P¥i srovndni s mnohocetnym myelo-
mem je pro monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu
také priznacné vyssi zastoupeni rezidualnich CD19+
plazmocytti (15,0 vs 1,2 %; p < 0,001) a nizsi zastoupenf
patologickych CD56+ plazmocytti (23,6 vs 88,6 %;
p = 0,004) v kostni dreni, pficemz relativni pocet CD19+
PC se jevi jako jednoznacny parametr pro odliseni mo-
noklondlni gamapatie nejasného vyznamu od vsech kli-
nickych stadii mnohocetného myelomu.

Zavér: Analyzou plazmocytil kostni dfené a jejich fenotypo-
vého profilu, zejména stanovenim rezidudlnich CD19+ PC,
muzeme napomoci p#i diferencidlni diagnostice monoklo-
nalnich gamapatif. Do budoucna predpokladdme také moz-
ny vyznam analyzy PC v kostni d¥eni pro prognézu hodnoce-
nych osob a pro studium minimdlni rezidualni choroby.
Podporeno MSMT LCO6027.
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Kompenzuji nové léky vliv cytogenetickych
negativnich prognostickych markerd

u pacientli s mnohocetnym myelomem?
Aktualizované vysledky o rok pozdéji

R. Zaoralova, H. Greslikova, H. Filkova, P. Némec,

J. Smetana, K. Beranova, P. Kuglik, R. Kupska,

A. Oltova, L. Pour, A. Kfivanova, M. Krej¢i, Z. Adam,
J. Smejkalovd, R. Hijek

Ceskd myelomovd skupina — Univerzitni centrum vjzkumu a terapie
myelomii Lékarské fakulty MU, Brno; Oddeélen genetiky a moleku-
Idrni biologie Prirodovédecké fakulty MU Brno; Oddéleni lékarské
genetiky FN Brno, pracovisté FDN JGM; Interni hematoonkologickd
klinika Lékarské fakulty MU a FN Brno, pracovisté Bohunice

Uvod: Mnohodetny myelom (MM) je zhoubné onemoc-
néni zpsobené maligni transformaci B-buriky, jeji klo-
nalnf proliferaci a akumulaci vzniklé populace myelomo-
vych bunék (MB) v kostn{ dfeni. Dilezitym faktorem pfi
stanoven{ progndzy je vyskyt chromozomovych zmén v MB.
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V nasi studii jsme se zaméfili na tyto zmény studované
v MB: del(13)(q14) - gen RB1, t(4;14), del(17)(p13) -
gen p53, gain (1)(q21) - gen CKS1B a hyperdiploidie.
Cilem studie je stanovit jejich prognosticky vyznam u pa-
cient(l [é¢enych p¥ipravkem Velcade (V) nebo Thalidomid (T).
Metodika a pacienti: n = 74 pacient(; |é¢ba kombinovana
sV (n =40) nebo T (n = 34). Vék 64,9 + 9,6 let; 50 %
(37/74) muzt; 65 % (61/74) klinické stadium 1ll; 82 %
(61/74) bez renalnich komplikacf; 82 % (61/74) v 1. nebo
2. relapsu; medidn follow-up 12,8 meésict (95% IS
12,6-17,1). ORR u 61 % (45/74) pacient(. Charakteris-
tiky pacient(i lécenych V nebo T jsou podobné. Detekce
aberaci metodu FISH na separovanych burkdch nebo
clg-FISH na plné kostnf{ dreni.

Vysledky cytogenetickych analyz: del RB1 55 % (39/70),
del p53 16 % (11/68), t(4;14) 37 % (22/60), gain 1q21
61 % (36/59), hyperdiploidie 39 % (15/39). Vsichni pa-
cienti s del p53 méli zaroven del RB1 (p = 0,002). U pa-
cientd s del p53 ve vice nez 50 % bunék se vyskytovala
soucasné del RB1 (p = 0,007). U pacient( s t(4;14) ve vice
nez 50 % bunék se vyskytovala soucasné del RB1 (p = 0,036).
Byl pozorovdn trend k p¥tomnosti t(4;14) u pacientl
s gain 1921 (p = 0,053) a nep¥itomnosti t(4;14) u pa-
cientd s hyperdiploidii (p = 0,054). Sledované klinické
parametry: Celkova lé¢ebnd odezva (ORR), celkové pre-
zitf (OS), ¢as do progrese (TTP, PFS) a trvani lécebné
odezvy (DOR). V souboru viech pacientt jsme prokazali
statisticky vyznamné (p = 0,033) krat$i TTP u pacientl
s gain 1g21 (medidn preziti 11,9 vs 9 mésict). U pacientd
lécenych T méli pacienti s gain 1921 krat$i TTP a PFS
(p = 0,015, medidn nedosazen vs 8,1 mésictl), u pacient(l
lécenych V nebyl pozorovan rozdil.

Zavér: Velcade v kombinované terapii v nasem souboru
na rozdil od Thalidomidu ptekonava vliv nadbyte¢nych
kopii 1g21. Velcade stejné jako Thalidomid prekonavaji
negativni vliv ostatnich sledovanych zmén.

Podporeno Centrem zdkladniho vyzkumu pro monoklondini gama-
patie a mnohocetny myelom, Brno, MU (LC 06027), grantem
MSMT CR (MSM0021622415) a grantem IGA MZ CR (NR9317).

SYMPOSIUM ON MOLECULAR
HEMATOLOGY - LYMPHOID
MALIGNANCIES
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Genetics of t(11;14)-negative mantle cell
lymphoma

I. Wlodarska

Center for Human Genetics, C. U. Leuven, Leuven, Belgium

Mantle cell lymphoma (MCL) is an aggressive B-cell
lymphoma with distinct pathologic and clinical features.
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The genetic hallmark of MCL is the t(11;14)(q13;932)
that leads to a constitutive expression of CCND1 (11q13)
through the action of enhancer elements in the immu-
noglobulin heavy chain locus (IGH) (14g32). CCND1
encodes cyclin D1 that plays an important role in the
G1/S transition of the cell cycle. Although t(11;14)/IGH-
-CCND1 can be detected in nearly all MCLs, rare
t(11;14)-negative or cyclin D1-negative MCL cases have
been published. The genetics of these lymphomas, how-
ever, is poorly understood. We collected and characteri-
zed eight MCL cases lacking t(11;14) or variant CCND1
rearrangement. Immunophenotyping showed that these
cases express either cyclin D1 (two cases), or D2 (two ca-
ses), or D3 (three cases). One case was cyclin D-negative.
Cytogenetics and fluorescence in situ hybridization de-
tected t(2;12)(p11;p13)/IGK-CCND?2 in one of the cyclin
D2-positive cases and t(6;14)(p21;q32)/IGH-CCND3 in
one of the cyclin D3-positive cases. Moreover, we identi-
fied a novel cryptic t(2;14)(p24;q32) targeting MYCN in
two blastoid MCLs: one negative for cyclin D and one
expressing cyclin D3. Interestingly, both cases revealed
expression of cyclin E. Notably, all three blastoid MCLs
showed a monoallelic deletion of RB1 associated with
a lack of expression of RB1 protein, and monoallelic loss
of p16. In summary, this study confirms frequent aber-
rant expression of cyclin D2 and D3 in t(11;14)-negative
MCLs and demonstrates a t(11;14)-independent expres-
sion of cyclin D1 in 25% of present cases. Novel findings
include cyclin E expression in two t(11;14)-negative
MCLs characterized by a cryptic t(2;14)(p24;q32) and
identification of MYCN as a new lymphoma oncogene
associated with a blastoid MCL. Clinically important is
a predisposition of t(11;14)-negative MCLs to the central
nervous system involvement.

1302

Methylation studies of the DLK1-GTL2
imprinted domain in human B-cell
malignancies with IGH-involving interstitial
del(14)(q)

B. Katrincsdkovd, I. Wlodarska, M. George, M. Jarosova,
P. Vandenberghe, L. Michaux, H. Urbankova, H. Takeda,
C. Charlier

Department of Human Genetics, Catholic University,

Leuven, Belgium; Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty
UP a FN Olomouc; Department of Genetics, Faculty

of Veterinary Medicine of Liege, Liege, Belgium

The smallest commonly deleted region mapped in 27 leu-
kemia/lymphoma cases with IGH-involving interstitial
deletion of chromozome 14 [del(14/IGH)] (Pospisilova
et al 2006) harbors the DLK1-GTL2 imprinted domain
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at 14932.31. This domain contains 3 paternally expres-
sed coding genes and a cluster of 46 microRNAs with
a maternal expression controlled by an intergenic differen-
tially methylated region (IG-DMR). Whether any of these
genes play a role of a del(14/IGH) associated tumor sup-
pressor gene (TSG) is unknown. Assuming that a targe-
ted deletion of either a paternally or maternally inherited
chromozome 14 should result in silencing of the respecti-
ve coding or non-coding imprinted genes, we undertook
studies aimed at determination of the parental origin of
chromozome 14 affected by del(14/IGH) in our index ca-
ses. DNA samples from 22 leukemia/lymphoma cases
with del(14/IGH) were available. SNP genotyping, bi-
sulphate conversion, PCR amplification/cloning and bi-
sulphate sequencing of genomic DNA were established
in our study. Genotyping of 3 SNPs located in the vicini-
ty of the predicted IG-DMR enabled us to pick up 9 ca-
ses with allelic imbalance. In all these cases PCR amplifi-
cation, cloning and sequencing of the bisulphate-treated
DNA in the IG-DMR/SNPs region was performed. The
methylated/unmethylated profile of CpG islands together
with the SNP(s) allele distributed in respect to allelic
imbalance allowed us to predict the parental origin of
chromozome 14 in each of the 25-30 randomly selected
individual clones analyzed per case. Based on our ap-
proach we determined the parental origin of chromozome
14 affected by del(14/IGH) in a total of 9 cases: 6 cases
showed loss of chromozome 14 of paternal and 3 cases re-
vealed chromozome 14 deletion of maternal origin. Our
study based on chromozome specific DNA methylation
pattern in the DLK1-GTL2 imprinted 14q32.31 region
indicates that del(14/IGH) affects randomly of either pa-
ternally or maternally inherited chromozome 14. These re-
sults argue against the hypothesis that a candidate TSG
from this imprinted domain is constantly inactivated by
a targeted deletion of its active allele.

Granted by BIL05/59 and NFWO G.0610.07.
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The EBV-encoded EBNA1 up-regulates
macrophage migration inhibitory factor
(MIF) and induces ERK signalling and the
activation of Elk1 in B cell lymphoma

R. Hezova, G. Kapatai, S. Leonard, . Ehrmann,

Z. Kolar, W. Wenbin, S. L. Young, B. J. C. Woodman,
G. P. Murray

Laborator molekuldrni patologie Lékarské fakulty UP Olomouc;
Cancer Research UK Institute for Cancer Studies, University of
Birmingham, Birmingham, West Midlands, Great Britain

The Epstein-Barr virus (EBV) is implicated in the patho-
genesis of several germinal centre derived B cell ma-
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lignancies including Hodgkin’s lymphoma (HL) and Bur-
kitt’s lymphoma (BL). EBNAT1 is an EBV protein that is
expressed in all virus-associated cancers; although it is
required for efficient episome replication and segrega-
tion, it has also been suggested that EBNATmay contri-
bute more directly to oncogenesis. To elucidate a possi-
ble role for EBNA1 in EBV-associated lymphomas, we per-
formed a microarray analysis following the expression of
EBNAT in primary tonsillar germinal centre (GC) B cells,
the presumed progenitor cell of HL and BL. Microarray
analysis revealed the up-regulation of macrophage
migration inhibitory factor (MIF), an inflammatory cyto-
kine that s increased in many cancers. MIF has been sug-
gested to contribute to cancer progression through va-
rious mechanisms, including the activation of ERK MAP
kinases. MIF is an attractive target for cancer therapies;
several small molecule antagonists and monoclonal anti-
bodies against MIF have already been developed. We
confirmed the up-regulation of MIF in EBNA1-expres-
sing GC B cells by qPCR, and showed that MIF protein
was also up-regulated in lymphoma cell lines after trans-
fection of EBNAT and in GC B cells after EBV infection.
Furthermore, the up-regulation of MIF in these cells was
accompanied by increased ERK and Elk1 activation.
Further analysis of genes differentially expressed by
EBNAT1 in GC B cells revealed an enrichment of genes
containing potential binding sites for Elk1. This suggests
that the induction of MIF is responsible for many of the
transcriptional changes induced by EBNA1. We are cur-
rently investigating whether EBNAT induces ERK sig-
nalling pathway through MIF, and the extent to which
Elk-1 activity is responsible for the subsequent regulation
of various EBNAT target genes. Our data identify the
oncogenic ERK MAP kinase pathway as a major target of
EBNAT1, and suggest that this virus protein can have
important tumour-promoting effects aside from its role
in viral episome maintenance.

We are grateful to the Leukaemia Research Fund, UK, to the
AICR, UK and MSM 6198959216, CZ.
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Individual immunodominant T cell clones
monitoring in patients with cancer

J. Michdlek, E. Matéjkova, V. Foltankov4, I. Kocik,

L. Raida, S. E. Vitetta

Univerzitni centrum bunécné imunoterapie MU Brno; Masarykiiv
onkologicky dstav Brno; Hemato-onkologickd klinika Lékarské
fakulty UP a FN, Olomouc; Cancer Immunobiology Center,
Dallas TX, USA

We investigated the presence of individual tumor-specific
T cell clones in patients with leukemia, multiple myeloma,
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renal cell carcinoma and metastatic melanoma. 26 pa-
tients were examined for the presence of tumor-reactive
T cells using tumor antigens or dendritic cells loaded
with tumor antigens. Their tumor specificity was tested
using non-radiactive cytotoxicity test. Individual immu-
nodominant T cell clones were identified by the clonoty-
pic assay that combines in vitro cell culture, immuno-
magnetic sorting of activated IFN v+ or CD25+ T cells,
T cell receptor beta locus anchored reverse transcription-
PCR, and clonotypic quantitative PCR. All patients had
detectable CD4+ and CD8+ tumor-reactive T cells in
vitro. Five leukemia patients with detectable alloreactive
CD4+ clones in vitro have also clinical grade Il.-IV. graft-
-versus-host disease (GVHD). The occurrence of CD4+
alloreactive T cell clones correlated closely with clinical
signs of GVHD. Expanded tumor-reactive T cells demon-
strated specific cytotoxic effect against tumor cells in
vitro. Three patients with melanoma experienced objecti-
ve responses and their clinical responses were closely
associated with the in vivo expansion and long-term per-
sistence of individual CD8+ T cell clones with frequencies
of 10 to 107 of all circulating CD8+ T cells. Five mela-
noma patients with progressive disease experienced no
or temporary presence of circulating melanoma-reactive
T cell clones. In conclusion, the clonotypic assay is highly
sensitive and predictive test that can be used for
quantitative monitoring of immune response in cancer
patients.

Supported by MSMT NPVII 2B06058 and IGA MZCR
1A8709-5.
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Retroviral rescue with PU.1 induces
derepression of both PU.1 and miR155 target
genes — possible therapeutic implications

for CLL

N. Curik, K. Vargova, J. Podskocovd, P. Burda,

G. F. Savwulidi, O. Ujhelly, I. A. Skoultchi, J. Zavadil,
T. Stopka

Ustav patologické fyziologie 1. lékar'ské fakulty UK Praha;
AECOM, Yeshiva University, New York, USA; Pathology, School
of Medicine, New York University, New York, USA

MicroRNAs are non-coding post-transcriptional regula-
tors of gene expression often dysregulated in human
cancers including hematological malignancies. miR-155
is overexpressed in chronic lymphocytic leukemia (CLL).
Disruption of negative feedback loop between PU.1 and
miR-155 is a putative pathogenesis factor in CLL cur-
rently tested in our laboratory. To test if PU.1 is indeed
blocked by miR-155 (supported in Vigorito 2007) in
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leukemia and if the PU.1 levels could be restored we have
devised retroviral system using PU.1 expressed from bi-
cistronic lentiviral vector with GFP and the control sys-
tem without PU.1. We used 2 transformed human leuke-
mia cell lines and 2 primary CLL mononuclear cells.
Retroviral rescue experiments using PU.1 lentivirus induced
significantly PU.1 levels and also induced derepression of
PU.1-dependent transcriptional profiles. PU.1T induced
significant differentiation marker expression associated
with growth inhibition in vitro. In addition, PU.1 transge-
nic overexpression competitively derepressed miR-155
targets indicating that we have caused significant change
of miR-155/PU.1 ratio. We conclude that increased levels
of PU.1 in leukemia cells restored differentiation capacity
inhibited by miR-155, indicating its possible therapeutic
use in CLL patients.

Granty: 301/06/093, NR9021-4, 2B06077, 0021620806,
LC06044.
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Epigenetic regulation of miR155 expression —
insights into pathogenesis of CLL

P. Burda, N. Cufik, J. Kokavec, P. Baova, J. Zavadil,
T. Stopka

Ustav patologické fyziologie 1. lékarské fakulty UK Praha;
Pathology, School of Medicine, New York University, New York,
USA

We have identified miR-155 alongside the set of other
miRNAs as targets of PU.1 using two model hematopoie-
tic cell systems expressing a transgene encoding PU.1 fu-
sed with the ligand binding domain of the estrogen re-
ceptor. The levels of pri-miR-155 that is encoded as a BIC
gene are controlled at the level of transcription and pro-
cessing (Eis 2005). By chromatin immunoprecipitation
we demonstrate that PU.1 is directly recruited to newly
identified CpG rich region upstream pri-miR-155 regula-
tory regions and induces structural chromatin changes
associated with gene activation. Disequilibrium in
miR155/PU.1 levels is a putative pathogenesis factor in
chronic lymphocytic leukemia (CLL) supported by data
of miR-155 upregulation in CLL (Fulci 2007, Marton
2008) and other data demonstrating that PU.1 is targe-
ted directly by miR-155 (Vigorito 2007). Transcriptio-
nally active chromatin structure at the CpG rich region
and in an additional region within pri-miR-155 gene cou-
pled with significantly decreased PU.1 occupancy at the-
se regions in CLL cells indicate PU.1-independent and
possibly competitive activating mechanism during CLL
pathogenesis.
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Novel therapy of Ph-positive CNS disease
K. Porkka

Division of Hematology, Helsinki University Central Hospital,
Helsinki, Finland

Central nervous system (CNS) involvement is a relatively
common complication in Philadelphia chromozome po-
sitive acute lymphoblastic leukemia (Ph + ALL) and chro-
nic myeloid leukemia (CML) in blast crisis (BC). The cur-
rent treatment options (intrathecal or systemic chemo-
therapy, radiotherapy) for CNS leukemia are not optimal
in terms of efficacy and toxicity. The BCR-ABL kinase
inhibitor imatinib, which is widely used in the treatment
of Ph-positive leukemia, has a poor penetrance into ce-
rebrospinal fluid (CSF) due to strong interaction with
P-glycoprotein (Pgp), resulting in inadequate concentra-
tions for kinase inhibition in leukemic cells. Dasatinib,
a novel potent multikinase inhibitor, is not a substrate
for PgP and thus could cross the blood-brain-barrier.
Furthermore, given the > 300 fold potency of dasatinib
over imatinib in inhibiting BCR-ABL and the fact that the
CSF is a low-protein environment where dasatinib is likely
to exist as a free drug, suggest that even minute dasati-
nib concentrations may be sufficient for antileukemic
activity. The aim of this study was to assess the clinical
efficacy of dasatinib therapy in the treatment of CNS
leukemia in a clinically relevant animal model of Ph+
CNS leukemia. We also collected patients with Ph + ALL
and BC CML with leukemic CNS manifestations, who
were treated with dasatinib. To date, a total of 14 pa-
tients have been included in the study, most treated with-
in clinical studies (Bristol-Myers Squibb, n = 9) in Euro-
pe and the US. Eleven patients received dasatinib as
a front-line therapy for CNS disease, and 3 patients had
a CNS relapse while on dasatinib. Some patients received
intrathecal chemotherapy in combination with dasati-
nib. In preclinical studies, peroral dasatinib increased
survival, while imatinib failed to inhibit intracranial tu-
mor growth. Stabilization and regression of CNS disease
was achieved with prolonged continued dasatinib admi-
nistration. The drug also demonstrated substantial acti-
vity in 14/11 adult and pediatric patients with CNS Ph+
leukemia. Eleven evaluable patients had clinically signifi-
cant, long-lasting responses, which were complete in se-
ven patients. In three additional patients, isolated CNS
relapse occurred during dasatinib therapy and in two of
them it was caused by expansion of a BCR-ABL-mutated
dasatinib-resistant clone, implying selection pressure exer-
ted by the compound in the CNS. In conclusion, dasatinib
penetrates the BBB and induces significant clinical
responses even as monotherapy in patients with Ph-posi-
tive leukemia. Dasatinib has promising therapeutic po-
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tential in managing intracranial leukemic disease, and
substantial clinical activity in patients who experience
CNS relapse while on imatinib therapy.

AKUTNI LEU KEMIE/MDS
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Vysetfovani bunék tcastnicich

se v burikami zprostfedkované imunologické
reakci u MDS. Mozny vyznam nalez(i pro
patogenezi MDS

R. Neuwirtova, J. Karban, K. Siebertova, J. Barttrikova,
V. Cukrova, M. Beli¢kova, A. Jonasova, M. Sigkova

I. interni klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha; Centrdlni
hematologické laboratore VFN Praha; Ustav imunologie 2. lékarské
fakulty UK a FN Motol, Praha; Ustav hematologie a krevni
transfuze Praha

Uvod: MDS low risk je vlastné prekanceréza (preleuke-
mie). MDS high risk uz ma charakter onkohematologické
choroby s pFitomnosti leukemického klonu. U viech
MDS je vice ¢i méné vyjddiena snizend protiinfekénf imu-
nita, ale |ze predpoklddat i kompromitovanou protiné-
dorovou imunitu, kterd jisté hraje roli ve vyvoji MDS do
AML. Je otdzka, zda defekty v imunologickém procesu
neovliviiuji i mechanizmus pred¢asné apoptézy hemo-
poetickych bunék u MDS low risk. V predchozi praci jsme
prokdzali u MDS pacient(i hlavné s RA defektni cytotoxi-
citu v burikami zprostfedkované imunologické reakci
v odezvé na alogenni buriky. Rozhodli jsme se vy3etfit
buriky, které participuji v této reakci nebo které ji mohou
ovliviiovat.

Metoda: Vysetfili jsme subpopulace lymfocytl: B-lym-
focyty, T-lymfocyty (CD3, CD4, CD8, HLA-DR, NK),
CD4+TCR (a, B), CD8+TCR (v, 8), regulaéni T-lymfocyty
(CD4+CD25+, CD4+CD127-CD25+) a dendritické buriky.
Vysledky jsme porovnali s nélezy u kontrolnich osob pfi-
blizné stejného, tj. vyssiho véku a s ndlezy u pacientd s ji-
nymi hematologickymi a onkohematologickymi chorobami.
Vysledky: Nasli jsme statisticky signifikantni snizeni B-bu-
nék (p < 0,01). Mezi subpopulacemi T-lymfocytl jsme po-
zorovali ¢astéjsi vyskyt vyssiho poctu CD8, aktivovanych
cytotoxickych CD8 a NK bunék. v, 8 T-buriky byly vyznam-
né snizeny u MDS nemocnych. Regulacni T-buriky byly
snizeny u MDS low risk ve srovnani se starsimi kontrolnimi
osobami (p < 0,1), ale rozdil byl signifikantni ve srovnanf{
s hematologickymi kontrolami (p = 0,001). V Zddném
pfipadé jsme nepozorovali zvySeni hodnot regulac¢nich
T-lymfocytl u MDS low risk, zatimco u MDS high risk
byly regula¢ni T-buriky zvySeny u 3 z 10 vySettenych. Ndlez
defektni maturace dendritickych bunék u nasich pacien-
td s MDS byl v souladu s nélezy jinych autord.
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Zavér: Nase vysetfeni bunék angazovanych v imunolo-
gickych reakcich spolu s d¥ivéjsim nalezem defektni cyto-
toxicity ukazuje na poruchu protiinfekéni a protinadorové
imunity u MDS. V rdmci protinddorové imunity ndlezy
dovoluji uvazovat i o ovlivnéni imunologického mecha-
nizmu predcasné apoptdzy hemopoetickych bunék
s predpokladem, Ze mtze dochazet k urcité inkomplet-
nosti procesu apoptézy.
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Retrospektivni analyza imunofenotypu
subpopulaci v kostni dieni u déti

s myelodysplastickym syndromem

a aplastickou anémii

E. Mejsttikova, M. Kalinova, M. Sukova, K. Kramarzova,
E. Vodi¢kova, J. Houskova, K. Michalova,

R. Formankovd, P. Smisek, K. Zdrihalov4, ). Trka,

J. Stary, O. Hrusak

Klinika détské hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty UK
a FN Motol, Praha; Ustav patologie a molekuldrni mediciny

2. lékarské fakulty UK a FN Motol, Praha; Oddélent klinické
hematologie FN Motol, Praha; Centrum nddorové cytogenetiky
1. lékarské fakulty UK a VFN Praha

Myelodysplasticky syndrom (MDS) a aplastickd anémie
predstavuje u déti vzdcnd onemocnéni. MDS je podobné
jako u dospélych charakterizovan neefektivni hemato-
poézou a poruchou produkce krevnich elementti. Casnou
fazi MDS, v niz nenachdzime zvySené procento blastd,
nazyvame jako refrakterni cytopenii (RC). MDS RC je
v fadé projevii podobné aplastické anémii (SAA), kde hraji
vyznamnou roli v patogenezi selhani krvetvorby aktivované
T-lymfocyty. Celkem 37 déti s MDS bylo diagnostikovdno
v letech 1998-2006 v CR (JMML 8, JMML like/Noonan
syndrom 2, sekundarni CMML 2, refrakterni cytopenie 7,
RAEB/RAEB-t 16, sekundarni RAEB 2). Paralelné jsme
analyzovali 27 déti s SAA. Monosomie 7 byla pf¥itomna
u 11 déti JMML 3, RAEB/RAEBt 5, RC 3). Hodnotili jsme
nasledujici parametry: CD34+ a CD117+ prekurzory,
procento a slozeni B fady, pfitomnost ¢i nepfitomnost
atypické populace dle imunofenotypu a hladinu WT1. Aty-
pickd populace byla pfitomnd u 4 déti s IMML, u 1 JMML
like/Noonan syndrome, u 12 RAEB/RAEBt a u 2 CMML.
Pacienti s RC a SAA neméli prokazatelnou atypickou
populaci. Ndésledujici vzdjemné korelace byly analyzo-
vany (R. Spearmann): CD34+ a CD117+ prekurzory, cel-
kova B Fada a hladina WT1 transkriptu. Procento CD34
korelovalo s hladinou CD117 a WT1 (p < 0,0001, R =
= 0,85, p=10,0004, R = 0,71). CD117+ prekurzory signifi-
kantné korelovaly s hladinou WT1 (p = 0,0004, R=0,71)
a inverzné korelovaly s procentem B fady (p = 0,009,
R = -0,32). Po rozdéleni pacientli do 3 kategorii RC,
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SAA a ostatni MDS jsme zjistili signifikantni rozdil v hladiné
CD34+ prekurzorG (p < 0,0001), CD117+ prekurzori
(p < 0,0001) a hladiné WT1 (p = 0,002). Pouze hladina
WT1 se signifikantné lidila u pacient(i s SAA a RC. Pouzitf
prahové hodnoty (1% CD34+ prekurzor() [Matsui, Leuke-
mia 2006] mélo pouze 50% sensitivitu a 80% specificitu
pro rozliseni RC a SAA (%, p = 0,0296). U SAA jsme po-
zorovali signifikantné vyssi zastoupeni celkové B Fady
(Kruskalltv-Wallisv, p = 0,0021). U 4/8 JMML jsme
prokdzali signifikantni atypie ve vyvoji a vimunofenotypu
B Fady.

Podporeno MSM0021620813, GACR301/06P162, VZ MZO
00064203, GAUK7543/2007.
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Prognosticky vyznam podavani transfuzi
erytrocytdi nemocnym s ¢asnymi formami
myelodysplastického syndromu

J. Cermak

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Anémie je nejcastéjSim projevem casné faze myelo-
dysplastického syndromu (MDS) a rozvoj pretiZenf Zele-
zem v dusledku opakovanych transfuzi patfi mezi casté
komplikace u nemocnych s RA & RARS (dle FAB klasifi-
kace). Studie z nedavné doby ukazuji, Ze pocet podanych
transfuzi mlze ovliviiovat délku preziti nemocnych
s MDS a Ze na tomto efektu se miZze zejména u nemoc-
nych s RA ¢i RARS podilet sekundérni potransfuzni pre-
tizeni zelezem. PFitomnost zavislosti na podavani trans-
fuzi jako nezavislého prognostického faktoru byla pod-
kladem pro vypracovani tzv. WPSS skérovaciho systému,
jenz déli nemocné do prognosticky vyznamnych skupin
dle WHO kategorie, cytogenetického rizika podle IPSS
a zavislosti na poctu transfuzi. V nasi studii jsme efekt po-
¢tu podanych transfuzi ovérovali v retrospektivni analyze
skupiny 107 nemocnych s primarnim MDS typu RA ¢i
RARS (dle FAB). Statistickd analyza o jedné proménné
pomoci Kaplanova-Meireova testu a log rank?2 testu uka-
zala statisticky vyznamny rozdil v délce preziti mezi ne-
mocnymi, ktefi obdrzeli < 2 TU erytrocytt (RBC) mési¢né,
a nemocnymi, ktefi dostdvali > 2 TU RBC za mésic. Re-
gresni analyza o jedné proménné ukdzala jako nejdutlezi-
té)$i parametr ovliviiujici délku preziti nemocnych pfi-
tomnost progrese choroby smérem k leukemii (%> = 47,7,
P=0,001) a déle podavani> 2 TU RBC/mésic (x’ = 20,4,
P =0,001). Nicméné jiz podavani 1 TU RBC v intervalu
4-8 tydn( mélo neptiznivy efekt na délku preziti. Regresn{
analyza o vice proménnych dle Coxe odhalila jako jediny
nezavisly parametr ovlivriujici délku preziti pfitomnost
progrese k pokrocilym formam MDS (p < 0,0001). U ne-
mocnych bez zndmek progrese choroby byla zavislost na
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podavani > 2 TU RBC/mésic nezavislou proménnou ve
vztahu k délce preZiti jen u nemocnych s dysplazif limito-
vanou na cervenou fadu (RA, RARS, 5g-syndrom dle
WHO), u nemocnych s multilinedrni dysplazif (RCMD,
RCMD-RS) byl neptiznivy efekt poddvani transfuzi spjat
s pritomnosti IM-1 ¢i IM-2 rizika dle IPSS. Nase nélezy
ukazuji, Ze zavislost na podavani transfuzi je ddleZitym,
ale nikoli zcela nezdvislym prognostickym faktorem ne-
mocnych s ¢asnymi formami MDS. Nepf¥iznivy efekt na
délku preziti byl pozorovdn zejména u polytransfundova-
nych nemocnych s ¢istou erytroidni dysplazii (RA, RARS,
5g-syndrom), coz zdlrazriuje vyznam véasného zahdjeni
chelata¢ni 1é¢by u této skupiny nemocnych s jinak po-
mérné ptiznivou progndzou.

Prdce vznikla za podpory VZ MZ CR 00023736 a grantového
projektu NR 9235/3 IGA MZ CR.
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Druha celostatni lééebnd studie AML-BFM 98
zvysila Gspésnost v dosazeni remise

i celkové preZiti déti s akutni myeloidni
leukemii v Ceské republice

J. Stary, P. Gajdos, H. Hrstkov4, L. Kopecna, J. Stérba,
D. Dembicka, D. Mendelova, V. Mihal, D. Pospisilova,
B. Blazek, H. Ptoszkov4, J. Hak, K. Tousovska,

D. Prochazkov4, Z. Cernd, Y. Jabali, P. Timr, P. Smigek,
V. Vivra, K. Zdrahalova, P. Sedlacek, L. Sramkova,

E. Mejstfikova, A. Vrzalovd, K. Kramarzova,

K. Michalovd, Z. Zemanova, M. Jaro$ova, J. Houskova,
A. Zamkova, J. Zuna, O. Hruséak, J. Trka, J. Schwarz,
U. Creutzig

Klinika détské hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty UK

a Motol Praha a spolupracujici pracovisté: Praha; Brno; Olomouc;
Ostrava; Hradec Krdlové; Usti nad Labem; Plzeri; Ceské Budéjovice;
Miinster, Némecko

Lécba déti s akutni myeloidni leukemii (AML) probihala
v Ceské republice v obdobi ¢ervenec roku 1998 az tinor
roku 2004 v mezinarodnf |é¢ebné studii AML-BFM 98 ve
spolupréci s Némeckem, Rakouskem a se Svycarskem, se
spole¢nou databdzi v némeckém Miinsteru a centrdlnf
randomizaci. Pacienti standardniho (SR) i vysokého
(HR) rizika byli 1éceni 5 bloky intenzivni chemoterapie
(2 bloky obsahovaly vysokodavkovany AraC), preventivnim
ozarenim krania a 1 rok trvajici udrzovaci lécbou. Ran-
domizovana faze lécby srovnavala klasickou 6tydenni
konsolidaci BFM protokolt s 2 kratkymi bloky a roli
G-CSF v ¢asnych fazich 1écby. Vysledky lé¢by byly hodno-
titelné u 70 déti, 34 bylo Fazeno do SR a 36 déti do HR
skupiny podle fenotypu a genotypu leukemie a casné
odezvé na lécbu. 6 déti (9 %) mélo Downdv syndrom. Re-
mise dosdhlo 60 déti (85,7 %), coZ je o 12 % vice ve srov-
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nani s predchozi studii AML-BFM 93. Pét déti (7 %)
podstoupilo alogenni (n = 4) nebo autologni (n = 1)
transplantaci kostni dfené v 1. remisi. Devét déti (15 %)
zemrelo v remisi a 18 déti (30 %) prodélalo relaps leuke-
mie (16 izolovanych dferiovych relapsti a 2 kombinované
relapsy). Dvé déti vyvinuly sekundarni malignitu (sMDS
a sALL), obé Ziji po nepfibuzné transplantaci. 5leté preZiti
do selhdnf (EFS) a celkové preZiti (OS) celé skupiny pa-
cientll je s medidnem doby sledovan( 6,9 rokdi (4,1-9,3 roka)
44,3 %, resp. 57,1 %, ve skupiné standardniho rizika
52,9 %, resp. 70,6 % a vysokého rizika 36,1 %, resp.
44,4 %. Predchozi protokol [é¢by AML-BFM 93 dosahl
Slety EFS/OS 42,6/45,9 %. Do mezinarodni studie bylo
celkem zafazeno 473 pacient(l, z nichz 88 % dosahlo re-
mise a Sleté preziti ¢inilo 62 %. G-CSF zkratil délku neutro-
penie, ale nesnizil vyskyt infekci. EFS obou konsoli-
dacnich ramen |é¢by byl stejny, ale doba lé¢by bloky byla
zkrdcena a pocet toxickych smrti snizen. U¢ast v mezina-
rodnf studii zvysila naroky na diagnostiku a dokumentaci
a vystavila vysledky |é¢by srovndni s jednou z vedoucich
svétovych leukemickych skupin.
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Prognéza proB ALL

O. Hrusik, J. Stary, J. Trka, K. Kramarzova,

K. Zdrdhalova, E. Mejstiikova

CLIP Kliniky détské hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty
UK a FN Motol, Praha; Pracovni skupina pro détskou hematologii
Praha

ProB ALL, kterd je u déti i v dospélosti povazovdna za ne-
pFiznivou, je definovdna jako B prekurzorovd ALL, jejiz
blasty neexprimuji CD10. V soucasnosti se jako proB de-
finuje stav, kdy méné nez 20 % leukemickych blastd expri-
muje CD10. Ke Spatné progndze proB ALL pfrispivajf
MLL/AF4pos ALL. Dosud nebylo objasnéno, zda i po vy-
louceni MLL/AF4pos ALL zlstava progndza proB ALL
horsi. Zjistovali jsme progndzu déti s proB ALL ve srovnan{
s détmi s jinym typem B prekurzorové ALL a vliv MLL/AF4
na tento rozdil. Dal3i otazkou bylo, zda citlivéjsi definice
proB ALL dokdze odhalit dalsi pacienty s podobnou
prognézou. Retrospektivné jsme zhodnotili véech 505 pa-
cientd, u nichZ jsme mezi 9/1996 a 8/2006 diagnostiko-
vali B prekurzorovou ALL. Pacienti byli |é¢eni v jednom
z Ceskych center podle standardnich protokolt BFM95
(290), Interfant 99 (12), Interfant 2006 (3), ALL-IC BFM
2002 (192) nebo POG9407 (5), pripadné byli 1é¢eni/sle-
dovani mimo protokol (n = 3). ProB ALL (n = 42) byla
v celé kohorté spojena s horsi prognézou (p = 0,0084, 5y
EFS 62 % + 7,9 %). Vylouc¢ime-li z analyzy MLL/AF4pos
ALL (n =10), je Sleté preziti bez udalosti (5y EFS) 66 % +
+ 8,8 % a rozdil od CD10pos pacienttl jiz nenf signifikant-
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ni (p = 0,09). Déle jsme testovali hypotézu, Ze i pacienti
s ,partial proB“, tj. s arbitrarni pozitivitou CD10, ale
s vysokym zastoupenim CD10neg blast(i (20 % a vice),
maji horsi progndzu. Zastoupeni CD10neg blastl jsme
stanovili prostym rozdilem CD19pos a CD10pos blastd.
Progndza déti s ,partial proB“ ALL (n = 45; 8,9 %) je po-
dobnd (Sy EFS 63 % + 7,7 %) jako u klasické proB ALL.
Navic je podobné i zastoupeni hlavnich genotyp(i ALL
u proB ALL a ,partial proB“ ALL (p > 0,05). V ramci
spartial proB“ jsou naopak hlavni genotypy zastoupeny
vyznamné odlisné, nez je tomu u ostatnich non-proB.
Spojime-li déti s ,partial proB“ a proB ALL do jedné sku-
piny (n = 87), definujeme podtyp ALL s vyznamné hors{
prognézou. U tohoto podtypu plati, Zze i po vyloucenf
MLL/AF4pos déti je progndza horsi (n =77, S5y EFS 64 % +
+ 5,9 %) nez u zbyvajicich non-proB ALL (5y EFS 78 % =+
+2,2%; p=0,011). ProB ALL je tedy tfeba definovat ne
podle procenta blastl, exprimujicich CD10, ale podle
CD10neg blastl - ziskdme tim podtyp ALL, jehoZ pro-
gnéza zlistava horsi i po vyloudeni MLL/AF4pos ALL.
Podporeno granty MSM0021620813, MZdNR/9531-3.
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Piesmyk z lymfoidni do myeloidni linie béhem
prednizonové predfaze u déti lécenych podle
protokolu ALL IC BFM2002

E. Mejstiikova, E. Frornkova, T. Kalina, J. Zuna,

K. Muzikova, E. Vodi¢kova, M. Vaskova, P. Smisek,
V. Pelkovd, Z. Zemanova, J. Trka, T. Valova,

L. Reznigkova, J. Stary, O. Hrusdk

Klinika détské hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty UK
a FN Motol, Praha; Oddélen klinické hematologie FN Motol,
Praha; Centrum nddorové cytogenetiky 1. lékarské fakulty UK
a VFN Praha

Béhem casné faze lécby ALL dochézi ke zménam exprese
antigen( na leukemickych blastech, tyto zmény ale zpra-
vidla neménf liniové zarazeni. Preklasifikovani leukemie
z lymfoidni do myeloidni linie je vzacné. Incidence a pro-
gnosticky vyznam ¢asného liniového presmyku jsou ne-
jasné. V obdobif fijen roku 2002 aZ leden roku 2007 za-
hajilo 253 déti v Ceské republice lécbu ALL podle pro-
tokolu ALL-IC BFM 2002. Centralné bylo provedeno
morfologické, imunofenotypické a molekularné-genetické
vySetfeni pri diagndze a pri lécbé. U 3 déti (ptvodné BCP
ALL) jsme pozorovali zménu imunofenotypu do myeloidn{
linie mezi dg a d8. VSichni 3 pacienti méli $patnou ode-
zvu na prednizon (PPR) a u 2 nebyla u nich prokdzana
Zadna specificka geneticka aberace (véetné prestaveb genu
MLL), u 1 pacienta byla prokdzidna FLT3/ITD. U 2/3 pa-
cientd (UPN 1, 2) byla pfi dg pfitomna jedna uniformnf
populace lymfoidnich blastd, v d8 blasty exprimovaly ty-
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pické monocytdrni antigeny (CD14, CD64, zvyseni CD33)
a lymfoidni antigeny klesaly (CD19) nebo zmizely (intra-
-TdT). U 1/3 pacient(i (UPN 3) byla p#i dg ptitomna ma-
joritni populace lymfoidnich blastd (57 %) a populace
nezralych atypickych myelomonocytdrnich blastd (15 %).
V d8 jsme pozorovali prevahu myelomonocytarni (54 %)
nad lymfoidni (32 %) populaci. U viech pacientd byly po-
dle gPCR pfitomny klondlni ptestavby IgH jak v celkové
KD v dg, d8 a 15, tak v sortovanych atypickych myeloid-
nich populacich. Vsichni 3 pacienti dosédhli remise po
ALL indukéni [é¢bé. Protoze viechny presmyky byly obje-
veny na protokolu zahrnujicim d8, hledali jsme podobné
pacienty na predchozim protokolu BFM95 (1996-2002)
podle 3barevné cytometrické detekce MRN v d15, 33 a 78.
U 1 pacienta se ,,sekundarni AML M5b“ vzniklé 6 mésict
po dg ALL (PPR) jsme nasli podobné zmény imunofeno-
typu v d15 (snizeni CD19, zvyseni CD14, CD33), morfo-
logie ukazovala 14,4 % monocytarnich bunék a 7,6 % po-
lymorfnich blastd; ,,sSAML® nesla totoZznou klonalni pre-
stavbu IgH jako diagnostickd ALL. Incidence presmyku
z lymfoidni do myeloidnf linie je 1,2 % u nové diagnostiko-
vanych ALL, se $patnou odezvou na prednizon (27 %
BCP-ALL s PPR) a Spatnou prognézou. Nepozorovali
jsme zadny presmyk z T ALL do AML.

Podpora: MSM0021620813.
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Vyskyt vybranych molekularnych markerov
v stibore 65 pacientov s de novo akudtnou
myeloidnou leukémiou a normalnym
karyotypom - nase skusenosti

B. Katrincsdkova, T. Szotkowski, M. Divoka,

M. Holzerov4, J. Hubééek, J. MuzZik, L. Dusek,

K. Indridk, M. Jarosova

Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP

a FN Olomouc; Institut biostatistiky a analyz MU Brno

Akudtna myeloidna leukemia (AML) s normalnym karyo-
typom (NK), ktord predstavuje najpocetnejsiu skupinu
AML (zahtria 45-50 % vSetkych AML), je na molekularnej
drovni znaéne heterogénna. Vzhlfadom na variabilny prie-
beh ochorenia u jednotlivych pacientov v tejto skupine je
dolezité poznat faktory, ktoré pomoézu odlisit pacientov
s priaznivou prognézou od pacientov s nepriaznivou
prognézou. Nasim ciefom bolo monitorovat vyskyt vybra-
nych prognosticky vyznamnych molekuldrnych markerov
u de novo AML s NK a zhodnotit ich dopad na priebeh
AML u nasich pacientov. Vy3etrili sme vzorky kostnej drene
alebo periférnej krvi z doby stanovenia diagnézy AML
u 65 pacientov s NK. Stibor kurativne lie¢enych pacien-
tov zahfia 54 jedincov (30 zZien; 24 muzov; median veku
55 rokov, rozsah 22-73, median sledovania 155 tyzdiiov;

P19

Vnit# Lék 2008; 54(5)



XXIl. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni tcasti, Olomouc, 28.-30. 5. 2008 - abstrakta

median celkového prezivania 50 tyzdriov. Skrining zmien
v NPM1, FLT3 a MLL génoch bol realizovany PCR meté-
dami s ndslednou detekciou zmien kapildrnou, respektive
gélovou elektroforézou. Ziskané vysledky boli potvrdené
sekven¢nou analyzou a v pripade FLT3/ITD konven¢nou
PCR 3pecifickou pre duplikovant oblast génu FLT3. Hla-
dina expresie génu BAALC bola stanovend metédou
kvantitativnej RT-PCR. V celkovom stibore 65 pacientov
s de novo AML a NK sme zachytili mutacie génu NPM1
(NPMTmut) u 52 % (34/65), FLT3-ITD u 42 % (27/65),
zvySenu expresiu génu BAALC u 31 % (20/65) a MLL/PTD
u 2 % (1/65) pripadov. V stibore 54 kurativne liecenych
pacientov boli sledované génové zmeny distribuované
nasledovne: 50 % (27/54) NPM1mut, 39 % (21/54)
FLT3-ITD, 33 % (18/54) zvy3end expresia BAALC, 2 %
(1/54) MLL/PTD. Predbezne mézeme v ramci AML s NK
vy¢lenit 4 prognosticky vyznamné podskupiny: FLT3-ITD+
(6/54); FLT3-ITD+/NPMTmut (15/54); NPM1mut
(12/54) a podskupinu bez FLT3-ITD a bez NPMTmut
(20/54). Dopad FLT3-ITD a NPM1mut na priebeh ocho-
renia a prognosticky vyznam BAALC (samostatnd zmena
u 12/18 pripadov) bude sumarizovany a prezentovany
v nasom prispevku. Nasa praca prispieva k stratifikacii
pacientov s AML bez cytogenetickych zmien, s primarne
strednou progndzou, zachytenych na nasom pracovisku
do daldich prognosticky vyznamnych podskupin.
Grantovd podpora: MSM 6198959205 a IGA MZ CR
NR/9481-3.
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Lécba mnohocetného myelomu: zaméreni
na toxicitu lécby novych léka a profylakticka
opatieni

R. Hajek

Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU a FN
Brno, pracovisté Bohunice; Ceskd myelomovd skupina Brno

Uvod: Lé¢ba mnohocetného myelomu (MM) nabizi ne-
mocnym diky zavedenf autologni transplantace a novych
lékd (bortezomib, thalidomid a lenalidomid) zdsadni
zlep3enf progndzy. Vyznam kvality Zivota stoupa s délkou
preziti. Jednim ze zasadnich aspektd [é¢by soucasnosti se
stavd toxicita |écby. Nevratné vedlejsi Gcinky znamenaji
trvalé nasledky a dlouhodobé snizenf kvality Zivota. Mimo
jiné roztali kolo kompenzaénich opatrent, které zname-
naji dalsi zatéz. Spravnému zachdzeni s novymi léky a s pod-
plrnou lécbou se budeme ucit nékolik let. Ve sdéleni bude
uveden vycet toxicit novych lékd a prehled stavajicich
profylaktickych opatfeni.

P20

Metodika: Z analyz publikovanych studii a mezindrod-
nich doporucent je sestaven edukaéni panel doporucenft
tykajici se toxicity 1ékti a jejich profylaxe. Panel je doplnén
vlastnimi vysledky z analyz programti Ceské myelomové
skupiny (CMG), které jsou zaméfeny na racionalizaci
profylaktickych opatfent.

Vysledky: K dispozici je v roce 2008 nékolik zdsadnich
profylaktickych doporucenf pfilécbé MM. V ramci dopo-
ruceni CMG je uplatriovdno v redlné praxi zakladni pra-
vidlo ,,;mald uc¢innost nebo velka toxicita = nutnd zména
lécby“. Z profylaktickych opatfenf je Gicinny program OPP
(Osteonecrosis Prevention Program) pfi poufZiti bisfosfo-
natd. Profylakticky program herpetické infekce p¥i pouziti
bortezomibu (Velcade) je jedinym programem s doporu-
¢enim optimalni davky. Nezbytné je pouZiti profylaxe trom-
boembolické nemoci (TEN), zvlasté pfi pouziti kombinacf
s antracyklinem, thalidomidem a lenalidomidem. Diskuse
a randomizované studie u TEN jsou zaméfeny na urcenf
optimalni profylaxe a snizeni nakladd na léc¢bu. Kompli-
kovana je situace v oblasti neuropatif, u nichZ nejsou
k dispozici tic¢innd profylakticka lékova opatreni a toxicita
je u &asti nemocnych nevratnd. O to vétsi je zodpovéd-
nost |ékare pFi vybéru vhodné lécby.

Zavér: V ramci optimalizace |é¢by je nezbytnd znalost po-
tencidlnich toxicit rlznych lécebnych rezimd a znalost
dostupnych profylaktickych opatteni. Raciondlni Ié¢ba je
zaméFena na maximalni lé¢ebnou odezvu, minimalni
vedlejsi tcinky a vysokou kvalitu Zivota nemocnych s MM.
Zohlednény musi byt i ekonomické néklady. Optimalizace
lécby je dnes sloZitou zalezitosti, kterd patti do rukou
specialistl, kontinualné vzdélavanych hematologtl.
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Tromboembolickd nemoc u pacientti

s mnohocetnym myelomem: efekt profylaxe
nizkomolekularnim heparinem

P. Kessler, L. Pour, E. Gregora, M. Zemanova,

M. Penka, J. Gumulec, Z. Adam, J. Bac¢ovsky, M. Brejcha,
M. Fenclov4, H. Frarikova, K. Havlikova, P. Hausdorf,
A. Heindorfer, V. Heinzova, M. Holikova, M. Krej¢i,

K. Kubéckova, E. Langrova, F. Lehanka, V. Maisnar,

I. Meluzinov4, Y. StavaFova, J. Straub, A. Svobodnik,
V. Séudla, E. Sumna, J. Ullrychova, L. Walterova,

R. Hajek

Oddéleni hematologie a transfuziologie nemocnice Pelhrimov;
Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU a FN
Brno, pracovisté Bohunice; Oddélent klinické hematologie FN
Krdlovské Vinohrady Praha; Ill. intern klinika Lékarské fakulty
UP a FN Olomouc; Oddéleni klinické hematologie FN Brno,
pracovisté Bohunice; Ustav klinické hematologie FN Ostrava;
Mendelovo onkologické centrum Novy Jicin; Hematologicko-transfuzni
oddéleni nemocnice Kladno; Hematologicko-transfuzni oddélend
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nemocnice Trebic; Hematologickd ambulance nemocnice Cesky
Krumlov; Oddélent klinické hematologie nemocnice Liberec;
Onkologické oddéleni nemocnice Liberec; Hematologicko-trans-
fuzni oddéleni nemocnice Opava; Radioterapeuticko-onkologické
oddéleni FN Motol, Praha; Onkologické oddéleni nemocnice
Havlickiv Brod; Oddélent klinické hematologie Il. interni kliniky
Lékarské fakulty UK a FN Hradec Krdlové; Hematologicko-trans-
fuzni oddeéleni nemocnice Boskovice; Oddélent klinické hematologie
Batovy krajské nemocnice Zlin; I. intern klinika 1. lékarské
fakulty UK a VFN Praha; Institut biostatistiky a analyz MU
Brno; Hematologicko-transfuzni oddéleni nemocnice Décin

Uvod: Vyznam profylaxe trombotickych komplikaci pfi
lé¢bé mnohocetného myelomu v poslednich letech vzriistd,
zejména v souvislosti s [é¢bou thalidomidem, lenalidomi-
dem, pulznim dexametazonem a antracykliny.

Cile studie: 1. Zjistit vyskyt symptomatické tromboembo-
lické nemoci (TEN) v prabéhu indukénf faze a stimulace
podle protokolu CMG 2002. 2. Vyhodnotit efektivitu po-
uziti nizkomolekuldrnich heparind (LMWH) na snizen{
incidence TEN béhem indukéni faze 1é¢by. 3. Zhodnotit
vliv denni davky LMWH na incidenci TEN.

Soubor a metodika: 253 pacientl s mnohocetnym
myelomem lécenych 4 kdrami VAD nebo VID a ndsledné
stimulaci 2,5 g/m* cyklofosfamidu. Vyskyt TEN byl
prospektivné vyhodnocen na zédkladé hlasenych nezadou-
cich acinka. Prvni skupina 137 pacientd byla lé¢ena bez
systematické tromboprofylaxe. Druhd skupina 86 pa-
cientd byla [é¢ena LMWH v ddvce 50-100 IUaXa Tkrat
denné. Déle ve skupiné 104 pacient( |é¢enych v jednom
centru, ¢astecné se prekryvajici se zdkladnim souborem,
byl vyhodnocen efekt ddvky LMWH. Pro statistickou ana-
lyzu byl pouzit * test.

Vysledky: Bylo zjisténo 11,4 % (29/253) p¥ipad TEN:
17krat flebotrombdza, Skrat plicni embolie, Tkrat fle-
botrombdza + plicni embolie, 3krat povrchovd flebitida,
3krat trombdza asociovand s centralnim Zilnim katétrem.
Ve skupiné 86 pacient(l lécenych LMWH byla incidence
TEN béhem indukéni 1é¢by vyznamné redukovana ve srov-
nani se 137 pacienty bez systematické tromboprofylaxe
(1,2%vs 12,4 %, p = 0,003, risk reduction 11,25 %). Inci-
dence velkého krvaceni pfitom nebyla rozdilna (1,2 % vs
1,5 %, p = 0,852). P¥i vyhodnoceni efektu davky LMWH
na vyskyt TEN u 104 pacientl byla incidence TEN pFi
davce > 70 IU/kg 0 % (0/28), pfi dévce < 70 IU/kg 7,6 %
(3/39), u nelécenych 15 % (5/35). Rozdil oproti skupiné
nelécenych byl statisticky vyznamny jen p¥i pouziti davky
>701U/kg (p = 0,002).

Zavér: Trombotické komplikace béhem indukeni [écby
a stimulace patif u pacienti s mnohocetnym myelomem
k vyznamnym pF¥icindm morbidity a mortality. Vyskytem
fatalni plicni embolie se tito pacienti fadi do kategorie vy-
soce rizikovych, a je u nich tudiz pIné indikovana profylaxe
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LMWH, ktery byl prokdzén jako ucinny a bezpecny, do-
poruc¢ena davka LMWH je vy3si nez 70 1U/kg.
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Uspésna prevence osteonekrézy Eelisti
béhem uzivani zolendronatu u pacientt
s mnohodetnym myelomem

L. Pour, Z. Adam, V. Sandecka, V. Pefina,

M. Krejéi, A. K¥ivanova, L. Zahradova, M. Machilka,
R. Hajek

Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU
a FN Brno, pracovisté Bohunice; Klinika dstni, celistni
a oblicejové chirurgie Lékarské fakulty MU a FN Brno,
pracovisté Bohunice

Uvod: Bisfosfonaty se pouzivaji v 16¢bé a prevenci osteo-
lytickych komplikaci. Osteonekréza elisti (ONC) je ved-
lejéim Gcinkem této lécby. ONC je nejméné 8 tydndi se ne-
hojici defekt Celisti, obvykle po extrakci zubu ¢i jiném sto-
matochirurgickém zdkroku. U pacientd s MM je
incidence této komplikace nejvyssi. Uvddime analyzu
,OPP“ programu (Osteonecrosis Prevention Program) -
souboru opatfeni zavedeném v roce 2007, ktery mél za
cil minimalizovat riziko vzniku ONC.

Soubor pacienti: V roce 2006 bylo lé¢eno zolendrona-
tem celkem 43 pacient s MM a béhem roku bylo po-
dano celkem 480 infuzi. Podobné (41; 465 infuzi) v roce
2007. Zolendronat byl podavan v bézném davkovani.
Byla porovnana incidence ONC v roce 2006 a v roce
2007 po zavedeni OPP. Soubor opatfeni sestdval z 5 za-
kladnich principt: 1. stomatologické vysetieni pred po-
dévénim bisfosfondtd; 2. vysazeni zolendrondtu 2 mésice
pred extrakcf; 3. antibiotickd profylaxe amoxicilin/klavu-
lanat 1 g p.o. 2krat denné 14 dn0 pfi zakroku; 4. vypla-
chy chlorhexidinem do zhojent; 5. pokracovani |é¢by zo-
lendrondtem za 2 mésice po zhojeni.

Vysledky: V roce 2006 jsme pozorovali ONC u 9,3 %
(4/43) pacientd lécenych zolendrondtem. Vsichni tito
pacienti byli [é¢eni déle nez 1 rok (median 13 mésicd; roz-
péti 12-36 mésict). Ve 100 % (5/5) p¥ipadti se ONC
u téchto pacientd vyvinula vzdy po vytrzeni zubu. V roce
2007 nebyla pozorovana zadna ONC (0/41), prestoze
byla provedena u pacient(i s medianem uzivani zolendro-
natu 14 mésich (rozpéti 13-38) extrakce zubl u celkem
5 pacientd. U téchto pacientl byla pouZita vy$e zminéna
preventivni opatteni. Incidence ONC byla sniZena (p =
=0,003).

Zavér: Incidence ONC se zwyiuje s délkou podavani
bisfosfonatu. Daldim kli¢ovym faktorem pro vznik ONC
je invazivni zdkrok na Celisti. Ale pokud je p¥i zakroku pre-
ruseno podavani bisfosfonatu a je pouzita antibiotickd
profylaxe, je incidence ONC zasadné sniZena. Za zcela za-
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sadni povazujeme vstupni preventivni vySetfeni stavu
chrupu stomatologem pted poddnim bisfosfonatu.
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Uéinna profylaxe herpes zoster acyklovirem

u pacientti s mnohocetnym myelomem
lécenych bortezomibem

L. Pour, Z. Adam, M. Holédnek, M. Krejéi, A. Kfivanova,
V. Sandecka, L. Zahradov4, R. Hajek

Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU

a FN Brno, pracovisté Bohunice; Masarykova univerzita Brno

Uvod: Reaktivace varicella-zoster viru (VZV) je ¢astou
a nebezpeénou komplikaci u pacientti s mnohocetnym
myelomem |é¢enych bortezomibem. Podle dostupnych
tdajd se pohybuje mezi 10 a 30 %. Nase vysledky potvr-
zuji, Ze profylaxe acyklovirem je efektivni a zabrariuje ne-
bezpecéné infekéni komplikaci béhem [é¢by bortezomibem.
Metody: V obdobi od prosince roku 2004 do prosince
roku 2007 bylo na nasem pracovisti léceno bortezomibem
98 pacientt s relapsem mnohocetného myelomu. Pacienti
byli [éceni standardnim [é¢ebnym schématem se standard-
nim ddvkovanim (aplikace Velcade den 1, 4, 8, 11 v cyklu
trvajicim 21 dnd v davce 1,3 mg/m?). Pacienti nejprve ne-
byli 1é¢eni acyklovirem, vzhledem k vysoké incidenci VZV
infekce byla zavedena profylaxe acyklovirem v rozdilnych
davkdch.

Vysledky: Prvnich 11 pacientdl |é¢enych Velcade na na-
Sem pracovisti neuzivalo zddnou profylaxi VZV infekce
a u 4 znich (36 %) doslo k reaktivaci VZV ve formé her-
pes zoster. Klinickd manifestace byla zcela typicka. Na za-
kladé tohoto faktu bylo zahdjeno profylaktické podavani
acykloviru v ddvce 400 mg 3krat denné peroralné po dobu
poddvani Velcade. U celkem 32 pacientd |é¢enych Velcade
a touto profylaktickou davkou acykloviru nebyla pozoro-
vana VZV infekce. Profylakticka davka acykloviru byla sni-
Zena na 400 mg 1krat denné pfi [é¢bé Velcade. Tato pro-
fylakticka dédvka byla pouzita u 55 pacientd bez nélezu
VZV infekce.

Zavér: VZV infekce je ¢astym zdvaznym nezddoucim Gcin-
kem pti |é¢bé Velcade a casto vede k preruseni |écby
a snizuje vyrazné kvalitu Zivota. Podle nasich skute¢nostf
je profylaxe VZV infekce acyklovirem ti¢innd a méla by byt
poddvdna viem pacientdim s mnohocetnym myelomem.
Davka acykloviru 400 mg Tkrat denné je v nasem souboru
pacient(l dostate¢nd k zabranéni VZV infekci. Zasadnim
zplisobem tak byla snizena pouzivand davka acykloviru
a doslo k racionalizaci profylaktické [écby.
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Optimalizace kombinovanych rezimi CVD
(Cyklofosfamid, Velcade, Dexametazon)

v Ceské republice: pilotni analyza rezimu

CVD junior a CVD senior s niz$im
davkovanim u nemocnych s relabujicim
mnohocetnym myelomem

L. Zahradova, L. Pour, Z. Adam, M. Krej¢i,

V. Sandecka, M. Al-Sahmani, A. Krivanova, D. Kralova,
R. Hajek

Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU a FN Brno,
pracovisté Bohunice; Univerzitni vyzkumné centrum — Ceskd
myelomovd skupina Brno

Uvod: Zafazeni novych lékti do lécebné strategie u mno-
hocetného myelomu znamena pro nemocné zdsadné lepsi
$anci na dlouhodobé preziti. V soucasnosti probihd op-
timalizace jejich poutzitf v rutinni praxi. Cilem je dosazenf
maximalni lé¢ebné Gcinnosti a minimalizace vedlejsich
Gcinkl. Zda se, Ze standardni davkovani vyZzaduje u ne-
mocnych se zhorSenou kondici ¢astéjsi redukci ddvek ¢i
prerugeni 1é¢by. V CR jsme v roce 2007 odzkouseli kom-
binované rezimy CVD (Cyklofosfamid-Velcade-Dexame-
tazon) s rozdilnou intenzitou pro nemocné s dobrym
performance status (CVD junior) a snizenym performance
status i starsi 65 let (CVD senior). Uvadime pilotni ana-
lyzu jednoho centra, kterd bude nésledné rozsitena na
analyzu pro celou CR.

Soubor pacientii: Pilotni analyza zahrnuje 24 (11krat CVD
senior; 13krdt CVD junior) z celkem 36 nemocnych |éce-
nych rezimem CVD na Interni hematoonkologické klinice
LF MU a FN Brno-Bohunice v obdobfi od 29. 1. 2007 do
29. 2. 2008, ktefi splnili tato kritéria: écba alespor 4 cykly
nebo preruseni lécby po méné nez 4 cyklech z divodu
progrese MM nebo toxicity. Vstupni charakteristika pa-
cientdi: median véku 62,3 let (54,0-77,7); klinické stadium
dle DS 1 (8,3 %)/11 (0 %)/111 (91,7 %); pocet predchozich
linii 1écby 1 (29,2 %)/2 (58,3 %)/3 (12,5 %). V souboru
nemocnych s rezimem CVD senior byl pozorovén jasny
trend (p = 0,6) k vy33i Cetnosti stadia 3 dle ISS (50 % vs
9 %) a vyssi predlécenosti (73 % vs 46 % pro 2 predchozi
[écby).

Vysledky: Pro rezimy CVD senior vs CVD junior byly za-
kladnf vysledky nasledujici: celkova |é¢ebna odezva (ORR
= CR + PR) 36,4 % vs 76,9 % zahrnujici CR (0 vs 7,7 %),
VGPR (9,1 vs 30,8 %) a PR (27,3 vs 38,4 %); lécebnd ode-
zva SD 36,4 % vs 2,1 %; progrese 27,2 % vs 0 %; doba do
relapsu 5,5 mésice vs nedosaZzen. Ve sdéleni bude po-
drobné zhodnocend tolerance a toxicita, rovnéz celkova
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délka lé¢by a mnozstvi nutnych preruseni l1é¢by u jednot-
livych rezimd.

Zavér: Z predbéznych vysledkd vyplyvd, Ze rezim CVD se-
nior je u starsich nemocnych dobfe tolerovan, ale jeho [é-
¢ebnd Ucinnost se zda ve srovndni se standardnim reZi-
mem CVD junior nedostateénd. Vysledky mohou byt ovliv-
nény vy3si predlécenosti seniord, kteti maji i prognosticky

Yoy,

ze v8ech center upfesni tato pilotni data.
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Nizkodavkovany thalidomid v lé¢bé
mnohocetného myelomu: stejna Gcinnost,
nizsi toxicita

V. Maisnar, J. Radocha, O. §irok)7

Oddeélen klinické hematologie II. internf kliniky Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové

Uvod: Thalidomid je jednim z léka, které jsou nové po-
uzivany v terapii mnohocetného myelomu. Jeho imuno-
modulaéni aktivita a Fada dal$ich tGcinkd byla prokdzéna
jako efektivni v 1écbé pokrocilého a refrakterniho one-
mocnén{, novéji je pouzivdn i v ramci primoterapie.
Nejvhodnéjsi ddvkovaci schéma viak zatim neni zndmo
a je i v soucasnosti predmétem zkoumani rady klinickych
studif.

Pacienti a metody: V minulém roce jsme publikovali
vysledky retrospektivni studie zaméfené na efektivitu mo-
noterapie nizkoddvkovanym thalidomidem (Eur ) Haema-
tol 2007; 79: 305-309). Nami pouZivané nizsi davky
(rozmezi 50-100 mg denné) mély srovnatelnou ucin-
nosts davkami vy$simi p¥i srovnani s vysledky jinych
studii. Cilem této nasi prace je vyhodnoceni vyskytu neza-
doucich Ucink(i thalidomidu p¥i pouziti jeho nizkych
davek.

Vysledky: Celkem bylo do analyzy zahrnuto 65 nemoc-
nych s mnohocetnym myelomem, ktefi byli na na-
Sem pracovidti [é¢eni v rozmezi let 2000-2005. Medidn
véku sledovaného souboru byl 67 let, délka sledované-
ho obdobi uZivani thalidomidu byla 1-66 mésict (me-
dian 8 mésicll). Thalidomid byl pouzit pfevdzné v ramci
lé¢by 2. linie (1. relaps nebo primarné rezistentni one-
mocnéni), zadny z pacientd thalidomid nedostaval
v drivéjsim prabéhu lécby. Nejcastéji z nezddoucich
ucinkd byly rtizné zndmky neurotoxicity, celkem u 25 ne-
mocnych, tj. 38 % sledovaného souboru. Pouze u 7 pa-
cientl (10 %) vSak pFitom bylo nutné pred¢asné ukonceni
lé¢by z dlivodu vyskytu zavaznych nezadoucich ucinkd, tj.
toxicity stupné 3, resp. 4 dle hodnoceni WHO (3krat
neuropatie, Tkrat alergickd reakce, Tkrat leukopenie).
Zavér: Thalidomid je velmi G¢innym lékem v |é¢bé mno-
hocetného myelomu. V rdmci naseho sledovdni jsme
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prokdzali srovnatelnou Gcinnost nizkodavkovaného tha-
lidomidu s ddvkami vy$simi. Nespornou vyhodou p¥itom je
skutecnost, Ze podavani nizsich davek thalidomidu vede
k podstatnému snizenf vyskytu jeho nezddoucich tcinka.
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Dlouhodobé preziti po autologni
transplantaci hematopoetickych bunék

u pacientli s mnohocetnym myelomem:
zkusenost jednoho centra

M. Krejéi, R. Hajek, Z. Adam, A. K¥ivanova, L. Pour,
L. Zahradova, K. Krésova, J. Mayer, J. Vorlicek
Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU

a FN Brno, pracovisté Bohunice

Uvod: Autologni transplantace perifernich hematopoe-
tickych bunék hraje ddlezitou dlohu v terapii symptoma-
tického mnohocetného myelomu. Cilem sdélenf je analy-
zovat dlouhodobé vysledky autolognich transplantaci
u MM v nasem centru.

Metody: Celkem 141 pacientd s MM bylo transplantovédno
na Interni hematoonkologické klinice LF MU a FN Brno-
-Bohunice v obdobi let 1996-2002. Jako pfipravny rezim
byl pouzit mefalan 200 mg/m?*. Median véku pfi provedent
transplantace byl 55 let. Medidn sledovdni od provedenti
transplantace je 8,4 roku (5,1-12,1 let), pfitom Zije 42 %
pacientl (60/141), 23 % pacientd (27/141) Zije bez re-
lapsu MM, zemtelo 58 % pacientd (81/141). Ve skupi-
nach zemrelych a Zijicich pacientd s MM byla analyzovana
klinickd stadia dle Durie-Salmona a dle ISS, typ parapro-
teinu, typ udrzovaci |é¢by, typy lé¢ebné odezvy pred a po
transplantaci.

Vysledky: Celkova lécebnd odezva (CR + VGPR + PR) po
transplantaci byla 90 % (121/134); u 26 % pacientd
(35/134) byla CR, u 43 % pacientt (58/134) VGPR, u 21 %
pacient(i (28/134) PR. Median TTP od zahdjenf terapie
byl 40,7 mésice, median OS byl 72,6 mésice. Nejvyznam-
néjsim faktorem pro dlouhodobé preZiti bez relapsu MM
bylo dosaZeni CR po transplantaci (p < 0,001). Ve skupiné
74 zemtelych pacient(i byla CR u 12 % (9/74), ve skupiné
33 zijicich pacientd s relapsem byla CR u 21 % (7/33), ve
skupiné 27 Zijicich pacientl bez relapsu byla CR u 70 %
(19/27). Dal3im statisticky vyznamnym faktorem pro dlou-
hodobé preZiti byla klinicka stadia dle ISS (p = 0,002),
v celém souboru 132 pacient( a v podsouboru 27 Zijicich
pacient( bez relapsu bylo zastoupent klinickych stadif dle
ISS nasledujici: stadium 1: 43 % a 67 %, stadium 2: 41 %
a 26 %, stadium 3: 15 % a 7 %. V ostatnich klinickych pa-
rametrech nebyly zjistény rozdily mezi skupinami zemte-

lych a zijicich pacientt. Cytogenetické vysetieni bylo pro-

Nt

mocnéni, vdech 16 pacientd mélo normalni karyotyp.
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Zavér: Pri medidnu sledovani 8,4 let Zije bez relapsu po
autologni transplantaci 23 % pacient(i (27/141). Charak-
teristické rysy tohoto souboru jsou: vysoky pocet CR po
transplantaci (70 %), prevazujici klinické stadium 1 dle
ISS (67 %) a normalni karyotyp (59 %).
Prdce byla podporena grantem IGA NR9317.
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Zhodnoceni pFinosu biologické terapie
pro prognézu nemocnych s mnohocetnym
myelomem - zku$enosti jednoho
pracovisté

V. Séudla, J. Minatik, M. Zemanova, T. Pika,

E. Faber, K. Indrak, J. Bac¢ovsky, K. Srovnalik,

K. Langova

I1l. interni klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP

a FN Olomouc; Hematologické oddéleni nemocnice Vsetin;
Katedra biofyziky Lékarské fakulty UP Olomouc

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je neobycejné hetero-
genni, nevylécitelné zhoubné onemocnénf s individualné
variabilni prognézou.

Cil studie: Zhodnoceni praktického p¥inosu biologické
terapie, tj. podani thalidomidu a bortezomibu v é¢bé
2. a 3. linie pti rezistenci MM na predchozi terapii.
Material a metody: Byly analyzovany 2 soubory MM [é-
¢ené pouze konvencni chemoterapii (KCH), tj. soubor
1987-1995 (n = 78) a 1996-2007 (n = 294) i soubor
126 nemocnych (1996-2007) lécenych HD-terapii s trans-
plantaci autolognich perifernich krvetvornych bunék
(HDT/ASCT, n = 126). V [écbé relapsu/progrese byla po-
uZita terapie thalidomidem s dexametazonem (TD) a vét-
Sinou i s cyklofosfamidem (CTD), v ptipadé rezistence
i bortezomibem s dexametazonem (BD).

Vysledky: V souboru 1987-1995 léceném pouze KCH bylo
celkové preziti (OS) 41 mésicli. Nemocni souboru 1996 az
2007 nesplriujici kritéria HDT/ASCT |é&enf pti rezistenci
na KCH rezimy TD/CTD, pfipadné i BD (n = 61), méli
medidan OS 61 mésich. V celém souboru nemocnych za-
fazenych do transplanta¢niho programu vcetné nemoc-
nych zemrelych jiz v indukéni/predtransplantacni fézi
(n =126) byl medidn OS 76 mésicd. V sestavé nemocnych
lécenych v piipadé relapsu/progrese po HDT/ASCT rezimy
TD/CTD ptipadné BT (n = 49) byl median OS 101 mésica.
Nemocnf lé¢eni dvojitou HD/ASCT a v p¥ipadé relapsu/
/progrese rezimy TD/CTD, pfipadné BD (n = 32) méli
kratsi preZiti nezli nemocni léceni rezimy TD/CTD a BD
(n = 80) jiz pFi 1. relapsu nebo progresi MM po 1. HDT/
/ASCT (OS 67 vs x mésicil).
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Zavér: Z analyzy vyplynulo, Ze pouziti biologickych pa-
sobkd, tj. thalidomidu a bortezomibu v 1é¢bé relapsu/
/progrese MM, vyznamné zlepSilo prognosticky vyhled
a celkové prezivani nemocnych lécenych jak pouhou
KCH, tak i HDT/ASCT.

Podporeno VWZ 6198959205, IGA NR 9500.

SYMPOSIUM ON MOLECULAR
HEMATOLOGY - STEM CELLS

1335
Whnit signaling in hematopoiesis
L. Doubravska, J. Lukas, V. KoFinek

Ustav molekuldrni genetiky AV CR, v.v.i., Praha

The Wnt gene family encodes 20 secreted proteins that
act as morphogens during embryonic development and
also in adult tissues. The interaction of Wnt ligand with
the membrane Frizzled-LRP receptor complex triggers in
the target cell cascades of intracellular molecular events
called canonical or non-canonical Wnt signaling. Inte-
restingly, the definite outcome of the binding Wnts to
their receptors, i.e. canonical versus non-canonical
signaling, depends on the cellular context, and also on
the specific combination of the Frizzled (10 members in
mammals) and LRP (2 proteins). Canonical Wnt signa-
ling - in contrast to the non-canonical one - stabilizes 3-ca-
tenin in the cytoplasm of the target cells. Accumulated B-ca-
tenin enters the cell nucleus where it associates with the
TCF/LEF transcription factors and activates expression of
a specific set of genes - for example Cyclin D1, c-myc,
c-jun. The ability to exit reversibly the cell cycle is an impor-
tant feature of all stem cell types and it is connected to the
self-renewing capacity of the adult tissues. Recently, it has
been documented that canonical Wnt signaling is ne-
cessary to maintain hematopoietic stem cells (HSCs) in
a state of quiescence in vivo. On the other hand, Wnt sig-
naling does not influence differentiation of HSCs to mul-
tiple hematopoietic lineages as demonstrated by normal
development of all types of blood cells in mutant mice
with conditioned deletion of the B-catenin gene. In our re-
search we focus mainly on post-translational modifications
of Wnt proteins and the influence of these modifications
on signaling and morphogenic properties of individual Wnt
ligands. Despite the fact that the Wnt signaling pathway is
probably the most studied cellular process of current mole-
cular and cellular biology, the data about biochemical
features of Wnt polypeptides remains elusive. This is rather
surprising - and encouraging - as the Wnt-receptor interac-
tion is the , trigger of the entire signaling mechanism.
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Snf2h regulates heterochromatin structure
and global transcription in blood cells

J. Podskocova, K. Vargova, J. Kokavec, V. Pospisil,
I. A. Skoultchi, T. Stopka

Ustav patologické fyziologie 1. lékai'ské fakulty UK, Praha;
AECOM, Yeshiva University, New York, USA

Role of SWI/SNF2 family in oncogenesis is established by
studies in both mouse models and human patients.
Snf2h belongs to SWI/SNF2 family of histone- and DNA-
-binding proteins that at expense of ATP hydrolysis regu-
lates structure of nuclear chromatin. Knockout mice of
Snf2h are embryonic lethal and heterozygotes display
mild growth retardation (Stopka 2003). We used confo-
cal laser scanning microscopy and demonstrate that
Snf2h heterozygous cells derived from embryonic, hema-
topoietic and germinal cells display defects in global his-
tone modification including histone H3K79 hypomethy-
lation. H3K79 trimethylation is a chromatin mark asso-
ciated previously with active transcriptional elongation.
In addition, significant defects are found in Snf2h hete-
rozygous heterochromatin structure and indicate that
Snf2h has important role in the nucleosome assembly,
a finding supported by studies in Drosophila (Fyodorov
2004). Snf2h is highly expressed in normal and leukemic
blasts and its role has been implicated in cytokine-indu-
ced erythroid differentiation. By using experimental he-
molysis we demonstrate that both Snf2h wild type and
heterozygous mice induce erythropoiesis similarly. How-
ever, significant amount of Snf2h compensation from wild
type allele was observed in Snf2h heterozygotes. Collecti-
vely, our data demonstrate role of Snf2h in gene transcrip-
tion regulation and chromatin assembly during embryo-
nic development and hematopoietic differentiation.
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Human embryonic stem cells:

stable or vulnerable?

A. Hampl, Z. Holubcova, T. Barta, S. Pospisilova,

J. Verner, D. Dolezalovd, V. Vinarsky, P. Dvorak
Oddélent molekuldrni embryologie Ustavu experimentdlni mediciny
Akademie véd CR, v.v.i., Praha; Biologicky vistav Lékarské fakulty
MU Brno; Ustav experimentdnt biologie Prirodovédeckeé fakulty
MU Brno; Fakultni nemocnice Brno, pracovisté Bohunice

Human embryonic stem cells (hESC) are immature cells
derived from human blastocyst-stage embryos that can
be indefinitely propagated in culture and can also be
induced to differentiate into all mature cell types with
special function. These two abilities, to self-renew and to
differentiate, make hESC attractive tool for cell replace-
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ment therapy, drug development, and toxicology. One of
the key criteria that have to be met before hESC are used
for therapy is a certainty that the cells are void of any risk
of unpredictable behavior. Among such behaviors, dere-
gulated growth of hESC derivatives upon their transplan-
tation to the patient is the most hazardous one. Several
studies have recently reported accumulation of various
types of alterations to DNA of hESC that have been pro-
pagated in culture for prolonged periods of time. What
types of stress induces such damage, contribution of
hESC line genotype, what are the biological outcomes of
such damage, and many other questions remain to be
answered. We have recently begun addressing some of
the issues related to the genomic instability of hESC. As
numerical and structural abnormalities of centrosomes
contribute to chromozomal instability in many cancers,
we have assessed the metabolism of centrosomes in
hESC. We have found in several independent cells lines
that undifferentiated hESC are typical by unusually high
frequency of mitoses with the number of centrosomes
exceeding two. Labeling for gamma tubulin demonstra-
ted that most of these supernumerary centrosomes in
fact participated in formation of multipolar spindles. Im-
portantly, although centrosome amplifications occur in
high frequency (10-30 %) in hESC in early to mid passa-
ges they become suppressed in hESC in later passages
(less then 5 %). We have also found that culture condi-
tions, mainly ability of hESC to appropriately adhere to
the culture substratum, influence the overamplification
of centrosomes. Several molecules have been previously
shown to drive amplification of centrosomes in normal
cell cycle. We have found that at least two of them, Au-
rora A and CDK2, are overabundant and highly active in
undifferentiated hESC and may thus contribute to the
observed abnormalities. This is supported by the fact
that chemical inhibition of CDK2 in hESC reduces the
percentage of mitoses with supernumerary centrosomes.
Both the integrity and number of centrosomes seem to
be monitored by signaling pathways that employ estab-
lished molecules involved in sensing and executing response
to DNA damage. Here we show that at least some
components of such pathways are developed and opera-
tive in hESC. Upon DNA damage induced by UVC-irra-
diation damage, hESC accumulate p53 protein that is
capable of transactivation of its target genes (p21, GADD45,
mdm?2). UVC-irradiated hESC also phosphorylate Chk2,
degrade their CDC25A phosphatase, and, according to
at what stage of cell cycle hESC are exposed to DNA da-
maging insult, delay their cell cycle in G1 or G2/M phase.
In summary, we demonstrate that although undifferen-
tiated hESC possess some protective mechanisms to main-
tain its DNA pristine, they still develop conditions that
are favorable to generation of genetic abnormalities. We

P25




XXIl. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni tcasti, Olomouc, 28.-30. 5. 2008 - abstrakta

propose that understanding of mechanisms involved in
harboring early alterations to genome of originally gene-
tically normal hESC, and their link to the changes in their
phenotype in particular, will shed some light on initial
steps of carcinogenesis.

This study was supported by Grant Agency of the Czech Republic
(301/05/0463), by the Ministry of Education, Youth and

Sports of the Czech Republic (1M0538, MSM0021622430), by
he Academy of Sciences of the Czech Republic (AV0Z250390512,
105500040507, AVOZ50040507, AVOZ50040702), by
Internal Grant Agency of the Ministry of Health of the Czech Re-
public (NR/9293-3/2007) and by student research grant of Ma-
saryk University 20071431e0015.
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In mouse embryonic stem cells, Cdk2 does
not localize to the nucleus but its activity
contributes to a very short G1 phase

Z. Koledov4, L. Raskova-Kafkova, L. Calabkova,

A. Krimer, V. Divoky

Ustav biologie Lékar'ské fakulty UP Olomouc; Internal

Medicine V, University of Heidelberg, Heidelberg, Germany;
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Cyclin-dependent kinase 2 (Cdk2) is the major regulator
of G1/S transition and the target of activated G1 check-
point in somatic cells. Cell cycle regulation in embryonic
stem (ES) cells is distinctive from that of somatic cells.
Among other differences, ES cells have very short G1
phase and do not arrest in G1 after DNA damage.
Published studies suggested G1 checkpoint pathways in
ES cells might be impaired. In this study, we show in two
studied mouse ES (mES) cell lines, V6.5 and HM1, both
G1 checkpoint pathways, the p53-p21 and the Chk2-
-Cdc25A, are functional in mES cells. They are activated
in response to DNA damage induced by gamma irradia-
tion. However, we detected they did not lead to abroga-
tion of Cdk2 activity in mES cells, as they did in control
fibroblast cell line NIH3T3. We hypothesized this might
be due to distinctive localization of cell-cycle regulatory
proteins in mES cells. We report for the first time that
Cdk2 is exclusively localized to centrosomes and is not
present in mES cell nuclei at any cell cycle phase. In our
experiments Cdk1 does not overtake the function of
Cdk2 in mES cells as has been reported in Cdk2-deficient
cells. Cdk1 does not localize to nuclei of interphase mES
cells and Cdk1 is not the target of activated G1 check-
pointin mES cells as its activity is not abrogated after DNA
damage in G1 phase in mES cells. With Cdk2 being locali-
zed on centrosomes, we questioned its role in G1 phase re-
gulation in mES cells. Therefore, we underwent studies with
a Cdk2 inhibitor, olomoucine Il. Treatment of mES cells
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with concentrations of olomoucine Il that inhibit Cdk2 but
not Cdk1 activity increases the proportion of G1 phase cells
in culture. In synchronized mES cells we demonstrate this
cell-cycle profile change is due to elongation of G1 phase
after olomoucine Il treatment. Inhibition of Cdk2 with olo-
moucine Il slows down the G1 phase progression and de-
lays S phase entry of synchronized mES cells. We conclude,
even being exclusively centrosomal, Cdk2 plays an impor-
tant role in rapid G1 phase progression of mES cells.

Grant support: 2B06077 (MSMT CR); NR/9508 (IGA MZ CR).
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To the computer assisted heterochromatin
densitometry of lymphocytes

K. Smetana, P. Otevielova, H. Klamova, l. Jirdskova,
I. Kalousek

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

According to recent studies heterochromatin in central
»gene rich“ and peripheral ,gene poor“ nuclear regions -
disregarding the gene expression - represents chromozo-
mal territories in interphase nucleus. In central nuclear
regions they appear as chromocenters and perinucleolar
or nucleolus associated chromatin. The computer assisted
densitometry of single lymphoblasts and mature lympho-
cytes indicated a higher and similar heterochromatin
density in central nuclear regions. In contrast, the hete-
rochromatin density in the nuclear peripheral regions at
the nuclear membrane was significantly smaller in lym-
phoblasts and significantly larger in mature lymphocy-
tes. The blastic transformation of stimulated lymphocy-
tes produced a fluent decrease (decondenzation - unra-
veling) of the heterochromatin density in peripheral
nuclear regions at the nuclear membrane but the hete-
rochromatin density in central nuclear regions did not
change. Thus the heterochromatin regions at the nuclear
membrane appear to be important not only for the cell
differentiation and maturation but also for the , dediffe-
rentiation of stimulated cells.

The present study was supported by the Research Project VZ
00032373601 of the Ministry of Health of the Czech Republic.

ANEMIE

Hepcidin, DMT1, and other newly discovered

participants of iron metabolism. How this new
knowledge change the practice of hematology

J. T. Prchal

University of Utah, School of Medicine, Salt Lake City, USA
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Soucasny pohled na diagnostiku a lécbu
anémie chronickych chorob

V. S¢udla

Il. interni klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Anémie chronickych chorob (ACD) je vétSinou mirna,
normochromnf, normocytovd hypoproliferativni anémie,
jde o nej¢astéjsi chudokrevnost u hospitalizovanych osob.
Provazi predevsim infekénf, zanétlivé, imunopatologické
a neoplastické choroby, Ize ji zaznamenat ale i u Gplavice
cukrové a zdvaznych traumatickych, pooperacnich
a septickych stavd jako tzv. ,anémii kritickych stavd®
(,akutni varianta ACD). V patogenezi ACD se uplatriu-
je predevsim snizend produkce cervenych krvinek v di-
sledku nizké proliferace a zvy3ené apoptdzy erytroidnich
prekurzor(i neschopnych adekvatni reakce na tizi anémie
(inhibi¢nf vliv IL-1, TNF, IFN-B/v), sniZzenfi produkce i vni-
mavosti k EPO a z¢asti i zkrdcené prezivani erytrocyt(.
Vyznamnou roli hraje dysregulace homeostdzy zeleza s po-
ruchou jeho reutilizace s nadmérnym uskladnénim v ele-
mentech Mo-Ma systému vedoucimu k jeho funkénimu
nedostatku pro syntézu hemu. P¥i¢inou uvedené poruchy
je nadprodukce hepcidinu, ptirozeného regulatoru obéhu
Fe v organizmu, véetné absorpce z GIT a utilizace z tka-
novych makrofdgli. ACD je nejcastéji zamériovdna za
anémii z nedostatku Zeleza, od niz se odliSuje zvySenou
hodnotou S-feritinu, poklesem hodnoty transferinu i va-
zebné kapacity séra pro Fe, nizkou koncentraci solubilniho
transferinového receptoru (sTfR) véetné nizké hodnoty
TfR/feritinového indexu. PFi pouziti Perlsovy reakce Ize pro-
kdzat normdlni nebo i zvy3eny stav zdsobniho Fe v Mo-Ma
systému s chybénim sideroblastl v kostni dreni. Kauzalnf
terapif ACD je tspésnd |é¢ba zakladniho onemocnént, oje-
dinéle je nezbytny krevni ptevod a vybérové terapie rHuE-
-PO, vyzadujici v pfipadé saturace transferinu < 20 % a S-fe-
ritinu < 100 ng/ml soucasnou suplementaci zelezem.
Podpora VWZ 6198959205.
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Diamondova-Blackfanova anémie ve svétle
novych poznatki

D. Pospigilové, R. Cmejla, J. Cmejlova

Détskd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Charakteristika onemocnéni: Diamondova-Blackfanova
anémie (DBA) patii vedle Fanconiho anémie k nejznaméjsim
vrozenym poruchdm hematopoézy. Je charakterizovdna nor-
mochromni makrocytarni anémif, retikulocytopenif, normo-
celuldrni kostni dfenf se selektivnim nedostatkem erytroid-
nich prekurzorovych bunék, normalnim nebo lehce niz8im
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N/ M

poctem leukocytd a normdlnim nebo lehce vy$8im poctem
trombocytd. U 25-50 % pacientll jsou popisovany vrozené
anomdlie (anomdlie kraniofacidlni oblasti a krku, anomdlie
palcového paprsku na hornich koncetindch, anomalie
srdce, ledvin a skeletu). Incidence je udavana v rozmezi 4 az
7 ptipadt na 1 milion Zivé narozenych. Dosud bylo popsa-
no vice nez 800 ptipadd onemocnéni. Viyskytuje se u obou
pohlavi a u viech ras. U pacientl s DBA je popisovano zvy-
gené relativn( riziko vzniku maligniho onemocnéni (6 %).
Etiologie a patogeneze: PrestoZze DBA byla poprvé po-
psana v roce 1936 Josephsem, jeji etiologie byla objasnéna
az po roce 2000. Ndlez mutaci v ribozomalnich protei-
nech (RP) u pacient s DBA byl jednim z nejzajimavéjsich
objevil v hematologii v poslednich letech. U 25 % pacien-
td je mutovdn gen pro RPS19, u 2 % pacientt se jedna
o mutace v genech pro RPS17 a RPS24; tyto proteiny jsou
soucasti malé ribozomalni podjednotky. Nejnovéji byly
u daldich 20 % pacientd nalezeny mutace v genu pro
RPLS5, u 7 % v genu pro RPL11 a u nékolika pacientt téz
v RPL35a; tyto proteiny jsou soucdsti velké ribozomalni
podjednotky. U necelé 1/2 pacientd neni genetickd pod-
stata onemocnéni zatim zndma, ale o¢ekava se, Ze se bude
také jednat o mutace v daldich proteinech spojenych
s proteosyntézou. Mutace v téchto proteinech ovliviiuji
ucinnost celého proteosyntetického aparatu, a vedou tak
ke snizeni Urovné proteosyntézy. Pravdépodobnym vy-
sledkem snizené proteosyntézy je nedostate¢nd produkce
fady klicovych proteinil nezbytnych pro diferenciaci a pro-
liferaci bunék. Predpoklada se, Ze riizné tkdné jsou rtizné
citlivé na snizenou Uroveri proteosyntézy. Nedostate¢na
syntéza proteindl se projevuje zejména ve tkanich s rych-
lym obratem proteosyntézy, jako je zejména erytropoéza.
Vliv mutacf na vznik rdiznych vrozenych anomalii ptitom-
nych u pacientd s DBA nebyl dosud jednoznacné objas-
nén. DBA se tak stala prvnim onemocnénim v hematolo-
gii zptsobenym poruchou funkce ribozomd.

Klinické a laboratorni nélezy: V klinickém obraze domi-
nuji pfiznaky anémie (bledost, letargie, zvySena drazdi-
vost az projevy srdeéniho selhdni). Anémie byva patrna
ihned po porodu nebo se objevi v prvnich 6 tydnech Zi-
vota. Je obvykle tézkd a vyZzaduje aplikaci transfuze erytrocy-
tarni masy. 15-25 % novorozencti s DBA se rodi s nizkou
porodni hmotnosti. U 30-40 % pacient(l jsou pfitomny
vrozené anomalie uvedené vySe. U 30-40 % pacient( je
popisovan maly vzriist. U pacient(l zavislych na podavanf
transfuzi je klinicky obraz vyrazné ovlivnén ptiznaky orga-
nového poskozenf pfi pretizeni organizmu Zelezem, je-
jichZ zavaZnost zdvisi na zptsobu vedeni chelata¢ni lé¢by.
Téhotenstvi pacientek s DBA je vzdy povazovano za rizi-
kové. U vice nez 40 % téhotnych dochazi ke zhorsenf pri-
béhu zdkladniho onemocnéni se zvySenim narokd na po-
davani transfuzi, které je p¥ipisovano hormonalnim zmé-
nam. Pacientky lécené kortikoidy jsou navic ohroZeny
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vznikem hypertenze a diabetu. Makrocytéza erytrocytt
se u vétsiny pacientll nachdzi az po 1. roce Zivota, retiku-
locytopenie je obvykle pfitomna jiz u novorozencti. Kost-
ni dfen je normocelularni, erytroblasty jsou vsak vyrazné
redukovény nebo zcela chybi. U 5-10 % pacientl mize
byt pocet proerytroblast( v kostni dieni jen lehce snizeny,
nebo dokonce normdlni. Asi u 20 % pacientd se po néko-
lika letech trvani onemocnéni objevuje leukopenie. U pa-
cientll je obvykle pfitomna vyrazné zvySend hladina
erytropoetinu, zvy$end hladina hemoglobinu F s jeho he-
terogenni distribuci, zvySend exprese i-antigenu na
erytrocytech. Je popisovdna zvySend hodnota aktivity
erytrocytdrnich glykolytickych enzym(, enzym( hexdzo-
monofosfatového zkratu a zvySend aktivita erytrocytarni
adenozindeamindzy (ADA).

Lécba: Lécbou prvnivolby i dnes zlstavaji kortikosteroidy.
Cilem jejich podavéni je dosaZeni co nejmensi obdennf
davky, kterd udrzi hladinu Hb ve stabilnim rozmezi dovo-
lujicim pacientdm normalni aktivitu. Pokud nenf patrny
pFiznivy efekt davky nizsi nez 0,5 mg/kg a den, kortikoidy
se vysazuj vzhledem k zdvaznému riziku vedlejsich tcinka.
50 % pacientd zGstava zdvislych na kortikoidech. Asi u 20 %
pacientl s dobrou odezvou na kortikoidy mlze i po né-
kolika letech dojit k ndstupu remise a kortikoidy mohou
byt vysazeny. P¥i rezistenci na lé¢bu kortikoidy (asi 30 %
pacienttl) je indikovano pravidelné poddvani transfuzi ery-
trocytarni masy. Nedilnou soudasti |écby pacientd na
pravidelném transfuznim programu jsou chelatory Zeleza
(deferoxamin, deferasirox). Jedinou kauzalni |é¢bou one-
mocnénf je transplantace kostni dfené. U malé ¢asti pa-
cientd byl popsdn pfiznivy efekt kyseliny valproové, cyk-
losporinu A, metoklopramidu a leucinu.

Prognéza onemocnéni: Zavisi na lé¢ebné odezvé na
kortikoidy. Po zavedenf [é¢by kortikoidy se zvysil median
preziti pacient(i na 42 let z pdvodnich 19 let u nelécenych
pacientl. Kvalita Zivota pacient(i v remisi a pacientt léCe-
nych malymi obdennimi davkami kortikoidd je obvykle velmi
dobra. Pacienti zavisli na podavdni transfuzi jsou léceni
podobné jako pacienti s thalasemia major, jejich kvalita zi-
vota je proto srovnatelna. Vedle rizika senzibilizace a pre-
nosu virovych infekef je limitujicim faktorem preZiti stuperi
pretizeni zelezem s rizikem rozvoje tézké organové hemosi-
derdzy. Dlouhodobé preZiti je dnes vzhledem k moZznostem
podavani cheldtord Zeleza vyrazné prodlouzeno.
Diferencidlni diagnéza: VyZaduje vylouceni viech ostat-
nich pFicin aplazie erytropoézy, coz u déti obvykle necini
problémy. U dospélych, u kterych je $kala p¥icin aplazie
erytropoézy nesrovnatelné 3irsi, mize byt odhaleni vzac-
nych ptipadt DBA s mirnou formou makrocytdrni ané-
mie obtizné. DuleZitym diagnostickym voditkem maze
byt ndlez mutaci gent pro RP.

P28

1349

Anémie a poruchy metabolizmu Zeleza

T. Lipsic

Hematologické a transfuziologické oddelenie Kliniky laboratdrnej
mediciny — OUSA, VSZaSP Lekdrskej fakulty UK Bratislava,
Slovenskd republika

Zamyslenie - Gvod: Dva z najcastejsich prvkov na zemi -
Zelezo a kyslik - sui pre Zivot esencidlne. Zelezo (Fe) ovplyv-
fuje esencidlne procesy v celom organizme - integritu
a funkciu substancif, enzymov, organel, buniek, tkaniv a or-
gdnov - posobi in situ alebo prostrednictvom inych de-
jov. Niektoré kombindcie Zeleza a kysliku, v ¢ase a priestore,
st viak pre biologické subjekty a deje poskodzujtice, to-
xické az likvida¢né. Anémia - znizend vdzobna kapacita
krvi pre kyslik - je velmi ¢asto ndsledkom alebo pricinou
poruchy metabolizmu Zeleza. Sekvenciu portich metabo-
lizmu Fe a anémie c¢asto modifikujd pridruzené patolo-
gické mechanizmy inych tkaniv, orgdnov a funkcii, ktoré
boli spésobené prvotnou alebo néslednymi poruchami.
Vyssie uvedené suvislosti viedli k myslienke tejto pred-
nasky - ,neklasicky popisat a hodnotit to, ¢o plynule,
vertikdlne aj horizontalne, na trovni substratov, molekdil,
buniek, tkaniv, orgdnov a regula¢nych mechanizmov
v biologickom case a priestore komplexne a kontinudlne
jestvuje.

Klasifikacia: Etiologické skupiny nedostatku aj nadbytku
Zeleza tvoria poruchy prijmu (diéty), absorpcie, trans-
portu, skladovania, vydaju a utilizacie, ako aj poruchy re-
guldcie jeho metabolizmu v réznych kopartmentoch
a viazbach metabolizmu, solitirné alebo kombinované:
(a) deficit Zeleza - deficitny prijem, straty krvi, zvySené
naroky na Zelezo; (b) relativny deficit (funkéného) Zze-
leza - anémie chronickych ochoreni (infekcie, zapaly, ma-
lignity); (c) nadbytok Zeleza - talasémie, hemoglobino-
patie, enzymopatie, vrodené a ziskané dyserytropoetické,
aplastické a sideroblastické anémie, porfyria, hemochro-
matdzy, iné vrodené poruchy metabolizmu Fe, myelo-
dysplastické syndrémy, hepatopatie, potransfuzne he-
mosiderdzy, stavy po TKD, off-leukemia stavy, diétny
nadbytok Fe.

Frekvencia: Frekvencia anémif's poruchami metabolizmu
Zeleza je velmi vysokd. Ide o najcastejsie skupiny anémif,
ale aj o najcastejSie ochorenia vobec: (a) deficit Fe, fre-
kvencie je vysoka - 14 % celosvetovej populacie so znac-
nymi regiondlnymi vykyvmi; (b) relativny deficit Fe pri ané-
mii chronickych ochoreni ma frekvenciu 5 %; (c) nadby-
tok Fe, globdlna frekvencia nie je zndma, rdmcové &isla
vychadzaju z frekvencie vrodenych portich metabolizmu
Zeleza (0,4 %), talasémii (4 %), hemoglobinopatii (< 1 %),
hemolytickych anémif (< 1 %) a ochoreni vyzadujdcich
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chronickd substituéni hemoterapiu celkovo > 8 %; (d)
iné poruchy (primdrne) metabolizmu Fe, frekvencia je
velmi nizka.

Patogenéza: Reguladcia metabolizmu Zeleza a sekvencia
$pecifickych latok a dejov pri fyziologickych podmienkach
zabezpecuje jeho dostatok, dostupnost, utilizdciu a bez-
pec¢nost - ochranu pred toxickymi t¢inkami. V rdmci me-
tabolizmu vystupuju substancie prvej ako aj daldich linif
reguldcie absorpcie, intra- a extraceluldrneho transportu,
transmembranového prechodu, intracelularneho meta-
bolizmu, skladovania, vydaju a utilizicie. Ramcovo ide
o poruchy vo zmysle zvySenia alebo zniZenia prijmu, ab-
sorpcie, transportu, skladovania, vydaju a reguldcie. ,,Pre-
vladnutie“ abnormalnej situdcie nad kompenzaénymi
a regulaénymi mechanizmami alebo poruchy regulacie
vedie k zdvaznej patoldgii metabolizmu Zeleza, erytrénu,
inych tkaniv, organov a ¢asto k vytvoreniu dalsich pato-
logickych mechanizmov. (a) absolttny nedostatok zeleza
vedie priamo k porucham hemopoézy, menovite erytro-
poézy, poruche enzymov, buniek, tkaniv, funkcii skoro
vsetkych orgdnov a systémov. (b) relativny nedostatok
Zeleza (funkéného) ma za nasledok nielen poruchy vy3sie
popisané, ale aj sekvenciu patogenetickych mecha-
nizmov spustanych etiologickym zédpalovym, infekénym
alebo malignym agens, menovite aktivaciu makrofagové-
ho fagocytujticeho systému, patologickd produkeiu cyto-
kinov, supresiu erytropoézy a poskodenie erytrocytov.
(c) nadbytok Zeleza spbsobuje priame toxické poskode-
nie a destrukciu lipidov, proteinov, ribonukleovych kyse-
lin, enzymov, buniek a ich organel vo vietkych exponova-
nych tkanivach a orgdnoch, vratane tkaniva krvotvorného.
(d) anémia ,,per se“, primadrna alebo sekundarna pri po-
ruche metabolizmu Fe, sposobuje poruchy funkcii a inte-
grity tkaniv/orgdnov, poruchy metabolizmu, imunity,
koncepcie, vyvoja a znizZenie kvality Zivota.

Diagnostika: Ciefom je komplexnd sekvencia: zakladna
diagnostika - detekcia poruchy - etiologicka diagnostika -
urcenie stupfia poruchy - stanovenie adekvétnej terapie -
monitorovanie priebehu ochorenia a efektu terapie. Kli-
nickd diagnostika: zdkladnym predpokladom je cielenad
anamnéza a podrobné somatické vySetrenie. Laboratérna
diagnostika: (a) zdkladné hematologické vysetrenia;
(b) markery Zeleza v sére - profil; (c) markery zépalu,
infektu a tumorov; (d) zakladné organové profily - hepa-
télny, rendlny. V pripade potreby: (e) vitamin B,,, folaty,
EPO; (f) iné hematologické vysetrenia: imunohematolo-
gické, hemostaezologické; (g) Specidlne vySetrenia: ana-
lyzy Hb, netransferinové Fe, hepcidin, cytokiny, genetické.
InStrumentdlna diagnostika: (a) USG vySetrenie (hepar,
lien); (b) MRI vy3etrenia (hepar, cor); (c) biopsia (hepar)
a urcenie obsahu Fe (LIC); (d) magnetickd suscepto-
metria - SQUID; (e) rddioizotopové vysetrenie ferokinetiky,
erytrokinetiky, uréenie celotelového Fe.
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Terapia: Lie¢ba vychadza z 2 zakladnych situdcif, nedo-
statku a nadbytku Zeleza. M4 byt ako pri kazdom ocho-
reni primdrna - kauzélna a sekundarna - symptomaticka:
(a) pri nedostatku Fe: zvySeny prijem diétou, adekvatna
substitticia Fe (inych sticasnych deficitov), sandcia zdro-
jov strat; (b) pri nadbytku Fe: zniZzenie prijmu, terapia hy-
perhemolyzy a inefektivnej eyrtropoézy, cheldcia/exkrécia Fe.
Zaver: (a) zelezo je ,,dobry sluha a zly pan“ - nedostatok
aj nadbytok maju zavazné nasledky; (b) anémia zacina
alebo kon¢i primarne alebo sekunddrne poruchou meta-
bolizmu Zeleza a naopak nedostatok Zeleza vzdy a nadby-
tok ¢asto anémiou zacinaju alebo pokracuju; (c) frekven-
cia a zavaznost tychto portich by mala byt prioritnym
problémom pre program zdravia.

TRANSPLANTACE
KRVETVORNYCH BUNEK

1276

Vliv polymorfizm interleukinu-6 (IL-6)

a monocytarniho chemotaktického proteinu
(MCP-1) na vysledky alogennich transplantaci
krvetvornych kmenovych bunék

L. Raida, K. Langov4, J. Pretnar, B. Vidan-Jeras,

V. Koza, P. Jindra, F. Mrazek, M. Petiek, Z. Ambriaizov4,
K. Indrdk, E. Faber

Katedra biofyziky Lékarské fakulty UP Olomouc; University
Clinical Centre, Ljubljana, Slovenia; Blood Transfusion Center
of Slovenia; Hematoonkologické oddéleni FN Plzeri; Ustav
imunologie Lekarské fakulty UP a FN Olomouc;
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Uvod: Vliv polymorfizmt réiznych cytokinovych gent na
vysledky alogennich transplantaci krvetvornych kmeno-
vych bunék (SCT) je v poslednich letech intenzivné studo-
van, a to zejména v souvislosti s rozvojem nemoci $tépu
proti hostiteli (GvHD), kterd vyznamné ovliviiuje morbi-
ditu a mortalitu.

Cil studie: Zhodnotit vliv polymorfizm¢ IL-6 (IL-6-174,
IL-6-nt565) a MCP-1 (MCP-1-2518, MCP-1-2076) pfi-
jemce i ddrce na rozvoj akutni a chronické GvHD, relaps
nadoru a mortalitu, a to p¥i vyuZiti pfipravnych rezimi
rlizné intenzity.

Soubor nemocnych a metody: Byla analyzovdana data
138 nemocnych po alogenni SCT od HLA-identického darce.
131 (95 %) bylo transplantovéno pro diagnézu hemato-
logické malignity, 64 (46 %) po p¥ipravném rezimu s re-
dukovanou intenzitou (RIC). Median sledovani souboru
byl 17 (0-97) mésicti. Remise onemocnéni po SCT byla
dosazena u 120 pacient( (87 %), s relapsem u 30 z nich
(25 %) mésict po SCT. K rozvoji akutni a chronické
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GvHD doslo u 54 (39 %), resp. 48 (35 %) ptijemct. Bylo
zaznamenano 72 umrti (52 %). Vliv cytokinovych poly-
morfizmd ptijemce a darce na rozvoj GvHD, relapsu
a mortalitu byl hodnocen metodami univaria¢ni a multi-
varia¢ni analyzy z hlediska zastoupent alel IL-6-174*G, IL-
-6-nt565*G, MCP-1-2518*G a MCP-1-2076*T.
Vysledky: Univaria¢ni ani multivariaéni analyza nepo-
tvrdily signifikantni vliv studovanych polymorfizm@ na
rozvoj akutni GvHD, incidenci relapst malignit a riziko
umrti po SCT. Pouze manifestace IL-6-nt565*G alely
u ptijemctl byla identifikovana jako nezavisly faktor zvy-
Sujici riziko rozvoje chronické GvHD (OR 3,251; 95 % ClI
1,073-9,848; p = 0,037).

Zavéry: Na uvedeném souboru nemocnych nebyl potvr-
zen zasadni potransplantacni prognosticky vyznam poly-
morfizm( uvedenych cytokinG. | pres statisticky prikaz
vlivu polymorfizmu IL-6-nt565 pfijemce na rozvoj chro-
nické GvHD, jejiz manifestace jinak signifikantné snizuje
riziko relapsu nddoru a dmrti, pfitomnost IL-6-nt565*G
alely nijak nezménila tyto nejdlezitéjsi parametry hod-
nocenf vysledku SCT.

Prdce byla podporena vjzkumnym zdmérem MSMT CR
MSM-6198959205 a grantem IGA MZd CR NR-9099.
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HLA inkompatibilni pupecnikova krev jako
alternativni zdroj kmenovych bunék pro
détské pacienty indikované k HSCT

M. Vrand, M. Dobrovolna, P. Sedlacek, L. Kupkova
Ndrodnf referencni laborator pro DNA diagnostiku Ustavu he-
matologie a krevni transfuze Praha; Klinika détské hematologie
a onkologie 2. lékarské fakulty UK a FN Motol, Praha; Cesky
registr ddrcii kostni diené Praha

Provedeni transplantace hematopoetickych kmenovych
bunék (HSCT) jako terapeutické metody je limitovdano
nalezenim vhodného dérce. Vzhledem k demografickému
vyvoji i pro Ceské détské pacienty, indikované k HSCT ve
FN Motol, klesd podil HLA shodnych sourozencil a je
nutno hledat v 3irsf rodiné ¢ HLA shodné nepfibuzné
darce z registri. Tam, kde takovy nenf nalezen, je tfeba
zvazovat transplantaci od alternativnich darct s HLA
neshodami. Mezi tyto alternativni zdroje pat¥i i pupecni-
kova krev (CB). Béhem let 1995-2007 bylo na détské kli-
nice FN Motol transplantovdno 14 pacientd s podanim
nepiibuzenskych pupecnikovych krvi, coz je témér 10 %
z provedenych HSCT. Tato skupina se skladala z 12 po-
dani $tépl od jednoho dérce a 2 double-cord transplan-
taci. Pro pacienty z této skupiny bylo po vyhledani v re-
gistrech testovdno vice nepfibuznych darct (od 1 do 7).
U zadného z nich nebyla nalezena dostatecnd shoda
v HLA systému. Proto byla zvolena pupecnikova krev ja-
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ko alternativni zdroj kmenovych bunék. HLA shoda mezi
pacientem a podanou pupeénikovou krvi byla nasleduji-
ci: 6/6 (HLA-A, B low res.; DRB1 high res.) v jednom p¥i-
padé, 5/6 v 10, 4/6 ve 3 pfipadech. Po rozsifeni HLA geno-
typizace na 10 znakd (v lokusech HLA-A, -B, -Cw, -DRBT1,
-DQB1) bylo nalezeno od 1 do 5 neshod mezi pacientem
a jeho ddrcem. Vedle HLA shody je zdsadnim faktorem
i mnozstvi podanych jadernych bunék. Median davky po-
danych jadernych bunék byl vysoky (7,4 x 107/kg;
3,5-25,2) pti medidnu hmotnosti pacient( 13,6 kg. U viech
transplantovanych bylo dosazeno prihojeni $tépu, plny
darcovsky chimérizmus byl zaznamenan u 13/14. Akutn{
GvHD (maximdlni stuperi 1) byla zjisténa u 7/14. V sou-
¢asnosti preziva 9 pacientll (EFS 64 %) 0,2-6,8 let po
CBT (Median 1,1 roku). Dva pacienti zemfeli na kompli-
kace v souvislosti s transplantaci (0,1-1,3 roku po CBT),
3 na relaps leukemie (0,3-2,2 roku po CBT). Ani dlouhodo-
bé sledovdni klinické tspésnosti téchto transplantaci nedo-
kazalo podat jednoznacné odpovédi na otdzky HLA shody ¢i
pfiznivych neshod. Moznd, Ze nové poznatky pfinese sou-
casna aplikace 2 CB s rlznymi HLA akceptovatelnymi
neshodami. Presto zdstavd naddle pupecnikova krev alterna-
tivnim zdrojem HSC vhodnym zvl4sté pro détské pacienty.
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Alogenni transplantace po redukované pfipravé
u AML mimo kompletni remisi - potencialni
vliv éasného ukonéeni imunosuprese

M. Karas, V. Koza, K. Steinerova, P. Jindra, T. Svoboda
Hematoonkologické oddéleni FN Plzeri

Uvod: Alogenni transplantace po redukované piipravé
(RIT) zlep3uje prognézu nemocnych s rizikovou AML, ale
dle publikovanych dat ma RIT provedend mimo kompletnf
remisi (CR) AML vysoké riziko relapsu. Potencidlnim ovliv-
nénim rizika relapsu AML po RIT je moznost posilenf re-
akce $tépu proti leukemii (GvL) ¢asnym ukoncenim imu-
nosuprese, ovsem s moznou vy$§i transplantaéni morta-
litou (TRM) pfi riziku rozvoje nemoci z reakce $tépu proti
hostiteli (GVHD). Ve sdéleni shrnujeme vysledky RIT s ¢asné
ukoncenou imunosupresi u nemocnych s AML mimo CR
na nasem pracovisti.

Pacienti a metody: Od ledna roku 2002 do ledna roku
2008 14 pacientli s AML mimo CR a medianem véku
56 let (rozmezi 22-66 let) podstoupilo RIT. Pfipravnym
protokol byl fludarabin (30 mg/m?/den v den -5 az -2)
a melfalan (140 mg/m?/den v den -1). Zdrojem krvetvor-
nych bunék byla periferni krev s medidnem transplan-
tovanych CD 34+ bunék 4,96 x 10°/kg (rozmezi 1,88 az
10,30 x 10%/kg). V 7 (50 %) ptipadech se jednalo o pfi-
buzného a v 7 (50 %) p¥ipadech o neptibuzného darce.
Prevenci GVHD byl cyklosporin A (CsA) a metotrexat. Re-
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dukce CsA byla u nemocnych bez GVHD zahdjenav 2. mé-
sici po RIT s cilem ukonéenf aplikace CsA béhem 4 tydnii.
Dalsi postupy, lé¢ba komplikact, jejich hodnocenf a hod-
noceni vysledkd [é¢by probihalo dle standardnich kritérif.
Vysledky: U v8ech nemocnych bylo v den +30 dosazeno
CR AML. Akutni GVHD se rozvinula u 6 (47 %) pacientd.
Chronickd GVHD se rozvinula u 8 (62 %) z 13 hodnoce-
nych pacientll a byla spojena se snizenim rizika relapsu
(p =0,03) a zlepsenim celkového preziti (p = 0,04). S media-
nem sledovani Zijicich pacientd 30 mésict (rozmezi 12 az
74 mésict) zije 7 (50 %) nemocnych, z nichz 6 (43 %) v trva-
jici CR. Pét (36 %) pacientti zrelabovalo a 4 z nich zemfeli.
3 (21 %) pacienti zemteli z dlivodu TRM. TRM do dne +100
byla 8 %. Predpokladany PFS a OS ve 3 letech je 45 %.
Zavér: Pres urcitou limitaci velikosti hodnoceného sou-
boru ziskané vysledky ukazuji, Ze redukovana ptiprava
v kombinaci fludarabin a melfalan dosahuje ¢asné po
RIT s vysokou tcinnosti CR AML a ve spojeni s ¢asnym
ukonéenim imunosuprese i dlouhodobou kontrolu ma-
lignity u ¢asti nemocnych s naslednym rozvojem chronické
GVHD, a to pfi akceptovatelné TRM.
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Transplantace po redukované pfipravé

s nepfibuznym darcem u pacientti nad 50 let
s prognosticky nepfiznivou AML - srovnani
vysledki s pacienty transplantovanymi
pribuznym ddrcem

M. Karas, V. Koza, K. Steinerova, P. Jindra, D. Lysdk,
T. Svoboda

Hematoonkologické oddéleni FN Plzeri

Uvod: Alogenni transplantace po redukované p¥ipravé
(RIT) mGZze u star$ich nemocnych s rizikovou AML zlepsit
nepfiznivou prognézu. Pro nemocné bez pfibuzného dar-
ce je jedinou moznosti provedeni RIT vyuZiti ddrce nep#i-
buzného. V tomto pi¥ipadé vsak muize byt RIT spojena
s vy88i transplantaéni mortalitou (TRM) pfi vy$8im riziku
rozvoje nemoci z reakce Stépu proti hostiteli (GVHD). Ve
sdéleni jsou shrnuty vysledky RIT s nepfibuznym darcem
u nemocnych nad 50 let s rizikovou AML a tyto vysledky
jsou srovnény s kontrolni skupinou pacientdi transplan-
tovanych pribuzensky.

Pacienti a metody: Od roku 2001 18 pacient(i (skupina 1)
s medidnem véku 57 let (52-63 let) s rizikovou AML
v 1. CR (10 pacientt(l) nebo s AML mimo 1. CR (8 pacienttl)
podstoupilo RIT (fludarabin + melfalan) s nepfibuznym
darcem. Zdrojem krvetvornych bunék byla periferni krev
a prevenci GVHD cyklosporin A a metotrexat. Kontroln{
skupinu (skupina 2) tvofilo 21 pacientd transplantova-
nych s pribuznym darcem, ktefi se nelisili v dalsich vstup-
nich prognostickych faktorech.
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Vysledky: Skupina 1: viichni pacienti v den +30 po RIT
dosahli CR. Akutni GVHD se rozvinula 44 % pacient(,
znichz u 12 % vy3siho nez 2. stadia. Chronickd GVHD se
rozvinula u 46 % pacientd. S medidnem sledovani Zijicich
pacient(l 18 mésict (1-57 mésich) zije 9 (50 %) pacient(,
znichz 8 (44 %) v CR. T¥i (17 %) pacienti zrelabovali a 2 ze-
mteli. Sedm (38 %) pacientl zemtelo z divodu TRM.
Predpokladany 2lety EFS a OS je 48 %. Skupina 2: v3ichni
pacienti v den +30 po RIT dosahli CR. Akutni GVHD
2. stadia se rozvinula u 24 % pacientt a chronickd GVHD
u 38 % pacientll. S medidnem sledovani Zijicich pacient(
15 mésich (2-74 dni) Zije 14 (67 %) pacientd, z nichz
13 (62 %) v CR. Zrelabovalo 5 (24 %) pacient a 4 zemfeli.
Tti (14 %) pacienti zemreli z dlivodu TRM. Predpokladany
2lety EFS a OS je 62 %. Mezi skupinami nebyl statisticky
vyznamny rozdil ve vyskytu aGVHD (p = 0,19), chGVHD
(p=0,73), relapsu (p = 0,70), TRM (p = 0,14), EFS (p = 0,16)
a0S (p=0,14).

Zavér: Ziskané vysledky ukazuji, Ze RIT s nepfibuznym
ddrcem u starsich pacientd s rizikovou AML p¥indsi pres po-
nékud vy33i TRM uspokojivou efektivitu a Ze vysledky jsou
srovnatelné s vysledky RIT za pouziti p¥buzného dérce.
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Vysledky transplantaci s pouzitim alternativnich
darcti u détskych pacientti s vysoce rizikovou
leukemii v zavislosti na zdroji kmenovych
bunék a HLA shodé mezi darcem a piijemcem
P. Sedlacek, E. Mejsttikovd, R. Formankova,

P. Keslov4, M. Dobrovolna, M. Vran4, I. KolaFikova,

J. Navratilova, J. Stary

Klinika détské hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty UK

a FN Motol Praha; Ustav hematologie a krevni transfuze Praha;
Cesky registr ddrcii krvetvornych bunék Praha; Cesky ndrodni
registr ddrcii kostni drené Plzeri

Uvod: Alogenni transplantace kmenovych bunék krve-
tvorby (HSCT) je Ié¢ebnou metodou u pacientl s pokro-
c¢ilou formou leukemie. V poslednich letech je vétsina
détskych pacientd transplantovédna $tépem nepfibuzen-
ského darce. Cilem tohoto sdélenf je porovnat prezivan{
pacientl v zavislosti na druhu pouZitého Stépu (kostni
dren - BM, periferni kmenové buriky - PBSC, pupecnikova
krev - CB) a na mite HLA shody mezi darcem a p¥ijemcem.
Pacienti, metody a vysledky: V obdobi od ledna roku
2001 do prosince roku 2007 jsme provedli HSCT neupra-
vovanym $tépem nepiibuzenského darce u 87 pacientd ve
véku 1,0-20,5 let (medidn 12,2). Indikaci k transplantaci
byla ALL 39krat (CR1: 11krat, CR2: 21krat, CR3: Skrat,
PR2+3: 2krét; Ph+: 14krat), AML 12krat (CR2: 10krét,
CR3: 2krat), AHL 2krat, sekundarni AL/MDS 8krat,
MDS 15krat, CML 9krat (AP/BC: 2krat), NHL (CR3)

P31




XXIl. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni tcasti, Olomouc, 28.-30. 5. 2008 - abstrakta

a idiopatickd myelofibréza. 56 darct (64 %) bylo shod-
nych v 9-10/10 aleldch, 21 jen v 7-8/10 alelach HLA.
42 pacienttl (48 %) bylo transplantovéno s pouzitim PBSC,
35 s pouzitim BM. Pro 10 pacient(i byla nejvhodnéjsim
$tépem pupecnikovd krev shodna ve 4-5/6 znacich HLA
(A a B antigeny, DRB1 alely). Akutni GvHD grade Il byla
diagnostikovana u 70,9 % pacientd; grade ll1-1V u dal3ich
4,6 %. Celkova incidence chronické GvHD ¢ini 43,3 %
(extenzivni u 34,9 %). Relaps byl diagnostikovan u 20/86
(23,2 %) pacientt (ALL 13krat, AML 5krdt, CML, MDS)
105-842 dni (median 369) po HSCT. 7/20 (35 %) pod-
stoupilo dalsi chemoterapii a re-transplantaci 336-738 dnf
(median 479) po prvni HSCT, 4 %iji (57 %; MDS, ALL,
AML 2) v molekularné-genetické remisi (7, 37, 38, 56 mé-
sic) po 2. HSCT. Pravdépodobnost 3letého EFS je
59,5 % a 3letého OS 66,9 %. Casna TRM v den +100 byla
nizkd (4,5 %), celkova ¢ini 13,8 %. 14 pacientt (16 %) ze-
mrelo v disledku relapsu leukemie. Prezivan se statisticky
nelisi podle druhu $tépu (BM: EFS/OS = 57,9/67 % vs
PBSC: EFS/OS = 63,7/71,6 % vs CB: EFS/OS = 48/60 %).
PreZiti se signifikantné neliilo ani pfi srovnani HSCT od
HLA identickych (n = 56; EFS/OS = 57/67,1 %) ¢i jen &as-
te¢né shodnych darct (n = 21; EFS/OS = 70,5/75 %).
Zavér: Détskym pacientdm s vysoce rizikovou formou
leukemie nabizi HSCT od neptibuzenského darce real-
nou $anci na vylécenf, a to i v pripadé poufZiti ¢aste¢né
neshodného darce.

Podporovino VZ FNM MZCR 64203.
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Vysledky nemocnych s rizikovou akutni
myeloidni leukemii relabujici po alogenni
transplantaci krvetvornych bunék: zkusenost
jednoho centra

K. Steinerova, V. Koza, P. Jindra, M. Karas, D. Lysdk,
T. Svoboda, S. Vokurka, V. Vozobulova
Hematoonkologické oddéleni FN Plzeri

Uvod: Prognéza nemocnych s rizikovou AML relabujici
po alogenni transplantaci krvetvornych bunék (SCT) je
stdle velmi Spatnd. V nasem sdéleni shrnujeme vysledky
nemocnych, ktet zrelabovali po SCT, a srovnavame sku-
piny transplantovanych myeoablativné a s redukovanou
ptipravou (RIC).

Material a metody: V retrospektivni analyze jsme hodno-
tili 124 nemocnych s rizikovou AML transplantovanych na
nasem oddéleni v rozmezi let 1993-2007. 36 nemocnych
(29 %), 17 muzd a 19 Zen, zrelabovalo po SCT s media-
nem 3,5 mésice (1-49). 25 nemocnych bylo transplanto-
vano s myeloablativni pfipravou (skupina I) a relabovalo
s medidnem 3 mésice (1-49) po SCT. 11 nemocnych bylo
transplantovano s redukovanou pfipravou (skupina Il) a re-
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labovalo s medianem 5 mésicti (3-28) po SCT (p = 0,7887).
Medidn véku nemocnych ve skupiné | byl 40 let (21-55), ve
skupiné Il 54 let (29-64), p = 0,0126. Jinak byly obé skupiny
srovnatelné, co se tyce stadia onemocnéni pred SCT, pro-
gnostickych faktort a typu darce (HLA identicky p¥ibuzny
vs neptibuzny darce, p = 1,0). 16 nemocnych (44 %) bylo
intenzivné lé¢eno pro relaps (10/25 a 6/11, p = 0,4834),
lécba se sestdvala z infuze darcovskych lymfocytl (DLI,
62,5 %), chemoterapie (25 %), dal3i alogenni SCT (12,5 %).
Vysledky: 3 nemocni (19 %) dosdhli kompletni remise
(CR) po lécbé relapsu a zlstavaji v CR 3, 7 a 8 mésicli po
diagndze relapsu. 4 nemocni Ziji (1 ze skupiny | a 3 ze sku-
piny 1) s celkovym medidnem preziti (OS) v skupiné | 5 mé-
sichi, pravdépodobnosti preziti 1 rok 28 % a s medidnem
OS ve skupiné Il 7 mésicti, pravdépodobnost OS v 1 roce
34 % (p = 0,3287). 32 nemocnych zemtelo, vétsina z nich
na progresi AML (30/32, 94 %), 1 nemocny zemtel na
GVHD po podani DLI a 1 nemocny na respiraéni selhdni.
V nasem souboru jsme nezaznamenali rozdil mezi OS ne-
mocnych lécenych DLI, chemoterapii ¢i dal$i alogenni SCT.
Zavér: Terapie nemocnych s relapsem AML po alogennf
SCT je moznd s pomérné nizkou mortalitou na lé¢bu,
aviak optimalni |é¢ba relapsu je i naddle nejasna. P¥i srov-
nani skupin transplantovanych myeloablativnim reZzimem
a RIC jsme (s vyjimkou véku nezaznamenali statisticky sig-
nifikantni rozdily v celkovém preziti, aviak srovnani kiivek
OS jevi tendenci k lepsimu prezivani u nemocnych, ktef
zrelabovali po transplantaci s nemyeloablativni pfipravou.
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Nepfibuzenské transplantace u pacientti
starsich 50 let: srovnatelné vysledky jak

s plné (shoda 10/10) HLA shodnymi, tak

s ¢astecné neshodnymi (shoda 8-9/10) dareci
P. Jindra, M. Karas, K. Steinerovd, D. Lysak,

T. Svoboda, V. Koza

Hematoonkologické oddeéleni FN Plzeri

Uvod: Neptibuzenské transplantace jsou jedinou kura-
tivni lé¢bou u nékterych pacientd s ,high-risk“ hematolo-
gickymi malignitami bez pfibuzného dérce. S ohledem na
vy33i transplantacni mortalitu je v8ak opravnénd zdrzen-
livost v poutiti ¢aste¢né shodnych neptibuznych darch.
Vzhledem k pokrokiim v HLA typizaci a podpiirné péci
jsou nyni i ¢dste¢né shodni dérci jiz povaZovdni za redl-
nou alternativu, minimdlné u mladsich nemocnych. Pro
skupinu starsich nemocnych (= 50 let) jsou klinickd data
relativné omezena.

Metodika: Unicentrickd retrospektivni analyza 72 konse-
kutivnich pacientl > 50 let véku (medidn 57, rozmezi
50-70) s vysoce/stredné rizikovymi hematologickymi ma-
lignitami, ktefi byli transplantovéni bud’ HLA molekuldrné
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zcela shodnymi (10/10) nepfibuznymi darci (FM skupina,
n =43, median véku 56, rozmezi 50-70), nebo s ¢astecné
shodnymi (shoda 9/10, n = 27, resp. shoda 8/10, n = 2)
nepfibuznymi darci (PM skupina, n = 29, median véku 57,
50-68). Mezi skupinami nebyly signifikantni rozdily v rele-
vantnich klinickych faktorech (diagndza a jeji stadium, doba
sledovani, typ transplantace, pohlavi CMV stav atp.).
Vysledky: Pfi medianu sledovdni 29 mésict (rozmezi
1-65) pro viechny pacienty bylo 3leté prezivani (OS)
a prezivani bez nemoci (DFS) 43 %, resp. 39 %, zatimco
non-relapsova mortalita (NRM) 40 % (29/72) a incidence
relapst 19 % (11/59). Po rozdéleni na skupinu plné shod-
nych (FM) a neshodnych dércti (PM) byla data nasledujici:
3 roky OS-38vs49% (p=0,61), DFS-32vs46 % (p =0,33).
Statisticky nesignifikantni trend pro vy33i incidenci relapst
byl pozorovan u FM skupiny (26 vs 7 %, p = 0,18), NRM byla
srovnatelnd (40 vs 41 %, p = 1,0). Incidence aGVHD gr. 2 llI
a cGVHD byly identické (14 %, respektive 44 %).

Zavér: U nepfibuzensky transplantovanych, rizikovych hema-
tologickych pacient’ > 50 let jsme zjistili srovnatelné vysledky
jak s darci kompletné HLA shodnymi (10/10), tak s darci
s 1-2 neshodami. Benefit politiky preference v¢asného prove-
denf transplantace i za cenu pouze ¢astecné HLA shody pred
zdlouhavym vyhleddvdnim kompletné shodného darce
u ,,high-risk“ nemocnych s problematickym HLA fenotypem
byla opakované dolozena u mladych nemocnych. Nase data
podporuji aplikaci této strategii i u starSich nemocnych.

NHL 1
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Vyuziti pozitronové emisni tomografie

pFi inicidlnim stagingu nonhodgkinskych
lymfomt déti a dospivajicich (vysledky
prospektivni studie)

E. Kabi¢kova, O. Bélohlavek, J. Votrubova,

D. Sumerauer, E. Drahokoupilovd, D. Kodetova,

R. Kodet, M. Kyndl, . Stary

Klinika détské hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty UK
a FN Motol, Praha; PET centrum Nemocnice Na Homolce,
Praha; Ustav patologie a molekuldrni mediciny 2. lékar'ské fakulty
UK a FN Motol Praha; Klinika zobrazovacich metod 2. lékarské
fakulty UK a FN Motol, Praha

Uvod: Nonhodgkinské lymfomy (NHL) tvofi 7 % zhoub-
nych nadorl v détském véku. Jsou to nejrychleji rostouct
nadorovd onemocnéni u déti, v dobé stanoveni diagndzy
je casta lymfogenni i hematogenni diseminace. Pozitro-
nova emisni tomografie (PET) je neinvazivni vySetfovaci
metoda s vysokou vypovidajici schopnosti, kterd umoz-
fiuje funkéni zobrazeni nadorové tkdné a zpfesnéni rozsahu
onemocnéni. Vyuziti PET v |é¢bé détskych NHL je zmirio-
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vano zfidka, vétsina vyzkumnych praci je orientovdna na
dospélé pacienty. Cilem projektu je posoudit pfinos PET
k inicidIni diagnostice NHL déti a dospivajicich.

Pacienti a metody: V priibéhu 5 let jsme provedli v ram-
ci inicidlniho stagingu PET vy3etfeni u 36 pacienti s NHL
(Burkittav lymfom 14, difuzni velkobunécny lymfom 12,
lymfoblasticky NHL 5, PTCL 5). Medidn véku v dobé sta-
noveni diagnézy byl 13 let (3-19). V souboru bylo
27 chlapct a 9 divek. Rozsah onemocnéni jsme stanovili
podle schématu Murphyové. Zadny pacient nemél prokazané
metastdzy v CNS. Vysledky PET vySetfeni jsme porovnali
s wysledky konvenénich zobrazovacich metod, histologickymi
nalezy a naslednym klinickym pribéhem onemocnéni.
Vysledky: U 1/3 pacientl PET zobrazila celkem 23 no-
vych lozisek lymfomu (13 uzlinovych, 10 mimouzlino-
vych). Fale$né negativni ndlez jsme zaznamenali pouze
u 1 ditéte, kdy PET nezobrazila 15 % infiltraci kostni dfené.
Fale$né pozitivni byla PET u 1 pacienta, kde difuzni vyso-
kd akumulace fluorodeoxyglukdzy v kostni dreni byla
zplsobena myeloidni hyperplazii. Pfed zahajenim lécby
byly nalezy béznych zobrazovacich metod a PET shodné
u 29 pacientt (80 %). PET spravné modifikovala stadium
u 5 déti, chybné u 2 pacient(. P¥i stanoven{ rozsahu one-
mocnéni pred lécbou byla tedy PET v porovnani s kon-
ve¢nim stagingem presnéjsi (94 % vs 86 %), méla vyssi
senzitivitu (96 % vs 86 %) pFi stejné specificité (88 %). Na
zékladé novych informaci ziskanych pfi PET vySetfeni jsme
pozménili [é¢ebnou strategii u 3 236 (8 %) déti s NHL.
Zavér: Zatazeni FDG-PET do vySetfovaciho algoritmu
déti s NHL umoznilo zrychlit a zpFesnit diagnostiku. Vel-
kou vyhodou je neinvazivnost metody, radia¢ni z4té? je
srovnatelnd napt. s CT vySetfenim.

Prdce vznikla za financni podpory MZO (vyzkumné zdméry

& 00064203).
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P¥imé srovnani nalezti *FDG-PET a CT

u nemocnych s nové diagnostikovanym
nonhodgkinskym lymfomem vysettenych
pomoci *FDG-PET/CT

T. Papajik, M. Myslivecek, E. Buriankova, Z. Sedova,
Z. Kubova, V. Prochdzka, P. Koranda, K. Indrak
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Klinika nukledrni mediciny Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Uvod: Kombinovana metoda *FDG-PET a CT zobrazeni
se stava zdkladem moderniho stdZovani ne-hodgkino-
vych lymfomd (NHL). CT prindsi morfologicky pfesnou
informaci o zobrazené tkani, nicméné malé nddorové léze,
resp. difuzni infiltrace orgdn nejsou v Fadé pfipadd timto
vySetfenim zachytitelné. *FDG-PET na druhé strané do-
kéze detekovat patologickou tkari na zakladé zvy3ené uti-

P33




XXIl. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni tcasti, Olomouc, 28.-30. 5. 2008 - abstrakta

lizace glukdzy, pozitivita vysetfeni viak nenf v fadé ptipadd
nador-specifickd a hiite se anatomicky lokalizuje. Kombi-
nace obou vySetfeni dokaze eliminovat tyto nedostatky
a vyrazné zvysit citlivost a specificitu stazovani. Cilem prace
bylo zhodnotit vysledky *FDG-PET, CT a “FDG-PET/CT
vySetfeni u nemocnych s nové diagnostikovanym NHL.
Metody: U 47 nemocnych s NHL byly nezévisle zhodno-
ceny “FDG-PET, CT a ®*FDG-PET/CT snimky radiologem
a lékatem nukledrni mediciny. 24 nemocnych mélo diag-
nézu difuzniho B-velkobunééného lymfomu, 6 diagnézu
lymfomu z plastovych bunék, 5 pak folikularniho lymfomu,
u 5 pacientt $lo o lymfom margindlni zény a u 3 o periferni
T-lymfom, ostatni typy NHL byly zastoupeny 4 pfipady.
Vysledky: U 2 nemocnych (4 %) byla PET vySettenim zjis-
téna infiltrace lymfatickych uzlin (LU), které byly dle CT
parametr(i povazovany za nezvétsené. U 11 nemocnych
(23 %) byla zjisténa PET pozitivni nddorova léze v mi-
mouzlinovém orgdnu, kterd nebyla odhalena CT. Na dru-
hé strané 11 nemocnych (23 %) mélo na CT nalez zvét3e-
nych LU, jez v8ak p¥i PET nevykazovaly zvySenou utilizaci
glukdzy, stejné tak jako 15 nemocnych (31 %) mélo na CT
popsanou organomegalii podezielou z infiltrace NHL,
kterd vSak nebyla prokazana na PET skenech. U 1 nemoc-
ného (2 %) PET/CT oproti CT vySetfeni zvysilo stadium
choroby, u 3 (6 %) naopak vedlo ke snizeni. U 2 nemoc-
nych byla prokazdna PET-pozitivn{ léze, jez analyzou CT
snimkd a zhodnocenim laboratorné-klinickych parametr
byla shleddna jako zanétlivé plicnf loZisko u 1 nemocné,
u druhé nemocné 3lo o adenom 3titné Zlazy.

Zavér: *FDG-PET/CT vysetien( pfi stazovani NHL mUze
zdsadnim zpGsobem ovlivnit charakteristiku popisu jed-
notlivych zobrazenych 1ézi a orgdnd, coz je velmi dulezité
pro pozdéjsi hodnocenf |é¢ebné odezvy.

Podporeno grantem IGA MZ CR & NR/9502-3.
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Zajimavé “FDG-PET-pozitivni vedlejsi nalezy
pri PET/CT vysetieni u nemocnych lécenych
pro nonhodgkinsky lymfom

Z. Sedova, M. Myslivecek, T. Papajik, E. Buriankova,
V. Prochdzka, Z. Kubov4, P. Koranda, Z. Rusinidkova,
L. Raida, L. Kuéerova, K. Indrak

Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Klinika nukledrni mediciny Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Ustav patologie Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Uvod: *FDG-PET/CT vy3etten( se stava zakladem stazo-
vani a hodnoceni lécebné odezvy u nonhodgkinovych lym-
fom& (NHL). “FDG-PET dokaze zobrazit patologickou
tkan na zdkladé zvysené utilizace glukdzy, pozitivita vySet-
reni vak nenf lymfom-specificka. V fadé ptipadi, zejména
pak v obdobf ¢asného nebo findlniho staZovani, se setka-
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vame s prekvapivymi novymi ¢i vedlejsimi PET-pozitivnimi
nalezy, které je nutné velmi obezfetné interpretovat.
V mnoha pfipadech ndm pomuze soucasné provadéné
CT vysetrenf, vzdy je vSak nutné nalezy porovnat s do-
stupnymi anamnestickymi, klinickymi, ale i laboratornimi
daty. Cilem prace je pfedstavit zajimavé vedlejsi ndlezy
restazovacich "FDG-PET/CT vySetfeni u nemocnych
s NHL, které byly zjistény u nasich nemocnych.

Metody: Retrospektivné byly radiologem, lékarem nuklearnf
mediciny a hematologem zhodnoceny "“FDG-PET, CT,
®FDG-PET/CT snimky, klinickd a laboratorni data u 15 ne-
mocnych lé¢enych pro NHL, u kterych byl na PET/CT
skenech zaznamendn nejasny, PET-pozitivni nélez.
Vysledky: U 4 nemocnych bylo zjisténo lozisko ve Stitné Zldze
(biopticky 3krat adenom, Tkrat karcinom Stitnice), u 3 pa-
cient( byl nalezen zanétlivy plicnf infiltrdt (v jednom ptipadé
$lo o toxoplazmovou pneumonii). U 2 pacientek po auto-
logni transplantaci byla nalezena PET-pozitivni hyperplazie
thymu. U 2 nemocnych byl zjistén PET-pozitivni nespeci-
ficky zanét zaludku a stfeva, u 1 nemocného vyraznd nespe-
cifickd loziska akumulace glukézy v traéniku (vSe ovéreno
biopticky). U 2 nemocnych byl v odstupu po lé¢bé lymfomu
nalezen PET-pozitivni, biopticky verifikovany granuloma-
tozni zanét (u 1 byla potvrzena sarkoidéza). U 1 pacientky
byl na PET/CT skenech zachycen vyrazné akumulujici myom
délohy, u 1 nemocné pak vaskulitida velkych cév.

Zavér: Na prikladu vedlejSich PET-pozitivnich nalez zjis-
ténych u nemocnych lécenych pro NHL demonstrujeme
nutnost peclivého hodnocenf takovych ézi a tzké spolu-
prace lékate PET-centra s hemato-onkologem. K defini-
tivnimu urcenf etiologie procesu je ¢asto nezbytné pro-
vést bioptické vysetiteni PET-pozitivni tkané.

Podporeno grantem IGA MZ CR & NR/9502-3.
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Identifikdcia genetickych aberacii

u pacientov s DLBCL

D. llen¢ikova

Oddelenie onkologickej genetiky NOU Bratislava, Slovenskd republika

Uvod: Klinicko-patologicka heterogenita DLBCL vykazuje
heterogenitu v molekuldrnej patogenéze tohto ochore-
nia. Klasické molekuldrne Stidie identifikovali najmenej
3 rozne genotypy DLBCL. Prvy typ zodpoveda za prib-
lizne 40 % a je asociovany s prestavbou BCL6 génu. Druhy
geneticky typ DLBCL vykazuje jednu z niekolkych mole-
kuldrnych porich génov BCL2 a BCL6 spojenych s akti-
véciou protoonkogénov REL, MUC1, BCL8 a C-MYC. Tretf
typ je dany ,transformacnou drahou®, ktora zahffia trans-
formdciu uz existujiceho folikuldrniho lymfému s pre-
stavbou génu BCL2. Aberdacie tychto génov st povaZzované
za primarne chromozémové aberdcie. Medzi sekunddrne
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chromozémové aberacie patri predovietkym delécia génu
p53, p16. Sem patria tie aberacie, ktoré predstavuju
nadbytocny alebo chybajtici geneticky material v genéme.
Oni sl casto pricinou histologickej transformacie nizkoma-
ligného na vysokomaligny a skratenej doby preZivania.
Material a metédy: V rokoch 2006-2007 bolo na oddeleni
wySetrenych 140 pacientov s DLBCL. Materidlom bol parafi-
nowy blok uzliny u 29/140 (20,71 %), Cerstvé tkanivo uzliny
v 2/140 (1,43 %) a PK/KD u 130/140 (92,85 %). Metédou
konvenc¢nej a molekulovej cytogenetiky (iFISH) sme vy3etrili
140 vzoriek kostnej drene a periférnej krvi pacientov s DLBCL.
Metédou FISH sme vy3etrili aberacie génov BCL6, IgH a p53.
Metédou molekulovo-genetickej diagnostiky sme vo vzorke
kostnej drene sledovali pritomnost buniek s translokaciou
bcl2/IgH. Metédou iFISH sme u 29 pacientov retrospektivne
vysetrili tumorové tkanivo z parafinového blocku.

Vysledky: V stibore 140 pacientov sme mohli genetickymi
metddami zachytit genetické aberdcie u 39 pacientov
(27,86 %) v tkanive KD a PK a 23/26 pacientov (88 %)
v tumorovom tkanive. Primarne chromozémové aberdcie
sme identifikovali u 4 pacientov metédami konvenénej
cytogenetiky KD a PK, metddou FISH u 17 pacientov a me-
tédou molekulovej diagnostiky 4 pacientov. Sekundarne
zmeny sme mobhli vySetrit u 15 pacientov konvenénou cy-
togenetikou. U 7 pacientov sme potvrdili pritomnost trans-
lokdcie Bcl2/IgH, ¢o poukazuje na vyvoj DLBCL z foliku-
lového lymfému. U 23 pacientov sme metédou FISH z fi-
xovaného tumorového tkaniva uzliny zistili pritomnost
chromozémovych aberacii. NajfrekventovanejSou abera-
ciou bola zmena génu IgH a BCL6. Sledovali sme kli-
nicko-patologické a genetické koreldcie nélezov.

Projekt bol podporeny MZ SR 2005/ 01-NOU-16.
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ArrayCGH mapovani zmnozené oblasti 7q

u /9 hepatosplenického T-bunééného lymfomu
H. Urbankova, P. Van Loo, S. Shetty, B. Roland,

L. Krenacs, P. De Paepe, M. Jarosova,

P. Vandenberghe, C. De Wolf-Peeters, I. Wlodarska
Department of Human Genetics and Flanders Interuniversity Institute
for Biotechnology and Bioinformatics Group, Department of
Electrical Engineering, Catholic University Leuven, Leuven, Belgium;
Department of Medical Genetics, Alberta Children’s Hospital,
Calgary, Canada; Institute of Biotechnology, Bay Zoltan Foundation
for Applied Research, Szeged, Hungary; Department of Pathology,
AZ St Jan AV, Brugge, Belgium; Hemato-onkologickd klinika
Lékarské fakulty UP a FN Olomouc; Department of Human
Genetics, Catholic University Leuven, Leuven, Belgium; Department
of Pathology, Catholic University Leuven, Leuven, Belgium

¥/ hepatosplenicky T-buné¢ny lymfom (gdHSTCL) je
vzdcné, agresivni onemocnéni spojené se Spatnou
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progndézou. Cytogeneticky je tento typ lymfomu charak-
terizovan piitomnosti izochromozomu 7q [i(7)(q10)],
kterd vede k monosomii krdtkych a trisomii dlouhych ra-
men chromozomu 7. Molekuldrni vyznam této aberace
zOstava dosud nezndmy. Podafilo se ndm ziskat material
a data 6 pacientli s gdHSTCL. U 3 z nich byl nalezen ring
chromozom 7 [r(7)], ktery podle vysledku fluorescen¢ni
in-situ hybridizace (FISH) (LSI D7S486/CEP7 Abbot-Vy-
sis) obsahoval 3-5 nadpocetnych kopii oblasti 7q31. Dva
pacienti méli typicky i(7)(q10) a 1 pacienti(7)(q10) a z4-
roveri add(7)(g32). Pro mapovéni a urceni nejmensi spo-
le¢né zmnoZené oblasti 7q (SCGR) jsme provedli array
komparativni genomickou hybridizaci (arrayCGH) s vy-
sokym rozliSenim zamérenou specificky na chromozom 7.
ArrayCGH ¢ip pro chromozom 7 byl sestaven s pouZitim
1722 BAC/PAC klon( z Chori 32K knihovny (http://bac-
pac.chori.org; Fiegler et al 2003). Cip pokryva chromo-
zom 7 s rozlienim ptiblizné 92 kb. ArrayCGH analyza
2 ptipadti s i(7)(q10) ukazala podle o¢ekavani ztratu ge-
netického materialu celych kratkych ramen 7p a duplikaci
celych dlouhych ramen 7q. U pacienta s i(7)(q10) a add(7)
(g932) byla prokdzana ztrata 7p a parcidlni duplikace 7q
(7q11931). Ve viech 3 ptipadech s r(7) odhalila metoda
arrayCGH parcidlni deleci telomerické oblasti 7p, dupli-
kaci 7q11q33 a dal$i zmnoZzenf oblasti 7q21q33. Velikost
této zmnoZené oblasti a droveri amplifikace sekvenci v ni
zahrnutych se lisila pfipad od p¥ipadu. Uré¢ena SCGR po-
kryvala ptiblizné 24 Mb v oblasti 7q21.1g31.1. FISH s po-
uzitim BAC klond lokalizovanych v dané oblasti proka-
zala pfitomnost 3-8 nadpocetnych signaldl. Predpokla-
ddme, Ze v dané oblasti jsou lokalizovany geny, které
hraji vyznamnou roli v patogenezi gdHSTCL. V soucasné
dobé probihd analyza transkriptomu dostupnych pii-
padi zaméfend na identifikaci upregulovanych gent
zSCGR.

Prdce je podporovina grantem Cesko-vidmské spoluprdce ve vy-
zkumu a vyvoji, Belgium Research Foundation, BIL05/59.
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Genetické vysetrenia T-lymfémov u deti

K. Hlinkov4, D. llené&kova, M. Cermak, J. Suvada,

E. Bubanska, . Jenco, L. Plank

Oddelenie onkologickej genetiky Nerodného onkologického tistavu
Bratislava, Slovenskd republika; Klinika detskej onkoldgie Lekdrskej
fakulty UK a DFNsP Bratislava, Slovenskd republika; Klinika
detskej onkoldgie FNsP a SZU Banskd Bystrica, Slovenskd
republika; Oddelenie detskej onkoldgie FN Kosice; Ustav
patologickej anatomie Jesseniovej lekdrskej fakulty

a MFN Martin, Slovenskd republika

Uvod: T-lymfémy u deti si pomerne vzacne, tvoria prib-
lizne 12 % non-hodgkinovych lymfémov (NHL). Genetické
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vySetrenia T-lymfémov u deti moézu prispiet k upresneniu
diagnézy ochorenia, poskytnut informacie o progresii
ochorenia a zdroveri mézu byt ndpomocné tam, kde je
morfologickd diagnéza nejednoznacnd. K detekcif chro-
mozomalnych aberdacii u deti s T-lymfémami vyuzivame
okrem metdéd konvencnej cytogenetiky i metédy FISH
analyzy a molekuldrno-genetické metédy.

Material a metédy: Na nasom pracovisku sme retro-
spektivne vy3etrili 26 pacientov diagnostikovanych v ro-
koch 1999-2008, u ktorych sme sledovali najcastejsie
chromozomalne aberdcie. Molekuldrno-genetickym vy-
Setrenim sme na zdklade heteroduplex analyzy sledovali
prestavbu génov pre T-bunkové receptory (TCRa-14q11,
TCRB-7q34 a TCRy-7p15). Ako vy3etrovaci materidl sme
pouzili DNA izolovanu z kostnej drene, resp. periférnej
krvi a z fixovaného materidlu uzliny. FISH analyzou sme
detekovali chromozomdlne aberacie prostrednictvom
troch typov sond: sil/tal (del(1)(p32,p32), TLX3 (t(5,14)
(935,932) a TCR sonda 0,/8 (t(1,14)(p32,q11). U vietkych
pacientov sme sledovali deléciu nddorového supresoro-
vého génu p16 (9p21) a amplifikdciu génu ABL (9q34).
Vysetrovacim materidlom FISH analyzy bol fixovany tu-
mor uzliny, pricom v niektorych pripadoch sme pouzili
nativny tumor uzliny. V priebehu lie¢by sme na zaklade
pozitivneho ndlezu sledovali pritomnost patologického
klonu vo vzorke kostnej drene resp. perifernej krvi. Tym
sme mohli u niektorych pacientov monitorovat ochore-
nie a zistit odozvu na liecbu.

KONFERENCE NELEKARSKYCH
PROFESI 1
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The developments within the EBMT
Nurses Group and special nursing care
at the University Hospital in Ziirich

E. Aerts

BMT Ward, University Hospital Ziirich, Dpt. of Medicine,
Ziirich, Switzerland

Introduction: The Nurses Group of the European Group
for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) is a non-
profit organisation that aims to promote all aspects of
nursing care surrounding the transplantation of haema-
topoietic stem cells.

EBMT-NG Members: Members of the EBMT-NG are
mainly nurses and health-care professionals from centres
that are active in any kind of haematopoietic stem cell
transplantation (HSCT). Currently, the Nurses Group
has over 500 members; all coming from 50 different
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countries within 4 continents of the world. The EBMT-
-NG currently has 3 Sub Committees, in which experts
from different countries are represented. At this moment
in time, the Nurses Group has 6 National Groups: The
Netherlands, Germany, Spain, Switzerland, United
Kingdom and the Middle-European Group, which con-
sists of 8 countries from East Europe.

Haematology nursing practice in Ziirich, Switzerland: At
the University Hospital Ziirich, bone marrow transplan-
tations have been done for more than 32 years. During
this time, therapy and care had to change and adapt over
and over again, to keep in line to the update of knowledge
from research. Many efforts are undertaken to improve
and consolidate good quality care. We are working in
a multi-disciplinary transplant team with nurses, assistants
and a secretary. At our ward, we cure beside transplanta-
tion patients, patients with acute leukaemia as well, and
patients with other haemato/oncological diseases, who
need a chemotherapy. This presentation will focus on the
developments of the special nursing care in Zurich.
Haematology nursing practice in Europe: The EBMT-NG
has undergone many interesting developments in 2007.
The Members of the research sub-committee published
numerous articles on the management of oral mucositis
and nutrition, and a ,research priorities questionnaire®
was created. The analyses from this questionnaire will be
presented during this meeting. Experts working in the
field of HSCT have made a DVD about Graft versus host
disease. Graft versus host disease (GvHD) remains one
of the most serious side effects of allogeneic haemopoie-
tic stem cell transplantation. The DVD has been develo-
ped for healthcare professionals, to support them during
training, as well as to lend support to both patients and
carers. The DVD is currently being translated into foreign
language formats.

EBMT-NG Meetings: The EBMT-NG board is preparing
the 25" Annual Meeting of the EBMT Nurses Group,
which will be held in Gothenburg, Sweden, 2009. In 2007,
the EBMT-NG developed a questionnaire to identify the
learning needs of haematology nurses in Europe.

It is well known that haematology nursing and the role
of nurses involved in the care of patients with a haema-
tological disease throughout Europe is very diverse. The
findings from this survey will be used to plan practice de-
velopment initiatives targeted at haematology nurses
throughout Europe. During this presentation, discussion
will focus on how the results of the questionnaire can be
used to guide the development of educational initiatives.
| hope that this abstract has made you curious to know
more about the EBMT-NG and you are hereby invited to
visit our web site www.ebmt.org or to contact any mem-
ber of the NG board for more information.
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Doporuceny standard a skutecné personalni
obsazeni nelékafskymi profesemi
hematologickych jednotek intenzivni péce

a center pro transplantace krvetvornych bunék
E. Bystiicka, ). S¢udlova, V. Pavlicov4, M. Zitkova,

L. Vylitov4, B. Sedlackova, M. Visokaiova, B. Nagyova,
V. Kofistkova

Hematologicko-onkologické oddéleni FN Plzeri; Hemato-onkolo-
gickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc; Il. interni
klinika Lékarské fakulty UK a FN Hradec Krdlové; Interni hema-
toonkologickd klinika Lékarské fakulty MU a FN Brno, pracovisté
Bohunice; Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; I. interni
klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha; Klinika hematologie
a onkologie FN Kosice, Slovenskd republika; Klinika détské
hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty UK a FN Motol
Praha; Klinika détské onkologie Lékarské fakulty MU

a FN Brno, pracovisté FDN JGM

Soudobé medicinské a o3etfovatelské trendy, které se sou-
stedi na zajisténi maximalni kvality péce, p¥inesly potiebu
definovat doporuceny standard pro persondlni obsazenf
transplantaénich a hematologickych jednotek intenzivnf
péce. Toto doporucent bylo schvaleno vyborem Ceské he-
matologické spole¢nosti Ceské lékatské spolecnostiJ. E. Pur-
kyné v listopadu roku 2006 a publikovdano v ¢asopisu
Transflize a Hematologie dnes (2007; 1: 35-36): pomér
sestry/pacienti by nemél byt mensinez 2 : 1, pomér osetto-
vatelky-sanitdrky/pacienti by nemél klesnout pod 1,5 : 2,
déle ma mit transplantacni centrum dostupného trans-
plantaéniho koordindtora, socidlni a dietnf sestry, fyzio-
terapeuta, farmaceuta a datamanazera. PolozZili jsme si
otazku, jaka je skute¢nost na jednotlivych centrech. For-
mou dotazniku jsme se pokusili zmapovat situaci nejen
v transplantaénich centrech Ceské a Slovenské republiky,
ale i v zahranici. V tstnim sdéleni uvedeme vysledky naseho
Setfen.

1333

Vyznam stanoveni hladiny leukocytti ve sliné
pro posouzeni stomatitidy a pfihojeni stépu
z pohledu sestry

J. Vitkova, R. Pink

Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Klinika vstni, celistni a oblicejové chirurgie Lékarské fakulty UP
a FN Olomouc

Na nasem transplantacnim oddéleni ve spolupraci s Kli-
nikou Ustni, Celistni a obli¢ejové chirurgie LF UP a FN
Olomouc probiha studie, jez sleduje nardst bilych krvi-
nek ve vyplachu dutiny dstni. Do studie jsou zatazeni pa-
cienti autologné transplantovani pro diagnézu myelom
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nebo lymfom, ktefi jsou ochotni spolupracovat a pode-
psali se studif souhlas. Pfi kazdé transplantaci se podava
vysoce davkovand chemoterapie, kterd vyvoldvd mnoho
infekénich komplikaci. Jednou z nejzavaznéjsich kompli-
kaci je stomatitida, jen z nemoznosti prijmu [ékd per os,
potravy a tekutin vede k celkovému zhorseni stavu ne-
mocného. V prevenci stomatitidy pted transplantaci je
nezbytné peclivé, ale Setrné oetieni stomatologa a pecliva
hygienickd péce o dutinu Ustni béhem transplantace.
Studie srovnavd hladinu bilych krvinek ve slindch a v krev-
nim obraze se stavem stomatitidy. Jakd je role sestry, jak
se vyplachy provadi a jaky je p¥inos studie, bude predmé-
tem sdélent.

1193

Srovnani vybranych ukazateld oSetfovatelské
péce na transplantacnich jednotkach

v Curychu, Plzni a Olomouci

A. Koukalova, P. Kibitzova, E. Bystficka, J. S¢udlova
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP

a FN Olomouc; Hemato-onkologické oddéleni FN Plzeri

Sdéleni prezentuje zkuSenosti ze studijniho pobytu ve
Svycarsku, kde probiha od ledna roku 2008 do &ervna
roku 2008 odborny modul v hemato-onkologické péci
(Curych a St. Gallen). Béhem naseho pusobeni na he-
mato-onkologickych klinikdch zjistujeme, Ze i pfi zd(iraz-
riovani oborové spoluprdce v 1é¢ebném i oSetfovatelském
procesu transplantaci kostni d¥ené ¢i perifernich kmeno-
vych bunék je pravé jednotny komplexnf pfistup na trans-
plantac¢nich jednotkdch velice obtizné dosazitelny. V sou-
¢asnosti kazdé transplantacni centrum kostnf dfené postu-
puje na zakladé svych dosaZenych vysledkd, voli adekvétni
lécebné i oSetfovatelské metody vyhovujici hygienicko-
-epidemiologickym standardtim. Neni neobvyklé, Ze existujf
podstatné vyznamné rozdily v oSetfovatelské péci mezi
jednotlivymi centry v Ceské republice i v zahrani¢i. Nasf sna-
hou je predloZit srovndni oSetfovatelské péce a jejich po-
zadavk(l 3 transplantaénich center (transplantacni jed-
notka - vybaveni, vzduchotechnika, hygienickd péce, sy-
stém ndvstéy, systém prevlikani a ochrannych prostredkd
persondlu, zplsob ptipravy jidla, pitny rezim, podminky
volného rezimu/izolaéniho) v Curychu, v Plzni a v Olo-
mouci. Moznosti, jak sjednotit nékteré postupy a pro-
hloubit spolupréci transplantacnich center, je zavedenf{
vyménnych pracovnich stazi, které mohou zvysit kvalitu
poskytované odborné o3etfovatelské péce na jednotli-
vych centrech. Projekt bude probihat pod patronatem
FN Plzeri a Hematologické spole¢nosti Ceské lékarské
spole¢nosti J. E. Purkyné. Cilem je kontinudlni zvySovani
vzdélavani sester v hematologickém oboru v Ceské re-
publice. Ziskand specializace by méla usnadrovat zdra-
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votnim sestrdm orientaci v oboru a prohloubit jejich od-
borné védomosti a uplatriovat je planovité v praxi.

1223

Reverzni izolace - aktudlni situace

na transplantacnich centrech ve stfedni

a vychodni Evropé

I. Chvojkovd, Z. Hlinkov4, J. Séudlova, V. Pavlicova,
K. Moravcova, J. Wintnerova, L. Vylitova
Hemato-onkologické oddéleni FN Plzeri; Hemato-onkologickd
klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc; Il. interni klinika
Lékarské fakulty UK a FN Hradec Krdlové; I. interni klinika
1. lékarské fakulty UK a VFN Praha; Klinika détské hematologie
a onkologie 2. lékarské fakulty UK a FN Motol Praha; Ustav
hematologie a krevnf transfuze Praha

Uvod: Reverzni izolace (RI) predstavuje systém piisného
bariérového oSetfovani tézce imunitné oslabenych pa-
cientd. V rdmci této izolace jsou vyuzivany riizné postupy,
které slouZzi k ochrané pacient(i pted infekci pfendsenou
piimym kontaktem, vzduchem, vodou nebo potravou.
Ojedinélé studie v8ak ukazuji na rozlicnosti v praktikovanf
Rl mezi jednotlivymi transplantaénimi centry a rovnéz sa-
motny efekt takové izolace byvd zpochybriovan s vyjim-
kou pozadavku peclivé hygieny rukou.

Cile: Ovétit aktudlni charakteristiky Rl v transplantacnich
centrech stfedni a vychodni Evropy. Navrhnout oblasti
daldtho vyzkumu.

Metodika: Dotaznik distribuovany 18 transplanta¢nim
centrlim stfedni a vychodni Evropy v z4¥ aZ fijnu roku
2007.

Vysledky a parametry: 10/18 (55 %) transplanta¢nich
center odpovédélo. 100 % center provadi transplantace
krvetvornych bunék s vyuzitim rezimu RI, 100 % center
provadi alogenni transplantace na 1ldzkovém pokoji, 46 %
center provadf autologni transplantace na 20zkovém po-
koji. Vybavenost pokojti: umyvadlo 92 %, WC 92 %, spr-
cha 85 %, zdkladni nabytek 100 %, TV 100 %, chladni¢ka
46 %. Klimatizace: HEPA filtry 76 %, zadna 24 %, trvale
zaviend okna 69 %. Voda pro télesnou hygienu: sterilni 8 %,
upravena (filtr, desinfekce, ionizace) 38 %, bézna 54 %.
Voda pro ustni hygienu: sterilni 15 %, upravend 46 %, ba-
lend 38 %. Pitnd voda: sterilni 24 %, balena 76 %. Strava:
nizkobakteridlni nebo s dietnim omezenim 100 %. Lozn{
pradlo: sterilni 46 %, bézné nemocniéni 54 %. Zakaz na-
vstév zcela ve 24 % center.

Zavér a diskuse: | ptes nizky pocet ziicasténych center je
patrné, Zze Rl hraje vyznamnou roli pfi oSetfovan{
transplantovanych pacientd ve sttedni a vychodni Evropé,
ale je patrna vyrazna rozdilnost a p¥isnost v jednotlivych
pfistupech. S cilem ziskat vice objektivnich dat a porov-
nat praxi v zdpadni a vychodni Evropé byly v tnoru az
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bfeznu roku 2008 kontaktovany EBMT transplantacni
centra napfi¢ kontinentem. Tyto nové poznatky budou
prezentovany v tstnim sdéleni. Do budoucna by bylo p¥i-
nosné analyzovat hygienicko-epidemiologické parametry
v centrech s ohledem na praktikované pfistupy v rdmci
oSetfovani v Rl

EXPERIMENTALNI HEMATOLOGIE

1234

Metody studia funkce P-glykoproteinu
a mnohocetna lékova rezistence

P. Mlejnek

Ustav biologie Lékar'ské fakulty UP Olomouc

Mnohocetnd lékovd rezistence (multidrug resistance - MDR)
predstavuje vazny problém pti |é¢bé nadorovych one-
mocnéni chemoterapii. V souc¢asné dobé je zndamo néko-
lik mechanizm vzniku MDR. Velmi ¢asto je jeji vznik spo-
jovan se zvySenou expresi membranového transportéru
P-glykoproteinu (P-gp). P-gp je produktem MDR1 genu
a patfi do velké rodiny tzv. ABC (ATP-binding cassette)
transportérdl. P-gp exportuje Siroké spektrum cytotoxickych
latek ven z buriky, ¢imz snizuje intraceluldrni akumulaci 1é-
¢iva, a navozuje tak rezistenci. Existuje velké mnozZstvi
praci, které ukazuji korelaci mezi zvySenou expresi P-gp
a vznikem MDR u nadorovych bunék, zejména v experi-
mentech in vitro. Néktefi autofi oviem soudi, Ze zvySend
exprese P-gp neumoznuje zcela vysvétlit fenotyp MDR.
Data odvozena z klinickych studii jsou jesté kontro-
verznéjsi, nicméné plati, Ze zvySend exprese P-gp je spojena
se $patnou progndzou. Protichtidné vysledky v této ob-
lasti mohou mit fadu pFicin. Jako hlavni je moZzné uvést 2:
(a) vznik MDR je zfejmé podminén vice faktory; (b) ru-
tinné pouzivany experimentdlni p¥istup k posouzeni pfi-
spévku aktivity P-gp ke vzniku MDR je zaloZen na nepfi-
mych dikazech. Analyza metodickych p¥istupl ukazuje,
Ze ani velmi pokrocilé metody, pokud jsou nepfimé nebo
poskytuji ,jen“ kvalitativni data, neumozriuji posoudit
skute¢ny p¥ispévek exprese P-gp ke vzniku pozorované re-
zistence. V nasi laboratofi se snazime zavést robustni ana-
lytické metody, pomoci kterych Ize kvantitativné monitoro-
vat obsah pouZitého léciva uvnitt bunék. VéFime, Ze naleze-
ni kvantitativniho vztahu mezi zménami intraceluldrniho
obsahu |é¢iva a pozorovanou rezistenci je pistup, ktery
umozni odhadnout skutecny p¥ispévek P-gp nebo jinych
transportér(l ke vzniku MDR. Tuto strategii testujeme na
buné¢nych liniich in vitro. Nase vysledky na zakladé pfimého
méfeni intracelularniho obsahu léciva ukazuji, ze aktivita
P-gp se podili na pozorované rezistenci pouze ¢aste¢né.
Projekt je podporovin grantem Ministerstva zdravotnictvi CR,
grant NR9482-3.
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Disruption of negative feedback loop
between PU.1 and miR-155 is a putative
pathogenesis factor in chronic lymphocytic
leukemia (CLL)

K. Vargov4, J. Kokavec, J. Zavadil, T. Stopka

Ustav patologické fyziologie 1. lékar'ské fakulty UK Praha; Patho-
logy, School of Medicine, New York University, New York, USA

Role of small non-coding microRNAs (miR) in hemato-
poiesis has been recently established by work demonstra-
ting critical importance of miR-223 for granulocytic de-
velopment (Johnnidis 2008) and miR-155 in lymphocy-
tic differentiation (Thai 2007) in mice. Importance of
miR-155 is further supported by several independent
discoveries demonstrating its increased levels in human
difuse large B-cell lymphoma (Eis 2005, Kluvier 2005,
Volinia 2006, Lawrie 2007, Rai 2008) and in chronic
lymphocytic leukemia (CLL) (Fulci 2007, Marton 2008).
PU.1 is ETS family transcription factor involved in myelo-
lymphoid differentiation that targets directly miR-155
(Vigorito 2007). We demonstrate in primary CLL (N = 27)
and normal (N = 13) peripheral blood mononuclear cells
significantly increased miR-155 levels and also demon-
strate that PU.1 levels are significantly decreased. In addi-
tion, we have tested genes that are targets of both
miR-155 and PU.1 including CSF1R and FOS and again
demonstrate their significantly decreased expression. Using
gene expression profiling of CLL peripheral lymphocyte
samples compared to normal controls, we have determined
significant downregulation of the PU.1T mRNA and of
additional numerous miR-155 targets previously reported
to be required for myelo-lymphoid differentiation. In
conclusion, disturbance in miR-155/PU.1 ratio is a puta-
tive pathogenesis factor in CLL where miR-155 targets
including PU.1 and PU.1-dependent transcriptional pro-
files are significantly downregulated whereas miR-155 is
strongly upregulated.

1247

B-cell associated microRNA clusters miR-17-92,
miR-106b-25 and miR-106a-363 are targets
of PU.1

V. Pospisil, K. Vargova, J. Kokavec, J. Zavadil, T. Stopka
Ustav patologické fyziologie 1. lékarské fakulty UK Praha; Pathology,
School of Medicine, New York University, New York, USA

MicroRNA clusters 17-92, 106b-25 and 106a-363 when
processed into specific set of miRs belong to important
regulators in B-cell development and lymphoma (Ventura
2008). B-cell development is also regulated by ETS fami-
ly transcription factor PU.1 (SPI1, Sfpi1) and its target
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genes. PU.1 fused to the ligand binding domain of the
estrogen receptor (PU.1-ER) expressed and activated in
PU.T null mouse hematopoeitic progenitors induced
both polycistronic RNA of 17-92, 106b-25 and 106a-363
clusters and also levels of spliced miRs including 17-5p, 20a,
92, and 106b. In addition, we demonstrate that 106a-363
is a direct target of PU.1 that upon binding upstream of
the 106a into several PU.1 binding regions cause active
chromatin state including histone H3K9 hyperacetyla-
tion. We present evidence that the 17-92, 106b-25 and
106a-363 polycistronic RNAs are directly regulated in
PU.1-dependent mode.

1191

Pfiprava zralych a funkénich dendritickych
bunék s vysokou produkei IL-12 pro klinické
vyuziti pFi protinddorové vakcinaci

K. Mackova, P. Vidlakova, Z. Hrotekova, L. Kovarova,
K. Skalova, D. O¢adlikova, J. Michélek

Univerzitni centrum bunécné imunoterapie MU Brno; I. détskd
intern klinika Lékarské fakulty MU a FN Brno, pracovisté FDN
JGM

Dendritické buriky (DB) jsou povaZzovany za nejucinnéjsi
antigen-prezentujici buriky, které sehravaji klicovou roli
v aktivaci T-lymfocytl a indukci protinddorové odpovédi.
Optimaln{ postup in vitro pfipravy zralych DB, které jsou
charakterizovény expresi kostimula¢nich molekul CD83,
CD80, CD86, expresi HLA 1. i Il. tfidy, vysokou produkef
interleukinu 1L-12 a nizkou produkci IL-10, je stéle hle-
dén. Zatimco doneddvna byl kladen diraz predevsim na
imunofenotyp DB, v soucasnosti je stéle vice vyzdvihovédn
vyznam [L-12. Produkce IL-12 je nezbytnd k polarizaci imu-
nitni odpovédi tak, aby doslo k optimdlni aktivaci po-
mocnych (Th1) i cytotoxickych (Tc) T-lymfocytd. V této
studii jsme porovnavali nékolik postup(i in vitro pfipravy
zralych DB pro potteby klinické studie. Metodou gra-
dientové centrifugace byly izolovany mononukledrni buriky
z periferni krve zdravych darct. Jejich adherentnf frakce
byla po 2hodinové inkubaci kultivovana v pfitomnosti
IL-4 a GM-CSF po dobu 5 dnl. Ndésledné byl pfidavén
antigen (apoptotickd téliska bunék myelomové linie ARH
77) a rdzné, jiz dfive popsané maturaéni koktejly (MK)
cytokinG zahrnujici bud IFNy a LPS (MK1), TNFa, IL-1,
PGE2 a IL-6 (MK2), nebo IFNa, TNFo, IL-1B, PGE2
a TLR7/8 ligand R848 (MK3). Imunofenotypizace byla
provadéna na pritokovém cytometru FACS Canto a pro-
dukce cytokint byla méfena pomoci FACS Array. Nejprve
bylo provedeno hodnoceni fenotypu DB, které neproka-
zalo statisticky signifikantni rozdily mezi pouZitymi MK
pti dostate¢né vysoké expresi (nad 80 %) jednotlivych
maturac¢nich markerti CD83, CD80, CD86 a HLA-DR.
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Znaéné rozdily vsak byly zaznamendny v produkei cytokin(i.
Produkce 1L-12 byla nejvy3si s MK1 (2 619-5 349 pg/ml),
¢astecnd produkee IL-12 byla zaznamendna s MK3 (202 az
378 pg/ml) a zanedbatelnd byla s MK2 (0-4,2 pg/ml).
Pritom pomér mezi produkci IL-12 a IL-10 byl nejvy3si
u MK1, dobry u MK3 a nevyhovujici u MK2 (13,5; 6,5;
0,07). Pro pt¥ipravu vakciny na bazi DB pro pldnované kli-
nické studie bude vyuzivan maturacni koktejl MK1 obsa-
hujici IFN-y a LPS, ktery nejlépe splriuje kritéria optimali-
zované vakeiny zralych DB silné produkujicich 1L-12.

Tato prdce byla podporena grantem MSMT LC06027 a IGA
NR8945-4.

1161

Molekularni identifikace T-lymfocytarnich
klont specifickych pro reakci $tépu proti
leukemii

V. Foltiankova, E. Matéjkova, M. Bartos, M. Dendis,
A. Stejskalova, L. Raida, K. Indrak, J. Mayer, J. Michalek
Univerzitni centrum bunécné imunoterapie MU Brno; Genex CZ,
s.r.0., Brno; Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP

a FN Olomouc; Interni hematoonkologickd klinika Lékarské
fakulty MU a FN Brno, pracovisté Bohunice

Cilem studie bylo identifikovat a charakterizovat klony
T-lymfocyth, které jsou specificky reaktivni vici leuke-
mickym burikdm. Tyto klony jsou schopny navodit reakci
Stépu proti leukemii (graft-versus-leukemia - GVL), jeZ je
vyuzivana pti alogenni transplantaci hematopoetickych
kmenovych bunék v adoptivni imunoterapii hematolo-
gickych nddorovych onemocnéni. V primarni smiSené
leukocytarni reakci (mixed leukocyte reaction - MLR) in
vitro byly T-lymfocyty ddrce vystaveny nenddorovym
burikdm pFijemce (pacienta). Nezddoucf aloreaktivni klony
T-lymfocytd byly selektivné depletovany pomoci anti-CD25
imunotoxinu. Alodepletované T-lymfocyty byly poté sti-
mulovany v sekundarni MLR leukemickymi burikami té-
hoz p¥ijemce. Populace aktivovanych protileukemickych
T-lymfocytd byla imunomagneticky separovéna na zakladé
produkce aktiva¢niho markeru INF-ynebo CD25. Kiden-
tifikaci individudlné specifickych protileukemickych klond
T-lymfocytl jsme vyuZili tzv. , klonotypového eseje, jenz
se zaklada na analyze jedinecné sekvence hypervariabilni
oblasti podjednotky B TCR receptoru (TCRB-VD]J). Ze se-
parovanych bunék byla izolovdna poly(A) mRNA, z niz
jsme reverzni transkripci ziskali cDNA. Cilovy tsek cDNA
jsme amplifikovali dvéma rdznymi PCR metodami -
anchor PCR a PCR s primery specifickymi pro variabiln{
region TCRB. cDNA knihovna obsahujici viechny mozné
sekvence TCRB-VD)J byla vytvorena ligaci PCR produktu
do plazmidového vektoru a transformaci Escherichia coli.
Plazmidy izolované z bakteridlnich kolonif byly sekveno-
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vany. Predpokladdme, Ze frekvence jednotlivych TCRB-VD)
sekvenci v rdmci analyzovanych bakteridlnich kolonif od-
povidd procentudlnimu zastoupeni pfislusnych aktivova-
nych T-lymfocytarnich klon(i v bunéc¢né populaci. Charak-
terizovali jsme T-lymfocytarni klony aktivované leukemic-
kymi burikami pacientd [écenych s AML a CLL. Populace
selektivné depletovanych protileukemickych T-lymfocytd
darce byly oligoklondlnf, tj. vyskytoval se zde omezeny
pocet individudlnich imunodominantnich klond, které hrajf
vyznamnou roli ve specifické GVL reakci.

Prdce byla podporena grantem MSMT NPVII, 2B06058.

1175

PFiprava protinadorové vakciny pro
pacienty s mnohocetnym myelomem

na bazi dendritickych bunék nalozenych
monoklonalnim imunoglobulinem

podle podminek spravné vyrobni praxe

D. Ocadlikova, L. Zahradov4, L. Kovarova, J. Smejkalova,
L. Pour, P. Vidlakova, D. Kyjovska, J. Moravcova,
M. Rycova, M. Penka, J. Michalek, R. Hajek
Univerzitni centrum bunécné imunoterapie MU Brno; Interni
hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU a FN Brno,
pracovisté Bohunice; Oddélent klinické hematologie FN Brno,
pracovisté Bohunice

Od ¢ervna roku 2006 byla zahajena na nasem pracovisti
klinickd studie faze Il zaméfena na poddni protinddorové
vakciny pacientim s mnohocetnym myelomem (MM).
V zafi roku 2007 bylo dokonéeno vyhodnoceni imunitnf
a klinické odpovédi u prvnich 4 pacientd. Vakcina obsa-
hovala dendritické buriky (DB) pacienta naloZené auto-
lognim monoklondlnim imunoglobulinem (Mlg), 1d-pro-
teinem, produkovanym myelomovymi burikami. Jednalo
se 0 4 pacienty s MM ve fézi stabilniho & mirné aktivniho
onemocnéni. Kazdému pacientovi bylo podano 6 vakein
s odstupem 1 mésice, intradermélné. Podle podminek
spravné vyrobni praxe (SVP) byly kultivovdny DB z mono-
nukledrnich bunék periferni krve (MNPK) pacienta po
dobu 9 dnt. 6. den kultivace byly naloZeny autolognim
Id-proteinem izolovanym z plazmy pacienta metodou
afinitni chromatografie podle podminek SVP. Po prove-
deni testli bezpecénosti a jakosti byla vakcina spliujici kri-
téria pro poddni aplikovdna pacientovi. Imunofenotypi-
zace DB byla provadéna na pratokovém cytometru, imu-
nologicka odpovéd na vakcinu byla hodnocena metodou
ELISpot. Klinickd odpovéd byla sledovdna pomoci kon-
centrace Mlg v séru pacientl. Po ukoncenf vakcinace byli
pacienti sledovdni v ramci imunomonitoringu a klinické
odpovédi dal3ich 6 mésict. Celkem bylo p¥ipraveno 24 vak-
cin vyhovujicich kritérilm podani. Ze 60 x 106 MNPK
bylo ziskano 8,66 x 106 DB (0,89-32,0 x 106), median
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(min-max). Funkéni charakteristika DB byla prokazana
pomoci imunofenotypizace na pratokovém cytometru,
v den podani bylo HLADR/CD86 pozitivnich 95,00 % DB
(50,10-99,30 %), medidn (min-max). U 29,17 % aplikacf
(7/24) doslo po podani vakciny k zarudnuti v misté vpi-
chu a u 62,5 % (15/24) aplikaci i ke vzniku zatvrdnuti.
Median vymizeni lokalni reakce byl 4 dny (2-6). U 1 pa-
cienta byly zaznamendny subfebrilie do 37,2 °C po kaz-
dém podanf vakciny. Metodou ELISpot byla zaznamena-
na imunologickd odpovéd u 75 % (3/4) pacient(. V pra-
béhu dosavadni doby sledovani 21 mésicti doslo k progresi
choroby u 2 pacientd, 2 zistali bez progrese MM. Vakcina
na bdzi DB byla velmi dobfe sndsena bez zavaznych ved-
lejsich ucinkd. Klinicka studie pokracuje vakcinaci dalsich
pacientd s MM.

Tato prdce byla podporena grantem MSMT LC 06027.

NHL 2
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Vyznam eradikace minimalni rezidudlni
choroby u pacientti s nonhodgkinskymi
lymfomy

V. Prochdzka, T. Papajik, S. RoZmanov4, M. Jaro$ova,
K. Indrak

Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Uvod: Folikulérni lymfom je stale povazovan za konvenéné
nevylécitelné onemocnéni. Cilem modernich [écebnych
postupli je navozenf eradikace nadorového klonu a navo-
zeni dlouhotrvajici remise onemocnéni. Efektivni meto-
dou k posouzenf kvality remise je molekularné-genetické
(PCR) vysetfeni fuzni prestavby gend Bcl2/IgH, kterd je
pozitivni u vétdiny pacientl s folikularnim lymfomem (FL),
vzécnéji i u lymfoplazmocytarniho (LPL) a B-difuzniho
velkobunééného lymfomu (B-DLCL).

Metoda: Prestavba Bcl-2/IgH byla vySetfovana pomocf
2kolové nested PCR - z kostni dfené a periferni krve p¥i
diagndze, pti restazovani choroby a pti pravidelnych kon-
troldch. Celkem bylo zachyceno 92 Bcl-2/IgH pozitivnich
pacientll s medianem véku pfi diagndze 52 let. Pfevazo-
vala diagnéza FL (86/92), ojedinéle byl zastoupen B-DLCL
(4/92) a LPL (2/92). Pokrocild choroba (stadium I1I/IV
dle Ann Arbor) diagnostikovana v 84,7 % ptipadu, bulk
pFitomen v 55 %. Pacienti byli stratifikovani dle prognos-
tického rizika (IPI): nizké 48 %/stredni 41 %/vysoké 11 %.
Léeba v prvni linii: 65 konvenéni chemoterapie, 27 pacient(
podstoupilo vysocedavkovanou lé¢bu s autolognf trans-
plantaci perifernich kmenovych bunék. Jeden nemocny
byl transplantovdn alogenné. Rituximab byl pouZit
vramci lécby 1. linie u 50/92 nemocnych. Medidn sledo-
vani souboru nemocnych je 43 mésica.
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Vysledky: Lécebnd odpovéd byla hodnocena u 72 pa-
cientl: 46 dosdhlo CRm, 12 CR+ a 14 pacientli dosdhlo
parcidlni remise nebo stabilni choroby. Celkové preziti
(OS) a preziti bez znamek progrese (PFS) bylo v 5 letech
73 %, respektive 36 %. Nemocni, ktefi dosdhli CRm, méli
nizsf pravdépodobnost progrese lymfomu (PFS v 5 letech,
p < 0,001; 67 % vs 12 %) a vétsi pravdépodobnost preZiti
(OS v 5 letech, p = 0,01; 92 % vs 54 %) nez nemocnf{
s horsi |é¢ebnou odpovédi.

Zavér: Dosazeni CRm po prvni linii 1écby je spojeno se
signifikantné del$im intervalem do progrese choroby, coz se
v del$im ¢asovém horizontu promitd i do deliho preziti
nemocnych. Pro prognézu nemocnych je kli¢ova kvalitni
lé¢ebnd odpovéd bez ohledu na cestu, jakou je dosaZena.

Podporeno vyzkumnym zdmérem MSMT (MSM 6198959205).
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Kvantitativni sledovani minimalni rezidudlni
choroby a prolifera¢ni aktivity u pacientt

s lymfomem z bunék plasté (MCL)

H. Bf¥izova, M. Mrhalov4, M. Neradov4, R. Kodet
Ustav patologie a molekuldrni mediciny 2. lékarské fakulty
UK a FN Motol, Praha

Molekuldrnim znakem lymfomu z bunék plasté (mantle
cell lymphoma - MCL) je patologicka transkripce genu
pro cyklin D1 v dasledku t(11;14). Kvantitativni detekce
overexprese cyklinu D1 je tak molekuldrnim markerem
MCL a napomahd diferencidlni diagndze. Z hlediska pro-
gndézy je onemocnéni MCL charakteristické rychlou
progresi a rezistenci na konvenénf terapii B non-Hodgki-
novskych lymfomd (B-NHL). Presto existuje skupina pa-
cientd s dlouhym preZitim bez nutnosti agresivni terapie.
Nezavisly, statisticky vyznamny prognosticky faktor pred-
stavuje u pacienttl s MCL prolifera¢ni aktivita. Cilem prace
je zavedeni kvantitativniho sledovani minimalni residudlni
nemoci (MRN) a proliferaéni aktivity u pacientd s MCL.
Zavedli jsme kvantitativni PCR umozriujici presné moni-
torovat: (1) expresi cyklinu D1 jako molekularntho mar-
keru onemocnéni a (2) expresi Ki-67, topoizomerazy lla.
a TPX2 jako prolifera¢nich marker( v asociaci s neptizni-
vou prognosou u pacienti s MCL. Hladinu cyklinu D1
jsme vySetfili u 95 aspirdtd kostni d¥ené (KD) od pacienttl
s MCL, 39 KD od pacientd s jinym B-NHL a 10 aspiratd
od zdravych darcl. Zvysenou hladinu cyklinu D1 jsme de-
tekovali pouze u KD s infiltraci burikami MCL (100% spe-
cifita). Ziskali jsme spolehlivy marker vhodny pro analyzu
infiltrace KD, véetné detekce MRN. Dynamiku exprese
cyklinu D1 v priibéhu onemocnéni jsme sledovali u 73 KD
od 20 pacientl s MCL. Pozorovali jsme tbytek, pripadné
narGst hladiny cyklinu D1 pfi dosazeni remise, pripadné
relapsu onemocnénf a prokazali jsme prediktivni hodnotu
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vySetfeni. Pro pacienty s MCL jsme zavedli novy pfistup
umozriujici presné kvantitativni stanovenfi exprese Ki-67,
topoizomerdzy llo, a TPX2. Variabilita proliferaéni aktivity
mUzZe odrazet heterogennf klinicky obraz choroby. Kvan-
titativni stanoveni cyklinu D1 poskytuje spolehlivy cil pro
molekularnf sledovani dynamiky MRN u pacienti s MCL.
Molekularni sledovani hladiny cyklinu D1 umoZziuje [épe
definovat lécebnou odpovéd a kvalitu remise, pfipadné
vcasny zachyt nardstu onemocnénf. Kvantitativni detekce
prolifera¢ni aktivity poskytuje vhodny nastroj pfesného,
reprodukovatelného a objektivniho stanoveni prognostic-
kych faktord. V budoucnu maze prispét k urceni charak-
teru onemocnéni, piipadné individualizaci terapie podle
rizika.

Podporeno granty GAUK 46/2006 a MZ CR 0064203/6704.
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Autologni transplantace krvetvornych bunék
v prvni linii lécby zlepSuje lécebné vysledky

u pacientti s Mantle cell lymfomem

S. Vokurka, V. Koza, P. Jindra, K. Steinerova,

M. Karas, D. Lysdk, T. Svoboda

Hemato-onkologické oddéleni FN Plzeri

Souhrn: Mantle cell lymfom (MCL) patfi mezi prognos-
ticky neptiznivé lymfoidni neopldzie se stfedni dobou
preziti kratsi nez 5 let. Za¢lenénim imunoterapie anti-
-CD20 ke konvenéni chemoterapii a intenzifikaci é¢by
vcetné vysokoddvkované chemoterapie s autolognf
transplantaci krvetvornych bunék (APSCT) Ize ¢astecné
zlepsit |é¢ebné vysledky, ale Zddny z téchto postup(i nelze
pokladat za kurativni.

Cil: Ovérit efekt APSCT v prvni linii [é¢by u pacientd s nové
diagnostikovanym MCL.

Metodika: Prospektivni, unicentrické sledovéni. Hodnoceni
lé¢ebné odpovédi podle National Cancer Institute (NCI)
kritérii. Porovndni doby od diagnézy do relapsu/progrese
(EFS) a doby celkového preziti od diagnézy (OS) u pa-
cientd [écenych s APSCT a bez této |écby.

Soubor: 48 pacientt s nové diagnostikovanym MCL a po
tvodni sérii indukéni chemoterapie (CHOP, R-CHOP,
VAD + chlorambucil) v letech 1996-2005.

Vysledky: 19/48 (39 %) pacientl s medidanem véku
54 (37-71) let v 1. kompletni (CR) nebo parcidlnf remisi
(PR) bylo indikovano k APSCT s ptipravou protokolem
BEAM. Celkem 29/48 (61 %) pacient( bylo dale sledovano.
Autologni transplantace zvysila ¢etnost kompletnich re-
misi z plivodnich 47 % na 94 % pacientd. 3leté PFS a OS
u pacientl s APSCT bylo vyznamnéji del3i neZ ve skupiné
bez ni: 51 % vs 15 % (p = 0,0003), resp. 87 % vs 42 %
(p =0,016). Medidn véku a IPI index 3-5 byly signifi-
kantné vy$si u netransplantovanych pacientl: 69 (44-77)
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vs 54 (37-71), p = 0,0002, respektive 65 % vs 27 %,
p = 0,017.

Zavér: Data ukazuji na efekt dalSiho zlep3eni |é¢ebné od-
povédi a pravdépodobnosti 3letého PFS a OS u pacient
s APSCT v 1. linii 1é¢by. Vliv nizsiho véku a IPI indexu na
vysledky sledovani by vyzadoval dalsi sledovani. Pacienti
véak i naddle relabuji a alogennf transplantace musi byt
vzdy zvaZovédna, obzvlasté u mladsich pacientd.

1307

Vyznam prognostickych faktord u nemocnych
s difuznim B-velkobunéénym lymfomem nové
diagnostikovanym a lé¢enym chemoterapii
nebo chemoterapii v kombinaci s rituximabem
Z. Kubova, T. Papajik, V. Prochazka, L. Raida,

J. Hubéacek, J. Vondrakova, R. Urbanova, J. Prochdzkova,
A. Hlugi, T. Szotkowski, Z. Sedova, J. Lukes, L. Kuderova,
M. Sticha, T. Pavlik, V. Kajaba, K. Indrak
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Oddeélent klinické biochemie FN Olomouc; Ustav patologje
Lékarské fakulty UP a FN Olomouc; Univerzitnf centrum
bunécné imunoterapie MU Brno

Uvod: Kombinace rituximabu (R) a chemoterapie (CHT)
zlepsila vysledky Ié¢by a prognézu difuzniho B-velkobu-
néc¢ného lymfomu (DLBCL), ale také zménila prediktivn{
hodnotu fady prognostickych ukazatel(i (PU). Cilem prace
bylo hodnoceni vyznamu vybranych PU ve vztahu k preziti
bez progrese (PFS) a celkovému preziti (OS) u nemoc-
nych s DLBCL lé¢enych CHT nebo CHT v kombinaci s R.
Metody: U 290 nemocnych s DLBCL byl zhodnocen vy-
znam hladiny hemoglobinu (Hb), poctu lymfocytl
(lymfo), laktat-dehydrogendzy (LDH), B-2-mikroglobu-
linu (B2M), sérové tymidinkindzy (s-TK), antigenu Ca-
-125, receptoru pro interleukin-2 (IL-2R), mezinarodniho
prognostického indexu (IPl) a jeho véku pFizplsobené
varianty (aalPl) vzhledem k PFS a OS.

Vysledky: Nemocni s Hb mensim nez 120 g/I méli nizsi
3leté OS, jen pokud byli lé¢eni CHT, stejné tak jako ne-
mocni s poétem lymfo pod 1,4 x 10°/l. ZvySend LDH si
uchovévala sv(ij vyznam pro 3leté OS v éfe R-CHT (88 %
vs 80 %, p = 0,037) i CHT (70 % vs 40 %; p = 0,001), ve
vztahu k PFS vyznam nalezen nebyl. Rozdil v OS byl zis-
tén u hladiny B2M vétsi nez 3,0 mg/l, a to jak u R-CHT
(90 % vs 79 %; p = 0,015), tak i u CHT (78 % vs 42 %,
p = 0,001), podobné i pro PFS. Nemocni's s-TK vétsi nez
15 U/l méli niz8i OS nez pti 1é¢bé R-CHT (91 % vs 77 %,
p =0,018), tak pfi samotné CHT (75 %vs 45 %, p = 0,001),
vyznamny rozdil v PFS byl nalezen jen u CHT. Hladina Ca-
-125 vétsi nez 35 1/l mél vyznam pro predpovéd kratsiho
OS opét jen u CHT, stejné tak jako hodnota IL-2R vy3sf
nez 115 pmol/l. Vypovédni hodnotu pro OS i PFS si
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uchoval IPI, pokud byly hodnoceny skupiny nemocnych
sIPI0-2 a 3-5, atojakvére CHT (3lety OS 73 % vs 35 %,
p = 0,001), tak i R-CHT (91 % vs 72 %, p = 0,001). Zaji-
mavd byla situace u nemocnych mladsich 60 let, kde pa-
cienti s IPI 2-3 léceni jen CHT méli krat3i OS (89 % vs 45 %,
p =0,001) a hrani¢né i PFS (75 %vs 55 %, p = 0,084) nez
pacienti s [Pl 0-1. Ti, ktefi byli [é¢eni R-CHT, méli prav-
dépodobnost OS (90 % a 91 %, p = 0,755) i PFS (90 % vs
86 %, p = 0,699) identickou, coz bylo také ddno inten-
zivnéjsi R-CHT u rizikovéjsich nemocnych.

Zavér: R-CHT zlep3uje prognézu nemocnych s DLBCL,
ale také snizuje vypovédni hodnotu rady PU.

Podporeno VVZ MSM 619 895 9205 a 619 895 9223.

1284

Rituximab v kombinaci s chemoterapii
nelimituje sbér perifernich kmenovych bunék
a jejich prihojeni po vysoce davkované terapii
a autologni transplantaci u nemocnych

s diftiznim B-velkobunéénym lymfomem

T. Papajik, T. Pavlik, L. Kuéerova, Z. Kubova,

V. Prochdzka, E. Faber, L. Raida, I. Skoumalova,

Z. Pikalova, ). Vondréakova, L. Dusek, K. Indrak
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Univerzitni centrum bunécné imunoterapie MU Brno; Ustav
patologie Lékar'ské fakulty UP a FN Olomouc

Uvod: Publikované analyzy neprokézaly negativni vliv
predchoziho podéni rituximabu (R) a chemoterapie
(CHT) na sbér a prihojeni autolognich perifernich kme-
novych bunék (PKB) u nemocnych s nonhodgkinovymi
lymfomy. Tyto préce naznacily, Ze uZiti R by mohlo zlep-
Sit vysledky vysoce ddvkované terapie (HDT), a to mj. diky
schopnosti R plsobit lymfodepleci v perifernim obéhu.
V nasi praci analyzujeme efekt R-CHT na sbér a ptihojent
PKB u nemocnych s difuznim B-velkobuné¢nym lymfo-
mem (DLBCL).

Metody: 69 rizikovych nemocnych s DLBCL mladsich
65 let, ktefi po inicidlni 1é¢bé dosahli kompletni nebo
parcidlni remisi, bylo v letech 1999-2007 indikovdno
k HDT s naslednou autologni transplantaci (AT) PKB. 31 pa-
cientd bylo inicidlné lé¢eno CHT, 38 pak kombinaci
R-CHT. PKB byly mobilizovdny po rezimu cyklofosfamid
+ etoposid u 6 pacientd, u zbyvajicich 63 pak po kombi-
naci cytosin-arabinosid + mitoxantron. Filgrastim byl po-
davan v davce 5 pg/kg ode dne 8. BEAM jako ptipravny
rezim pfed AT byl pouzit u vSech nemocnych.

Vysledky: Kombinace R-CHT neovlivnila sbér PKB, a to
jak z hlediska mnozstvi mononukledrnich bunék (medidn
5,24 x 10°/kg u skupiny CHT a 3,77 x 10°/kg u skupiny
R-CHT, p = 0,800), tak i CD34+ PKB (13,80 x 10°/kg
u skupiny CHT a 7,81 x 106/kg u skupiny R-CHT, p = 0,110).
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Trend k vy$8imu zastoupeni CFU-GM byl zjistén ve $té-
pech nemocnych s CHT (median 98,1 x 10%/kg) oproti
pacientim s R-CHT (76,6 x 104/kg), p = 0,068. Vyznamny
rozdil byl nalezen v poétu BFU-E u skupiny CHT ve srov-
nanis R-CHT (90,9 x 10%/kg vs 31,3 x 10%/kg; p = 0,001).
Prihojeni $tépu bylo ale v obou skupindch identické, a to
jak v granulocytech (11 dnf; p = 0,420), tak i trombocy-
tech (10 dni; p = 0,530). Doba do dosaZeni hodnot
granulocytd 1,0 x 10°/ a trombocytd 50 x 10°/1, resp.
100 x 10°/1 se v obou skupindch nelisila, stejné tak jako
hodnoty hemoglobinu, granulocyt(i a trombocyt(i v den
+100 po HDT a AT. Skupina lé¢end R-CHT méla vyznamné
lepsi 3leté preziti bez uddlosti (90 % vs 67 %, p = 0,041).
Zavér: Inicidlni kombinace R-CHT nema zadsadni nega-
tivni dopad na mobilizaci a nasledné ptihojeni PKB po
HDT, a naopak vede k snizenf rizika relapsu a preziti bez
navratu choroby.

Podporeno VVZ MSM 619 895 9205 a MSM 619 895 9223.
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Primarni CNS lymfomy - zkuSenosti centra
M. Hrudkova, D. Belada, L. Smolej, J. Maly

Oddéleni klinické hematologie Il. interni kliniky Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové

Primadrni lymfomy centralniho nervového systému (CNS)
jsou vzdcnd onemocnéni postihujici nejcastéji mozkovy
parenchym, méné ¢asto meningy, optické nervy ¢i michu.
V naprosté vétsiné piipadl se jednd o nonhodgkinské
lymfomy (NHL) klinického stadia IE. Nej¢astéjsim histo-
logickym typem je DLBCL. Na OKH II. internf kliniky LF
UK a FN Hradec Krélové bylo od roku 1998 do tnora roku
2008 diagnostikovdno 22 pacientd s primarnimi CNS
lymfomy - 10 muzd (45 %) a 12 Zen (55 %) s vékovym me-
didnem 62,5 let (rozmezi 51-78 let). U 17 pacientt (77 %)
se jednalo o DLBCL, u 4 (17 %) o FL, u 1 pacienta neby-
lo presné histologické zatazeni mozné (B-NHL, NOS).
Pro diagndzu byla pouzita u 17 pacientl stereotakticka
biopsie pod MR kontrolou, u 5 radikalnf resekce tumoru.
21 pacientll bylo diagnostikovano ve stadiu IE, 1 pacient
ve stadiu lIE. Intenzifikovanym protokolem kombinuji-
cim chemoterapii na bazi vysokych davek metotrexatu
a cytarabinu a radioterapii (dle de Angelisové) bylo [é¢eno
21 pacientl, u 1 pacienta vzhledem k véku a $patnému
vstupnimu klinickému stavu lé¢ba zahajena nebyla. Bylo
dosazeno 12 kompletnich remisi (55 %), 3 pacienti (14 %)
progredovali na [é¢bé, Tkrat se jednalo o stabilni chorobu
a u 4 pacientl nebylo mozné zhodnoceni lécebné odpo-
védi pro kratkou dobu podani chemoterapie, 1 pacient je
stdle lé¢en. Lécbu dokoncilo 12 pacientd (u 2 z nich
neprobéhla radioterapie vzhledem k pokrocilému véku),
8 pacientl |é¢bu nedokoncilo pro progresi na 1é¢bé, jeji

P43

Vnit# Lék 2008; 54(5)



XXIl. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni tcasti, Olomouc, 28.-30. 5. 2008 - abstrakta

komplikace ¢ imrti, 1 pacient je stédle écen. 15 pacient(
zemfelo (1krat Umrti bez zahdjeni |é¢by, 2krat relaps,
3krat progrese na lécbé, 8krat komplikace Iécby, 1 pa-
cient se SD). Pravdépodobnost preZiti ve 2 letech je 40 %.
Kombinovanou chemoterapii a radioterapii je mozné
u mladsich pacientd s dobrym vstupnim celkovym sta-
vem dosdhnout vysokého procenta kompletnich remisi
a dlouhodobého preziti. Lé¢bu je v8ak nutno zahdjit ne-
odkladné po stanoveni diagnézy a pro diagndzu je vy-
hodnéjsi stereotakticky odbér vzorku. Radikalni diagnos-
tické zékroky s sebou pfinaseji zhorsenf neurologického
deficitu, stejné i vék pacienti nad 60 let je spojen s hor-
8imi lé¢ebnymi vysledky.

Podporeno vyzkumnym zdmérem MZ ¢. 00179906.

KONFERENCE NELEKARSKYCH
PROFESI 2
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Edukac¢ni proces u hematoonkologicky
nemocnych

E. Lihosithovd, D. DiviSova, M. Zitkova

Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU
a FN Brno, pracovisté Bohunice

Uvod: Uceni neboli edukace nemocnych je vyznamnou
soucasti osetfovatelské péce. Edukaci lze v uzsim smyslu
vymezit jako zdmérné ziskavani védomosti, dovednosti,
v 8irsim smyslu jde o zménu v mysleni clovéka, ktera se
projevuje v jeho jedndni a chovani a pfispiva k udrzeni
nebo zlepseni jeho zdravotniho stavu a kvality Zivota.
Metoda: Ke zhodnoceni tirovné edukace byl vypracovén
dotaznik, ktery hodnotil 2 ukazatele, objektivni a subjek-
tivni. Objektivni ukazatel zahrnoval jednotlivé oblasti edu-
kacniho procesu: otdzky z oblasti sebepéce, prevence,
uziti pomtcek, zpGsobu, mista a ¢asu, kde byla edukace
osetfovatelskym persondlem provddéna. V otdzkach
z oblasti sebepéce a uziti preventivnich opatteni a pomu-
cek bylo zjistovano subjektivni hodnoceni edukace ne-
mocnymi pomoci $kdly 1-5 (kdy 1 = vyborné a 5 = nedo-
state¢né) z pohledu srozumitelnosti a dostate¢nosti. Set-
feni bylo provedeno anonymné u 100 respondent(
(ndvratnost byla 80 %). Dotaznik vypliiovali nemocnfi
v priibéhu 3.-5. dne hospitalizace. Vysledky Settenf byly
vyhodnoceny pomoci statistického multivariantniho
zpracovani.

Vysledky: Pfi pouziti korelaéniho koeficientu byla zjisté-
na vyznamnd souvislost mezi cetnosti opakované hospi-
talizace a hodnocenim edukace v oblasti sledovédni a hod-
nocenf intenzity bolesti a Gcink{ lékd. Nemocnfi hospita-
lizovani 3 a vicekrat hodnoti informace spiSe priimérné
oproti nemocnym hospitalizovanym 1-2krat. Dale byl
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potvrzen vztah mezi vékem respondentl a téz hodnoce-
nim edukace v oblasti sledovani a hodnocenf intenzity
bolesti a dGcinkd 1ékd. Dal$im potvrzenym vztahem je za-
vislost véku a hodnoceni informaci tykajicich se péce
o dutinu ustnf.

Zavér: Setveni nam ukdzalo zajimavé aspekty tykajici se
edukace nemocnych a potvrdilo vyznam této oblasti. Po-
kud ma byt edukace nemocnych Gc¢inna, musime v praxi
uplatriovat funkce a cile edukace, pracovat s charakteris-
tikou edukantd, upravit metody a formy edukace vzhle-
dem k individudlnim odlisnostem, kontrolovat a hodno-
tit ndmi provddénou edukaci.

1221

Lécba ,,novymi léky“ (Velcade, Thalidomid) -
zkusenosti s organizaci péce o nemocné

s mnohocetnym myelomem

J. Budkova, E. Gregora, T. Kozak

Oddelent klinické hematologie FN Krdlovské Vinohrady Praha

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné onemocnénti,
charakterizované abnormalni proliferaci a akumulaci mye-
lomovych bunék, vzniklych maligni transformaci v urcité
fazi diferenciace B-lymfocytové fady. Mezi nejc¢astéjsi pro-
jevy nemoci patfi kostni postiZenf, porucha funkce ledvin ¢i
dtlum krvetvorby. Incidence choroby je 3-4/100 000 oby-
vatel, stoupa po 60. roce véku a tvofi 10-15 % hematolo-
gickych malignit. Cilem |é¢by je zmirnéni az odstranéni
ptiznakl choroby a navozenf dlouhodobé remise. V tera-
pii MM se nové pouzivd bortezomib (Velcade) a thalido-
mid. Bortezomib je proteazomovy inhibitor a je indiko-
van pro |é¢bu relapsu MM a u pacientd rezistentnich na
primoterapii. U thalidomidu se vyuZivd jeho antiangio-
gennf aktivity, podilu na indukci apoptdzy a stimulace
NK bunék a indikuje se u MM v primoterapii, pfi progre-
si a nebo pti rezistenci choroby na lé¢bu predchozi. Tha-
lidomid i bortezomib jsou p¥i [é¢bé kombinovany s korti-
koidy a/nebo cytostatiky pro jejich synergni ucinek.
S ohledem na stadium nemoci a dalsi faktory (vék apod.)
existuje nékolik léebnych schémat. Tém pak odpo-
vida i individudlni pfistup v organiza¢nim zajisténf tera-
pie. Pro vSechny reZzimy je spole¢né ambulantni podé-
vani, resp. podavdani na stacionafi v pravidelnych cyklech.
Pred zahdjenim kazdého cyklu je nutné zajisténi peri-
ferniho Zilnitho ptistupu, laboratorni kontrola, sledujici
lé¢ebnou odpovéd, sledovani vyskytu nezddoucich ucinkd,
zékladni fyzikdIni vySetfeni a monitorace fyziologickych
funkci. Samozrejmosti je pravidelnd edukace pacienta.
Soucasné se zdkladni |é¢bou probiha i podpurnd lé¢ba,
odpovidajici klinickému stavu kazdého pacienta. Oba
léky se primdrné pouzivaji v hematoonkologickych cent-
rech, nicméné po edukaci tymu je Ize vzhledem k jejich
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ucinnosti, bezpecnosti a ambulantnimu zpdsobu poda-
vani Uspésné pouzit i na spadovych hematologickych
pracovistich.

1212

Srovnani antimikrobialnich a béznych
centralnich Zilnich katétri u pacientd

s alogenni transplantaci krvetvornych bunék
K. Kabétovd-Maxov4, ). Skardova, L. Bufkova-Karasova,
J. Cervend, P. Kibitzov4, J. Kostkova, A. Lastovkova,
R. Novotna, M. Refichova, R. Schréderova, J. Zikova,
L. Dolejsov4, E. Byst¥icka, S. Vokurka
Hemato-onkologické oddéleni FN Plzeri

Uvod: Centrélni zilni katétry (CZK) umozuji realizovat
intenzivni transplantac¢ni 1é¢bu pacientli s hematolo-
gickymi malignitami. O klinickém efektu kanyl s antimi-
krobidlni tpravou pouZivanych v rdmci alogennich trans-
plantaci krvetvornych bunék je velmi mélo informaci.
Cil: Porovnat efekt béznych a antimikrobidlné uprave-
nych CZK u pacientii lé¢enych alogenni transplantaci
krvetvornych bunék.

Metodika: Prospektivni, nesponzorovana, nerandomizo-
vana srovnavacfi studie. Statistika zpracovdna na GraphPad
Statistica Software.

Soubor: 49 pacientd s béznym viceluminalnim a netune-
lizovanym CZK a 58 pacientti s CZK s antimikrobidlnim
chlorhexidin/silver-sulfadiazin potahem.

Vysledky: Nebyly statisticky vyznamné rozdily mezi skupi-
nami pacientl s ohledem na vék, pohlavi, intenzitu pred-
transplantaéni pfipravy, trvani leukopenie, pocet dni se
zavedenym CZK a pocet prevazli okluznich kryti CZK.
V antimikrobidlni skupiné bylo pozorovdno méné pacient(
s rozvojem horecky (67 % vs 77,5 %, p = 0,28), méné dni
s vyskytem horecky u pacienta [2 (0-18) vs 4 (0-16), p = 0,17],
méné dni s horeckou na 1 000 dni se zavedenym CZK
(108 vs 147, p = 0,001), méné pacient(l s pozitivnimi he-
mokulturami z CZK (36 % vs 45 %, p = 0,05) a opakované
pozitivnimi hemokulturami z CZK (8,6 % vs 26 %, p = 0,018),
méné pozitivnich hemokultur z CZK na 1 000 dnf se za-
vedenym CZK (14 vs 29, p = 0,005) a méné pozitivnich
kultivaci z hrotu CZK po jeho vyjmuti (17,3 % vs 34,6 %,
p = 0,065).

Zavér: Vysledky studie majf klinickou a v nékterych cha-
rakteristikdch i statistickou vyznamnost (p < 0,05). Men-
8i pocet pacient( s vyskytem horecky, méné hore¢natych
dni a mén& opakované pozitivni hemokultury z CZK ne-
pFimo ukazuji na mozZnost méné intenzivni antipyretické
a antibiotické [écby pottebné u pacientli se zavedenym
antimikrobialnim CZK. Vysledky a skute¢ny dopad na
spotrebu antibiotik by vsak mély byt ovéreny v randomi-
zované studii s vétsim poctem pacient(.
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Diagnostika a lécba aplastické anémie

u gravidni pacientky

J. Springerova, R. Bramborova, D. Belada

Oddéleni klinické hematologie Il. interni kliniky Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové

23leta gravidni pacientka byla preloZzena na nase oddéle-
ni v éervenci roku 2007 s progredujici pancytopenii. Byla
provedena Fada diagnostickych vySetfeni vedenych s obe-
zretnosti na téhotenstvi. Na zdkladé trepanobiopsie byla
stanovena diagndza aplastické anémie. Byla zahdjena
lécba - kortikoterapie, stimulace réstovym hormonem,
antiboitickd a antimykoticka lé¢ba, substituce transfuzemi
erytrocytll a trombocytli a sledovani pacientky na po-
rodnicko-gynekologické klinice. Lécba byla komplikovana
pretrvavajici pancytopenii, aftézni stomatitidou, bolesti-
vym vyhfezem hemoroid(, subfebriliemi a zhorSenym psy-
chickym stavem. Proto bylo téhotenstvi ukonéeno cisaf-
skym Fezem. Pacientka byla po porodu prelozena na
transplantaéni oddéleni, kde byla podana prvni |é¢ebna
volba - antithymocytdrni globulin, a zacal se vyhledavat
vhodny neptibuzensky dérce. V prosinci roku 2007 pro-
vedena nepfibuzenska alogenni transplantace, kde po
prekondni vedlejsich komplikaci byla pacientka propus-
téna do domadciho léceni. V tnoru roku 2008 byla dia-
gnostikovana akutni GVHD kéze. V soucasné dobé pa-
cientka dochazi na nase oddéleni k écebné terapii GVHD
a je v dobrém psychickém a fyzickém stavu.

1204

Uspésna kombinace systémové a lokalni
terapie nemocné s koznim T-lymfomem

J. Krpatova, V. Pavlicova, D. Belada

Oddéleni klinické hematologie Il. interni kliniky Lékar'ské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové

T-lymfomy je mozno rozdélit na 2 skupiny, a to vzniklé
z T-lymfocytarnich prekurzort (T-lymfoblastické lymfo-
my) a ze zralych T-lymfocytd (periferni T-lymfomy). Prvni
skupina je histologicky dobfe charakterizovdna, druha
skupina jiz méné. Imunofenotyp perifernich T-lymfocytd
je velmi réiznorody. Vyskyt T-lymfomd je mnohem fidsi nez
jejich B-lymfatickych protéjskd (jen 10-15 % viech lymfo-
mu). Jednd se o 68letou pacientku, u které byl T-lymfom
diagnostikovan na zadkladé histologického vysetrenf
z ulcerované léze 7 x 6 cm velké na levém ramenim klou-
bu v ¢ervnu roku 2007. Pacientka byla pfijata na stan-
dardni oddéleni 28. 6. 2007 k pldnované chemoterapii
CHOP-21 ve slozeni prednison, endoxan, doxorubicin,
vinkristin. Rana silné zapachala, jednalo se o nekrotickou
tkdn. Pacientka byla zpodatku velmi neddvériva, stydéla
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se ranu ukazat. Pro $patny psychicky stav byl domluven
pohovor s psychologem. K ogetfeni defekti byly zvoleny
modern{ pfevazové techniky. Pacientka dobfe tolerovala
chemoterapii a méla uspokojivé hodnoty glykemif, proto
bylo rozhodnuto o dal3i terapii ambulantné. Poddno
6krat CHOP-21 a poté naslednd radioterapie levého ra-
mene v ddvce 36 Gr/18 fr. Pacientka se citi dob¥e, dosa-
zeno kompletni remise, defekt zhojen, dochdzi na plano-
vané ambulantni kontroly.

1174

Spiritudlni potfeby jako soucast
holistického pohledu

D. §trajtova'., P. Jufenikova, E. Miéudova, M. Zitkova
Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU a FN
Brno, pracovisté Bohunice

Uvod: Soucasné moderni o3etfovatelstvi ma za cil uplat-
fovat holisticky pohled na nemocného ¢lovéka, tedy do
osetfovatelského procesu zahrnout nejen biologické,
psychologické, socidlnf, ale také spiritudlni potreby. Du-
chovni potreby se vyznamnou mérou podileji na pribéhu
choroby i vniméni vlastniho Zivota nemocnych.

Metoda: Cilem priizkumného Setfeni provedeného v roce
2006 ve FN Brno bylo zmapovani potreb, pfani a poza-
davkd nemocnych v duchovni oblasti. Setfeni bylo prove-
deno formou anonymniho dotazniku u 200 respondentd
(ndvratnost byla 100 %). Dotaznik obsahoval 17 polozek,
které zjistovaly kromé zdkladnich demografickych infor-
macf subjektivni préni a potteby nemocnych a droveri in-
formovanosti o duchovnich aktivitdich ve FN Brno. Vy-
sledky Setfeni byly zpracovany pomoci statistického
multivariantniho zpracovani.

Vysledky: Vysledky Setfeni potvrdily dulezitost saturace
duchovnich potieb v péci o nemocné. 51 % nemocnych
ocekava od duchovni péce v nemocnici poskytnuti du-
chovni opory, moznost promluvit si o trapeni ¢ pocho-
peni smyslu Zivota. 12 % nemocnych ocekdvd pomoc pFi
vyrovndni se s bolestia 11 % v pomoci p¥i odloucenf se od
rodiny. 37 % nemocnych vnima zavaznost svych duchov-
nich potreb na stejné trovni ve srovnani s obdobim pred
nemoci, 24 % nemocnych tuto potfebu hodnotf jako vétsi.
Statisticky test nezdvislosti 2 potvrdil vyznamnou souvis-
lost mezi vyjadfovanou spokojenosti s moznostmi du-
chovni sluzby a pfijimanym naboZenstvim, nejvétsi spo-
kojenost vyjadrovali pfislusnici Fimskokatolické cirkve.
Tento test potvrdil i vyznamnou souvislost mezi vnima-
nim zdvaznosti duchovnich potfeb nemocnymi a vhod-
nosti umisténi kaple.

Zavér: Jedna z osetfovatelskych diagndéz je definovdna
jako ,spiritudIni nepohoda nebo spiritualnf tisen®, ktera
muze vést k dezintegraci osobnosti, zhorSeni akceptace
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nemoci a utrpenf ¢ socidln{ izolaci. Oblast spirituality je
nedilnou soucasti kompetenci zdravotnického pracovnika,
ktery respektuje holisticky pohled na pacienta.

1207

Co je to etika, sestFicko?

L. Kalvodova

Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU
a FN Brno, pracovisté Bohunice

»,Co je to etika, sestficko?“ je prezentace, kterd v prvni
¢asti vysvétluje pojmy etika, mordalka, deontologie. Etika
je nauka o morélce, teorie mravnosti a moralky. Chovanf
a jednani jedincd a instituci poméfujeme podle obecné
platnych norem. Zjistujeme mravni kategorie dobré-Spatné,
Cestné-necestné, lidské-nelidské, vérné-zradné atd. A pravé
zkoumdnim mravniho rozhodovani, chovani se zabyva
etika. Dale se zabyvdme pojmem , pfedporozuméni, to
je, Ze viichni rozumime a chapeme, co se obecné pojmy
a jednanim mysli. Vyjadfujeme predporozuméni mravni-
ho hodnocent, svédomi, dobrovolnosti, odpovédnosti,
socidlniho ztetele a vlastni mravni hodnoty. Prace sestry
se Fidi pravé témito obecné platnymi mravnimi hodnotami
a je podle jejich dodrzovdni také hodnocena. Prakticky
Ize vychazet z naplné prace. Nasleduje srovnani povin-
nosti sester z roku 1870 a 2007 v jakémsi desateru a zhod-
noceni posunu v povinnostech a etickém chovani a jed-
nani price sestry v rozpéti 137 let. V zavéru se letmo do-
tkneme etickych kodext prace sester.

KONFERENCE ZDRAVOTNICH
LABORANTU 1

1239

40 let HLA laboratofe Transfuzniho
oddéleni a krevni banky Fakultni nemocnice
Brno

Z. Vilkova, L. Mare$ova, H. Jursovd,

A. Kostadinov, P. Vorlova, J. ﬁepkova’.,

A. Bartonickova, L. Janka

Transfuzni oddéleni a krevai banka, HLA laboratoF FN Brno

HLA laboratot Transfuzniho oddéleni a krevni banky (TO
a KB) FN Brno od svého zalozeni MUDr. Zderikem Hillem
v roce 1968 prosla nékolika etapami svého vyvoje, ktery
kopiroval wvoj HLA problematiky v Ceské republice.
60. a 70. léta minulého stoleti pattila vySetfovani protila-
tek proti HLA antigentim u téhotnych Zen a aglutina¢nim
a cytotoxickym testlim k vySetfenf protilatek proti leuko-
cyttim a trombocytéim. Spoluprace s Ceskoslovenskou aka-
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demii véd (CSAV) a Institutem klinické a experimentélni
mediciny (IKEM) v Praze ptinesla zavedenf sérologického
stanoveni HLA antigent |. t¥idy. V prabéhu 80. let 20. sto-
letf byly rutinné vy3etfovany HLA antigeny |. tfidy i leuko-
cytarni a trombocytdrni protildtky, které byly v pribéhu
90. let 20. stoleti rozsifeny o sérologické vySetieni HLA
antigen( Il. t¥idy a o fluorescenéni a fotometrické metody
na stanoveni protilatek. 20. stoleti koncilo na HLA labo-
ratoti zavedenim molekuldrnébiologickych technik - me-
tod PCR. Autofi sdéleni predkladaji uceleny ptehled vy-
voje jednotlivych metodik provadénych na HLA laboratofi
TO a KB FN Brno véetné poctu jednotlivych typt vySetteni
provedenych v obdobf let 2001-2007. Souhrnné bylo ve
sledovaném obdobi na HLA laboratofi provedeno cel-
kem 6 378 sérologickych typizaci HLA . a Il. t¥idy, 15 110 sta-
noveni metodami PCR a 69 473 vy3etten( leukocytdrnich
a trombocytdrnich protilatek. V roce 2008 je pldnovano
zavedeni novych metod molekularni biologie pro dia-
gnostiku slabych a variantnich antigeni D. HLA labora-
tof v Brné ma po 40 letech plsobeni platné misto mezi
laboratofemi s HLA problematikou v Ceské republice
a se zavadénim novych metod jeji p¥inos pro klinicka pra-
covisté FN Brno i nadéale poroste.

1287

Patologické nalezy pfi screeningovém
vysetteni APTT

L. Slavik, J. Ulehlova, J. Jezakova, M. Sykorova,
P. Chalupnikova, L. KoFinkova, M. Seckarova
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP

a FN Olomouc

APTT test patii k zakladnim a nejvyuzivanéjsim koagu-
la¢nim vySetfenim. V naSem sdéleni bychom se radi za-
méFili na problematiku diferencidlni diagnostiky pfi pa-
tologickém ndlezu APTT. APTT se vyuziva jako scree-
ningovy test k vySetien{ poruch vnitini koagulaéni cesty,
kdy se na patologiich podili zejména defekty faktord VIII,
IX, XI'a XII. Nicméné velmi frekvenéni p¥i¢inou prodlou-
Zeni APTT je také pfitomnost inhibitor(, jak proti jednot-
livym faktordim, tak proti aktivaénim povrchim fosfolipi-
dd. Z hlediska klinického dopadu je tfeba diagnostiku za-
méFit predevsim na odliseni inhibitort lupoidniho typu,
resp. defektu FXII, které prakticky nepredstavuji riziko kr-
vaceni, ba naopak predstavuji trombofilni riziko. Kom-
plexni diferencidlni diagnostiku demonstrujeme na 2 ka-
zuistikdch, které predstavuji v prvnim p¥ipadé pacienta
s typickym nalezem lupus antikoagulans a v druhém p#i-
padé pacienta s kombinaci lupus antikoagulans
a smésného inhibitoru. Z hlediska klinického dopadu je
komplexni znalost moznosti diferencidlni diagnostiky
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APTT velmi dulezitd pro optimalni volbu zajisténi inva-
zivnich vykond u vySetfovanych pacientd.

1286

Diseminovand intravaskuldrni

koagulopatie

J. Ulehlova, L. Slavik, P. Chalupnikova, ). Jezdkova,

L. Kofinkova, M. Sec¢kafova, M. Sykorova
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Diseminovana intravaskuldrni koagulopatie (DIC) pFed-
stavuje ziskany syndrom systémové poruchy krevniho
srdzeni, ktery muze vzniknout na podkladu sekundarniho
nebo jiného zdkladniho onemocnéni nebo patologické-
ho stavu. DIC je zivot ohrozujici syndrom, ktery je velmi
obtizné definovatelny jak klinicky, tak laboratorné a é-
¢ebné. Pri DIC dochézi k systémovému poskozeni endo-
telu cév, trombocytdl a rozvratu v plazmatickém koagu-
laénim systému. Dynamika syndromu zavisi na mnoha
faktorech, jako jsou pFi¢ina vzniku, faze a charakter DIC.
Hlavni roli v8ak hraji komponenty koagula¢niho systému,
coz jsou trombocyty, endotel cév a plazmaticky koagu-
laéni systém. DIC muze doprovazet gynekologické a po-
rodnické komplikace, infekce (septikemie, viremie), na-
dorova onemocnéni véetné leukemii, traumata, popéle-
niny, nekrézy tkani, jaterni choroby, srde¢ni a perifernf
cévni postizeni, imunitni reakce, otravy, Sok, léky atd.
Diagnostika DIC je ddna zdvaznosti klinického stavu
a polocasem sledovanych markerdl, proto nelze vyuzit
modernich markerd (trombin-antitrombinové komplexy,
F 1 + 2 Stépeni fibrinogenu, pfip. fibrinové monomery).
Z laboratornich parametr pro diagnostiku vyuZivaime
snizenf hladiny trombocyt( (resp. pFitomnost schistocyt),
snizenf hladiny antitrombinu Ill, protrombinového ¢asu,
aktivovaného parcidlniho tromboplastinového casu,
trombdénového casu, fibrinogenu a pozitivitu D-dimeru,
resp. fibrin-fibrinogen degradac¢nich produktd. Dle charak-
teru rozlisujeme formu DIC chronickou a akutni. U akutnf
DIC je nejcastéjsim inicialnim klinickym projevem krvacenf
a hypoperfuze organdl. Bez adekvatniho terapeutického
zasahu dochazi k rozvoji Sokového stavu a Gmrti pacienta.
U chronického DIC jsou v popredi klinického obrazu
tromboembolické projevy (Zilnf a arteridIni trombdzy, in-
farkty, nebakterialni tromboticka endokarditida). Krvdceni
je lehkého az stiedné tézkého stupné, hlavné v oblasti kiize
a sliznic. Viyskytuje se u malignich onemocnéni, jaternich
onemocnéni. Soucdsti prezentace jsou 2 kauzuistiky. Prvnf
kauzuistikou je pacient s typickou chronickou formou
DIC v disledku rozsahlého hemangiomu. V druhém pfi-
padé se jednd o pacienta s akutni formou DIC v disledku
akutniho septického stavu.

P47

Vnit# Lék 2008; 54(5)



XXIl. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni tcasti, Olomouc, 28.-30. 5. 2008 - abstrakta

1272

Kvantitativni stanoveni hematopoetickych
progenitorovych bunék na hematologickém
analyzatoru krevnich bunék

J. Juraniova, E. Opichalova, A. Lapdikova, ). Jezdkova,
M. Novik, Z. Pikalova, B. Skarkova
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP

a FN Olomouc

Zralé krevni buriky maji omezenou Zivotaschopnost
a jsou kontinualné nahrazovany mladsimi burikami pro-
liferujicimi a diferencujicimi se z pluripotentnich hemato-
poetickych kmenovych bunék. Elementy vSech hematolo-
gickych vyvojovych linii jsou obnovovany z primitivnich
hematopoetickych progenitorovych bunék (HPC). Znak
CD34 byl historicky 1. diferencia¢nim markerem roz-
poznatelnym na primitivnich lidskych hematopoetickych
burikdch. HPC buriky ¢&i buriky nesouci znak CD34+ jsou
vyplavovany do periferniho krevniho obéhu po predchozi
chemoterapii a nasledné stimulaci pacienta nebo darce
rGstovymi faktory. Stanovenf jejich poctu je vyuZivano
jako marker indikujici optimdlni ¢as sbéru perifernich
kmenovych bunék (PBSC) k jejich nésledné transplanta-
ci. V soucasné dobé se pro kvantifikaci téchto bunék
prakticky pouzivaji 2 metody: (1) analyza metodou pru-
tokové cytometrie, (2) stanoveni poctu HPC bunék po-
moci automatického hematologického analyzatoru
Sysmex XE-2100. Prvni metoda kvantifikace CD34+ bu-
nék pomoci priitokové cytometrie je na nasem pracovisti
bézné pouzivana a zajistuje velmi presné vysledky diky vel-
kym soubordim analyzovanych bunék. Je viak naro¢nd na
¢as a finance, vyzaduje odbornost obsluhy a zkusenost
pFi interpretaci vysledku. V laboratoti rutinniho provozu
jsme zavedli i druhou metodu. Automaticky hematolo-
gicky analyzator Sysmex XE-2100 vyuzivd specidlni soft-
ware HPC MASTER a pfislusnou lyzaéni reagencii. Ne-
zralé buriky jsou vice rezistentnf k lyze. Software dovoluje
analyzu cilovych bunék uzitim IMI kandlu (Immature
Myeloid Information). V porovnani s prvni metodou je
druhd metoda levnéjsi, rychlejsi a nendrocna na erudici
obsluhy. Z téchto dlivodd ji Ize vyuzivat v bézném labora-
tornim provozu. Je viak méné presnd. Cilem nasi prace
bylo zhodnoceni téchto analytickych p¥istupd, vyhodno-
ceni pFijatelnosti pro predtransplantaéni vySetfeni
pacientl a ddrcd, stanoveni cut-off poctu HPC k uréenf
optimalniho ¢asu sbéru PBSC, a tim k ziskani kvalit-
niho stépu. Namérené vysledky jsou predmétem naseho
sdélent.
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1289

AML z pohledu morfologie a pritokové
cytometrie

M. Hon¢ikova, T. Kozdk, M. §paéek, P. Saladova
Oddéleni klinické hematologie FN Krdlovské Vinohrady Praha

AML je maligni transformace kmenové hematopoetické
buriky, kterd je spojend s tplnou nebo ¢aste¢nou ztratou
schopnosti diferenciace p¥i zachovalé schopnosti prolife-
race. Etiologie neni doposud zndma. V obdobi leden roku
2007 az dnor roku 2008 jsme vysetfili 49 pacientd s po-
dezienim na akutni leukemii, u 26 byla diagnostikovana
AML, 15 ALL, 8 RAEB. Pti podezieni na akutni leukemii
vzdy vySetfujeme krevni obraz a kostni d¥eri v mikroskopu,
cytochemické barveni a imunofenotypizaéni vySetten.
Na zakladé morfologického hodnoceni krevniho obrazu
a kostni dfené kontinudlné navazuje vy3etfeni na prato-
kovém cytometru, které z velké ¢asti upresni typ akutni
leukemie. Definitivni zavér akutni leukemie dle WHO kla-
sifikace urci az soubor viech vysetteni véetné molekuldrni
genetiky.

1288

Sledovani spermatogeneze u muzi

s Hodgkinovym lymfomem pomoci pritokové
cytometrie

H. Ouvinova, T. Kozik, J. Markova, M. Havranova
Oddéleni klinické hematologie FN Krdlovské Vinohrady Praha

Hodgkindv lymfom (HL) je systémové nadorové one-
mocnéni lymfatické tkdné (prevdzné postihujici lymfa-
tické uzliny, ale i jiné organy s lymforetikularni tkanf). 70 %
pacientl je v dobé diagndzy ve véku 18-35 let a vétsina
z nich nema jesté déti. Dlouhodobé remise dosahuje
85-95 % pacient( a jejich Zivotni nadéje je v souc¢asné do-
bé 40 let. Toto onemocnéni je provazeno poruchou ferti-
lity (plodnosti) muz(i. Nadorové onemocnéni ma jiz pred
lé¢bou supresivni vliv na tvorbu spermif. V dobé diagnézy
ma vétsina muzl s HL vyraznou oligo/azoospermii (nizky
pocet az nepfitomnost spermii v ejakuldtu), kterd se dale
prohloubi béhem lécby. Pokud béhem chemoterapie/ra-
dioterapie nedojde k ireverzibilnimu poskozeni zdrode¢né
tkdné varlete, je az v 80 % nadéje, Ze se do 5 let sperma-
togeneza (a tedy i plodnost) obnovi. Proto je sledovani
spermatogeneze u muz s HL velmi dalezité. Mé¥eni né-
kterych kvalitativnich i kvantitativnich znak{ spermif po-
moci pratokového cytometru ndm umozriuje kit SpermFlow
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firmy Exbio. Dulezitymi parametry, které ovlivriuji schop-
nost oplodnéni a které je mozZno stanovit, jsou pocet
spermii, jejich Zivotnost, integrita akrozomu a p¥tomnost
intraakrozomalniho vazebného proteinu. P¥itomnost leu-
kocytl v ejakuldtu mize upozornit na eventudlné probi-
hajici zanét ¢i infekci mocového Ustroji. Diky jednodu-
chému pouziti kitu na pratokovém cytometru lze i u pa-
cientd s malignimi lymfomy sledovat spermatogenezi
v ramci kontrolnich vy3etfeni.

CLL1

1267

Exprese reverzni telomerazy (hTERT)

u pacientt s B-CLL

R. Plachy, J. Pavli¢ek, H. Urbankova, M. Novadk,

T. Papajik, M. JaroSova

Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Uvod: B-chronicka lymfatickd leukemie (B-CLL) je nej-
Castéji diagnostikovanou leukemii u dospélych. Moleku-
larné-biologické prognostické markery nabyvaji v poslednich
letech stdle vétsiho vyznamu pfi presnéjsim definovani ri-
zikovych skupin nemocnych. Jednim z nové studovanych
marker( je exprese reverzni telomerdzy (WTERT).

Cil: Zdmérem nasi prace bylo stanovit expresi hTERT
u pacientd s B-CLL, ur¢it jeji dopad na prognostickou
stratifikaci téchto pacientd a porovnat expresi telomerazy
s prognostickymi markery, které jsou u pacientt s B-CLL
standardné vy3etfovany, tj. mutacnim stavem variabil-
nich ¢asti tézkych fetézcl imunoglobulind, cytogenetikou
a flow-cytometricky stanovenou hladinou ZAP-70.
Materialy a metody: VySettena byla exprese genu hTERT
u 47 pacientd s B-CLL. RNA byla ziskdna z mononu-
kledrni frakce nebo plné periferni krve z doby diagndzy.
Kvantita transkript(i hTERT byla vztazena k expresi genu
ABL za poutziti hydrolyzaénich sond (LightCycler, Roche).
Vysledky: Medidn exprese hTERT u pacient(i s nemuto-
vanymi fetézci IgVH byl 4ndsobny ve srovnani s media-
nem exprese hTERT ve skupiné s mutovanymi Fetézci
IgVH. Vysoka exprese hTERT statisticky signifikantné ko-
relovala s nemutovanym stavem IgVH (p < 0,00001).
Celkova shoda mezi mutac¢nim stavem IgVH a expresi
hTERT byla 87 %. Naproti tomu shoda mezi mutaénim
stavem IgVH a ZAP-70 byla pouze 62 % a navic mezi nimi
nebyl prokdzdn statisticky signifikantni vztah (p = 0,31).
Shrnuti: Exprese hTERT vykazuje vysokou konkordanci
s mutaénim stavem Fetézcl IgVH. K posouzeni role
hTERT jako potencidlniho ,surrogate markeru® mutac-
niho stavu IgVH bude potieba provést analyzy na vétsim
souboru pacientdl.

Prdce je podporovina granty: LF UP 91110211 a IGA NR 9484-3.
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High resolution melting curve analysis
(hrMCA) - metoda pro rychlou detekci
mutaci genu TP53 u pacientti s B-CLL

J. Pavli¢ek, R. Plachy, B. Kantorova, M. Holzerova,
H. Urbankova, T. Papajik, M. Jarosova
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP

a FN Olomouc

Uvod: B-chronicka lymfaticka leukemie (B-CLL), nejcas-
téji diagnostikovana leukemie dospélého véku, je charak-
terizovana vysokou biologickou a klinickou heterogeni-
tou. Mezi vyznamné prognostické markery patif mutaénf
statut IgVH a chromozomdlni aberace 11q-, +12, 13g-,
a 17p-. Zmény na chromozomu 17 zahrnuji také tumo-
rovy supresor TP53. Kromé deleci byva gen TP53 posko-
zen bodovymi mutacemi. Zlatym standardem v detekci
bodovych mutaci je ptimé sekvenovani. Tento pfistup je
viak finan¢né a ¢asové ndrocny. Jako alternativa ptimého
sekvenovani by mohla slouZit analyza kfivek tani (High
Resolution Melting Curve Analysis - hrMCA). hrMCA je
zaloZzena na srovnani teplot tdni (Tm) PCR produktd
kontroly a testovaného vzorku. Pokud je Tm rozdilna,
jednd se velmi pravdépodobné o vzorek s mutantni sek-
venci genu TP53.

Cilem projektu bylo otestovat vhodnost metody hrMCA
jako alternativy pfimého sekvenovani. Specifita a senziti-
vita byla posuzovana ve srovnani s p¥imym sekvenova-
nim. Pro analyzu byly pouZity exony 5-8 (obsahuji 94,2 %
popisovanych mutacf genu TP53).

Metodika: Analyza byla provedena na souboru 47 pa-
cientd s diagnézou B-CLL, u kterych byla cytogeneticky
detekovdna delece 17p. DNA byla ziskdna z mono-
nukledrni frakce nebo plné krve z doby diagnézy. Po PCR
amplifikaci exondl 5-8 byla provedena hrMCA na pfistroji
LigtCycler 480 (Roche). V8echny vzorky byly ndsledné
osekvenovdny na pfistroji ABI 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Vysledky: Ze 47 pacient(i byla metodou hrMCA deteko-
vana mutace u 22 (47 %) pacientl. U 5 pacientd mutace
vexonu 5, u 6 pacientd mutace vexonu 6, u 6 pacientd mu-
tace v exonu 7 a u 5 pacientdi mutace v exonu 8. Vsechny
mutace detekované metodou hrMCA byly ovéreny pii-
mym sekvenovdnim. V sekvenovanych vzorcich, které vy-
8ly po hrMCA jako nemutované, nebyly prokdzany zadné
dalsi mutace.

Zavér: hrMCA se jevi jako vhodna alternativa pro scree-
ning mutaci v genu TP53. Jeji prednosti je nizkd cena,
rychlost, vysoka citlivost, nizkd moznost zdmény vzorku
a cross-kontaminace z ddvodu provddéni celé analyzy
v jedné zkumavce. Pfed zavedenim do rutinniho pouZziti je
treba provést analyzu na vét$im souboru pacientd.

Prdce je podporovdna granty MSM 619 895 92 05 a IGA NR 9484-3.
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Nové a fenotypicky neobvyklé varianty genu
p53 u pacientt s chronickou lymfocytarni
leukemii

S. Pekova, M. §pa(:ek, I. Zelezna, A. M. Buhl,

L. Smolej, T. Kozdk, M. Pricha

Nemocnice Na Homolce, Praha; FN Krdlovské Vinohrady Praha;
Rigshospitalet, Kodari, Ddnsko; FN Hradec Krdlové

Aberace genu p53 jsou povazovany za prognosticky ne-
pFiznivy faktor. P¥iblizné polovina viech nadorti ma po-
Skozeny gen p53, v pfipadé CLL priblizné 10 % pacient
nese defekt p53. Aberace p53 jsou standardné zjistovany
cytogeneticky, jako delece 17p-, kam byl p53 mapovan.
Nicméné i cytogeneticky normdlni karyotyp miize skryvat
defekty p53, které jsou postiZitelné pouze molekularnimi
technikami. Nalezené mutace p53 jsou velmi heterogenni,
od kratkych inzerci, deleci, bodovych substituci az po sestfi-
hové varianty, které jsou postiZitelné pouze na trovni RNA.
Diky vysoké heterogenité mutaci nalezenych na moleku-
larn{ drovni je problematické rozhodnout o jejich fenoty-
pové relevanci, proto je nutné ovéfit nalezené varianty
p53 i funkéné (FASAY). Pomoci funkéniho testu FASAY
jsme otestovali 661 diagnostickych vzork( CLL pacientd.
Z¢&asti se jednalo o retrospektivni, z¢asti o prospektivnf
konsekutivni vzorky. Sekvenace kédujici sekvence exon 4 -
exon 10 genu p53 pro potvrzeni klondlniho charakteru
nalezené mutace byla provedena v 563 ptipadech retro-
spektivnich vzork( a FASAY pozitivnich konsekutivnich
vzorkd. V celém souboru 661 pacientdl byla mutace nale-
zenav 87 pfipadech (13,2 %). Srovndnim se sekvenaénim
vySetfenim jsme zjistili, ze 32 p¥ipadil bylo postizitelnych
pouze pomoci senzitivni techniky FASAY. Tudiz pouhym
sekvenovanim p53 unikd 4,9 % p¥ipad( s drobnou pro-
porci p53 mutantniho klonu, ktery viak mize podleh-
nout klondlni evoluci a prerast pavodni leukemickou po-
pulaci, kterd mutaci p53 nenese. Pomoci FASAY jsme
identifikovali i 9 fenotypicky zvlastnich, teplotné-senzi-
tivnich variant p53 a novou sestfihovou variantu ,,8 ex6“,
na jejichz biologické charakterizaci intenzivné pracujeme.

1300

Screening genetickych prognostickych
faktorov u pacientov s B-CLL metédou MLPA
L. Mihék, A. Zakovi¢ova, M. Dzubasova, M. Cermak,
P. Novédkova, D. llenéikova, L. Plank

Oddelenie onkologickej genetiky Nérodného onkologického tstavu
Bratislava, Slovenskd republika; Ustav patologickej anatdmie
Jesseniovej lekdrskej fakulty UK a MFN Martin, Slovenskd republika

Ciel: Detekcia numerickych a $truktdrnych chromozé-
movych aberdacii u pacientov s chronickou lymfocytovou
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leukemiou B-typu (B-CLL), ktoré predstavuji vyznamné
prognostické faktory predikujdce nepriaznivy priebeh
ochorenia. Etablovanie molekulovo-genetickej vySetrova-
cej metédy MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amlification) pre skrining prognostickych markerov a kore-
lacia ziskanych nélezov s metédou interfazovej FISH (I-FISH)
analyzy. Detekcia a uréenie frekvencie vyskytu sporadic-
kych chromozémovych aberdcif asociovanych s B-CLL.
Metédy: 72-hodinova kultivacia periférnych leukocytov
stimulovanych mitogénom Pokeweed, |-FISH, fragmen-
ta¢nd analyza s vyuzitim komeréného kitu SALSA MLPA
CLL1(P037) a CLL2 (P038) (MRC-Holland) a genetického
analyzatora ABI PRISM 3130.

Vysledky: Vzorky kultivovanej periférnej krvi u 93 pacien-
tov s B-CLL boli vySetrované primarne metédou MLPA
a pozitivne nalezy nasledne verifikované metédou I-FISH.
Chromozémové aberacie boli detekované u 74 % pa-
cientov, z toho 1 aberaciu malo 63,8 %, 2 aberécie 27,5 %
a 3 aviac aberdcii 8,7 % pacientov. Najcastejsie deteko-
vané boli genomické delécie 13q14.3 (58 %), 11923
(21,7 %), 17p13.1 (20,3 %) a trizémia 12 (17,4 %). Vy-
Setrenim metédou MLPA boli zachytené aj dalSie spora-
dické chromozémové zmeny vacsinou v kombindcii s mi-
nimalne jednou z frekventovanych aberdcii. Boli to
del6q25 (4,3 %), del9p21 (CDKN2A/B) (5,8 %),
dup2p24.1 (MYCN) (4,3 %), dup8q24.12 (MYC) (4,3 %),
del10923.31 (PTEN) (2,9 %) a trizémia 19 (4,3 %). Ge-
netické ndlezy tychto chromozémovych aberacii budu
porovnané s klinickym priebehom ochorenia.

Zaver: Porovnanie vysledkov metédy MLPA a I-FISH potvr-
dilo dobru korelaciu oboch vy3etreni. Metéda MLPA pred-
stavuje rychlu a efektivnu metédu pre presnejsiu charakteris-
tiku patognomickych oblasti a je vhodnou skriningovou me-
tédou pre identifikdciu Sirokého spektra chromozémovych
aberdcif pri genetickom vy3etren{ pacientov s B-CLL.

1253

PFritomnost heterozygotni delece ATM
nedeterminuje odpovéd’ CLL bunék na fludarabin
S. éejkové, L. Roé&tiova, D. Poté&éil, J. Smardova,

J. Maléikova, D. Zezulkova, M. Doubek, Y. Brychtova,
S. Pospisilova, ). Mayer, M. Trbusek

Centrum molekuldrni biologie a genové terapie Intern/ hemato-
onkologické kliniky Lékarské fakulty MU a FN Brno, pracovisté
Bohunice; Ustav chemie Prirodovédecké fakulty MU Brno;

Ustav patologie FN Brno, pracovisté Bohunice; Oddélent lékarské
genetiky FN Brno, pracovisté FDN JGM

Uvod: Abnormality genti TP53 nebo ATM vyznamné
zhor8uji prognézu CLL pacientt. V nékolika studiich byla
prokdzana silnd rezistence CLL bunék s abnormalitami
genu TP53 k fludarabinu, stéZejnimu léku pro toto one-
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mocnéni. Predbézné publikované vysledky naznacuji, ze by
se rezistence na fludarabin mohla pojiti s mutacemi genu
ATM anebo nizkou hladinou tohoto proteinu. Cilem nasi
prace bylo zjistit souvislost mezi deleci genu ATM v CLL
burikdch a jejich citlivosti na fludarabin a dale stanovit,
zda u téchto bunék dochazi k indukci drdhy Atm/p53, kterd
se aktivuje po poskozeni DNA chemoterapeutiky.
Metodika: Delece TP53 a ATM jsme detekovali pomoci
I-FISH a mutace TP53 funkéni analyzou FASAY s nésled-
nou sekvenaci. Pro sledovénf efektu fludarabinu (25; 6,3;
1,6 a 0,4 pg/ml) jsme pouzili test bunécné viability
(WST-1 assay). Stabilizaci proteinu p53 jsme detekovali
pomoci western blotu a expresi cilovych genli aktivova-
nych proteinem p53 pomoci Q-RT-PCR.

Vysledky: Kultivace CLL bunék s fludarabinem (48 hod)
poskytla zfetelnou k¥ivku preZiti v zavislosti na jeho kon-
centraci u vétsiny z 59 testovanych vzorkd. Citlivost na
fludarabin jsme stanovili p¥i koncentraci 1,6 pg/ml, ktera
poskytla nejzretelnéjsi rozdily mezi jednotlivymi vzorky.
Skupina vzork( s abnormalitami TP53 (n = 20) byla na
fludarabin vyrazné rezistentnéjsi nez zbyvajici CLL (p = 0,012;
Manntv-Whitneydv U-test). PF srovndni skupin s deleci
ATM (n = 21) a wt (n = 18) jsme nepozorovali zddné vy-
znamné rozdily (p = 0,71). U v3ech testovanych vzorkd
s deleci ATM (n = 6) a wt (n = 4) jsme pomoci western
blotu pozorovali jasnou stabilizaci proteinu p53 po apli-
kaci fludarabinu. Také Q-RT-PCR analyza cilovych gent
aktivovanych proteinem p53 (PUMA, BAX, p21) potvrdila
jejich jasnou indukei u viech testovanych vzorkd s delect
ATM (n = 7) i vzorkd wt (n = 6). Buriky s abnormalitami
TP53 byly naprosto refrakterni k jakékoli indukei, coz po-
tvrdilo jasnou délici linii mezi nimi a ostatni CLL.

Zavér: Nase vysledky ukazuji, ze pfitomnost delece ATM
u CLL bunék nem(ize byt povaZzovana za marker rezistence
na fludarabin. Zd4 se také, Ze kindza Atm nenf kritickd pro
aktivaci p53 drahy po aplikaci tohoto chemoterapeutika.
Podporovino grantem IGA MZ ¢. 8445-3/2005.
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Sledovani klonalniho vyvoje u B-CLL
metodou I-FISH

A. Berkova, L. Pavlistov4, J. Bfezinova, L. Babicka,
E. Malinov4, L. Grosova, J. Tajtlova, E. Cmunt,

J. Schwarz, I. Marinov, ). Karban, M. Trnény,

Z. Zemanova, K. Michalova

Centrum nddorové cytogenetiky Ustavu klinické biochemie
a laboratorni diagnostiky 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha;
I. interni klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha;
Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Cilem studie bylo urcit frekvenci nové ziskanych cytoge-
netickych zmén v rdmci klondlnf evoluce u opakované vy-
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Setfenych pacient( s B-CLL, porovnat molekuldrné cyto-
genetické ndlezy s vysledky mutaéni a expresni analyzy
a nésledné vyhodnotit vliv evoluce klonu na klinicky pra-
béh onemocnént.

Metoda: V letech 1982-2006 jsme vy3ettili 1161 pacientt
s B-CLL. 102 pacientt, diagnostikovanych podle stan-
dardnich kritérii, bylo zahrnuto do prezentované studie.
Genomické aberace byly detekovany metodou I-FISH se
sadou DNA sond (Abbott Vysis) detekujici trizomii chro-
mozomu 12, del(13)(q14.3), deleci genu ATM (11g22.3)
a deleci genu p53 (17p13.1). Znaky ZAP-70 a CD38 byly
analyzovdny na pratokovém cytometru a IgVH mutaéni
stav byl uréen sekvenovanim.

Vysledky: Pri tvodni analyze byly cytogenetické abnormity
nalezeny u 69 ze 102 pacientl. Pfi ndsledném vy3etteni
byly u 25 pacient( zjistény nové ziskané aberace: monoa-
lelicka del(13)(q14.3) v 10 pfipadech, bialelickd del(13)
(q14.3) ve 3, vyvoj z monoalelické k bialelické del(13)(q14.3)
ve 3, del(11)(g22.3) ve 4, del(17)(p13.1) ve 3, trizomie
chromozomu 12 v 1 a del(13)(q14.3) spole¢né s del(17)
(p13.1) v 1 pripadu. 14 z téchto pacientl mélo nemuto-
vany a 7 mutovany IgVH gen. Ze 7 pacientd s mutovanym
IgVH stavem, 6 nové ziskalo nékterou z variant del(13)
(q14.3) au 1 byla nové nalezena del(11)(q22.3). Charak-
terizace pacient( s klondlnim vyvojem a statistické zhod-
nocenf vysledkd bude prezentovano.

Zavér: Neprokdzali jsme statisticky vyznamnou souvislost
s nemutovanym IgVH stavem, se ZAP-70 nebo CD38 po-
zitivitou ani s dobou celkového preZiti. Potvrdili jsme, Ze
»high-risk“ delece, nalezené v jakékoli fazi onemocnéni,
znamenaji pro pacienta Spatnou prognézu a zejména de-
lece genu p53 predurduje rezistenci k chemoterapii. I-FISH
analyzy predstavuji pouze jeden z moznych pohledt na
nestabilitu genomu u B-CLL. V dalSich studiich bude pro
hodnoceni klonédlniho vyvoje nutnd jejich kombinace
s konvenéni cytogenetickou analyzou stimulovanych CLL
bunék.

Prdce byla podporena granty IGA MZCR 9244-3, MSM
0021620808, MZO 00064165 a LC535.

TRANSFUZNI LEKARSTVI

1316

Nova legislativa v transfuzni sluzbé
D. Starkova

Ministerstvo zdravotnictvi CR Praha

Koncem roku 2007 nabyl Gcinnosti novy zdkon ¢&. 378/
/2007 Sb., o lécivech, ktery vyznamné zménil stavajici
pravni Gpravu regulace lé¢ivych pfipravkd s ohledem na
dosazenf plné kompatibility zdkona s pozadavky predpisti
Evropského spolecenstvi. Z oblasti problematiky tykajicf
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se krve byly do néj a nové vyhlasky zapracovany smérnice
2002/98/ES, 2004/33/ES, 2005/61/ES a 2005/692/ES,
v nichz jsou stanoveny standardy na jakost a bezpecnost
krve. Vyhlaska o lidské krvi a jejich slozkdch, kterd nabyla
ucinnosti v leto$nim roce, je provadécim predpisem k za-
konu ¢. 378/2007 Sb. a stanovi blizsi pozadavky na od-
bér, vySetfeni a posouzeni zplsobilosti darce krve k odbéru,
zpracovani, skladovani, distribuci lidské krve a jejich slo-
Zek, jakost a bezpe¢nost transfuznich p¥ipravkd a surovin
z lidské krve a jejich slozek pro dalsi vyrobu, vydej trans-
fuznich pfipravkd, dovoz nebo vyvoz transfuznich pfi-
pravkd a suroviny pro daldi vyrobu mimo zemé Evrop-
skych spolecenstvi, véetné pravidel zabezpecujici systém
jakosti a spravnou vyrobni praxi p¥i téchto ¢innostech.
Dale tento navrh stanovi blizsi podminky povolovanf vy-
roby, distribuce a vydeje transfuznich p¥ipravkd, véetné
zmén vydanych povoleni. Pravidla spravné praxe rozvadi
pro kazdou z uvedenych oblasti pozadavky na systém za-
bezpecovani jakosti, zaméstnance, provozni prostory
a zafizeni, dokumentaci, zdsady a postupy vyroby a kon-
troly jakosti, podminky smluvnich ¢innostf, postupy v pti-
padé reklamace, hemovigilanci, sledovatelnost, stazenf
transfuznich pfipravkl a systémd vnitini kontroly. Je sa-
mostatnym p¥ispévkem k zabezpeceni stabilniho a funk-
¢niho systému jakosti i predpokladem pro fungovani to-
hoto systému vcelku, a to s cilem vyuzit véechny dostupné
prostredky k trvalému zabezpecenf jakosti a bezpecnosti
transfuznich ptipravkd a surovin z lidské krve a jejich slo-
Zek pro dal3i vyrobu.

1275

Moderni markery jakosti transfuznich
pripravka

R. Prochéazkova

Transfuzni oddéleni Krajské nemocnice a.s., Liberec

P¥i standardni kontrole jakosti transfuznich p¥ipravkd (TP)
jsou hodnoceny zakladni parametry: obsah Gcinné latky
(u erytrocytli obsah hemoglobinu, hematokrit; u trom-
bocytd jejich pocet) a bunéénd kontaminace, zejména
pfimés leukocytdl. Struktura a funkce krevnich bunék (KB)
jsou béhem odbéru, zpracovani a skladovani ovlivnény
fadou faktort. KB podléhaji morfologickym a biochemic-
kym zménam, které limituji jejich skladovatelnost a viabi-
litu. V praxi je hodnocen volny hemoglobin jako marker
stupné hemolyzy u erytrocytt (RBC) a pH u trombocytil
(PLT). Pro ucely validaci novych procesti je doporucova-
no hodnoceni marker& metabolického stavu, apoptdzy
a aktivace KB. Metabolické alterace KB se odrdzi ve zmé-
nach pH, zvyseni LDH, konsumpci glukézy a produkci
laktdtu. Zmény specifické pro RBC jsou pokles intracelu-
larniho K', ATP a 2,3-DPG, jejich obsah v erytrocytu se
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po transfuzi obnovuje. Globalnim markerem apoptdzy je
annexin V. Zvyseni jeho hladiny je v pfimé relaci se stup-
ném bunécného poskozeni RBC i PLT. Zménou specific-
kou pro PLT je aktivace. Jejim vyznamnym markerem je
povrchova detekce nebo vzestup hladiny P-selektinu (pra-
kaz degradace a-granulf). Byla prokdzana souvislost mezi
hladinou cytokind (IL-1B, IL-6, I1L-8, RANTES) v TP a né-
slednymi nehemolytickymi febrilnimi potransfuznimi
reakcemi (hladina cytokind v TP souvisi zejména s obsa-
hem zbytkovych leukocytd v TP). Odrazem obsahu leuko-
cytli v TP je i vzestup hladiny sFAS-L v TP béhem skladovani.
Vlastni zkusenosti: V prospektivni studii byly hodnoceny
markery bunééného poskozeni u TP ziskanych aferézou
a z plné krve (u RBC: K, laktat, LDH, pH a annexin V;
u PLT: pH, LDH, laktat, annexin V, sP-selektin).
Vysledky: U vech typd TP doslo béhem skladovani ke
zvySeni hladin uvedenych marker( (p < 0,05). U RBC byl
nejvyznamnéjsi vzestup u TP bez leukodeplece (p < 0,001).
Krevni buriky nebyly aferézami poskozeny ani zvySené
aktivovany. V jakosti pfipravkli ze 2 separator(i nebyly
zjistény vyznamné rozdily. Pouzité technologie neovlivnily
stav apoptdzy a aktivace bunék v pripravcich na konci
skladovani. Klicovy vyznam pro vyvoj zmén v krevnich
burikdich mély podminky skladovani produktl a p¥imés
leukocytd.
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Erytrocytaferéze v l1écbé rodinného vyskytu
hereditarni hemochromatézy

J. Ptéak, J. Vaculova
Hematologicko-transfuzni oddéleni nemocnice Frydek-Mistek

Je popisovéno wyuZiti cytoredukéni erytrocytaferézy pti lécbé
3 ¢lend rodiny s vyskytem hereditarni hemochromatdzy.
Otec (70 let) je nositelem mutace HFE genu C282Y/C282Y,
1. syn (40 let) mutace v HFE genu C282Y/C282Y a 2. syn
(43 let) slozené mutace HFE genu C282Y/H63D. Sestra
obou pacient je nositelkou slozené mutace HFE genu
C282Y/H63D a matka viech détf je nositelkou stejné mu-
tace jako jeji dcera. Obé Zeny |écbu nevyzadujf a jsou bez
laboratornich a klinickych projevii onemocnéni. Otec je
|é¢en pro diabetes mellitus, oba synové jsou bez klinickych
potizi. Diagndza byla stanovena primarné u otce pfi na-
hodném vysetfeni. Hladiny feritinu v okamziku zahdjenf
|é¢by byly u jednotlivych pacientt 1 616, 2 400 a 647 pg/I.
U otce bylo provedeno 10 lé¢ebnych erytrocytaferéz v ob-
dobi 8 mésicli, s primérné odebranym objemem erytro-
cytt 910 ml, p¥i dosazeni hladiny feritinu 76 pg/l byla lécba
prozatim ukoncena. Prvnimu synovi bylo doposud pro-
vedeno 11 aferéz v obdobi 10 mésict s priimérné odebra-
nym objemem erytrocytl 1 050 ml, soucasna hladina fe-
ritinu je 385 pg/l, lécba jesté neni ukoncena. Druhému
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synovi byly doposud provedeny 3 erytrocytaferézy v ob-
dobf 4 mésicli s priimérné odebranym objemem erytro-
eyt 1 095 ml a doposud dosazenou hladinou feritinu
115 pg/l s predpokladem brzkého ukoncent lé¢by. Cilova
hodnota hematokritu byla u viech vykont nastavena na
0,32. Intervaly mezi jednotlivymi vykony byly 3-5 tydna.
Aferézy byly provadény na kontinualnim separdtoru COBE-
-Spectra. Pro substituci byl pouZit fyziologicky roztok, pfi
odebraném objemu erytrocytt vétsim nez 800 ml byl po-
uzit 5% albumin. V prabéhu aferetické 1écby nebyly pozo-
rovany zadné vedlejsi reakce s vyjimkou intermitentniho
vzniku 2-3denniho pocitu zvydené lnavnosti po aferéze.
Erytrocytaferéza se jevi jako sofistikovana a bezpecna léc¢ebna
metoda pro pacienty s hereditarni hemochromatézou.
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Individualni rozdily v efektivité lécby
intrakoronarni transplantaci vyssi davky
bunék kostni diené zjiSténé pomoci sestamibi
SPECT/FDG PET myokardu

M. Kaminek, J. Meluzin, L. Groch, R. Panovsky,

S. Janousek, J. Mayer, M. Klabusay, J. Lukl,

J. Ostiansky, M. Richter

Klinika nukledrni mediciny Lékar'ské fakulty UP a FN Olomouc;
I. intern kardioangjologickd klinika Lékarské fakulty MU a FN
u sv. Anny Brno; Interni kardiologickd klinika Lékarské fakulty
MU a FN Brno, pracovisté Bohunice; I. interni klinika Lékarské
fakulty UP a FN Olomouc

Cil: V predchozi préci jsme prokazali zavislost Gpravy
funkce v infarktovém loZisku pomoci autologni intrako-
rondrni transplantace mononuklearnich bunék kostnf
drené (BMC) na mnozstvi podanych bunék [Am Heart
J 2006; 152: 975]. Cilem této price byla analyza vlivu
rozdilné udrovné vychytavani perfuzniho radiofarmaka
“mTc-sestamibi (MIBI) v infarktovém lozZisku na ndsled-
nou upravu funkce levé komory.

Metodika: Do studie byli zahrnuti pacienti s prikazem
ireverzibilntho poskozeni po akutnim infarktu myokardu
dle dobutaminové echokardiografie, SPECT a PET. BMC
transplantace vy3si davkou (100 000 000 bunék) bylo 1é-
¢eno 37 pacientd, zatimco 36 pacient( bylo ndhodné za-
fazeno do kontrolni skupiny. Programem 4D-MSPECT
bylo kvantifikovano vychytavani MIBI/FDG, ejekéni frakee
levé komory (EF) a end-diastolicky/end-systolicky volum
(EDV/ESV) pred lé¢bou a 3 mésice poté.

Vysledky: U responderti 1écby (vzestup EF 2 5 % bez na-
ristu EDV/ESV, zlep3enf regiondlnf funkce) bylo vychyta-
vani MIBI v infarktovém lozZisku vy33i nez u nonresponderd
(minimalni uptake 24 % + 12 % vs 15 % + 11 % maxima,
P < 0,05). Uprava funkce byla dale kalkulovana v pod-
skupindch pacientd s rliznou udrovni vychytavani MIBI
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(0-10 %, 11-20 %, 21-30 %, 31-40 % a 41-50 %). Signi-
fikantni rozdil byl zjistén u 2 podskupin BMC lé¢enych
pacientl: u 16 pacientl s velmi nizkou kumulaci MIBI
< 30 % maxima se EF vyznamnéji neupravila (z 35 % na
38 %) a doslo k narGstu EDV/ESV ze 178 ml/118 ml na
198 ml/125 ml, zatimco u 21 pacientd s rezidudlnim vychy-
tdvanim MIBI v rozmezi 31-50 % maxima se funkce signifi-
kantné zlepsila (primérnd EF ze 41 na 49 % a EDV/ESV ze
155 ml/94 ml na 151 ml/81 ml, P < 0,05). Podobné t¥idéni
nebylo patrné v kontrolni skupiné: u pacient( s vychytava-
nim MIBI v rozmezi 31-50 %, resp. < 30 % maxima se EF
zvySovala pouze o 2, resp. 3 %, EDV/ESV narustaly shodné
u obou podskupin ze 146 ml/82 ml na 158 ml/86 ml, resp.
ze 171 ml/111 ml na 191 ml/120 ml (P = NS).

Zavér: Nase vysledky svéd¢i pro rozdilnou efektivitu intra-
koronarni BMC transplantaci u individualnich pacient(
a pro moznost pouzit SPECT/PET zobrazeni pro vybér
pacient(, kteti budou mit maximdalni prospéch z této lécby.
Prdce byla podporena vyzkumnymi ziméry MSMT (MSM
0021622401 a 6198959205).

1339
Praktické aspekty diagnostiky syfilidy
H. Zakoucka

Syfilis patfi mezi celosvétové rozsitend zdvaznd onemoc-
nénf. Podle odhadi WHO jsou ro¢né nové diagnostiko-
vany miliony onemocnéni (1 999-12 mil, s maximem v roz-
vojovém svété), coz md za nasledek 2 000 000 ohrozenych
téhotenstvi ro¢né (25 % kondi potratem a 25 % porodem
nemocného novorozence).

Rovnéz ve vyspélych zemich (zdpadni Evropa) dochdzi
k nardstu incidence zhruba od konce 90. let minulého
stoleti. V Ceské republice se tento trend projevil vyrazné
ihned po roce 1989. Zasadni roli v $ifeni hraje zejména ri-
zikové sexudlni chovani a rovnéz ptiliv migrantd z oblasti
s nesrovnatelné vyssi incidenci (napf. zemé byvalého
SSSR). Stejny trend - vzestup poctu zejména akutnich,
infekénich pripadd mizeme pozorovat v posledni dobé
(tj. zhruba od roku 2006). Situace se projevila i ve vyskytu
cerstvé syfilis u opakovanych darct krve. 90 % pfipadd je
preneseno pohlavnim stykem (koitdlnim, ordlnim nebo
andlnim), 10 % infekci nepohlavné (transplacentarné -
vrozend onemocnéni; ndhodny kontakt s lézi - libanf;
profesionalni expozice; teoreticky je mozny i prenos krev-
ni transfizi - v poslednich 30 letech byly v odborné lite-
ratufe popsany pouze 3 pfipady; nebo kontaminovanym
predmétem - naslinéna tetovaci jehla). Infekce postihuje
nej¢astéji zeny a muze mezi 15-30 lety véku.

Zékonné normy tykajici se screeningu syfilis — zvlasté
zékon 258/00 Sb., whlaska 195/05 Sb., vhlaska 411/04 Sb.
ve znéni pozdéjsich predpist atd.

P53
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Etilogické agens — Treponema pallidum

subspecies pallidum (TPP)

Jejim pFirozenym hostitelem je pouze ¢lovék, experimen-
tdlné nékteré druhy vnimavych savct (subhumanni pri-
mati, kralik, morce, vept domaci). P¥ibuzna agens - Tre-
ponema pallidum subsp. endemicum, Treponema pallidum
subsp. pertenue, Treponema carateum - zp(sobuji nevene-
rické treponematdzy, onemocnéni nejcastéji détské po-
pulace endemickych oblastf (tropy a subtropy). Zna¢na
genetickd ptibuznost (> 95 %) mezi témito bakteriemi se
projevuje ve shodné morfologii a protilatkové odpovédi
makroorganizmu na probihajici onemocnéni. Dosud proto
neni mozné odlisit bakterie mikroskopif nativniho prepa-
ratu, p¥mou imunofluorescenéni mikroskopii, prika-
zem vytvorenych protildtek ani bézné pouzivanymi mole-
kuldrné-genetickymi metodami.

Diagnostika

Vzhledem k zdvaZnosti a povaze onemocnéni nenfi indiko-
vana pouze klinickym podezienim, ale je rovnéz soucastf
obligétnich vySetfovacich schémat:

- u ddrct krve, tkanf a orgdn(

- v rdmci prenatdlni péce

- zékladnf screening novorozenctl

- predoperacni p¥iprava

- za hospitalizace

Pfima diagnostika

Detekce bakterie TPP v biologickém materidlu je vhodna
pro stadia, kdy je biologicky materidl s treponematy p¥i-
stupny odbéru a kdy Ize o¢ekavat jejich pfitomnost v do-
statecném mnoZstvi (zejména ¢asnd manifestni syfilis).
Vyuziti a standardizace p¥imych testll je vSak ovlivnéno
celou fadou podminek, které mohou vyrazné snizit citli-
vost vysettenf (lidsky faktor, ¢asova prodleva, naklady na
provedent testu a jeho skute¢ny vyznam pro konkrétni
stanoveni diagndzy).

Pouzivané metodiky - zdstinovd mikroskopie, pfima
imunofluorescence (DFA-TP), impregnace kovy (st¥ibrenf),
molekularnf diagnostika - PCR (polymerase chain reac-
tion, polymerdzovd fetézova reakce).

Nep¥ima diagnostika
Prikaz protilatek v séru, plazmé nebo CSF, u imuno-
kompetentniho pacienta je mozné nalézt protilatkovou od-
povéd na pFtomnost treponemat serologickymi testy
zhruba od 4.-5. tydne po infekci a dale vétSinou béhem ce-
lého Zivota (a to i po Uspésné 1écbé, tF. 1gG). Spolehlivost
a reprodukovatelnost vySetieni protildtek v krvi a liquoru je
diivodem jeho nezastupitelnosti p¥i rutinni diagnostice.
Netreponemové testy, prokazujici nespecifické antikardio-
lipinové protilatky (mikro- a makroflokulacni metodiky -
RPR, VDRL aj.), jsou vyuZivany (v kombinaci s treponemo-
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vwmi testy) ke screeningu a k posouzeni aktivity choroby
a Uspésnosti [écby (vzestup, resp. pokles titru protilatek).
Protilatky jsou detekovatelné jiz asi 4 tydny po infekci.

Jsou vak zatizeny pomérné vysokym procentem (2-10 %)
fale$né pozitivnich vysledkd a také vyskytem falesné nega-
tivnich reakef (v poc¢atku onemocnéni pred sérokonverzi;
u pozdni latentnf syfilis predstavuje az 30 % pfipadd; zo-
nalni fenomén u akutni syfilis). Zonalni fenomén se maize
projevit u sér s vysokym titrem specifickych a nespeci-
fickych protildtek v dobé akutnf syfilis (1-2 %) a znamena
dnik aktivnich, infekénich pripad onemocnéni. Vzhledem
k uvedenym skute¢nostem neni vhodné pouzivat netre-
ponemové testy jako jediny screeningovy test. Trepone-
mové testy jsou zaloZeny na principu detekce specific-
kych protilatek proti antigendm TPP (lipoproteintim).
Sérokonverzi jsou schopny zachytit okolo 5.-6. tydne po
infekci. Pat¥i k nim testy screeningového panelu (TPHA,
TP-PA, EIA, ELISA, chemiluminiscence) i konfirmacni
testy k ovéfeni diagnézy (FTA-ABS, western blot). Je mozZno
jimi oddélené vySetfovat IgM tfidu protilatek (posouzeni
aktivity syfilis a Gspésnosti lé¢by, intrauterinni infekce). Sa-
moziejmé i zde je nutné poditat s moznym vyskytem falesné
negativnich reakci, zejména v inkubacni dobé a na pocatku
1. stadia (asi 2 % u testd pro tfidu IgG a az 30 % u testll pro
tiidu IgM), a falesné pozitivnich (asi 1-2 %) reakf.

Zavér

Syfilis zGstava, vzhledem ke zplisobu $itent, stale vyznam-
nym epidemiologickym problémem. Je i jednou z priorit
ECDC a EU. Vyuziti obligdtnich vySettovacich postupt (u té-
hotnych, novorozenct, darct krve, tkani, orgdnl a pfi
diff. dg. aj.) a dodrzovani zdkonnych norem je jednim
z nejuspésnéjsich néastrojl v boji s jejim vyskytem v popu-
laci. S rozvojem molekuldrni biologie a diagnostiky se na-
bizi nové moznosti. Standardni test odpovidajici spravné
laboratorni praxi (véetné kontroly fale$né negativnich vy-
sledkd) vhodné doplini sérologické testy, které v diagnostice
syfilis maji a budou mit kli¢ovou a nezastupitelnou roli.

KONFERENCE ZDRAVOTNICH
LABORANTU 2
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Schistocyty — malé, ale vyznamné elementy

B. Skiirkova, A. Lapéikova, J. Jurariova, J. Indrakova
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Ndlez schistocytll v natéru periferni krve mlze byt dia-
gnosticky vyznamnym ukazatelem zdvazného az Zivot
ohrozujiciho stavu nemocného. Je proto velmi dulezité
na jejich ptitomnost co nejdfive upozornit. Schistocyty
(schizocyty) jsou bunééné fragmenty cervenych krvinek,
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které maji tvar trojuhelniku ¢i helmy. Vyskytuji se ¢asto
u intravaskularni hemolyzy nejriznéjstho pvodu. Mikro-
angiopatickd hemolytickd anémie (MAHA) mdZe mit ce-
lou Fadu pFicin. Setkdvame se s nf napt. u hemolyticko-ure-
mického syndromu (HUS), trombotické-trombocytope-
nické purpury (TTP), pfi komplikacich v téhotenstvi (HELLP
syndrom). Charakteristicky je ndlez schistocytd u disemino-
vané intravaskuldrni koagulace (DIC). V nasem sdéleni by-
chom vas rady sezndmily s postupem hodnoceni schisto-
cytdl v periferni krvi a uvedly identifikaci téchto fragmentdi na
hematologickém analyzatoru, zvlasté pak jejich hodnoceni
v natéru. Pfedndska je doplnéna zajimavymi kazuistikami.

1203

Zakladni laboratorni metody

v onkocytogenetice

M. Meskova, A. Prikrylova, I. Syslova

Oddeélent lékarské genetiky FN Brno, pracovisté FDN JGM

V onkocytogenetické laboratoti zpracovavame a kultivu-
jeme biologicky materidl hematoonkologickych pacientd.
V nasem sdéleni chceme predstavit praci v laboratofi od
prijeti materidlu aZ po jeho kultivaci a hodnoceni pomocf
pocitacového analyzatoru obrazu. Zavérem vas chceme
seznamit s problémy, které provédzi kultivace kostnich
dreni onkologickych pacientli a s benefitem, ktery toto
vydetieni pacientim pFinasi.

1205

Pohled cytogenetika na rtizné typy leukemii

V. Linkov4, A. Oltov4, G. Varikova

Oddéleni lékarské genetiky FN Brno, pracovisté FDN JGM; Katedra
genetiky a molekuldrni biologie Prirodovédecké fakulty MU Brno

Akutn{ a chronické leukemie tvoii velmi heterogenni sku-
pinu malignich hematologickych onemocnénf a predsta-
vuji celosvétovy problém. V nasem ptispévku predstavime
toto onemocnéni, jeho déleni a charakteristické cytoge-
netické rysy, které slouzi ke stanoveni progndzy.

1194

Vyznam klasické cytogenetiky

ze stimulovanych lymfocyti periferni krve

J. Kropackova, I. Prekopova, J. Hanzlikova,

M. Holzerova, H. Urbankov4, ). Balcarkova, J. Pavlicek,
J. Indrdkova, T. Papajik, M. Jarosova
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Chronicka lymfatickd leukemie (CLL) je nejcastéjsi leuke-
mie dospélého véku. Jednd se o heterogenni nadorové
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onemocnéni vychézejici z geneticky zménéného B-lymfo-
cytu. PrestozZe nejsou priciny vzniku onemocnéni znamé,
byly uréeny ¢asté chromozomové zmény, které maji pro-
gnosticky vyznam. Delece chromozomu 17p a 11q jsou
spojeny s nepfiznivym klinickym priibéhem onemocnéni,
naopak nemocni s deleci na chromozomu 13q maji dob-
rou progndzu a jejich celkové preziti dosahuje az 11 let.
Tyto zmény jsou uréovany metodou fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH) s rutinnim panelem sond a jsou dete-
kovény az u 80 % nemocnych. Cytogenetické studie zalo-
Zené na klasickém cytogenetickém vysetfeni dovoluje ur-
¢it chromozomové zmény asi u 30-50 % nemocnych. Vét-
Sina cytogenetickych vySetfeni bez stimulace B-lymfocytt
je nelspésnd, pro nizkou proliferativni aktivitu CLL bu-
nék in vitro. Pro stimulaci bunék in vitro proto byly vyvi-
nuty nové metody, jejich vysledky potvrzuji, Zze pouzitf
pouze metody FISH k uréeni chromozomovych zmén nenf
dostatecné a ze metodou klasické cytogeneticky je mozné
odhalit ptedevsim translokace, které se u CLL mohou vy-
skytovat azv 60 %. Pro Gispésné cytogenetické vysetieni se
nej¢astéji pouzivaji stimulaéni latky jako napf. TPA
(Phorbol-12-myristate-13-acetdt). Na zdkladé publikova-
nych vysledk( jsme na nasem pracovisti zavedli kultiva¢ni
techniku s pouZitim imunostimulator(i, kterymi jsou
CpG-oligonukleotidy DSP30 a interleukin 2 (IL2). Pro ru-
tinni vy3etfeni pouzivame periferni krev a buriky jsou
kultivovany jak s TPA, tak s DSP30 a IL2. Ve svém sdélen{
seznamime s metodikou kultivace bunék periferni krve
s pouzitim DSP30 a na pt¥ikladech nemocnych s CLL uké-
zeme vysledky, které potvrzuji vyznam pouziti klasické cy-
togenetiky pro urcovani chromozomovych zmén u ne-
mocnych s CLL.

Podporovdno grantem IGA NR 9484-3, MSM 6198959205.

1200

Cytogenetika a molekularni cytogenetika
myelodysplastického syndromu (MDS)

I. Prekopova, J. Indrakova, H. Urbankova, ). Balcarkova,
M. Holzerova, ). Kropackova, J. Hanzlikova,

J. Vondrékova, M. Jarosova

Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Myelodysplasticky syndrom je klondlni hematopoetické
onemocnéni{ charakterizované cytopenif a dysplazii kostnf
drené. Je to onemocnéni vyssiho véku s medidnem 60 let.
Pro MDS je charakteristickd Spatnd odpovéd na chemo-
terapii s dlouhodobymi cytopeniemi a nizkym pocétem re-
misi. U 25-30 % nemocnych dochézi po urcité dobé
k postupnému vyvoji MDS do akutnf leukemie, nej¢astéji
do akutni myeloidni leukemie. U déti se MDS vyskytuje
jen zfidka, a pokud se vyskytne, je charakterizovano rych-
lejSim pribéhem a zvratem do akutni leukemie. Cytoge-
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netické zmény hraji dtlezitou roli v patogenezi, diagndze
a progndze a v posledni dobé se zvy3uje i jejich vyznam
pfi wbéru cilené l1é¢by nemocnych s MDS. Zmény chro-
mozomU se objevuji v erytroidnich, myeloidnich a mega-
karyocytarnich prekurzorovych burikdch, coz svédéi
o vzniku neoplazie v pluripotentni kmenové burice. Chro-
mozomové zmény jsou ptitomné asi u 50 % nemocnych
s de novo MDS a az v 80 % nemocnych se sekundarn{
MDS. Balancované chromozomové zmény, které zahrnujf
také translokace, jsou u nemocnych s MDS méné casté,
zatimco nebalancované zmény jako delece a amplifikace
jsou castéjsi. Intersticidlni delece dlouhych ramen chro-
mozomu 5 (5g-), kterd se mdze vyskytovat samostatné
nebo s dal$imi zménami, je nej¢astéjsi zménou u de novo
MDS. Podle WHO Kklasifikace je 5q- syndrom povazovan
za samostatnou podjednotku MDS s p¥iznivou progné-
zou. Naopak nemocni's deleci nebo monozomii chromo-
zomu 7 a nemocni s komplexnim karyotypem maji pro-
gndzu nepfiznivou. Pro pfesné uréeni chromozomovych
zmén pouzivame klasickou cytogenetiku, metody FISH
a u nemocnych s komplexnim karyotypem metodu mno-
hobarevné fluorescen¢ni in situ hybridizace (M-FISH).
V nasem sdéleni ukdZzeme na pfikladech nemocnych
s MDS, ktefi byli diagnostikovani a léceni na Hemato-
onkologické klinice Lékafské fakulty UP a FN v Olomouci,
metodiku cytogenetického vy3etfovani nemocnych, nej-
Castéjsi ndlezy chromozomovych zmén a jejich pfesné ur-
¢eni klasickou cytogenetikou a metodami molekularnf
cytogenetiky.

Prdce je podporovdna grantem MSM 6198959205.
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Solidni tumory détského véku metastazujici
do kostni diené - soubor cytologickych nalezii
M. Kokeszov4, P. Blazkov4, B. Jordanova, P. Kuderova,
S. Valnicek, S. Kéhlerova, O. Zapletal, M. Penka,

B. Habanec, A. Oltov4, J. Stérba

Oddélen klinické hematologie FN Brno, pracovisté FDN JGM;
Bioptickd stanice FN Brno; Oddélent lékarské genetiky FN Brno,
pracovisté FDN JGM; Klinika détské onkologie Lékarské fakulty
MU a FN Brno, pracovisté FDN JGM

Nadory détského véku se odlisuji od nadord v dospélosti
predevsim histogenetickym plivodem. U dospélych pre-
vazuji epitelidlni novotvary, u déti jsou nej¢astéjsi zhoubné
nadory krvetvornych organd a solidni tumory z mezo-
dermu a neuroektodermu. U déti dochdzi ¢asto k rychlému
rGstu nadoru a ¢asnému metastazovani. Presto infiltrace
kostni dfené (KD) solidnim tumorem pat# mezi ojedinélé
nalezy. Morfologickd klasifikace patologickych bunék
v KD je nezbytnou soucasti urcenf typu a vstupniho roz-
sahu nddorového onemocnéni spolu s vySetfenimi zobra-
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zovacimi, endoskopickymi, koagulaénimi, biochemickymi,
histopatologickymi, imunologickymi a molekularné ge-
netickymi. Mezi solidni nddory metastazujici do KD u déti
patfi zejména neuroblastom, sarkomy mékkych tkanf,
Ewinglv sarkom/PNET, déle osteosarkom a retinoblas-
tom. Na nasem pracovisti byla v poslednich 5 letech
diagnostikovana infiltrace KD u dvou déti s Ewingovym
sarkomem (ES), u 3 déti s rabdomyosarkomem a u 8 pa-
cientdl s neuroblastomem. Za tuto dobu bylo na Klinice
détské onkologie é¢eno 27 déti s ES, 19 s rabdomyo-
sarkomem a 60 s neuroblastomem. V nasem sdélenf pre-
zentujeme vybrané morfologické nalezy v natérech KD,
otiscich trepanobiopsii a otiscich tumor( (barveni MGG
a vybrand cytochemicka barvenf) s konkrétnim popisem
patologickych bunék. RovnéZz zmiriujeme histologické
a molekuldrnégenetické nalezy. Chceme ukdzat, ze hema-
tologické pracovisté mdze svymi Casové i finanéné do-
stupnymi metodami hodnoceni natéru kostni dfené vy-
znamné prispét i k diagndze nehematologické malignity.

CLL2
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Richtertiv syndrom: soucasny pohled

na diagnostiku a lécbu

D. Belada, L. Smolej, M. Hrudkova, P. §tépa'.nkova’1,_]. Maly
Oddéleni klinické hematologie Il. interni kliniky Lékar'ské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové

Richterv syndrom (RS) byl poprvé popsdn v roce 1928
a predstavuje transformaci chronické lymfocytarni leuke-
mie do agresivniho lymfomu s incidenci mezi 2-8 %. Nej-
Castéji se jedna o difuzni B-velkobuné¢ny lymfom, ale vzac-
néji maze dojit k transformaci do Hodgkinova lymfomu,
prolymfocytarni leukemie ¢i akutni lymfoblastové leuke-
mie. Maligni elementy agresivniho lymfomu mohou vzni-
kat bud’ transformaci plivodniho CLL klonu, nebo pted-
stavuji samostatny novy klon. V etiopatogenezi je disku-
tovdna role viru Ebstein-Barrové a nasledné genetické
abnormality, které zahrnuji mutace genu p53, c-myc
onkogenu, deleci 1123 a dalsi. Rizikovymi faktory pro
vznik RS jsou: pokroc¢ilé stadium CLL, nemutovany IGVH
status, zvySend exprese ZAP-70, CD 38 pozitivita, gene-
tickd nestabilita a intenzivni imunosuprese. Klinicky se
RS prezentuje typicky B-symptomy, rychle rostouci
lymfomovou masou, splenomegalii, zvySenou hodnotou
LDH, hyperkalcemif, trombocytopenii. Casté je extrano-
dalni postizeni (plice, GIT, CNS). Pfi podezfeni na vznik
RS je naprostou nezbytnosti histologicka verifikace. Nové
je pro diagnostiku RS s vyhodou uzivana pozitronova
emisni tomografie, kterd dokaze zobrazit mista transfor-
mace CLL (vétSinou PET negativni) do agresivniho lymfomu
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(vétSinou PET pozitivni). Lécebné moznosti v pripadé ag-
resivnich nonhodgkinskych lymfom& (DLBCL) zahrnuji
chemoterapii s antracykliny v kombinaci s rituximabem
(R-CHOP, R-hyperCVAD) nebo salvage rezimy (R-ICE,
R-DHAP), ev. v kombinaci s naslednou vysokoddvkovanou
lé¢bou. Prognéza nemocnych s RS je Spatnd. Lécebna
odpovéd se u konvenéni |é¢by pohybuje mezi 15 a 40 %,
ztoho jen vyjimecné je dosazeno kompletni remise. Medidn
preziti je 5-8 mésicll pti pouziti konvenéni chemoterapie.
Nadéjnéji vypadaji vysledky alogennich transplantacf,
soubory nemocnych jsou v8ak bohuzel malé a selektované.
Pokud se jednd o transformaci CLL do Hodgkinova
lymfomu, je doporucovano podani konvenéni chemote-
rapie (ABVD) s dobrymi vysledky.

Podporeno vyzkumnym zdmérem MZO 00179906 a grantem
IGA MZ CR NR/9453
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Morfolégia CLL vo vztahu k expresii ZAP-70
a chromozomovym abnormalitim

T. Balhdrek, L. Plank, P. Szépe, J. Marcinek,

Z. Kviatkovsk4, M. Barthov4, A. Zakovicova,

D. llen¢ikova

Ustav patologickej anatomie a Konzultacné centrum bioptickej
diagnostiky ochoreni krvotvorby Jesseniovej lekdrskej fakulty UK
a MFN Martin, Slovenskd republika; Oddelenie onkologickej
genetiky Ndrodného onkologického tistavu Bratislava, Slovenskd
republika

Uvod: Morfolégia CLL je klasickym, ale dnes mélo zohfad-
fovanym prognostickym faktorom. Va¢sina morfologic-
kych ukazovatelov si totiz v multivariantnych analyzach
nezachovdva nezavislost. Viaceré bioptické parametre st
vsak dobrymi deskriptormi aktudlneho stavu ochorenia,
vratane jeho odpovede na terapiu. Okrem toho aj v biop-
tickom materidlu mozno identifikovat zvyseny podiel pro-
lymfocytov (Ply) a paraimunoblastov (Pib) suvisiaci so
zvySenou aktivitou alebo atypickou morfoldgiou.
Metodika: V stidii sme analyzovali vztah morfolégie CLL
k expresii ZAP-70 a pritomnosti chromozémovych abera-
cii (CHA): del11q, del13q, del17p a trizémia 12. V pri-
pade korelacie s expresiou ZAP-70 bola morfolégia CLL
hodnotend v biopsiach KD (n = 32) alebo lymfatickych
uzlin - LU (n = 37), vo vztahu k CHA bola morfolégia hod-
notend len v biopsidch KD (n = 62). Expresia ZAP-70 bola
vySetrovand imunohistochemicky v tkanivovych rezoch KD
alebo LU, pricom bola hodnotena ako silno pozitivna (2+),
slabo pozitivna (1+) alebo negativna. Chromozémové
aberacie boli vySetrované metédou FISH v lymfocytoch
periférnej krvi po 72 hod kultivécii.

Vysledky: V ZAP-70 2+ pripadoch sme zaznamenali ¢as-
tejsi vyskyt diftiznej infiltracie KD nez v ZAP-70 pripadoch
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(71 % vs 56 %). V biopsidach KD u ZAP-70 2+ pacientov
bol v porovnani so ZAP-70 dokazany signifikatne castejsi
vyskyt infiltratov so zvySenym podielom Ply a Pib (57 % vs
22 %). Podobne zvySeny podiel menej zrelych elementov sme
potvrdili aj v pripadoch s del17p, trizémiou 12 a del11q.
Najvyznamnejsi bol ndlez v pripadoch s del17p (n = 7),
pretoze vadsinu predterapeutickych vzoriek KD tu cha-
rakterizovala diftizna infiltracia KD so zndmkami zvy3e-
nej rastovej aktivity a konstantne zvySenym podielom Ply
a Pib. Paradoxne v biopsidch LU nebola dokdzand aso-
cidcia medzi silnou expresiou ZAP-70 a zvySenou rasto-
vou aktivitou. Koreldcia nebola potvrdena ani medzi ex-
presiou ZAP-70 a plazmocytoidnou diferencidciou CLL.
Zavery: Z vysledkov vyplyva, Ze morfoldgia infiltratov KD
reflektuje pritomnost prognosticky negativnych faktorov,
ako je expresia ZAP-70 a del17p, ako aj del11q a trizémia 12.
Prognosticky vyznam morfolégie CLL v biopsii LU ostdva
nejednoznacny.

Podporené Grantom MZ SR ¢ 2005/ 12-MFN-04 a Grantom
VEGA 1/4285/07.
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Plazmocytoidna diferenciacia B-CLL

sa vyskytuje u pacientov s normalnym
karyotypom aj s prognosticky vyznamnymi
chromozémovymi abnormalitami

L. Plank, T. Balharek, D. llencikova, P. Szépe,

A. Zakovicova, M. Cermék, M. Barthov4, J. Marcinek,
Z. Kviatkovska

Ustav patologickej anatomie a Konzultacné centrum bioptickej
diagnostiky ochoreni krvotvorby Jesseniovej lekdrskej fakulty

UK a MFN Martin, Slovenskd republika; Oddelenie onkologickej
genetiky Ndrodného onkologického vstavu Bratislava, Slovenskd
republika

Uvod: Moznou sdcastou bioptickej analyzy infiltratov
B-CLL je rozdelenie pripadov na B-CLL s a bez plazmocy-
toidnej diferencidcie (Pcoid+ a Pcoid-), hoci biologicky
vyznam identifikdcie Pcoid zatial nie je znamy. V praci
sme sa pokdusili korelovat Pcoid potvrdent v biopsidch
morfologicky a imunohistochemicky s ndlezom chromozé-
movych abnormalit (CHA) typu del11q22-23, del13q14,
del17p13 a trizémie 12.

Materidl a metodika: Stbor tvorilo 98 pacientov s hema-
tologicky a biopticky verifikovanou B-CLL s profilom
CD20+, CD23+ a CD5+, u ktorych boli vySetrené CHA,
pri¢om pritomnost Pcoid bola hodnotend reevalvaciou
dvomi pozorovatelmi (LP a TB). CHA boli analyzované
v lymfocytoch periférnej krvi po 72hodinovej kultivacii me-
tédou FISH s pouzitim DNA sond (Vysis).

Vysledky: Pcoid+ bola dokdzana u 39 pacientov (40 %),
u 59 pacientov (60 %) chybala. U 27 pacientov (27,6 %)
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bol zisteny normalny karyotyp, z toho 15 (55,6 %) bolo
Pcoid+ a 12 (44,4 %) Pcoid-. CHA boli zistené u 71 pacien-
tov (72,4 % vietkych), z toho 24 (33,8 %) bolo Pcoid+
a 47 (66,2 %) Pcoid-. CHA povazované za prognosticky
negativne (del11q, del17p, 12+, vrdtane del13q v kombi-
nacii) boli zistené u 40 pacientov (40,8 % z celkového po-
¢tu), z toho 16 (40 %) bolo Pcoid+ a 24 (60 %) Pcoid-.
Prognosticky v8eobecne pozitivne hodnotena izolovana
del13q bola zistena u 31 pacientov (31,6 % vsetkych), len
8 z nich (25,8 %) malo Pcoid+ a 23 (74,2 %) pripadov
tejto skupiny bolo Pcoid-.

Zavery: Aj ked interpretdcia vysledkov je limitovana
vefkostou stboru, tak je zrejmé, Ze pacienti s B-CLL s nor-
malnym karyotypom vykazujui pritomnost alebo nepri-
tomnost Pcoid v priblizne rovnakom pomere. Naproti tomu
v pripade B-CLL s CHA v3eobecne a v podskupine pa-
cientov s prognosticky nepriaznivymi CHA je Pcoid+ me-
nej ¢astd a vyskytuje sa priblizne v 33-40 % pripadov.
V podskupine pacientov s izolovanou del13q je podiel
pripadov s Pcoid+ najnizsf a tvori priblizne L vietkych. Ak
by bolo mozné povazovat pritomnost Pcoid+ za zndmku
vyzrievania bunkovej populdcie B-CLL, tak tendencia
k tejto diferencidcii sa zda byt nizsia u pacientov s CHA,
vritane CHA, ktoré si povazované za prognosticky
priaznivé.

Prdca je siicastou riesenia Grantu MZ SR ¢. 2005/12-MFN-04
a VEGA ¢ 1/4285/07.
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Chemoimmunotherapy with fludarabine,
cyclophosphamide and rituximab (FCR) for
chronic lymphocytic leukemia

D. Lysak, V. Vozobulova, A. Jungova, T. Svoboda,

S. Vokurka, P. Jindra, K. Steinerovd, M. Karas, V. Koza
Hemato-onkologické oddéleni FN Plzeri

Introduction: The combination of chemo- and immu-
notherapy is associated with the high CR rate and increa-
sed quality of remission in chronic lymphocytic leukemia
(CLL). This improved response may translate into a pro-
longed survival.

Methods: We conducted a retrospective analysis of
52 pts (35 untreated, 17 relapsed) with CLL after comple-
ting FCR treatment. The median age was 60 years. 19 %
patients had advanced disease (Rai lll/IV). 48% pts had
unfavorable cytogenetics (11q, 17p). The median time
from diagnosis to treatment was 14 (1-86) months in
initial therapy and 62 (8-99) months in relapsed group.
Most of relapsed pts were pretreated with fludarabine
(82%). The treatment consisted of a single dose of rituximab
375 mg/m?* and three doses of fludarabine 30 mg/m?
and cyclophosphamide 300 mg/m?, repeated every 4 weeks.
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The median of 4 cycles of FCR was administered. Res-
ponse was evaluated according to the NCIWG criteria.
Minimal residual disease was detected with a sensitivity
of 10°.

Results: Overall (OR) and complete (CR) response rates
were observed in 92 % and 65 % of pts, respectively. Pts
receiving FCR as initial treatment had higher OR and CR
compared to those treaded for relapse (OR 97 % vs 82%, ns,
CR 76 % vs 41 %, p = 0.0276). The CR rate did not signi-
ficantly differ according to the cytogenetics risk. 15 res-
ponders (32%) achieved flow cytometric remission in bo-
ne marrow. At a median follow-up of 13 (4-41) months
the 2-year OS and PFS were 69% and 38%. Previously
untreated pts were found to have a better 2-year OS
(93% vs 40%, p = 0.0105) and PFS (53% vs 0%, p = 0.0029)
than pretreated pts. Responders who had no detectable
disease on flow cytometry experienced prolonged remis-
sion (2-year PFS 100%, p = 0.0289). Dose modification
was infrequent (only 7% pts), 18% pts required G-CSF
support. The most common adverse events grade IlI-IV were
neutropenia (18% pts), thrombocytopenia (18% pts) and
infections (11% pts).

Conclusion: FCR is highly active as initial or salvage the-
rapy in patients with CLL. This regimen produces a high
CR rate (over 90% during initial treatment), flow cyto-
metric remissions were achieved in a third of pts. There is
a correlation between the response to the treatment and
the PFS rate.

1252

Fludarabin v liecbe chronickej

lymfatickej leukemie

M. Hrubigko, Z. Stefanikova

Klinika hematoldgie a transfuzioldgie Lekdrskej fakulty UK
a FNsP sv. Cyrila a Metoda Bratislava, Slovenskd republika

Uvod: B-chronicka lymfatickd leukemia (CLL) patri medzi
lymfémy s variabilnym priebehom, kde sa dfzka preziva-
nia pohybuje od 2-3 rokov az po viac ako 10 rokov. V ¢a-
soch, ked’ neexistoval Gcinny liek, pouzivala sa alkyla¢na
latka chlorambucil. Vzhlfadom k paliativnemu efektu to-
hoto lieku sa terapia za¢inala, az ked to bolo nevyhnutné
pre progresivnu leukocytézu a/alebo generalizovand lym-
fadenopatiu. Tato vyckavacia stratégia ,watch and wait“
by sa vSak dnes uz nemala pouzivat pausalne, kedZe su
k dispozicii moderné lieky, ktoré vedia navodit u signifi-
kantnej ¢asti chorych dlhodob lie¢ebnd odpoved.

Stbor chorych: Liecili sme 20 pacientov, 10 muZov
a 10 zien, median veku 54 rokov (rozsah 37-75). 12 chorych
patrilo na zdklade cytogenetického vySetrenia do skupiny
so Standardnym rizikom, 7 malo vysoké riziko (u 1 cho-
rého cytogenetické vy3etrenie nebolo k dispozicii). 7 malo
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$tddium ochorenia A podla Binetovej klasifikdcie, 4 pa-
cienti boli v $tadiu B a 9 v stadiu C.

Metédy: Pacientov s CLL sme liecili celkovo 29 cyklami
chemoterapie na baze Fludarabinu (FA), u 12 chorych v pri-
moterapii, ostatné cykly boli podané po predchadzajlicej
chemoterapii vacsinou na baze alkylacnych latok. FA sme
podali 16krat sélo, 8krat v kombindcii FC (s cyklofos-
famidom) a Skrat spolu s monoklondlnou protilatkou
anti-CD20 (Rituximab).

Vysledky: Lie¢ebnt odpoved sme dosiahli po podani
20 cyklov chemoterapie (11 kompletnych a 9 parcidlnych
remisii), Tkrat sme dosiahli stabilizaciu ochorenia a zasta-
venie progresie, u 8 pacientov sme lie¢ebni odpoved ne-
zaznamenali. Okrem jedného pacienta v $tddiu B boli
vetci ,,non-responderi® v $tadiu C. Priemerna dizka lie-
¢ebnej odpovede bola 16,7 mesiacov (median 14 mesia-
cov) pri dfzke sledovania od 3 do 36 mesiacov.

Zaver: Fludarabin je tcinny liek v lie¢be B-CLL. Jeho ucin-
nost je vyssia v primoterapii ako u predlie¢enych chorych
a v niz8om stadiu ochorenia. V dobe, ked st k dispozicii
moderné lieky, by sa mala vyckdvacia stratégia pre-
hodnotit a lie¢it chorych skér, kym ochorenie prejde do
najvyssieho Stadia.

CML/MPO

1279

Test senzitivity leukemickych bunék

na inhibitory kinaz in vitro a jeho vyznam

pFi rozhodovani o 1é¢bé imatinibem

a dasatinibem u nemocnych s CML

R. Soln4, J. Veselovska, S. Rozmanova, E. Faber,

M. Jarosova, M. Holzerov4, K. Indrék, V. Divoky

Ustav biologie Lékai'ské fakulty UP Olomouc;
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Lécba chronické myeloidni leukemie (CML) rezistentni
na imatinib (IM) je obohacena o druhou generaci tyro-
zinkindzovych inhibitord (TKI), o dasatinib (DAS) a nilo-
tinib. Rozhodnuti o zméné terapie lze podpofit testem
citlivosti leukemickych bunék na jednotlivé TKI in vitro.
V nadi laboratofi jsme vyvinuli metodiku, kterd ndm
umozriuje sledovat miru tcinnosti TKI na zakladé de-
tekce inhibice fosforylace molekuly Crkl, coz je specificky
substrat Ber-Abl tyrozinkindzy (TK), a detekce inhibice
fosforylace Src kinaz (SFK). Zvysena aktivace SFK je aso-
ciovdna s progresi onemocnéni, blastickou krizi a re-
zistenci na lé¢bu. Tato metoda spodivd v inkubaci izolo-
vanych leukocyti nemocného v médiu s nebo bez pridav-
ku IM nebo DAS, pfipravé proteinovych lyzatd a western
blottingu s imunodetekci. Tento test jsme poutzili p¥i vy-
Setfeni souboru 60 nemocnych s CML. Vysledky testu ko-
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relovaly s klinickym priibéhem onemocnéni a s poctem
BCR-ABL pozitivnich bunék (FISH, Q-RT-PCR). Na néko-
lika vybranych kazuistikdch ukdzeme moznosti této me-
todiky. U nékterych klinicky rezistentnich pacientd, je-
jichZ leukemické buriky v tomto testu vykazovaly citlivost
na IM, bylo dosaZeno lécebné odpovédi zvysenim davek
IM. V pfipadé, Ze byly leukemické buriky v in vitro testu
rezistentni na IM, byla i [é¢ba IM nedcinnd. Jednd se
napf. o nemocné s mutaci Y253H, E255K a T3151 v TK
doméné Bcr-Abl. Leukocyty nemocného s mutaci E255K
byly na rozdil od leukocytd nemocného s mutaci T315I
citlivé na DAS in vitro, nemocny rovnéz klinicky odpovédél
na tuto lé¢bu. Zdvérem predstavime p¥ipad nemocného,
u kterého doslo k vymizeni BCR-ABL klonu v dsledku
lécby IM. U tohoto nemocného pretrvavalo Ph-myelo-
proliferativni onemocnéni asociované s aktivaci SFK re-
zistentnich na IM i DAS. Test sensitivity leukocytl na TKI
in vitro je funkénim testem na bunééné drovni. Lze jej vy-
uzit vedle standardniho cytogenetického vysetfeni a mu-
tacni analyzy Abl kindzové domény, a ptispét tak vyznam-
nou mérou k rozhodovani o lécbé.

Podporeno MSM 6198959205.
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Kdy a jak analyzovat mutace v kinazové
doméné BCR-ABL u pacientii s CML?

K. Machov4, V. Zmekovd, J. Rulcova, H. Klamov4,

Z. Zemanova, J. Moravcova

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; Centrum nddorové
cytogenetiky Praha

Mutace v kindzové doméné BCR-ABL jsou vyznamnym
mechanizmem ziskané rezistence u pacientl s chronic-
kou myeloidnf{ leukemii (CML) lécenych inhibitory tyrozi-
novych kindz (TKI). Zatim neexistuji jednotné ndzory, kdy
a jak pacienty na pfitomnost BCR-ABL mutaci monito-
rovat. Nasim cilem je najit a urcit kritéria definujici indi-
kdtory pro analyzu mutaci, relevantné referovat a inter-
pretovat vysledky pro klinickou praxi. Nase pracovisté do
soucasné doby analyzovalo mutace ze vzorkd periferni
krve u 73 CML pacientd, z nichz 53 bylo lé¢eno imatini-
bem (IM), 18 dasatinibem (DASA) a 2 nilotinibem
(NILO). U 24/73 pacientt byly detekovany mutace a by-
la sledovéna jejich kinetika, z toho u 9 retrospektivné.
Data ziskand z rutinniho monitorovani hladiny transkrip-
tu BCR-ABL, z cytogenetickych analyz a vySetfenich krev-
niho obrazu porovnavdme s kinetikou mutaci. Zd4 se, Ze
prvnim indikdtorem pro analyzu mutaci je zastaveni po-
klesu hladiny BCR-ABL nad 0,1 %. Na zédkladé tohoto in-
dikatoru jsme analyzovali mutace u 12 pacientd v kom-
pletni cytogenetické remisi (10 IM; 2 DASA). U 8/12 pa-
cientd byl zaznamendn nardst mutantniho klonu béhem
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medianu 8 mésicl po zastaveni poklesu hladiny BCR-ABL
nad 0,1 %. Amplifikace mutantniho klonu pfedchazela
signifikantnimu ndrdstu hladiny BCR-ABL a nasledujicimu
cytogenetickému a hematologickému relapsu u 4/8 pa-
cientd. U dal3ich 4/8 pacientl zatim nebyly zaznamena-
ny zmény v hladiné BCR-ABL nebo jiné znamky relapsu.
Mutace zatim nebyla detekovdna u 4/12 pacientd. U 8 pa-
cientdl se suboptimdlni odpovédi na lé¢bu a s hladinou
BCR-ABL neklesajici pod 10 % byla detekovdna mutace,
pfi¢emz jeden pacient nevykazoval Zddné zndamky re-
lapsu, u 2 pacientd narGst klonu s mutaci predchézel
signifikantnimu nardstu hladiny BCR-ABL a nasledujici-
mu hematologickym relapsu a u 5 pacientd amplifikace
mutantniho klonu pfedchazela hematologickému relapsu
bez zvy3eni hladiny BCR-ABL. Nardst mutantniho klonu
u pacientll se suboptimalni odpovédi k 1é¢bé se ukdzal
byt dobrym markérem predikujicim relaps. Takové pa-
cienty bude vhodné monitorovat na p¥itomnost mutacf
v pravidelnych intervalech obdobné, jak je celosvétové
doporucovano pro monitorovani hladiny BCR-ABL.
Podporeno grantem NR/8758-3, IGA MZ CR.
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Hladiny imatinibu v plazmé koreluji u nemocnych
s CML s molekularni odpovédi na lécbu

D. Friedecky, I. Skoumalova, M. Jarosova, T. Adam,

S. RoZmanova, P. Rohoi, J. Tomkova, E. Faber,

K. Indrak

Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Laborator dédicnych metabolickych poruch FN Olomouc

Uvod: Vy3etreni hladin imatinibu v plazmé (HIP) je do-
porucovano u nemocnych s CML selhani |é¢by. Navic se
ukazuje, ze HIP koreluji u nemocnych s odpovédi na lécbu.
Vysetfovani HIP u nemocnych s CML jsme zavedli v roce
2007. V3ichni nemocni podepsali informovany souhlas.
Metody: K méreni HIP byla pouZita technika - vysoce
uc¢innd kapilarni elektroforéza. Imatinib (IM) a jeho des-
metylovany metabolit byly separovany v zdkladnim elek-
trolytu o slozeni 50 mmol/I kys. citronova titrovana kys.
y-amino-n-maselnou kyselinou na pH 3,6 p¥i napéti 15 kV
v nepokryté kiemenné kapilafe o délce 27 cm. Plazmy
byly pred analyzou deproteinovdny methanolem. Mez
detekce metody byla 10 nmol/I a recovery a nepfesnost
byly lepsi nez 86,7 % a 4,68 %.

Vysledky: Byly srovnany HIP nemocnych s CML s opti-
malni (pomér BCR-ABL/ABL v Q-PCR mensi nez 0,06 %)
a suboptimalni (pomér BCR-ABL/ABL vyssi nez 0,06 %)
molekularni odpovédi. Celkem bylo vySetfeno 115 vzorkd
od 76 nemocnych. K analyze bylo vybrano 18 vzork{ ne-
mocnych s velkou molekularni odpovédi a 17 vzork ne-
mocnych se suboptimdlni odpovédi. Podminkou bylo,
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aby byl nemocny lécen davkou 400 mg denné minimalné
jeden rok, nebyla prokdzana jina pricina suboptimalni
odezvy a krev byla odebrdna 24 + 6 hodin po poziti |éku.
Jind medikace, délka trvanf lécby, cas mezi pozitim léku a jidla,
hmotnost nebo komorbidita nemocného nebyly brany
v tvahu. Vysledky méreni HIP vykazaly u nemocnych velkou
variabilitu. Presto byly zjistény statisticky vyznamné vy3si
HIP v optimaln{ skupiné: median 2,93 (1,33-5,61) pmol/I
nezv suboptimaln{ skupiné: median 1,75 (1,04-3,41) pmol/l;
p < 0,001, t-test. Nemocni s negativnim vysledkem Q-PCR
na BCR/ABL méli zjisténé HIP vy33i: median 3,54 (1,60 az
5,61) pmol/l; p < 0,007, t-test.

Zavéry: U nemocnych s CML lécenych IM jsou HIP aso-
ciovany s molekularni odpovédi na terapii. K uréenf pres-
ného vyznamu mé¥eni HIP pro rozhodovani o 1é¢bé ne-
mocnych s CML jsou nezbytné dalsi studie.

Podporeno granty MSM 6198959223 a MSM 6198959205.
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Monitorovani cytogenetické a molekularni
odpovédi u nemocnych s chronickou myeloidni
leukemii lécenych imatinibem - vysledky
jednoho centra

S. RoZmanova, M. Jarofova, |. Mare$ova, |. Skoumalova,
J. Zapletalova, M. Holzerova, E. Faber, K. Indrak
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Ustav biofyziky Lékai'ské fakulty UP Olomouc

Uvod: Imatinib (IM) navozuje kompletni cytogenetickou
odezva (CCyR) u vétsiny pacientd s chronickou myeloidn{
leukemii (CML) v chronické fazi. Stuper redukce leuke-
mickych bunék vznikajici t¢inkem IM, hodnoceny fluo-
rescencni in situ hybridizaci (FISH) a kvantitativni RT-PCR
(RQ-PCR), tizce koreluje s dobou bez progrese onemocnéni.
Cil: Zhodnotit vyznam lécebné odpovédi v definovaném
Case jako kritérium pro hodnoceni celkové odpovédi
u pacient( lé¢enych IM.

Metody: U nemocnych s CML lé¢enych IM byla monito-
rovana cytogenetickd a molekularni odpovéd. Cytogene-
tickd odpovéd byla hodnocena pomoci metod konvenéni
cytogenetiky a interfazni FISH. Molekuldrni odpovéd
byla sledovdna pomoci RQ-PCR za poutZiti EAC proto-
kolu. Velkd molekularni odpovéd (MMR) byla defino-
vana jako pomér BCR-ABL/ABL mensi nez 0,06 %.
Charakteristika souboru: Bylo analyzovdno 96 pacientt
s CML (59 muzd a 37 zen). Median véku v dobé diagndzy byl
52 let (rozmezi 19-71). V 1. linii bylo IM lé¢eno 30 nemocnych
(31 %), 66 nemocnych (69 %) bylo predléceno interferonem
alfa (INFar). 81 nemocnych zahdgjilo 1é¢bu IM v chronické
fazi, 15 v akceleraci. Vstupni skére podle Sokala bylo nizké
u 43 %, intermediarni u 38 % a vysoké u 19 % nemocnych.
Celkova délka sledovani byla 12-156 mésici (medidn 56).
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Vysledky: Porovnani odpovédi na lé¢bu v nemocnych (lé-
¢enych v 1. linii a predlécenych) ukézalo, ze obé skupiny
byly srovnatelné, co se tykd véku, faze CML, Sokalova
nebo Hasfordova skére, podilu CCyR a MMR a vyskytu
progrese choroby. Byly zjistény vyznamné rozdily ve vyskytu
pFidatnych cytogenetickych zmén (1 vs 18; p = 0,008)
av intervalu od diagnézy do zahdjeni |é¢by IM (medidn 1,1
vs 14,4 mésicl; p < 0,001). Celkem 43 (45 %) nemocnych
dosahlo CCyR do doby 1 roku lécby. Tito pacienti v obou
skupinach méli signifikantné vy3si pravdépodobnost na-
sledného dosazeni MMR nez ti nemocni, ktef béhem tohoto
¢asového obdobi CCyR nedoséhli (p = 0,004 a 0,0003).
Zavér: Nase vysledky potvrzuji, Ze dosazeni CCyR béhem
1. roku lé¢by IM silné koreluje s naslednym dosazenim
MMR a celkovym prezitim. Proto by mél byt tento tdaj
pouzivan u nemocnych s CML jako dulezité méfitko hod-
noceni odezvy na IM.

Prdce je podporovdna grantem MSM 6198959205.
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Expresni profil v patologickém klonu

bunék polycythemia vera

E. Otdhalova, H. Bruchova, E. Ne¢as, ). T. Prchal

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; Ustav patologické
fyziologie 1. lékarské fakulty UK Praha; Division of Hematology,
University of Utah, School of Medicine, Salt Lake City, Utah, USA

Polycythemia vera (PV) pati mezi myeloproliferativni one-
mocnéni zplGsobené klondlni proliferaci pluripotentn{
kmenové hematopoetické buriky. U vice nez 90 % pacientl
s PV je detekovdna somatickd bodovd mutace v oblasti
kédujici tyrozinovou kindzu JAK2 (JAK2 V617F). Pfitom-
nost JAK2 V617F mutace vede ke konstitutivni aktivaci
JAK2 a nésledné k abnormalné zvysené erytropoéze. Presnd
tloha této mutace pfi vzniku PV a jinych myeloprolifera-
tivnich onemocnéni viak zlistavd neobjasnénd. Nase hy-
potéza predpokladd, ze JAK2 V617F mutace nenf primar-
nim defektem v patologickém klonu PV bunék, ale kon-
stitutivni aktivaci JAK2 tyrozinové kindzy pouze ptispiva
k patogenezi PV charakterizované abnormalné zvysenou
erytropoézou. Proto se nds vyzkum zamé¥uje na rané ery-
troidni progenitory a jejich expresni profil jak béhem nor-
malni erytropoézy, tak i u pacientd s PV, a na vytipovdnf{
dalsich potencialnich gend vyznamnych v etiologii a pa-
togenezi PV. Mononukledrni buriky (MNC) izolované
z periferni krve PV pacientd a zdravych darct jsme pomoci
21denni in vitro kultury v trifizovém tekutém mediu dife-
rencovali do erytroidni linie. Pomocfi technologie lllumina
jsme sledovali genovou expresi vzorkl napfi¢ kultivaci ve-
douci k vytipovdni kandidatnich genti asociovanych s PV.
BeadChip systém Illumina predstavujici inovaénf techno-
logii mikrocipt pro analyzu DNA, RNA i proteind. Pro
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analyzu jsme pouzili mikroc¢ipy Human-Ref-8 v2 Expres-
sion BeadChips umozriuji celogenomovou expresni ana-
lyzu (vice nez 22 000 sond) 8 vzorkd soucasné na jednom
mikrocipu. Predpokladame, ze poznatky ziskané béhem
feseni projektu povedou k lepsimu porozuméni vzniku
a pribéhu PV a také ke zlepSeni diagnostiky a |écby.
Podpora: 1P01CA108671-O1A2 (MPD) Consortium project
no. 1; ROTHLS50077-11 (PI Prchal)
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Analyza mutécie JAK2 V617F

v trepanobioptickych vzorkach kostnej drene
morfologicky a klinicky verifikovanej pravej
polycytémie

T. Burjanivova, J. Marcinek, Z. Lasabova, P. Szépe,

T. Balharek, A. Variochova, L. Plank

Ustav patologickej anatomie a Konzultacné centrum bioptickej
diagnostiky ochoreni krvotvorby Jesseniovej lekdrskej fakulty UK
a MFN Martin, Slovenskd republika; Ustav molekulovej bioldgie
Jesseniovej lekdrskej fakulty UK Martin, Slovenskd republika

Uvod: Pritomnost mutacie JAK2 V617F, resp. mutacif v exéne
12 génu JAK2, sa povazuje za tzv. ,velké“ diagnostické krité-
rium pravej polycytémie (PV). Pre detekciu JAK2 mutdcie sa
najéastejsie pouziva DNA izolovana z periférnej krvi, pripadne
z punktatu kostnej drene. Pouzitie DNA izolovanej z parafino-
vych blokov KD je znacne limitované pre degraddciu DNA.
Nie vietky pracoviskd viak maji moznost vySetrovania V617F
mutdcie z nativneho materidlu, a preto sme sa zamerali na de-
tekciu uvedenej mutdcie z fixovaného materidlu KD.
Metodika: Pritomnost mutdcie sme zistovali u 68 pacien-
tov, v ktorych morfologicky obraz ¢iasto¢ne alebo tplne
zodpovedal PV. Dotaznikovou formou sme poziadali oe-
trujtcich lekdrov o ich zavere¢nu diagndzu, ktord sme ob-
drzali v 43 pripadoch, pricom u 33 pacientov bola po-
tvrdend diagnéza PV a 10krat diagnéza iného myeloprolife-
rativneho ochorenia (MPO). Mutéciu V617F sme vy3etrovali
v DNA izolovanej z parafinovych blokov KD metédou alelo-
vo-$pecifickej multiplex PCR. V pozitivnych pripadoch sme
pokracovali v restrikénej analyze s enzymom BsaXl, ¢o umoz-
nilo nielen potvrdit pritomnost mutdcie, ale aj identifikovat
jej homozygétnu, resp. heterozygdtnu formu. U pacientov
s klinicky i morfologicky verifikovanou PV (n = 3) bez muta-
cie V617F sme vySetrovali pritomnost mutdcie v exéne 12
pomocou alelovo-$pecifickej PCR.

Vysledky: Celkove sme mutaciu JAK2 V617F zaznamenali
u 61 pacientov (89,7 %, 32 heterozygétov, 29 homozygé-
tov), 6 pacientov bolo negativnych, 1 vzorka bola ne-
hodnotitelna. V skupine 33 pripadov klinicky i morfolo-
gicky potvrdenej PV sme 30krdt zaznamenali pozitivitu
(90,9 %), 2krat negativitu a 1 vzorka bola nehodnotitelna.
Mutdciu v exéne 12 sme detekovali u 1 pacienta.
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Zaver: Vyskyt mutdcie JAK2 v nasom stibore je porovnatelny
s mnozstvom klinickych 3tidif vyuZivajdcich nativny materi-
al, ¢o potvrdzuje, Ze napriek znacnej degradacii DNA izolo-
vanej z parafinovych rezov sme schopni tspesne detekovat
mutacie JAK2 génu. VySetrenie JAK2, resp. exénu 12, md byt
realizované u vetkych pacientov s podozrenim na PV. Ho-
reuvedend metdéda umoziije vyrazne skvalitnit rutinnd dia-
gnostiku MPO a umozniuje i analyzu archivneho materidlu.

Podporené grantom ESF — Inkubdtor doktorantov JLF UK.
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Prvé skuasenosti s aplikaciou Depocyte

v profylaxii a liecbe leukemie CNS

u dospelych pacientov s ALL

T. Guman, E. Téthova, M. Fri¢ova, N. Stecova,

A. Kafkova, M. Surova, I. Dulovi, M. Hlebaskova,

E. Svorcova, V. Takag, E. Antalova

Klinika hematoldgie a onkohematologie Lekdrskej fakulty UPJS

a FN L. Pasteura Kosice, Slovenskd republika; Klinika neuroldgie
Lekdrskej fakulty UPJS a FN L. Pasteura Kosice, Slovenskd republika

Neoplastickd meningitida je v 4-15 % diagnostikovana pri
solidnych tumoroch (ako karcinomatézna meningitida).
V 5-15 % pri leukémii a lymfémoch (ako lymfomatdzna
meningitida). Na Klinike hematolégie a onkohematoldgie
v Kosiciach sme ako prvy na Slovensku aplikovali Depocyte
u 21-ro¢ného pacienta s relapsom T-ALL s tumorom media-
stina s prejavmi lymfomatéznej meningitidy, neskér u 2 pa-
cientov s diagnézou de novo pre-B ALL (44-ro¢ny muz)
a T-lymfoblastovy lymfém (48-ro¢ny muz) ako profylaxiu CNS
lie¢enych podla protokolu GMALL (tvodna, konsolidacna,
udrziavacia liecba). Hodnotime a porovnavame diagnostiku
(pred a po liecbe) - cerebrospinalnej tekutiny - likvoru
(CSF), cytoldgie, vysledky NMR mozgu, klinicky prejavy, prie-
beh liecby a sprievodné komplikacie po aplikdcii Depocyte.

P2 - 1331

Zhodnoceni pfinosu biologické terapie pro
prognézu nemocnych s mnohocetnym
myelomem - zkusenosti jednoho pracovisté
V. Séudla, J. Mina¥ik, M. Zemanov4, T. Pika, E. Faber,
K. Indrék, J. Bacovsky, K. Srovnalik, K. Langova

I, interni klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc; Hemato-
onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc; Katedra
biofyziky Lékarské fakulty UP Olomouc; Ceskd myelomovd skupina

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je neobycejné hetero-

genni, nevylécitelné zhoubné onemocnénf s individualné
variabilni prognézou.
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Cil studie: Zhodnocenf praktického p¥inosu biologické te-
rapie, tj. podani thalidomidu a bortezomibu v lécbé
2. a 3. linie pti rezistenci MM na predchozi terapii.
Material a metody: Byly analyzovany 2 soubory MM |[é-
¢ené pouze konvenéni chemoterapii (KCH), tj. soubor z let
1987-1995 (n =78) azlet 1996-2007 (n = 294) i soubor
126 nemocnych (z let 1996-2007) lé¢eny HD terapii
s transplantaci autolognich perifernich krvetvornych bu-
nék (HDT/ASCT, n = 126). V [écbé relapsu/progrese byla
pouzita terapie thalidomidem s dexametazonem (TD)
avétsinou i s cyklofosfamidem (CTD), v pfipadé rezistence
i bortezomibem s dexametazonem (BD).

Vysledky: V souboru z let 1987-1995 lé¢eném pouze KCH
bylo celkové preziti (OS) 41 mésici. Nemocni souboru
z let 1996-2007, nesplriujici kritéria HDT/ASCT, léceni
pti rezistenci na KCH rezimy TD/CTD, pfipadné i BD
(n = 61), méli median OS 61 mésicd. V celém souboru
nemocnych zafazenych do transplanta¢niho programu,
véetné nemocnych zemfelych jiz v indukéni/predtrans-
plantaéni fazi (n = 126), byl medidn OS 76 mésicd. V se-
stavé nemocnych lé¢enych v ptipadé relapsu/progrese po
HDT/ASCT rezimy TD/CTD, pfipadné BT (n = 49) byl me-
dian OS 101 mésici. Nemocnf lé¢eni dvojitou HD/ASCT
a v piipadé relapsu/progrese rezimy TD/CTD, pfipadné
BD (n = 32), méli kratsi preziti nezli nemocnf [é¢enf rezimy
TD/CTD a BD (n = 80) jiz pfi 1. relapsu nebo progresi
MM po 1. HDT/ASCT (OS 67 vs x mésicll).

Zavér: Z analyzy vyplynulo, Ze poutziti biologickych pu-
sobkd, tj. thalidomidu a bortezomibu v 1é¢bé relapsu/
/progrese MM, vyznamné zlepsilo prognosticky vyhled
a celkové prezivdni nemocnych lécenych jak pouhou KCH,
tak i HDT/ASCT.

WZ 6198959205, IGA NR 9500

P3 -1324

Histiocytéza z Langerhansovych bunék
a nékteré dalsi histiocytarni malignity
Z. Adam, J. Neubauer, R. Hajek,

M. Krejéi, L. Pour

Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU
a FN Brno, pracovisté Bohunice

V pribéhu 18 let bylo na Interni hematoonkologické kli-
nice v Brné |é¢eno a sledovano 14 pacientd s prokdzanou
histiocytézou z Langerhansovych bunék (LCH). Celkem
4 pacienti k ndm byli predani s LCH diagnostikovanou
a lécenou v raném détském véku a u 10 pacientd byla
choroba diagnostikovana az ve véku dospélém. U 3 ze
4 pacientl s diagnézou stanovenou v détstvi doslo k re-
cidivé nemoci, v 1 pfipadé z nich k mnohocetnym recidivdm
s naslednym neurodegenerativnim poskozeni CNS. Z 10 pa-
cientl, u nichz byla nemoc diagnostikovana v dospélosti,
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méla u 4 velmi agresivni priibéh, ve viech téchto p¥ipa-
dech $lo o primarn{ kostni formu nemoci. U 1 z nich se po
opakovanych kostnich atakdch ptidruZilo postizeni plic.
Celkem u 4 p¥ipadti jsme se setkali s primarné mimokost-
nim zacatkem nemoci, Tkrat v mékké ¢asti Celisti, Tkrat
v lymfatické uzliné, 1krat v dospélosti vznikly diabetes
insipidus a perianalni infiltrace, Tkrdt cisté kozni postizeni.
U 1 pacienta byl diagnostikovan a lécen sarkom z interdi-
gitujicich dendritickych bunék. Cilem prednasky je upo-
zornit mozné projevy této extrémné vzacné nemoci,
kterd svymi kostnimi projevy mliZze pfipominat mnoho-
cetny myelom, a sdélit zkusenosti s lé¢bou této nemoci
v dospélosti.

P4 - 1323

Lenalidomid (Revlimid) v lé¢bé
mnohocetného myelomu - nase prvni
zkusenosti

E. Novotovd, R. Neuwirtovd, J. Straub, A. Jonasova,
1. Spicka

I. interni klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha

Prognéza pacientt s mnohocetnym myelomem (MM) se
v poslednim desetileti vyrazné zlepsila zavedenim novych
|ékdi, mezi néz pattf inhibitor proteazomu - bortezomib -
a tzv. imunomodulaénf léky (,,ImiDs“) - thalidomid a le-
nalidomid. Pro odligny mechanizmus tcinku a toxicitu je
Ize vyuzivat v riznych kombinacich ¢&i sekvenéné. Zatimco
s prvnimi 2 preparaty mame v radmci CR relativné znacné
zkuSenosti, lenalidomid byl pro klinické vyuziti v [é¢bé MM
(a MDS) schvalen nejpozdéji a jeho poutziti brani i vysoka
ekonomickd ndrocnost. Klinické studie véak prokazaly, ze
prepardt je ucdinny i u pacientl refrakternich na rdzné
predchozi zplsoby terapie, véetné novych léki. Na na-
Sem pracovisti jsme [éCili kombinaci lenalidomidu a de-
xametazonu 2 nemocné v ramci 7., resp. 6. linie terapie.
V prvnim ptipadé jsme pozorovali uspokojivy efekt |é¢by,
ktery se projevil hlavné moznosti ukondit pravidelné tera-
peutické plazmaferézy a zlepsenim klinického stavu. Pa-
cientka po 3 cyklech 1é¢by nésledné zemrela na kompli-
kace alogenni TKD. V druhém ptipadé doslo ke stabilizaci
choroby, kterd v dobé zasldni abstraktu trva déle nez
3 mésice. Zavaznym problémem v obou pfipadech byly
opakované odklady cyklii [é¢by z diivodu administrativnich
a prodlevy doddnf léku.
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Laboratorni hematologie (VS): virtualni
mikroskopie v hematologii

J. Gumulec, L. Sachova, P. Slezak, J. Zuchnicka,

C. Bodzdsova, H. Plonkova, M. Brejcha, D. Klodov4,
M. Wrébel, C. Bogoczova, M. Matuska, J. Dvorackova,
M. Radina, M. Kucéerovd, P. Klement

Ustav klinické hematologie a Hemato-onkologické a Transfuzni
centrum FN Ostrava; Oddélen klinické hematologie Onkologického
centra J. G. Mendela Novy Jicin; Klinika onkologickd a Hemato-
onkologické a Transfuzni centrum FN Ostrava; Ustav patologie
FN Ostrava; McMaster University and Henderson Research
Centre, Hamilton, Canada

Rostouci ndroky na presnost a rychlost morfologické
diagnostiky onemocnénf krve a krvetvornych orgdnii nas
nutf stle vice vyuzivat potencidlu modernich technologif.
Stdle ¢astéji je vyzadovdno ,,druhé ¢teni® nezavislym od-
bornikem. Jednou z technologii, kterd toto umozriuje, je
telehematologie. Pro objektivni hodnoceni natérl kostn{
drené nebo periferni krve viak nestaci vybrat nékolik ob-
razk z omezeného poctu zornych poli. Nezbytné je pro-
hlédnout cely natér nebo co moznd nejvétsi hodnoti-
telnou ¢dst natérd. V soucasné dobé to vie umozriuje sy-
stém digitdIni virtudlni mikroskopie. Jediné s vyuZzitim
této technologie |ze provadét adekvdtni on-line konzultace
nebo tzv. druha Cteni, jediné tak Ize snadno archivovat
vzacné nélezy, jediné tak Ize vytvaret kvalitni on-line data-
béze. V predndsce prezentujeme nase prvni zkuSenosti
s touto progresivni technologii a poddvdme navrh pro vy-
tvoren( sité dobfe kooperujicich morfologickych labora-
tof, kterd presnou a zérover rychlou morfologickou dia-
gnostiku zminovanych onemocnéni umozni.

P6 - 1296

Laboratorni hematologie (VS): elektronicka
Zadanka

P. §igutové, V. Peti¥ikova

Ustav klinické biochemie a hematologie Lékarské fakulty UK
a FN Plzeri

Rozsifujici se spektrum vysetfovacich metod, zvySujicf se
mnoZstvi biologického materidlu k laboratornimu vyset-
fenf, nutnost zrychleni odbaveni vzorku u p¥jmu, potieba
maximalniho omezeni chyb v preanalytické fazi vySettent
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(pFedevsim vylouceni zdmény vzork{) a zvySeni pozadav-
k& na rychlou a kvalitni laboratorni analyzu si v nasi la-
boratofi vynutilo postupnou automatizaci pf¥jmu mate-
ridlu. Po predchozich p¥ipravnych fazich, kdy byl zaveden
nemocniéni informaéni systém (NIS) v celé nemocnici
a byl vytvoren modul centrdlntho p¥ijmu v laboratornim
informacnim systému (LIS) v biochemické laboratoti
a pozdéji také v hematologické laboratofi, se po propo-
jeni jednotlivych laboratornich databazi vytvotily pod-
minky pro spole¢ny p¥ijem vzorkl a zddanek. V pribéhu
loriského roku jsme uvedli do zkuSebniho provozu elek-
tronicky p¥ijem zadanek z NIS do LIS. Nase sdéleni popi-
suje postupy realizace a zaroven se snazi o objektivni ana-
lyzu dosavadnich zkuSenosti.

P7 - 1295

Expresia bcl-xl a glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazy vo vztahu k citlivosti
leukemickych myeloblastov na cytostatika

In vitro

J. Hatok, J. Jurecekovd, J. Chudej, I. Plameriova,

P. Holly, D. Dobrota, P. Racay

Ustav lekdrskej biochémie Jesseniovej lekdrskej fakulty UK Martin,
Slovenskd republika; Klinika hematoldgie a transfuzioldgie Jesseniovej
lekdrskej fakulty UK a MFN Martin, Slovenskd republika

Jednou zo zékladnych metabolickych ¢ft nadorovych bu-
niek je stimuldcia glykolyzy na tkor mitochondridlnej oxi-
décie. Mitochondrie sa okrem Ucasti na oxidativnom meta-
bolizme vyznamnou mierou podielaji na inicidcii a rozvoji
vnutornej apoptotickej drdhy. V sticasnosti sa predpoklada,
Ze zmeneny metabolicky profil v neprospech mitochon-
drif je pric¢inou zniZenej schopnosti nadorov podliehat mi-
tochondridlnej apoptdze. V nasich experimentoch sme po-
zorovali vyznamnu variabilitu hladin mRNA antiapop-
totickej bielkoviny bcl-xl ako aj glykolytickej bielkoviny
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendzy (gapdh) v leukemic-
kych myeloblastoch izolovanych z krvi pacientov s potvr-
denou diagnézou akitnej myeloblastovej leukemie.
Ciefom nasej prace bolo teda zistit, ¢i ma zmenena tran-
skripcia génov glykolytickych bielkovin vplyv na hladinu
mRNA antiapoptoticej bielkoviny bcl-xl. Sti¢asne sme
zistovali, ¢i ma hladina mRNA oboch bielkovin vplyv na
chemosenzitivitu leukemickych myeloblastov stanovent
in vitro. Korela¢nd analyza ukézala, Zze medzi hladinou
mRNA bcl-xl a hladinou mRNA gapdh neexistuje Ziadny
Statisticky vyznamny vztah. Po vykonani MTT testu a sta-
noven( citlivosti myeloblastov na vybrané cytostatikd sme
zistili, Ze blasty s vysokou hladinou mRNA bcl-xl st tak-
mer 3krdt menej citlivé na cytozin-arabinozid nez blasty
s nizkou hladinou mRNA bcl-xI (LC50 2,48 + 0,84 mg/I
vs 0,72 + 0,17 mg/l, p < 0,05). U ostatnych vySetrovanych
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cytostatik (daunorubicin, mitoxantrén, etopozid a vin-
blastin) sme nepozorovali $tatisticky vyznamné rozdiely.
V pripade gapdh sme nepozorovali Statisticky vyznamné
rozdiely v citlivosti medzi blastami s nizkou a vysokou hla-
dinou mRNA gapdh u Ziadneho vy3etrovaného cytostatika.
Podobne nemala vplyv na citlivost leukemickych blastov
vodi cytostatikdm pritomnost 2-deoxyglukézy, inhibitora
glykolyzy. Nase vysledky naznacuju, ze v pripade akditnej
myelobastovej leukemie je citlivost buniek ciasto¢ne mo-
dulovand hladinou antiapoptotickej bielkoviny bcl-xl a nie
je ovplyvnena metabolickym ich profilom.

Podporené grantom MS SR AV/1106,/2004.
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Proteomicka analyza vlivu bortezomibu

na myelomové buriky

J. Cumova, A. Potiéova, I. Kasalova, O. Sedo,

H. Kone¢na, Z. Zdrahal, R. Hajek

Laborator experimentdini hematologie a bunécné imunoterapie
Oddéleni klinické hematologie FN Brno, pracovisté Bohunice;
Univerzitni vyzkumné centrum — Ceskd myelomovd skupina
Lékarské fakulty MU Brno; Oddélent funkcni genomiky

a proteomiky Ustavu experimentdlni biologie Prirodovédecké
fakulty MU Brno; Intern/ hematoonkologickd klinika Lékarské
fakulty MU a FN Brno, pracovisté Bohunice

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je stale nevylécitelné
onemocnéni charakterizované klonalni expanzi malignich
plazmatickych bunék. Nové léky déle zlepSuji progndzu
nemocnych. BohuZel i na tato léciva je zpravidla 1/3 ne-
mocnych rezistentni. Cilem této prace bylo nalézt a cha-
rakterizovat proteinové v lidské myelomové linii ARH-77
indukované bortezomibem (Velcade), ktery plisobi u MM
jako silny selektivni inhibitor na chymotrypsin-like aktivi-
tu 20S B5-podjednotky proteazomu.

Materidl a metody: Bunécnd myelomova linie ARH-77
byla kultivovand po dobu 6-24 hod s ptidavkem borte-
zomibu o celkové koncentraci 0, 5, 10, 15, 20 nM. K se-
paraci proteind byla vyuZita dvourozmérna elektroforéza
(2D-PAGE) a vysledné proteinové mapy byly podrobeny
obrazové analyze umoznujici objektivni zhodnocenf ex-
prese proteint v burice. Rozdilné exprimované proteiny
byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie
(MALDI-MS/MS, LC-MS/MS).

Vysledky: V priibéhu ¢asového plsobeni bortezomibu
na kultivované myelomové buriky dochdzelo ke zvysené
expresi cytoskeletdrnich proteint (y-aktin, B-aktin, tubu-
lin-B-2), regula¢niho proteinu proteolyzy ubikvitinu (SKP1
izoformy b), TCTP1 proteinu, ANP32A proteinu, SDF2
like proteinu 1, peroxiredoxinu 1 a ko-chaperonu P23. P¥i
plsobeni 20 nM Velcade po 24hodinovém plsobeni do-
chazelo ke ztrdté exprese nukleofosminu, HP95, ribozo-
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mélniho proteinu PO, jaderného ribonukleoproteinu K, glu-
tathion reduktdzy, FK506 - vazebného proteinu, protein
disulfid izomerdzy - related protein 5, transaldolazy 1,
enoldzy 1, glyoxyldzy 1 a ubikvitin specifickych peptiddz.
Zavér: V nasi praci jsme ovétili, Ze je moZné pomoci tech-
nik 2D-PAGE elektroforézy a hmotnostni spektrometrie
sledovat proteinové zmény vyvolané plisobenim bertezo-
mibu na myelomové buriky. V dalsi praci budeme pomoci
téchto technik analyzovat potencionalni markery rezistence
a citlivosti na myelomovych burikdch nemocnych lé¢enych
bortezomibem.

Prdce vznikla za podpory granti: MSMT LC06027,
MSM0021622434 a MSM0021622415.
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Akutni promyelocytarni leukemie a obtiznost
stanoveni z pohledu morfologie

D. Mikulenkova

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Akutni promyelocytarni leukemie (APL) je onemocnéni
patfici z diagnostického hlediska do skupiny leukemif
s rekurentnimi cytogenetickymi abnormalitami. Pro toto
onemocnén( je u vétsiny ptipadl typicky morfologicky
nalez v natéru periferni krve (PK) a kostni dfené (KD)
charakterizovany p¥itomnosti dysplastickych promyelo-
cytl (atypicky nukleocytoplazmaticky pomér, zraci asyn-
chronie, atypicka granularita nej¢astéji ve smyslu hypergra-
nularity ¢i hrubé granularity zakryvajici i jadro, p¥itom-
nost jednotlivych ¢&i spiSe viceetnych Auerovych tydi).
Vstupni cytologické vySetfeni natéru PK a KD by mélo ini-
ciovat dalsf nutnd vy3etrenf ke stanoveni spravné diagndzy
APL (vy3etieni pratokovou cytometrii, molekuldrné gene-
tické vysetfenr). V nasi laboratofi je diagnostika APL za-
loZena na peclivé morfologické analyze natéru PK a KD
v panoptickém barvenf a je podpofena cytochemickym vy-
Setfenim myeloperoxidazy a a-naftylchloroacetdtesterazy.
V nasem pfispévku budou uvedeny 2 ptipady z loriského
roku s odlisnou anamnézou i morfologii bunék.

P10 - 1281

Sticky platelet syndrome (SPS)

and platelet glycoproteins

P. Kubisz, J. Musial

Klinika hematoldgie a transfuzioldgie Jesseniovej lekdrskej fakulty
a MFN Martin, Slovenskd republika; Department of Medicine,
Jagellonian University, Krakov, Poland

Background: The results of recent studies suggest sticky
platelet syndrome (SPS) to be a common cause of arte-
rial and venous thrombosis.
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Patients and methods: We examined 451 patients with
otherwise unexplained arterial or venous thrombosis. SPS
evaluations were performed according to the method of
Mammen. PACKS-4 aggregometer was used. Patients with
SPS were tested for both the GPllla C98T and GPla C807T
polymorphisms. The polymerase chain reaction (PCR) was
used for the detection of studied polymorphisms.
Results: SPS was detected in 93 (21.2 %) patients, 29 men
and 64 women. Clinically SPS resulted as an arterial throm-
bosis in 58 patients (coronary thrombosis, cerebral is-
chemic attacks), 27 individuals passed venous thrombo-
sis (DVT, PE) and 9 patients suffered from recurrent
abortions. SPS was classified as a type | in 27 cases, 65 pa-
tients had type Il and 1 patient was diagnosed as a type
11, respectively. Ninety-one patients with SPS were tested
for GPllla abnormality, 23 % of them showed an ab-
normality (20 % were heterozygotes for GPllla C98T, 3 %
were homozygotes for this abnormality). GPla C807T
polymorphism was examined in 89 patients with SPS, 44 %
showed an abnormality of the GPla (30 % of them were
heterozygotes and 14 % were homozygotes). Nevertheless,
almost the same frequency of the platelet GP abnorma-
lities was found also in the control group.

Conclusion: Because anticoagulant treatment (heparin,
warfarin) will not alleviate the thrombotic tendency of SPS,
but simple aspirin therapy (80-100 mg) almost always
will correct the defect and protect the individual from the
second thrombembolic event, it is particularly important
to define the presence of this defect and to find out its
underlying cause. In our study we failed to find the close
relationship between the studied platelet glycoprotein
polymorphism and SPS phenotype.

The work was supported by grants VEGA 1/3381/06 and
VEGA 1/0067/08.
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Vyskyt chromozomadlné integrovaného
HHV6 u déti lé¢enych pro ALL a AML

P. Hubadek, K. Muzikova, A. Hrdli¢kova, O. Cinek,
K. Hyn¢icova, P. Sedlacek, J. Stary

Klinika détské hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty UK
a FN Motol Praha; Pediatrickd klinika 2. lékarské fakulty UK
a FN Motol Praha

Uvod: Chromozomélni integrace 6. lidského herpesviru
(CHI-HHV®) je jednou z nepfilis znamych variant vyskytu
HHV6 v bézné populaci. Sifi se vertikalnim prenosem vi-
rové DNA z rodice na potomka, a proto je virovda DNA p#i-
tomna ve vSech burikdch organizmu. Pomér lidské a virové
DNA je u CHI-HHV®6 1 : 1. Aktivni infekce s tvorbou no-
vych virovych partikuli zatim nebyla u CHI-HHV6 proka-
z&na, a to ani in vitro, ani in vivo metodami. Z klinického
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hlediska je proto tento stav pro pacienta nebezpecny
pouze zbyte¢nym pouZzitim virostatik s jejich potencidlné
zévaznymi nezddoucimi Gcinky.

Metodika: V nasi retrospektivni studii jsme testovali vy-
skyt CHI-HHV®6 na vzorcich DNA od celkem 339 pacien-
td [écenych pro ALL ¢i AML v jednotlivych hematoonko-
logickych centrech CR v letech 1995-2007. Nahodné vy-
brané vzorky jednotlivych pacientd urcenych plivodné ke
stanovovani minimalni rezidualni nemoci u leukemif jsme
otestovali na pritomnost HHV6 pomoci kvantitativni PCR
avirovou néloz jsme normalizovali na 10 000 lidskych ge-
nomickych ekvivalentd. U vysoce pozitivnich pacientd
jsme testovali i dalsi vzorky z priibéhu terapie [é¢ebnymi
protokoly a ze vzorkd vlasti a nehtli. DNA byla izolovéna
pomoci Qiagen DNA Blood Mini Kitl a Qiagen DNA
Micro Kit.

Vysledky: Pritomnost HHV6 DNA jsme prokdzali ve
107 vzorcich od 91 pacientl (26,8 %). Vyznamné vyso-
kou pozitivitu HHV6 (ptiblizné 10 000 normalizovanych
kopif) jsme detekovali u 5 pacientd nasi kohorty (1,5 %).
Naslednou analyzou jsme u 4 z téchto pacientd urcili
variantu A, jeden pacient mél variantu B. Pfitomnost
CHI-HHV6 jsme si ové¥ili také ve vzorcich bezkrevné tkané
(vlasy a nehty). U zddného z pacient( lé¢enych pro ALL/AML
nebyly pozorovany komplikace, které by mohl zptsobo-
vat HHV6. Ve 2 pfipadech pacienti prodélali také alo-
genni HSCT bez zavaznych komplikaci zptisobenym HHV6
v potransplanta¢nim obdobif.

Zavér: Zjistény vyskyt CHI-HHV6 i prevaha varianty A
u nasich pacientd je v souladu s dosud publikovanymi
pracemi. Vzhledem k moZnému iatrogennimu poskozenf
pacienta pfi poddvani virostatik je tteba CHI-HHV6 v pii-
padé vysoké pozitivity vzdy vzit v potaz a pfi potvrzenf jeho
pFtomnosti [é¢bu ukondit.

Podporeno VZ FNM 00064203 a MSMT0021620813.
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PFinos flowcytometrické analyzy mozkomisniho
moku v diagnostice postizeni CNS u pacientii
s hematoonkologickym onemocnénim

R. Urbanova, L. Kuéerova, J. Mares, J. Sklenarova,

K. Indrék, Z. Pikalova, ). Zapletalova

Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Ustav patologie Lékar'ské fakulty UP a FN Olomouc; Neurologickd
Klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc; Ustav lékarské
biofyziky Lékarské fakulty UP Olomouc

Uvod: Diagnostika postizeni CNS hematoonkologickym
onemocnénim je postavena na flowcytometrickém, cyto-
logickém a biochemickém vysettenf likvoru, zobrazovacf
metody vzhledem k nespecifickym ndlezim maji vyznam
pomocny.
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Metody a soubor: V letech 2003-2007 jsme vysetFili cel-
kem 257 vzorkd likvoru u 164 pacientl s hematologickou
malignitou. Jednalo se o vySetfeni provedend u klinicky
symptomatickych pacientl, déle o vy3etfeni preventivni
u pacientll asymptomatickych s diagnézou akutni leuke-
mie nebo rizikovych pacientli s nonhodgkinskym lymfo-
mem (NHL).

Cil: Podrobné jsme analyzovali soubor pacienttl s pozitiv-
nim flowcytometrickym nalezem, vzdjemné pak porovnali
viechny metody vySettenf likvoru s vysledky zobrazovacich
vySetient.

Vysledky: U 21 pacientl (7krat akutni B-lymfoblasticka
a 2krat akutni T-lymfoblasticka leukemie, 4krat akutni mye-
loidni leukemie, 4krat difuzni velkobunéény B-NHL, 1krat
periferni T-NHL, Tkrdt primarn{ lymfom CNS, 1krdt mantle
cell lymfom, Tkrat B-chronickd lymfaticka leukemie) jsme
zaznamenali pfi 33 vySetfenich pozitivni nalez flowcyto-
metricky, morfologicky nebo biochemicky. V 17 ptipa-
dech bylo vy3etfeni provedeno viemi metodami, ve 12 pfi-
padech (71 %) jsme zaznamenali shodu pozitivity ve vy-
Setfeni likvoru. U 2 pacient( ve 3 vySettenich byla citlivéjsi
metodou flowcytometrie, u jedné neurologicky sympto-
matické pacientky s difuznim velkobunéénym B-NHL
v prvnich 2 vySettenich byla citlivéj$i metodou biochemie
likvoru, az 3. vySetien( likvoru bylo pozitivni také flowcy-
tometricky. Klinické pfiznaky postizeni CNS byly p¥itomny
u 13 pacientt (62 %). U 12 pacientd byla provedena zo-
brazovaci vysetfeni (MRl nebo CT mozku, michy), 4krat
byl nédlez negativni, u 8 pacientl nespecifickym pozitivni
nélez. Preziti pacient( (OS) s postizenim CNS hematolo-
gickou malignitou je kratké, ze souboru 21 pacient(
19 pacient(i zemrelo, median OS je 15 mésicl od stano-
veni diagnézy hematologického onemocnént.

Zavér: Z naseho pozorovani jednoznacné vyplyva nutnost
opakovaného a kompletniho vysetfeni vSech ziskanych
vzorkd likvoru, provedeni zobrazovacich vysettent, a to ze-
jména disledné u pacient( s klinickym podezfenim na
postizeni CNS.

Podporovdno MSM 6198959205.
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Detekce cirkulujicich endotelovych

bunék v periferni krvi metodou prutokové
cytometrie

L. Kideryova, H. Rychtrmocova, R. Vesela,

L. Uchytilova, R. Pytlik

I. interni klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha

Nas zajem je soustfedén na cirkulujici zralé endotelové
buriky (CEC) a cirkulujici endotelové progenitory (CEP),
jejichz obsah v periferii Gizce souvisi s poruchami mikro-
cirkulace a vaskularizaci malignit. Flow-cytometrické sta-
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noveni CEC a CEP je komplikovano extrémni vzacnosti uda-
losti (0,1-0,0001 %) a volbou vhodnych markerd. Dosud
nebyly stanoveny znaky odpovidajici jednotlivym stupriim
vyvojové hierarchie endotelovych prekurzord a zralych
endotelovych bunék. Minimalizovali jsme vlivy jednotli-
vych faktor( negativné ovlivriujicich reprodukovatelnost
vysledkd méFeni extrémné vzdcnych uddlosti. Ruseni
nespecifickou vazbou pres Fc-y receptory jsme omezili
inkubaci s FcR blocking reagent. Erytrocyty lyzujeme ¢i-
nidlem na bdzi chloridu amonného. Dvouslozkova lyzaéni
¢inidla nedoporucujeme z divodu nizsich vytézkd. Dile-
zitou roli hraje vybér vhodného slepého kandlu, ktery ob-
sahuje znacenou protildtku proti znaku p¥itomnému na
vétdiné bunék zkoumaného souboru, nikoli vdak na hle-
danych vzacnych burikdch. Upustili jsme od dfive prefe-
rovaného pourzitf anti-CD45, kterou mohou nékteré po-
pulace endotelovych bunék slabé exprimovat. Sestavili jsme
koktail protilatek proti jednotlivym populacim krevnich
bunék (CD3, CD19, CD14, CD15). CEP byly stanovova-
ny jako dvojité pozitivni populace CD34+/VEGFR2+
a CD34+/CD133+, CEC jako CD31+/CD146+, oboje ne-
gativni ve znacich béznych krevnich populaci. Zdsadni je
nacteni alespori 300 000 bunék. Méfili jsme na pFistroji
FACSCalibur s jednim laserem (argon 488 nm). PMT jsme
nastavovali pomoci Fluorospheres 8 Peaks. Kompenzace
jsme stanovili single anti-CD8 znacenymi krevnimi bun-
kami. Pouziti umélych s fluorochromem konjugovanych
kompenzaénich kuli¢ek nedoporucujeme. Kuli¢ky konju-
gované s tandemem jsou nestabilni. Vyvinuli jsme repro-
dukovatelnou metodiku gatingu.

Presné a rychlé cytometrické stanoveni cirkulujicich en-
dotelovych bunék (CEC a CEP) predstavuje nepochybny
potencial v diagnostice a predikci mnoha systémovych one-
mocnéni, jako jsou nddorovd onemocnéni ¢&i vaskulitidy.
Podporeno: GAUK 33/2006/C/1. LF, IGA MZ CR 8754/3,
MSM 0021620808.
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Comparison of two different methods

of plasma cells separation from bone marrow
of multiple myeloma patiens

I. Buresova, R. Suska, D. Kyjovska, M. Rycova,

J. Moravcova, L. Kovarova, R. Hajek

Univerzitni vyzkumné centrum — Ceskd myelomovd skupina
Lékarské fakulty MU Brno; Laborator experimentdlni
hematologie a bunécné imunoterapie FN Brno, pracovisté
Bohunice; Interni hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty
MU a FN Brno, pracovisté Bohunice

Introduction: The research of multiple myeloma (MM) is
often limited by low infiltration of plasma cells (PCs).
We compared two methods of purification - Magnetic Cell
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Separation (MACS) and Fluorescence Activated Cell Sor-
ting (FACS).

Methods: PCs from bone marrows (BM) of 20 newly
diagnosed multiple myeloma patients were purified. Each
BM was carefully mixed and divided into two aliquots.
The mononuclear fraction (MNC) was acquired from one
aliquot by Histopaque density gradient centrifugation
and CD 138+ PCs were purified by both MACS positive
selection (MACS samples) and sorting on FACS Aria (FACS
MNC samples). The other aliquot was erythrolysed by the
solution with ammonium chlorite and sorted on FACSAria
(FACS lysis samples). The percentage of CD138+ cells
(purity) was evaluated by morfology. We compared the
methods both in all samples and in three groups of them
according to the percentage of CD138+ cells assessed by
FC immediatelly before purification: the first group with
percentage under 5 % (group 1), the second 5-10 %
(group 1) and the third over 10 % (group Ill). The diffe-
rences between individual methods and individual groups
were statistically evaluated (nonparametric Kruskall-Wal-
lis ANOVA test and Mann-Whitney test).

Results: Medians of purities for all samples were 70.9 %
(range 8.6-98.8 %) in MACS samples, 98.8 % (83.3-100 %)
in FACS MNC samples and 96.4 % (50-100 %) in
FACS lysis samples. The purities were significantly higher
both in FACS lysis (p = 0.044) and FACS MNC samples
(p < 0.001) in comparison with MACS samples. There
was no significant difference in purities in sorted cells
(p = 0.119). In individual groups however, significant
differences were seen only in group | (p = 0.005 in FACS
MNC and p = 0.048 in FACS lysis in comparison with
MACS). In groups Il and Il no significant differences in
purity were found.

Conclusion: FACS and MACS methods of purification of
PCs from BM provided comparable purities in samples
with the infiltration over 5 % of PCs; in samples with lo-
wer infiltration the purities were significantly higher in
FACS than in MACS.

Supported by MSMT LC 06027.

P17 - 1243

Vliv S-nitrosoglutathionu na vlastnosti
fibrinogenu

J. Stikarova, E. Schénfeldova, A. Kestlerova,
P. Mdjek, K. Pimkov4, ). Suttnar, J. E. Dyr
Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Uvod: Fibrinogen (Fbg) je glykoprotein o velikosti 340 kDa.
Ma zédsadnfi dlohu v sekunddrni hemostéze, kdy po od-
Stépeni fibrinopeptid z molekuly fibrinogenu aktivova-
nym trombinem vznika fibrin, ktery polymeruje a vytvar
fibrinovou sit. Velmi ddleZitou roli hraje také v primarni
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hemostdze, kde se aktivované krevni desticky vazi pres
povrchovy receptor GPIIb-llla na fibrinogen. Oxid dus-
naty reaguje s thioly bilkovin, nap¥. albuminu, za vzniku
S-nitrosoderivatl s vazodilata¢nimi déinky. Klicovym niz-
komolekularnim S-nitrosothiolem je S-nitrosoglutathion
(GSNO), ktery vyménnou reakcf nitrosyluje volné SH sku-
piny bilkovin. GSNO md vyznamnou roli v buné¢né sig-
nalizaci, imunitni odpovédi organizmu a je medidtorem
odpovédi organizmu na stres. V literatufe je uvddén vliv
GSNO na nékteré vlastnosti Fbg i na chovani desticek.
Metodika: V této praci byl sledovan vliv GSNO na vlast-
nosti fibrinogenu. GSNO byl pfipraven reakci GSH v pro-
stredif HCl s NaNO,. Kinetika vzniku fibrinové sité piiso-
benim trombinu na fibrinogen, modifikovany i nativni,
byla sledovdna pomoci zdkalovych k¥ivek. Pomoci HPLC
byla sledovana kinetika odstépovani fibrinopeptidd
trombinem. Dadle byla sledovdna schopnost krevnich
desticek vazat se na modifikovany a kontrolnf fibrinogen
béhem statickych i dynamickych podminek. Ke sledovéni
modifikace jednotlivych fetézcti Fbg byla vyuZita SDS-PAGE
s naslednou imunochemickou detekcf.

Vysledky: Bylo zjisténo, Zze GSNO ovlivriuje vlastnosti
fibrinogenu. Na modifikovany fibrinogen se krevni des-
ticky adheruji vice neZz na nativni. Naopak p¥itomnost
GSNO v roztoku vyrazné tlumi adhezi krevnich desticek
na nativni fibrinogen. Uvedena data ukazuji na moznost,
Ze GSNO vyznamné pozméniuje vlastnosti fibrinogenu,
a tim jeho roli v primarni hemostéze.

Tato prdce vznikla za podpory grantu VZ UHKT MZ
00002373601.

P18 - 1237

Platelet-endothelial cell adhesion molecule
(PECAM-1/CD31) is upregulated during
growth of mantle cell lymphoma cell line
JEKO-1 in immunodeficient mouse

J. Molinsky, S. Leahomschi, M. Hulova, T. Simonov4,
R. Pytlik, M. Trnény, T. Soukup, J. Mokry, E. Necas,
J. Zivny, P. Klener

Ustav patologické fyziologie 1. lékai'ské fakulty UK Praha;

1. internf klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha; Ustav
histologie a embryologie Lékarské fakulty UK Hradec Krdlové

Background: The significance of angiogenesis is well es-
tablished in solid tumors. Alternative mechanisms such as
vasculogenic mimicry and vessel cooption were descri-
bed to provide oxygen supply. The contribution of these
processes and their molecular mechanisms in hematolo-
gic malignancies remains to be elucidated.

Aims: To analyse expression profile of angiogenesis-rela-
ted genes in human mantle cell lymphoma cell line JEKO-1
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growing in vivo in comparison to the JEKO-1 cell line
cultured in vitro.

Methods: We injected 5 millions of JEKO-1 cells subcu-
taneously into sublethally irradiated NOD/LtSz-Rag1null
mice (n = 4). Animals were killed when the tumors rea-
ched 2 cm in diameter and total RNA was isolated from
the tumors. After reverse transcription, real time PCR
analysis of gene expression was performed by using low
density arrays (human angiogenesis panel). The results
were normalized to GAPDH expression and expression of’
in vitro growing JEKO-1 cells was used as calibrator.
Results: The most upregulated gene in all JEKO-1 tumors
compared to in vitro growing JEKO-1 cells was platelet-
endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1; 25-40 -
fold increase). Other upregulated genes included brain-
-specific angiogenesis inhibitor 1, fibulin 5, vascular endo-
thelial growth factor receptor 1, angiogenin, connective
tissue growth factor, hepatocyte growth factor and
lymphangiogenic markers prospero-related homeobox 1
and CD44. Proangiogenic vascular endothelial growth
factor (VEGF) and midkine were downregulated and
expression of VEGFB didn’t change. No expression of
VEGFC, angiopoietin-1, angiopoietin-2 was detected as
well as expression of receptors TIE-1, VEGFR-2, VEGFR-3
and fms-related tyrosine kinase 3.

Summary: Our results revealed significant changes in ge-
ne expression of angiogenesis-related genes in JEKO-1
mantle cell lymphoma cell line after xenotransplantation
into immunodeficient mice. The results suggest that re-
gulation of angiogenesis by lymphoma cells might repre-
sent an important factor impacting growth and propa-
gation of mantle cell lymphomas.

Research support: IGAMZ 8317-4, MSM0021620806,
MSM0021620808, LC 06044, 1M6837805001, and GAUK
50/2004/c.

P19 - 1233

Exprese vybranych microRNA

u hematopoetickych bunék

M. Merkerova, H. Bruchova, M. Beli¢kova

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Molekuly microRNA (miRNA), které jsou soucasti RNA
interferen¢niho procesu, hraji kli¢ové tdlohy v mnoha bu-
nécnych procesech. Nékolik studii ukdzalo také na exis-
tenci hematopoeticky-specifickych miRNA, které jsou prav-
dépodobné nezbytné pro diferenciaci a spravnou funkci
riznych typl krevnich bunék. Na zdkladé nasich predcho-
zich studif jsme vytipovali 13 miRNA, jejichz funkce by
mohla byt spjata s hematopoézou (miR-15b, miR-16,
miR-24, miR-30c, miR-106b, miR-142-3p, miR-142-5p,
miR-150, miR-155, miR-181, miR-223, miR-342, and
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miR-451). Relativni hladinu exprese téchto miRNA jsme
mé¥ili metodou kvantitativniho RT-PCR v redlném case
u frakei hematopoetickych bunék (retikulocyty, trombo-
cyty, granulocyty, monocyty, T- a B-lymfocyty) separova-
nych z periferni krve 10 zdravych darc(i. Kazd4 z testova-
nych bunécnych linif vykazovala odlisny expresni profil
a u kazdé byly predominantné transkribované jiné miRNA.
Napt. u retikulocytt byla prokdzdna vysoka exprese genti
pro miR-16 a miR-451; miR-223 méla vysokou hladinu
transkriptu v trombocytech a granulocytech; miR-16,
miR-142-3p a miR-150 v B-lymfocytech; miR-142-3p
a miR-150 v T-lymfocytech a miR-223 v monocytech. Pro-
vedena klastrovaci analyza prokazala, ze jednotlivé vzorky
bunék Ize spravné zaradit k danému bunéénému typu, a to
pouze na zdkladé hladin exprese testovanych miRNA.
Klastrovani nam také umoznilo vybrat miRNA s odlisnou/
/podobnou expresi u riznych bunécénych typl: specificky
expresni profil odlisny od ostatnich miRNA vykazovala
miR-150, naopak podobnou hladinu transkriptu mély
miRNA ve skupiné skladajici se zmiR-15b, miR-16, miR30c
a miR106b, déle obé formy miR-142 byly exprimovédny po-
dobné. Znalost miry exprese hematopoeticky-specifickych
miRNA v Sirokém spektru vyvojovych fad krevnich bunék
nam v budoucnu umoZzriuje zaméfit nasi pozornost na
konkrétni miRNA a napt. pomocf ,loss-/gain-of function®
experimentll pochopit funkci tohoto dosud ne plné pro-
zkoumaného mechanizmu regulace genové exprese.
Podporeno grantem IGA MZ CR: NR9236-3/2007.

P20 - 1231

Zmény proteomu lidskych krevnich
desticek pfi jejich aktivaci

P. Majek, A. Sobotkova, K. Pimkova, R. Balounova,
J. Suttnar, J. E. Dyr

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; VSCHT Praha

Uvod: Aktivace krevnich desticek je slozity proces, ve kte-
rém se uplatriuje celd fada zpétnych vazeb zesilujicich ¢i
zeslabujicich pavodni aktivacni podnét. Jako regulaénf
molekuly se uplatriuji i reaktivni formy dusiku a kysliku,
které mohou reagovat s celou fadou bilkovin, jejichz mo-
difikace Ize sledovat riznymi proteomickymi technikami.
Kromé jiného dochazi béhem procesu aktivace desticek
k fosforylacim, k oxidacim a redukcim cysteinovych zbytkd
v bilkovinach. Cilem prdce bylo pomoci elektroforetic-
kych technik nalézt nékteré z bilkovin modifikovanych
v pribéhu aktivace desticek riznymi agonisty a vypra-
covat vhodné metody pro isolaci subproteomu fosfory-
lovanych bilkovin a subproteomu bilkovin s obsahem
S-nitrosocysteinu.

Metodika: Promyté krevni desti¢ky zdravych darch byly
aktivovany kolagenem, trombinem a kyselinou arachido-
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novou. Aktivace krevnich desticek byla sledovana agrego-
metricky. Destickové bilkoviny proteomu byly rozdéleny
pomoci 2D-PAGE a modifikované bilkoviny byly deteko-
vany pomoci imunoblotu. Modifikované bilkoviny z jed-
notlivych zén byly hydrolyzovany trypsinem. Vzniklé peptidy
byly identifikovany hmotnostni spektrometrii na principu
MALDI-TOF. Pro izolaci fosforylovaného subproteomu
byla vypracovdna modifikace fosforamidové metody,
jednak za pouziti alkylaminového derivatu poréznich
sklenénych kuli¢ek s kontrolovanou porositou (NH2-GPG,
Millipore), a dale za pouziti maleimidového derivatu
NH2-CPG ktery jsme pFipravili.

Vysledky: Zjistili jsme, Ze oba derivaty CPG zachycovaly
fosforylovany fibrinopeptid A jako modelovy fosfopeptid.
Rovnéz celkovy trypticky lyzat desti¢ek byl na tomto ma-
teridlu obohacen o fosforylované peptidy.

Zavér: Zjistili jsme, Ze béhem aktivace kolagenem, trom-
binem a kyselinou arachidonovou dochéazi ke karbonyla-
ci glykoproteinu Ilb, gelsolinu a vinkulinu, ktery je béhem
aktivace trombinem také fosforylovan. Vinkulin spolu
s dal$imi bilkovinami cytoskeletu spolupracuje na zméné
konformace glykoproteinu llb-llla na jeho aktivovanou
formu. Na zakladé zjisténych vysledkil predpokladdme, ze
nalezené modifikace téchto protein(i jsou signdlem pro
reorganizaci cytoskeletonu béhem destickové aktivace.
Tato prdce byla podporena grantem AVCR KAN200670701.

P21 -1227

Vliv resveratrolu na agregaci a adhezi
krevnich desti¢ek

A. Sobotkova, ). Stikarova, P. Mdjek, B. Vesela,
J. Suttnar, J. E. Dyr

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Uvod: Resveratrol (3,4’,5-trihydroxystilbene) je pfirodni
latka, kterd se vyskytuje v mnoha plodinach bézné dennf
konzumace. Hlavnim zdrojem resveratrolu je hroznové
vino a nezanedbatelné mnoZstvi se nachdzi i v erveném
viné. Mnoho studif demonstrovalo biologické vlastnosti
resveratrolu, konkrétné protizanétlivy, antioxidacnf, pro-
tinddorovy a antidesti¢kovy efekt.

Metodika: V této préci byl sledovan vliv riiznych koncen-
traci resveratrolu na desti¢kovou agregaci a statickou, resp.
dynamickou adhezi. Krevni desticky byly izolovany z krve
zdravych darc(, kteti minimalné 14 dni pred odbérem
neuzivali Zddné antitrombotické léky. V tyrodovém pufru
promyté krevni desticky byly inkubovény s riiznymi kon-
centracemi resveratrolu (0,075-0,6 mM, 30 min, 37 °C).
Agregacni odezva byla méfena turbidimetrickou meto-
dou po aktivaci kolagenem, trombinem a kyselinou ara-
chidonovou. Adheze krevnich desticek za statickych pod-
minek byla stanovena méfenim aktivity kyselé fosfatazy.
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Dynamickd adheze byla sledovdna s vyuzitim pfistroje
Cone and Plate(let) Analyzer.

Vysledky: Zjistili jsme, Ze se vzristajici koncentraci resve-
ratrolu dochazi k inhibici agregace krevnich desti¢ek na
minimum. Stejny pribéh jsme namé¥ili i u statické a dy-
namické adheze.

Zavér: Naméfend data ukazuiji, Ze resveratrol je dileZitou
latkou zodpovédnou za redukci nékterych funkei krev-
nich destiek. Predpoklddame, Ze jeden z faktord, ktery
ovlivriuje inhibici agregace a adheze, je vliv resveratrolu
na tvorbu hydroxylového radikalu, ktery hraje ddleZitou
roli v aktivaénich kaskddach jako tzv. , druhy posel“.

Tato prdce vznikla za podpory grantu AVCR KAN200670701.

P22 - 1222

Fibrinogen Praha IV: vrozena
dysfibrinogenemie s heterozygotni mutaci
016 Arg — His

Z. Reicheltova, R. Kotlin, P. Majek, J. Suttnar,

T. Riedel, J. E. Dyr

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Dysfibrinogenemie je onemocnéni zplsobené mutacf
v nékterém z gentl kédujicich jednotlivé fetézce fibrinogenu,
coz vede ke zméné struktury a funkce fibrinogenu. Koa-
gulaéni vysetfeni byla provedena na koagulaénim analy-
zatoru STA-R (Diagnostica Stago, Francie). Fibrinogen
byl izolovan vysrdZenim 25% siranem amonnym. Retézce
fibrinogenu byly elektroforeticky rozdéleny pomoci
SDS-PAGE (7,5% gel). Polymerace fibrinu byla mérena
turbidimetricky pfi 340 nm. Po rozpusténi klotu v 5M mo-
¢oviné byla klotabilita stanovena spektrofotometricky pfi
280 nm. Odstépovani fibrinopeptidd iniciované trombi-
nem bylo zastaveno kyselinou trichloroctovou v riiznych
¢asovych intervalech a nésledné byly fibrinopeptidy dete-
kovany pomoci HPLC. Skenovaci elektronovd mikroskopie
fibrinové sité byla provedena pomoci elektronového
mikroskopu Vega Plus TS 5135 (Tescan, CR). DNA ana-
lyza byla provedena dideoxysekvenacni metodou genetickym
analyzatorem CEQ 8000 (Beckman Coulter, USA). Koa-
gulaéni vysetfeni 41leté pacientky odhalila prodlouzeny
aPTT (49,7 s), trombinovy ¢as (38,5 s) a mirné prodlou-
Zeny protrombinovy ¢as (16,9 s). Hladina fibrinogenu
stanovend dle Clausse byla snizena (1,28 g/I), imunotur-
bidimetricky zmé¥end hladina fibrinogenu byla ve fyziolo-
gickych mezich (3,8 g/l). V elektroforetické pohyblivosti
jednotlivych tetézcl nebyly nalezeny zadné abnormality.
Stanovend klotabilita byla 32,7 %. Polymerace fibrinogenu
byla snizena. MnozZstvi od3tépeného fibrinopeptidu B ne-
bylo snizeno, zatimco mnoZstvi odstépeného fibrino-
peptidu A bylo zhruba polovi¢ni. PFi genetickém vysetie-
ni byla nalezena heterozygotni bodova mutace v Aa; Fe-
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tézci 16 Arg > His (nejcastéji se vyskytujici typ zamény).
Tato mutace se nachazi v misté, kde trombin odstépuje
fibrinopeptid A. Proto ma tato zdména vliv na vznik fibrinu
a na nasledny vznik fibrinové sité. Odstépovani fibrino-
peptidu A mZe i pfes mutaci probihat, ale vyrazné po-
maleji. U 23leté dcery pacientky byla nalezena stejnd mu-
tace. U 19leté dcery nebyla tato mutace nalezena.

Tato prdce vznikla diky financni podpore MZ & 2373601.

P23 - 1220

Proteomicka analyza solubilnich proteint
duilezitych u détské leukemie

M. Kovag, V. Pelkova, M. Vaskova, D. Petrackova,
J. Novotna

Klinika détské hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty UK
a FN Motol Praha; CLIP (Childhood leukemia investigation
Prague); Mikrobiologicky vistav AV CR Praha

Uvod: Leukemickd burika zédsadné ovliviiuje pacienta,
coz vede ke znamym klinickym a laboratornim projevim.
Na druhou stranu jsou leukemické buriky samy zavislé na
hostiteli, takZze u vyznamné casti pacientl s ALL buriky
bezprostfedné po prevedeni do podminek in vitro pod|é-
haji apoptdze a nekréze. Konkrétni faktory zodpovédné
za tyto interakce nejsou dosud objasnény.

Cilem tohoto zadinajiciho projektu je vyhleddvani protei-
nl rozdilné zastoupenych v kostni plazmé déti pfi dia-
gndze ALL a kontrolni skupiny pomoci dvou proteomic-
kych technik 2D ELFO a proteinové array.

Metodika: Proteinovy ¢ip (proteinovd array) funguje na
principu enzymové imunoanalyzy (ELISA) a stanovuje ex-
presi vice protein(i ve vzorku na jedné membrané. V 1. fazi
projektu jsme pomoci proteinovych ¢ipl testovali expresi
23 a v dalsi fazi expresi 79 protein(i. Dosud jsme vy3etili
75 ALL vzork( a 35 vzork( bez infiltrace. V 1. fazi jsme
chtéli zjistit globalni zmény, které nejsou ovlivnény rozdily
mezi pacienty, a proto kazdy vzorek vznikl smichdnim
5 priméarnich vzorkd kostni plazmy. V dal3i ¢4sti pokracu-
jeme testovanim jednotlivych vzorkd. Separaéni metoda
2D ELFO, jejiz poutZiti pro detekci proteint v kostni plazmé
optimalizujeme, ndm umozni komplexn{ srovndn{ exprese
solubilnich proteint v kostni plazmé.

Vysledky: Proteinovymi cipy jsme dosud odhalili rozdil-
nou expresi 4 protein(. V kostni plazmé déti s ALL jsme
pozorovali signifikantné zvySenou expresi IL-15, MCP-1,
NT-4 a snizenou expresi leptinu (v porovnani s kontrolnf
skupinou, p < 0,05). Dalsi pfedbéznd data jsme ziskali
z proteinovych ¢ipti zékladnich genotypovych skupin dét-
ské ALL (TEL/AML+, hyperdiploidni a bez fuzniho genu).
Depletovali jsme vysokomolekuldrni proteiny (albumin,
imunoglobuliny apod.) z kostni plazmy, a tim ucinili dalsf
potrebny krok v optimalizaci 2D ELFO.
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Zavér: Blizsi poznani mikroprostredi kostni dfené na pro-
teinové trovni mlize pfispét k poznani patogeneze onemoc-
nénf a molekul s pfipadnym terapeutickym potencialem.
Prdce byla podporena VZMSMTMSM0021620813, IGA
MZCR NR/9531-3, GAUK 7543/2007.
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Fibrin Networks as a Scaffold

for Endothelial Cells

T. Riedel, E. Brynda, E. Filov4, L. Ba¢dkova, J. E. Dyr
Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; Institut
makromolekuldrni chemie AV CR, v.v.i., Praha; Fyziologicky
vstav AV CR, v.v.i., Praha

Introduction: Immediately after the contact of a synthe-
tic material with blood, plasma proteins adsorb onto its
surface. The adsorption induces subsequent biological
events, which can make troubles in the material applica-
tions. One of the most serious is the initiation of coagula-
tion cascade. Of the numerous proteins present in plas-
ma, fibrinogen seems to play key role in these events due
to its relative abundance in plasma, and its ability to form
fibrin clot and to promote platelet adhesion and activa-
tion. Fibrin networks serve as a temporary extracellular
matrix and promote wound healing. Cells migrating to the
site of fibrin network use fibrin clot as a specific support
at which they can attach and proliferate. Subsequently fib-
rin clot is degraded and the cells produce new extracellular
matrix. We developed a novel technique of fibrin network
formation based on the catalytic effect of fibrin-bound
thrombin and on the nature of thrombin inhibitors.
Methods: Three-dimensional surface fibrin networks were
prepared on the substrate surface by catalytic action of fib-
rin-bound thrombin on an ambient fibrinogen solution
without formation of a bulk fibrin gel in the solution. The gel
morphology depended on the concentration of fibrinogen
molecules in the initial adsorbed monolayer. Different com-
binations of thrombin inhibitors lead to various thicknesses
and morphology of the fibrin gels. The average thickness of
dried fibrin network produced by catalytic action of throm-
bin bound to adsorbed fibrinogen/fibrin monolayer on am-
bient fibrinogen solution containing ATl and heparin was
13 nm. The average thickness of fibrin network produced by
catalytic action of surface bound thrombin was 40 nm if
the ambient fibrinogen solution contained only ATIII.
Results: Coating substrate with surface fibrin network
supported growth of vascular endothelial cells on the
surface. Potential application of the technique for coa-
ting inner surface of porous scaffolds without filling po-
res with a bulk fibrin gel was checked.

This work was supported by the Academy of Sciences of the Czech
Republic under contract KAN200670701.
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Identifikace mutaci v ribozomalnim
proteinu L5 a ribozomalnim proteinu L11

u pacientti s Diamondovou-Blackfanovou
anémii

R. Cmejla, H. Handrkova, K. Petrtylova, J. émejlové,
D. Pospisilova

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; FN Motol Praha;
Lékarskd fakulta UP a FN Olomouc

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je vzacné vro-
zené onemocnén/ projevujici se jako normochromni ma-
krocytarni anémie s normoceluldrni kostni dfenf se se-
lektivnim deficitem erytroidnich prekurzord. U 40 % pa-
cientl byvaji ptitomné také nejriznéjsi fyzické anomdlie.
Hlavnf pfi¢inou DBA je velmi pravdépodobné nedosta-
te¢nd translace, kterd je disledkem mutaci v proteinech
Ucastnicich se procesu translace. Doposud byly popsany
mutace v genech pro ribozomalni proteiny malé ribozo-
malni podjednotky (RPS17, RPS19 a RPS24) a nejnovéji
i velké ribozomalni podjednotky (RPL5, RPL11 a RPL35a).
Zde popisujeme identifikaci mutaci v RPL5 a RPL11 u pa-
cientd z ceského registru DBA. Heterozygotni mutace
v genu pro RPL5 byly nalezeny u 3/26 pacientd (11,5 %)
a jednalo se o 2 bodové mutace a 1 jednonukleotidovou
inzerci. Prvni bodovd mutace se nachdzi v akceptorovém
misté intronu 2 a narusuje spravny sestfih mRNA. Druhd
bodova mutace se nachdzi v exonu 8 v kodonu 285 a vede
k ziméné aminokyseliny alanin za valin. Inzerce nukleo-
tidu T byla identifikovdna v exonu 3 a vede k posunu
¢tectho ramce. Ani jedna z téchto mutaci viak nebyla
identifikovdna na mRNA drovni, coz naznaduje, Ze muto-
vané mRNA jsou nestabilni a jsou rychle degradovany
a buriky pacient( jsou tak haploinsuficientni v produkci
RPLS. Heterozygotni mutace v genu pro RPL11 byly nale-
zeny u 2/26 pacientd (7,7 %) a jednalo se o 2 bodové
mutace. Prvni bodovd mutace se nachézi v exonu 2 v ko-
donu 20 a vede k zaméné aminokyseliny leucin za histi-
din. Tato mutace byla detekovdna i na mRNA drovni.
Druhd bodova mutace nalezend v exonu 4 v kodonu 119
vede k vytvofeni stop-kodonu. Exprese této mutované
alely nebyla na mRNA trovni potvrzena. Mutace v RPS19,
RPL5 a RPL11 se vyskytuji u témé¥ 50 % pacient s DBA
a jejich v¢asna identifikace tak mize vést k rychlé dia-
gnostice tohoto onemocnéni a zahdjeni specifické 1é¢by.
Navic je identifikace téchto novych mutaci zdsadni nejen
pro pochopeni patofyziologie tohoto onemocnéni, ale
procesu erytropoézy jako takové, kde, jak se zdd, bude
biogeneze ribozom a trover translace hrat vyznamnou
dlohu.

Podporovino VZ MZ CR 00023736; GAUK 25792892807
MSM 6198959205 MS CR.
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P26 - 1230

Komplexni zmény karyotypu u pacientt

s mnohocetnym myelomem (MM)

J. Tajtlova, Z. Zemanova, J. Bfezinova, L. Babicka,

L. Pavlistova, I. §piéka, E. Gregora, ). Cermak,

R. Zounar, K. Michalova

Centrum nddorové cytogenetiky Ustavu klinické biochemie

a laboratorni diagnostiky 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha;
Cytogenetickd laborator Ustavu hematologie a krevnf transfuze
Praha; I. interni klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha;
Oddélen klinické hematologie FN Krdlovské Vinohrady Praha;
Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Uvod: U nemocnych s MM byla popsana ¥ada klonélnich
chromozomovych aberaci. Genetické zmény vznikaji
v plazmocytech a k jejich detekci se pouziva cilend mole-
kuldrné cytogenetickd analyza separovanych nebo znace-
nych plazmatickych bunék. Moznosti konvenéniho cyto-
genetického vysetieni jsou u MM limitované. Vzhledem
k ¢asto nizké infiltraci plazmocytl v kostni dfeni umoz-
fiuje tato metoda zjistit patologicky nélez pouze u 20-40 %
nemocnych. Setkdvdme se s pocetnimi i strukturnimi
odchylkami a casto se slozitymi komplexnimi abera-
cemi. Jejich nélez pfi klasickém cytogenetickém vySetreni
je obwykle spojen s pokrocilymi stadii a/nebo progresi
onemocnéni.

Metodika: V letech 2004-2007 jsme vysetfili 183 pacientd
s MM konvenéni cytogenetickou analyzou a metodou
I-FISH kombinovanou s imunofluorescenénim znacenim
plazmatickych bunék (clg-FISH) se zamérenim na detekci
nejcastéjsich genetickych aberaci (tj. delece/monosomie
chromozomu 13, prestaveb IgH genu, zisku chromozo-
mového materidlu v oblasti 1921 a delece genu p53). P¥i
klasické cytogenetické analyze jsme u 25 ze 183 nemoc-
nych (13,6 %) prokazali ptitomnost komplexnich chro-
mozomovych zmén. U 13 z téchto pacientd, u kterych byl
k dispozici archivovany materidl, jsme dale pokracovali
v podrobné analyze komplexnich karyotypd metodami
mFISH/mBAND (MetaSystemsTM). Hledali jsme p¥i-
padné opakujici se aberace a zjistovali, které chromo-
zomy a/nebo chromozomové oblasti ¢astéji vstupuji do
komplexnich prestaveb.

Vysledky: Ve studovaném souboru jsme nezjistili Zddnou
rekurentni chromozomovou aberaci. U 10 pacient( jsme
potvrdili nendhodnost prestaveb chromozom( 1, 6 a 14.
Dale byly do strukturnich aberaci ¢asto zahrnuty i chro-
mozomy 5, 7, 8, 11, 15, 16, 17 a 18 (7-9krat). V 11 pii-
padech byly komplexni karyotypy detekovédny pt#i tvod-
nim cytogenetickém vySetfeni, u 2 nemocnych se objevily
v dlsledku klonélniho vyvoje p¥i progresi onemocnéni. Ve
sledované skupiné méli nemocni s komplexnimi aberacemi
pri diagndze signifikantné kratsi dobu preZiti do uddélosti
nez pacienti s normdlnim karyotypem (16 vs 24 mésic().
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Podrobné vysledky clg-FISH a mFISH/mBAND analyz
budou prezentovany na posteru.

Prdce byla podporena granty MSM 0021620808, MZO
00064165 a LC 535

P27 - 1201

Zmény sérovych hladin vybranych biologickych
ukazatel(i po autologni transplantaci

u nemocnych s mnohocetnym myelomem

T. Pika, J. Minafik, M. Budikovd, M. Zemanov4,

J. Badovsky, V. Séudla

. interni klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc; Oddéleni
klinické biochemie FN Olomouc

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné hematolo-
gické onemocnéni charakterizované proliferaci a akumulaci
neoplastickych plazmocytl, produkci monoklonalniho
imunoglobulinu a orgdnovym postizenim. Nékteré méné
obvyklé biochemické parametry se jevi slibné, jako mozné
budouci ukazatele nejen maligni transformace monoklo-
nalni gamapatie nejistého vyznamu v MM, ale také jako
ukazatele pokrocilosti, progrese a lé¢ebné odezvy u MM.
Cil: Cilem studie je srovndni sérovych hladin 12 vybra-
nych ukazateld vySettenych v dobé diagnézy nemoci a né-
sledné po vysocedavkované terapii s transplantaci auto-
lognich kmenovych bunék (ASCT).

Metody: Do studie bylo zafazeno 29 nemocnych s MM, ktef{
byli 1é¢eni indukénim reZzimem VAD s ndslednou ASCT. Léceb-
né odpovédi byly hodnoceny dle EBMT kritérii. CR a VGPR od-
povédi byly u 15 (52 %), PR u 12 (42 %) a 2 nemocni méli sta-
bilni onemocnéni. Sledované parametry byly vySetteny v dobé
diagndzy a nésledné 100 dni po ASCT. Pro stanoveni hladin
analyzovanych ukazateld byly uZity tyto metody: REA (TK),
RIA (B-2-mikroglobulin - $2m), ICTP, PINP, enzymoimuno-
eseje (sIL-6R, sSVCAM, sICAM-1, sOPG) a kvantitativni enzyma-
tické imunoeseje (sHGF, sVEGF, Syndecan-1/CD138 a sFas).
Pro statistické vyhodnoceni bylo pouZzito Wilcoxonova testu.
Vysledky: V celé skupiné nemocnych (CR + VGPR + PR) byly
po ASCT nalezeny statisticky nizsi hladiny f2m (p = 0,0001)
a sHGF (p = 0,0003), rozdily byly vyznamnéjsi ve skupiné
CR+VGPR (f2m, p = 0,001, sHGF, p = 0,005) nezli ve sku-
piné PR (B2m, p = 0,016, sHGF, p = 0,033). V celé skupiné
(CR + VGPR + PR) byly po ASCT zjistény vyssi hladiny
SICAM-1 (p = 0,026), sVCAM (p = 0,007), ICTP (p = 0,001),
PINP (p = 0,001) a sFas (p = 0,00003). Rozdily byly vy-
znamnéj$i ve skupiné CR + VGPR (sVCAM, p = 0,005,
ICTP, p = 0,002, PINP, p = 0,009, sFas, p = 0,001) nez ve
skupiné PR (PINP, p = 0,028, sFas, p = 0,005).

Souhrn: Vysocedavkovana terapie s ASCT je spojena se
zménou cytokinové sité MM. Pokles f2m po tspésné 1écbé
byl dokumentovan mnoha studiemi. Pokles sérovych hla-
din sHGF po é¢bé ukazal, Ze se tento parametr jevi jako
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mozny slibny ukazatel hodnocenf [é¢ebné odpovédi u MM.
Po probéhlé ASCT byl zaznamendn vyssi kostni obrat.
S podporou IGA MZ CR NR/9500-3.

P28 - 1197

Cytogenetické vysetieni u pacientti s B-CLL
metodou kultivace bunék se stimulaci CpG
oligonukleotidy

J. Sobotka, M. Brejcha, J. Indriakova, V. Holubova,
P. Petrova, A. Tovarysova, B. Drevojankova,

M. Stoklasova, M. Kuéerova, M. Radina

Onkologické centrum J. G. Mendela Novy Jicin

Chromozémové aberace jsou vyznamnym prognostickym
faktorem u B-CLL. Klasické cytogenetické vysetreni z bunék
periferni krve nebo kostni dfené je malo vytézné z dlivodu
nizké mitotické aktivity vétSiny CLL bunék, indukované mi-
tézy jsou ve vétsiné pripad(i derivované z normalnich he-
matopoetickych bunék, jejich kvalita je $patnd. Ani pouziti
B-bunéc¢nych mitogend (napt. TPA, PWM) podstatné ne-
zlepsi cytogenetické vySetieni. Klondlni chromozémové
aberace jsou detekované jenom asi u 30-40 % pacientd,
zatimco metodou I-FISH s pouZitim setu DNA sond na de-
tekci zndmych prognostickych aberaci (13g-, 11q-, 17p-,
+12, prestavba IgH genu) jsou chromozémové aberace de-
tekované az u 80 % pacientl. Dicker et al (2006) pouzili
pro cytogenetickou analyzu u pacient(l s B-CLL stimulace
B-bunék pomoci CpG oligonukleotidd a 1L-2. Uspé$nost
vySetteni (dostatek hodnotitelnych mitéz dobré kvality)
byla dosaZena az u 95 % pfipadd, chromozémové aberace
byly identifikovany u 83 % pacienttl. Cytogenetickd analyza
identifikovala skupinu pacient(i s vyvdzenymi a nevyvézeny-
mi translokacemi a komplexnimi zménami s vyznamnou
korelaci s nemutovanym IgVH a expresi CD38. Klasické cy-
togenetické vySetfeni tak mize definovat podskupinu paci-
entl s B-CLL s vysokym rizikem progrese onemocnéni. Za-
vedli a pouzili jsme metodu kultivace bunék se stimulacf
CpG oligonukleotidy a IL-2 (Dicker et al 2006). Provedli
jsme klasickou cytogenetickou analyzu u neselektované sku-
piny 60 pacient(i s B-CLL. Prezentujeme Uspésnost cytoge-
netického vysetfeni s ohledem na pocet a kvalitu ziskanych
metafdzi, zdchyt chromozémovych aberaci a jejich porov-
nani s vysledky I-FISH analyzy, pacienty jsme rozdélili do
skupin podle chromozémovych aberaci detekovanych cyto-
genetickou analyzou a I-FISH, uvddime ptiklady zajimavych
cytogenetickych nalezli. Metoda kultivace bunék se stimulacf
CpG oligonukleotidy u pacienttl s B-CLL zvy3uje vytéZnost
klasického cytogenetického vysetieni. U vétsiny kultivact
bylo ziskdno vice hodnotitelnych mitdz, lepsi kvality. Detekce
aberaci pomoci FISH na ziskanych mitézach potvrzuji, Ze
¢ast mitdz je derivovand z patologickych B-bunék, a pod-
statné se tak zvySuje zachyt chromozémovych aberaci.
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P29 - 1192

Rezistence na kyselinu acetylsalicylovou

u hemodialyzovanych pacientti

M. Simkovig, J. Maly, 1. Fatorovd, S. Dusilova Sulkova
Oddéleni klinické hematologie Il. interni kliniky Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové; Klinika gerontologickd a metabolickd
Lékarské fakulty UK a FN Hradec Krdlové

Uvod: U nemocnych v pravidelném dialyzaénim programu
existuje vysoké riziko vzniku kardiovaskuldrnich chorob.
Kyselina acetylsalicylovd je nej¢astéji pouzivanym lékem
v primarni i sekundarni prevenci téchto onemocnéni. Velmi
diskutovanym problémem je rezistence na kyselinu ace-
tylsalicylovou (ASA), kdy pravidelné poddvani ASA nevede
k zabranéni produkce tromboxanu A2 trombocyty. Cilem
nasi prace bylo posouzeni desti¢kovych funkci u pacientd
v pravidelném dialyza¢nim programu, ktefi uzivali ASA.
Metodika: Vysetrili jsme 49 pacientli (vékovy medidn
72 let, rozmezi 37-86 let, 25 muzd) v pravidelném dialy-
za¢nim programu, kteti uzivali dlouhodobé kyselinu ace-
tylsalicylovou (100 mg denné). Bylo pouZito vy3etteni ana-
lyzdtorem Dade Behring PFA-100 (Marburg, Némecko),
ktery umozriuje vySettit primdrni hemostazu z nesrazlivé
krve. Déle jsme sledovali antiagregaéni [écbu ASA pomoci
agregacni odpovédi na priddnf kationického propylgaldtu
sodného (CPG). Odbér krve ke stanoveni desti¢kovych
funkei byl proveden pted zahdjenim hemodialyzy.
Vysledky: Prevalence rezistence na kyselinu acetylsalicy-
lovou pfi davce 100 mg byla pf¥itomna po CPG u 18,4 %
a pti pouziti PFA-100 u 18,4 % pacientd.

Zavér: O vyskytu rezistence na kyselinu acetylsalicylovou
v populaci hemodialyzovanych mame velmi malo poznatkd.
PFestoZe jsme méli moZnost vysetfit pouze maly soubor ne-
mocnych, zda se, Ze je rezistence na ASA stejné castd jako
u nedialyzovanych s kardiovaskuldrnimi chorobami.

Prdce vznikla za podpory Vijzkumného zdméru FNHK MZO
00179906, Lékarské fakulty v Hradci Krdlové a firmy Roche.

P30 - 1187

Prekurzorovy T-lymfoblasticky lymfom

u nemocné po uspésné lécbé akutni
promyelocytarni leukemie

T. Szotkowski, J. Hubacek, A. Hlusi, T. Papajik,

Z. Pikalova, L. Kuéerova, M. Budikova, E. Buridankova,
N. Klusov4, R. Szotkowska, E. Faber, K. Indrak
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Ustav patologie Lékarské fakulty UP a FN Olomouc; Klinika
nukledrni mediciny Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Cil: Popis vzacného a zdvazného pozdniho nezadouciho

Uc¢inku chemoterapie u nemocné UGspésné lécené pro
akutni promyelocytarni leukemii.

P73

Vnit# Lék 2008; 54(5)



XXIl. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni tcasti, Olomouc, 28.-30. 5. 2008 - abstrakta

Uvod: Akutni promyelocytérni leukemie (APL) je relativné
vzacny subtyp akutni myeloidni leukemie. Po zafazeni
all-transretinové kyseliny (ATRA) do |é¢by se stala nejlépe
lécitelnym typem akutni leukemie dospélych. | pres vyso-
kou tcinnost tohoto léku je nutné jej kombinovat s che-
moterapif, protoZe bez ni choroba prakticky u véech nemoc-
nych relabuje. Podani chemoterapie je viak témé¥ nevy-
hnutelné spojeno s mnoha komplikacemi, mezi které patfi
i sekundarni malignity. T-lymfoblasticky lymfom (T-LBL)
je vzdcné onemocnéni, patiici do skupiny vysoce agre-
sivnich lymfomd.

Popis pFipadu: Autofi popisuji pfipad 25leté Zeny lécené
pro APL v roce 2002, u které byl o pét let pozdéji dia-
gnostikovan prekurzorovy T-LBL.

Zavér: U nemocnych v dlouhodobé molekuldrné-genetic-
ké remisi APL bylo popsdno nékolik p¥ipadti sekundarn{
akutni lymfoblastické leukemie, zatim ziejmé zddny p¥i-
pad T-LBL. Vyskyt sekundarnich malignit je diskutova-
nym tématem nejen u nemocnych po lé¢bé APL. U nich
vsak mize byt vice patrny diky efektivni [écbé APL a dlou-
hodobému preziti nemocnych. Lépe cilend a podle pro-
gnostickych faktorti na miru ,usita“ lé¢ba dovolujici re-
dukci ¢i Gplné vynechani cytostatik by znamenala dalsf
pokrok v pé¢i o nase nemocné.

P31 - 1184

Amplifikdcia MLL génu u pacienta s akitnou
myeloidnou leukémiou (AML)

S. I1zdkov4, ). BFezinovd, Z. Zemanov4, L. Babick4,

J. Maaloufov4, K. Michalova

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; Centrum nddorové
cytogenetiky Ustavu klinické biochemie a laboratornf diagnostiky
1. lékarské fakulty UK a VFN Praha

Chromozémové aberdcie zahfiajlice oblast 1123, kde
je lokalizovany gén MLL, sa vyskytuji u chorych s akidtnymi
leukémiami lymfatickej aj myeloidnej rady, myelodysplas-
tického syndrému a malignych lymfémov. Nalez chro-
mozomovych prestavieb zahffiajicich MLL gén je vidy
spajany s vefmi zlou progndézou a je povazovany za dole-
zZity prognosticky faktor. MLL gén méZze vstupovat do roz-
nych Struktirnych prestavieb. NajéastejSie sa jednd o trans-
lokdcie s réznymi partnerskymi chromozémami, moze
dochddzat aj k deléciam. Genové amplifikacie sa u he-
matologickych malignit vyskytujd vzacnejSie (u AML jen
asi u 1 % chorych), st ¢astym nélezom prevazne u so-
lidnych nddorov. Pravdepodobne hraji vyznamnu tlohu
pri progresii a v pokrocilych stadidch ochorenia. Vysetrili
sme kostnu dreri (KD) 28ro¢ného pacienta s AML podty-
pom M2. I8lo o prvozichyt s leukopéniou a rozvijajiicou sa
diseminovanou intravaskularnou koagulopatiou. Hodnoty
WABC v periférnom KO pri prijme dosahovali 0,73 x 10%/I.
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Diferencidlny rozpocet potvrdil 24 % blastov. Pri morfo-
logickom vy3etreni naterov KD nalez odpovedal diagnéze
AML M2 podfa FAB (AML s multilinedrnou dyspléziou
dla WHO). Klasickou cytogenetickou analyzou sme do-
kdzali hypodiploidiu (33-45, XY) a komplexné zmeny ka-
ryotypu s atypickym velkym marker chromozémom. Chro-
mozémové aberdcie boli overené pomocou I-FISH
(Abbott Vysis) a mFISH/mBAND (MetaSystems). Met6-
dou I-FISH sme dokdzali amplifikdciu MLL génu v 84 %
interfaznych jadier, deléciu oblasti 531 v 88,5 % inter-
faznych jadier a monozémiu chromozému 7 v 8 % inter-
faznych jadier. Vysledky mFISH potvrdili pritomnost via-
cerych buneénych klonov s derivovanym chromozémom 11,
sprevddzanym deléciou chromozému 5, monozémiou chro-
mozémov 12, 18, trizémiou chromozdému 21 a dal$imi
komplexnymi prestavbami, do ktorych boli zahrnuté
chromozémy 1, 3, 17. Metédou mBAND sme bliZsie urdili
amplifikované oblasti kratkych a dlhych ramien na deri-
vovanom chromozéme 11. Podrobné vysledky molekuldrne
cytogenetickej analyzy budeme prezentovat na posteru.
Doba prezitia u tohto pacienta s vysoko rizikovou AML
bola necelé dva mesiace od stanovenia diagndzy.

Prdca bola podporend granty IGA MZCR NR9227-3, LC535,
MZO 00064165 a MSM 0021620808.

P32 - 1173

Vyuziti pFistroje CliniMACS pro separaci
monocytoidnich bunék pro klinické aplikace
P. Vidlakovd, D. Ocadlikova, D. Kyjovska, I. Buresova,
J. Smejkalova, J. Stérba, J. Michalek

Oddéleni klinické hematologie — LEHABI FN Brno, pracovisté
FDN JGM; Univerzitni centrum bunécné imunoterapie MU Brno;
Klinika détské onkologie Lékar'ské fakulty MU a FN Brno,
pracovisté FDN JGM; |. détskd interni klinika Lékarské fakulty
MU a FN Brno, pracovisté FDN JGM

Imunomagnetickd separace (Magnetic antibody cell se-
paration - MACS) je zndmd a ¢asto vyuZzivand metoda pro
separaci mnoha typl krevnich bunék ze smiSené populace
jak pro vyzkumné tcely, tak pro klinické aplikace. Teréové
buriky jsou separovény tcinkem magnetického pole po
oznaceni paramagnetickymi kulickami. CliniMACS je pfi-
stroj urceny pro separaci lidskych bunék z heterogennich
populaci krevnich bunék pro klinické vyuziti, napt. pro
ndslednou p¥ipravu protinddorové vakciny na bazi
dendritickych bunék kultivovanych in vitro z jejich CD14-
-pozitivnich monocytarnich prekurzord. Jedna se o uza-
vreny a sterilni systém. Na nasem pracovisti jsme zahdjili
pouzivani ptistroje CliniMACS v lednu roku 2008 za tice-
lem separace monocytoidnich CD14+ bunék z leukafere-
tického produktu pro naslednou kultivaci dendritickych
bunék a p¥ipravu protinddorové vakeiny pro onkologické
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pacienty. Principem metody je tzv. pozitivni separace
CD14+ tercovych bunék. Tyto buriky jsou oznaceny para-
magnetickou kulickou a zadrzeny na koloné pfistroje umis-
téné v magnetickém poli. Po odstranéni tcinkl magne-
tického pole jsou oznacdené buriky vymyty pufrem a dale
kultivovdny v médiu pro dendritické buriky. Provedli jsme
prvni experimenty separace monocytoidnich bunék z pe-
riferni krve pro optimalizaci pt¥istroje. Poté jsme tspésné
provedli separaci z leukaferetického produktu, kdy
z 8,52 x 10° leukocytdl ve vstupnim leukaferetickém pro-
duktu obsahujicim 0,68 x 10° monocytoidnich bunék,
bylo ziskdno 469 x 10° &istych CD 14+ bunék. Doslo tedy
k obohaceni z plivodnich 8,8 % pFed separaci na 99,7 %
CD14+ bunék po separaci. Dalsi experimenty prokazaly
obdobné vysledky pfi obohaceni CD14+ frakce po imu-
nomagnetické separaci. Separované CD14+ buriky ve vy-
soké Cistoté jsou diky uzavienému systému ptistroje Cli-
niIMACS bez rizika mozné kontaminace vyuzitelné pro na-
sledné laboratorni a klinické aplikace.

Tato prdce byla podporena grantem MSMT LC 06027
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Aberantni CEACAMS6 ovliviiuje
integrin-ligand vazebné interakce

na leukemickych burikach

V. Kanderova, O. Hrusdk, T. Kalina

Klinika détské hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty UK
a FN Motol Praha; CLIP — Cytometrie Praha

Uvod: CEACAM6, GPI-kotvena molekula z rodiny karci-
noembryondlniho antigenu (CEA), je ¢asnym znakem
nadorové transformace GIT. V rdmci hematopoetického
systému je exprimovana na granulocytech, kde se Gcast-
ni homo/heterotypické adheze a Ca> mediované signali-
zace. Prekvapivym jevem je viak jeji exprese na burikach
B-prekurzorové ALL. Pozitivné koreluje s chromozomalnf
prestavbou BCR-ABL a s hyperdiploidii a negativné s chro-
mozomaln{ prestavbou TEL-AMLI.

Cilem nasi studie je sledovat signalizaci mediovanou
CEACAMG6 na leukemickych burikdch, zjistit jeji funkéni
pFinos a mozné zapojeni v procesu leukemogeneze ¢i re-
zistence k chemoterapii. PouZivdme model protilatkou
mediovaného prokfizeni molekul CEACAM®6 a kokultivaci
leukemickych blastli na podptirné vrstvé stromalnich bu-
nék, kterd in vitro nahrazuje mikroprosttedi kostni diené.
Pomoci pritokové cytometrie kvantifikujeme povrcho-
vou expresi integrin(, zmény jejich afinity a avidity, fosfo-
rylaéni zmény vybranych intraceluldrnich kindz a apoptdzu
a viabilitu CEACAM6+ leukemickych blastd.

Vysledky: Prokfizeni molekul CEACAM®6 zvy3uje povrcho-
vou expresi p1 (CD49) a p2 (CD11a, CD11b, CD11c)
integrinG (0 4 % a o 20, 25,40 % resp., n = 5, p < 0,05).
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Soucasné se zvy3uje i jejich afinita (vazba k ligandiim)
VCAM-1 a ICAM-1 (o0 47 %, resp 26 %, n = 3, p < 0,05)
a k fibronektinu. Déle dochdzi ke zvysenf fosforylace du-
lezité antiapoptotické intracelularnf kindzy p44/42 MAPK
(Erk1/2) - 0 37 %, n = 5, p < 0,05. Prok¥izeni molekul
CEACAMG6 vyvolava apoptézu leukemickych blastd. Po-
kud v8ak blasty vystavime vlivu imatinib mesylatu (speci-
fického inhibitoru fizniho proteinu BCR-ABL) a kultivu-
jeme je na stromatu, CEACAM6-mediovana signalizace
podpofi prezivani blastd (n = 3, p < 0,05), pravdépodobné
zvySenim afinity vazby P1-integrin-ligand (VCAM-1
a fibronektin).

Zavéry: Nase data ukazuji, Ze je aberantni molekula
CEACAMG6 funkéné zapojena do komunikace ALL blastd
s okolnim mikroprosttedim. Prokfizeni molekul CEACAM®6
zvySuje povrchovou expresi a afinitu integrinCi a aktivuje
intraceluldrni signalizaéni molekulu p44/42 MAPK. Viemi
témito antiapoptotickymi signaly tak mize CEACAM6
pFispivat k malignimu chovédni ALL blastd.

Podporeno granty GAUK 7539/2007, VZMSMT 0021620813,
GACR 301/06/P162.
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Mutace Runx1 a jejich predpokladany vliv
na funkci tohoto transkripéniho faktoru

u myelodysplastického syndromu a akutnich
leukemii

O. Fuchs, D. Provaznikova, A. Kosteé¢ka,

K. BeneSova

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Transkripéni faktor Runx1 (d¥ive oznacovany také AMLIT,
CBFA2 a PEBP20B) je nezbytny pro hematopoézu a je
v nékterych pfipadech mutovan u myelodysplastického
syndromu (MDS) a akutnich leukemif (predevsim akutni
myeloidni leukemie - AML). DaleZitou oblasti tohoto trans-
kripéniho faktoru je konzervativni box runt, kterym se véze
k DNA a ktery hraje i dlohu v protein-protein interakcich.
Nejen homozygotnfi, ale i heterozygotni delece v boxu
runt vede k trombocytopenii u my$iho modelu i bez dal-
Sich faktord ddleZitych pro vznik MDS (Putz G et al.
Oncogene 2006; 25: 929-939). Runx1 déle obsahuje
2 transaktivacni oblasti, které reguluji transkripci cilovych
gentl (geny pro GM-CSF, IL3, M-CSFR,G-CSFR, receptory
T-lymfoidnich bungk, Fit3, p21CIP1/WAF1, Bcl-2, STAT3,
PU.1, c-myb, c-fos, myeloperoxidazu, granzym B a dal3y).
Izolovali jsme mononukledrni buriky z kostni dfené pa-
cientd s AML (33 vzorkd pacientl), MDS (76), CML (10)
a ALL (1, ptvodné oznaceny jako susp. MDS). Sekveno-
vali jsme exony genu Runx1, jejichz PCR produkty jsme
ziskali z genomové DNA z téchto vzorkd za poutziti intro-
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novych primer(. Detekovali jsme 5 mutaci heterozygotn{
povahy, z nichz 3 (vSichni pacienti s MDS) zasdhly oblast
runt [G138fsX147, [87fsX91, T151_R177del u varianty pro-
teinu p48, GenBank databdze No. NM(NP)_001001890.1]
a daldi dvé mutace (H2152fsX227 a Q256fsX284 u va-
rianty proteinu p48) v oblasti transaktiva¢nich oblastf
(pacient s AML a pacient s ALL). Prvni 3 mutace v boxu
runt vedou ke ztrdté funkce transkripéniho faktoru u mu-
tovaného Runx1. Zatimco p48 varianta Runx1 ma anti-
apoptotické ucinky (Gattenloehner S et al. Blood 2007
110: 2027-2033), posledni 2 mutace také vedou ke
ztraté aktivity p48 Runx1 v diferenciaci na granulocyty,
k podpote proliferace i pres ztrdtu antiapoptotického
Gcinku p48 Runx1. Zadna z nami nalezenych mutaci genu
Runx1 nebyla zatim podle ndm dostupnych informaci
popsana.

Prdce byla podporena grantem NR/9045-3 od IGA MZ CR.
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Nezvykly pfipad podkozni panikulitidé
podobného T-lymfomu

M. Matuska, J. Mayer, I. Vasov4, F. Fakan,

T. Waloschek, P. Mrazkova, A. Ligova, D. Feltl
Hemato-onkologické a transfuzni centrum FN Ostrava; Intern/
hematoonkologickd klinika Lékar'ské fakulty MU a FN Brno,
pracovisté Bohunice; Sikliv Patologicko-anatomicky tistav
Lékarské fakulty UK a FN Plzeri; Ustav patologie FN Ostrava;
Onkologickd klinika FN Ostrava

Podkozni panikulitidé podobny T-lymfom (SPTCL) je vzacné
se vyskytujici nonhodgkinsky T-lymfom. Neni dosud zndmo,
jak ovlivriuje biologické chovani nadoru pritomnost ko-
exprese antigenu CD56. Nddory s ¢aste¢nou nebo kom-
pletni CD56+ vykazuji ¢asto agresivni chovani a maji $pat-
nou progndzu. Invazivni formy maji Spatnou prognézu
a pouze 27 % pacientd prezivd 12 mésict po ukondenf
lécby. Stale diskutovanou otdzkou je proto zvoleni opti-
malniho lé¢ebného postupu.

Popis pFipadu: Prezentujeme kazuistiku 35letého paci-
enta s invazivni formou SPTCL. Dle CT vy3etfeni byla pro-
kdzana infiltrace hrotu pravé plice, postizeni pravého nad-
klicku s expanzi 50 x 30 x 25 mm dislokujici v. subclavia,
infiltraci tukové tkdné v oblasti krku pred kyva¢em a pra-
vé axily. V pravé pleurdlni dutiné byl objemny vypotek za-
birajici 1/2 hemitoraxu. Imunohistochemicky byla pro-
kdzdna castecna pozitivita NK asociovaného antigenu
CDS56. Vzhledem k rychlé progresi nemoci byl pacient [é-
¢en intenzifikovanym rezimem MegaCHOP/ESHAP/BEAM
s ASCT. V den +200 po ASCT je pacient v pretrvavajicf
kompletni remisi dle kontrolniho PET/CT.
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Kvalita Zivota pohledem lékafe — preventivni
modul pro studenty mediciny

N. §patenkové, K. Ivanova, V. Kajaba, J. Krélova
Katedra sociologie Filozofické fakulty UP Olomouc; Ustav socidlniho
lékarstvi Lékarské fakulty UP Olomouc; Hemato-onkologickd
klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Uvod: Kvalita Zivota se stala jednim z nejfrekventova-

néjsich pojmt soucasné mediciny. Uvazujeme o ni oviem

predevsim ve vztahu k pacientovi. Nicméné fakt, Ze kvalita

Zivota je dUleZitym aspektem pro samotné lékare, je zcela

opomijen. LékaFskd profese klade vysoké naroky na ab-

solventy mediciny nejen v prvnich letech praxe. Mezi ob-
lasti - okruhy problémd, které vyznamné zasahuji do kva-
lity Zivota lékatd a lékafek, patfi:

- nedostatek odbornych praktickych znalosti a doved-
nosti a dovednosti psychosocidlnich, identifikovanych
u absolventd vieobecného lékarstvi,

- jejich ztizend integrace na trhu prace a nasledné fungo-
vani v pracovnim prostred;,

- silny tlak spolecnosti na lékare - |ékaFskou profesi stavi
s ohledem na miru prestiZe na prvni misto, zaroven ne-
odpousti p¥ipadna selhdni a pochybent,

- nedostate¢né sladéni profesniho a rodinného Zivota,
pracovni rytmus, rigidita v hierarchii, vysokd ocekavani
pacient(, agresivni chovdni ze strany vefejnosti/pacienta,
traumatické zazitky, vztahy s kolegy atd.,

- konfrontace se situacemi na hrané Zivota a smrti a roz-
hodnuti, kterd mohou zdsadnim zpsobem ménit Zivot
pacienta i jeho rodiny.

Modul ,Jak prozit kvalitni Zivot v roli l1ékafe/ky?“ je zalo-

Zeny predeviim na osobni proZitkové zkuSenosti, ale za-

roven vychdazi a je tizce propojen s relevantnimi teoretic-

kymi poznatky a pFislusnymi védomostmi, a to zejména

z oblasti sociologie a socidlni psychologie. Cilovou skupi-

nou modulu jsou posluchaci 4.-5. ro¢niku vieobecného

léka¥stvi LF UP v Olomouci.

Zavér: Cilem tohoto ojedinélého projektu, resp. modulu,

je uvédomit si, Ze kvalita Zivota by méla byt relevantnim

cilem kazdého lékare/ky, a to nejen ve vztahu k jejich pa-
cientdim, ale i ve vztahu k sobg. Uastnikdm modulu bu-
dou objasnény zakladni aspekty kvality Zivota |ékare, které
jim poskytnou teoreticky kontext pro pochopeni moz-
nych problémi a prekdzek, s nimiz se mohou v roli 1é-
kare/ky setkat. Anticipace urcité situace totiz eliminuje
mozné stresové dopady naroc¢nych Zivotnich situaci, s ni-
miz se mohou Gcastnici kurzu posléze v Zivoté |ékare/ky
setkat (,,jestlize vim, co mé ¢ekd a mozna nemine, je to
pro mé srozumitelnéj$i a méné ohrozujici“). Modul je
soudasti kurikula LF UP (volitelny predmét C) a projektu
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OP RLZ: Systém psychosocidlni prevence pro studenty
vdeobecného lékaFstvi, CZ.04.1.03/3.2.15.2/0353.

Tento projekt je spolufinancovdn Evropskym socidlnim fondem

a stdtnim rozpoctem CR.
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Febrilni neutropenie: projekt soustfedéné
komplexni péce v regionu Moravskoslezského
kraje

J. Gumulec, P. Klement, V. Farbiakova, M. Kofistka,

Z. Cermakova, S. Blahutova, I. Krajsova, D. Janek,

H. Plonkova, C. Bodzasova, J. Zuchnickd, A. Némcova,
P. Slezdk, E. Bogoczova, M. Wrébel, M. Brejcha,

A. Ligova, M. Matuska, D. Klodova

Ustav klinické hematologie a Hemato-onkologické a transfuzni
centrum FN Ostrava; Hemato-onkologické a transfuzni centrum
FN Ostrava; McMaster University and Henderson Research
Centre, Hamilton, Canada; Hematologické a transfuzni oddéleni
NsP Trinec-Sosna; Krevni centrum a Hemato-onkologické

a transfuzni centrum FN Ostrava; Hematologické a transfuzni
oddéleni NsP Opava; Hematologické a transfuzni oddélent
Podhorské nemocnice Bruntdl; Hematologické a transfuzni oddéleni
NsP Karvind-Rdj; Oddélen klinické hematologie Onkologického
centra J. G. Mendela Novy Jicin; Klinika onkologickd a Hemato-
onkologické a transfuzni centrum FN Ostrava

Febrilni neutropenie (FN) je Zivot ohroZujici stav navozeny
nejcastéji predchozi protinddorovou chemoterapii. Roz-
hodnuti o adekvatni 1é¢bé musi byt rychlé - napt. empirickd
antibioticka 1écba by podle uznavanych doporuceni méla
byt zahdjena do hodiny od rozvoje horecky. Centralizace
péce o pacienty s potencidlem vzniku FN, vynucena nak-
ladnosti a/nebo slozitosti komplexni péce o pacienty s na-
dorovym onemocnénim, predstavuje vyznamné ndroky na
organizaci. Dliraz musi byt kladen na dokonalou kooperaci
centra se véemi typy pracoviSt. V prezentaci predstavujeme
projekt soustfedéné, komplexni, multidisciplindrni a multi-
centrické péce o pacienty s rizikem rozvoje a/nebo s jiz roz-
vinutou FN. Jeho hlavni rysy jsou nasledujici:

- velmi dobfe dostupné a ndzorné edukaéni materidly
pro odbornou verejnost (od sester domdci péce po vy-
Skoleny persondl specializovaného pracovisté),

- kvalitni eduka¢ni materidly pro laickou vetejnost,

- jednoduchd stratifikace miry rizika FN,

- koordinovana a standardizovana péce v domacim pro-
stiedi a/nebo v siti zdravotnickych zatizeni podle riziko-
vosti FN,

- kontinualni spoluprace ¢lenti pracovni skupiny pro FN.

Vnit# Lék 2008; 54(5)
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Progresivni multifokalni

leukoencefalopatie - vzacna komplikace

po podani chemoterapie a rituximabu

u nemocného s lymfomem

M. Hrudkova, D. Belada, L. Smolej, M. Valis,

H. Hornychova, M. Abuhajar, J. Maly

Oddelent klinické hematologie II. interni kliniky Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové; Neurologickd klinika Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové; Fingerlandiiv vstav patologie Lékarské
fakulty UK a FN Hradec Krdlové; Radiologickd klinika Lékarské
fakulty UK a FN Hradec Krdlové

Je popsan p¥ipad 69letého muze |é¢eného od Eervna roku
2000 pro CLL chlorambucilem s dosazenim nPR. V ervenci
roku 2003 doslo k progresi choroby, histologické vysetrent
kréni uzliny prokdzalo infiltraci folikularnim lymfomem
(FL). Bylo podano 6 cyklit CHOP s dosazenim PR a 4 dévky
rituximabu jako konsolidaéni terapie - i pfes mirnou regresi
trva PR. Ndsledné byl podavan interferon o, po jeden rok
jako udrzovaci terapie. V ervnu roku 2005 pro druhou pro-
gresi onemocnéni byl pacient lé¢en 4 ddvkami rituximabu
v monoterapii. Restagingové vysetieni prokazalo stabilnf
chorobu, na pfani nemocného nebylo v dalsi 1é¢bé pokra-
¢ovano. Pro treti progresi onemocnéni byly od kvétna roku
2006 podany 4 cykly FCR p.o. s dosaZenim nejisté kom-
pletni remise. O 8 tydnii pozdéji byl pacient preloZen na Il.
intern{ kliniku FN Hradec Kralové pro rozvoj pravostranné
hemiparézy a organického psychosyndromu. MRI vy3ette-
ni mozku odhalilo mnohocetnad loZiska v bilé hmoté v obou
frontdlnich lalocich a bylo vysloveno podezieni na progre-
sivni multifokalni leukoencefalopatii (PML). Elektronmikro-
skopické vysetfeni likvoru prokdzalo pfitomnost JC viru,
ptivodce PML (elektronmikroskopicky zachyt JC viru téz
v krvi a moci). | pres virostatickou lécbu klinicky stav pa-
cienta déle progredoval do obrazu kvadruplegie a nasledné
komatdzniho stavu, dalsi komplikaci byl rozvoj septického
Soku. Po 3 tydnech hospitalizace pacient zemvtel pod obra-
zem multiorganového selhdni. V sekénim nalezu prokdzalo
imunohistochemické a PCR vy3etfen( bilé hmoty mozku
pfitomnost JC viru, termindlni p¥i¢inou smrti byla myko-
tickd pneumonie. PML je vzdcné demyelinizacni onemoc-
néni CNS vyvolané oportunni infekci JC virem typické pro
imunokompromitované pacienty. | kdyZ je PML raritnim
onemocnénim, je tieba na néj vzdy myslet pfi rapidné se
rozvijejici neurologické symptomatologii s obrazem de-
myelinizace CNS na MRI vySetieni. Diagnosticky je pri-
kaz JC viru v likvoru, ev. mikroskopicky v bioptované tkani
CNS. Lécba je bohuzel svizelnd, kazuisticky jsou popiso-
véany regrese po podanf cidofoviru. V nasem p¥ipadé se jed-
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nalo o zavaZznou komplikaci u vyrazné predléceného ne-
mocného s deficitem jak v bunééné, tak i v protilatkové
imunité.

Podporeno vyzkumnym zdmérem MZ ¢. 00179906.
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Imatinib mesylate and aging: Preliminary
evaluation of efficacy and toxicity of two
CML groups

E. Téthova, A. Kafkova, M. Surova, M. Fricova,

N. Stecova

Klinika hematologie a onkohematologie Lekdrskej fakulty UPJS
a FN L. Pasteura Kosice, Slovenskd republika

Background: The age is included and acts as poor prog-
nostic factor in the staging systems most employed (So-
kal and Euro). Older patients have been generally exclu-
ded from most of the trials employing interferon, due to
its toxic effects. Only few studies investigated the effect of
imatinib in older chronic myeloid leukemia patients
CML.

Aim: To investigate the effects of age on response and
compliance to imatinib.

Methods: We analysed of 59 patients who have treated
with imatinib for chronic phase CML after treatment
with interferon had failed. At enrollment 12/59 (20 %)
were > 60 years (median age 64, range 62-74) and 47/59
(80 %) < 60 years (median age 37, range 21-58). Sokal
risk distribution was different between the 2 groups: low
Sokal risk cases were 14 % in older group vs 56 % younger
group (p = 0.01). Timing of response evoluation: hema-
tologic, continuously; cytogenetic 6 and 12 months; mo-
lecular, at 3, 6 and 12 months.

Results: At 6 months, both groups achieved a 94 %
complete hematologic response (CHR) rate. At 12 months,
the complete cytogenetic response (CcyR) rate were
older/younger 39 %/58 % (p = 0.002). The major cytoge-
netic response (MCyR) achieved 6/12 (50 %) patients in
older group and 33/47 (70 %) patients in younger group
(p=0.003). The probabilities of progression - free survi-
val and overall survival were the same. Moreover, among
complete cytogenetic responders, no differences were
found in the level of molecular response between the
2 age groups. As might be expected, older patients expe-
rienced more adverse events, both hematologic and non-
hematologic.

Conclusions: The observation period is still short, but
our data confirm the results of other autors in patients
treated in late chronic phase after failure of interferon
treatment: fewer responses but the same long-term
outcome for older patients.
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Nové moznosti vyuziti monitorace mutace
JAK2 V617F po alogenni transplantaci
perifernich kmenovych bunék: kazuistika

M. Peciichova, B. Katrincsdkova, L. Raida,

M. Jarosova, K. Indriak

Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UK a FN Olomouc

V roce 2005 byla objevena dloha ziskané mutace cy-
toplazmatické Janus tyrozin kinazy 2 (JAK2) V617F v etio-
patogenezi myeloproliferativnich onemocnéni (MPD).
Jeji ptitomnost byla prokdzéna u drtivé vétsiny pacientl
s diagndézou polycytemia vera (PV, asi 95 %) a asi u 50 %
pacientl s diagndzou idiopatické myelofibrézy ¢i esen-
cidlni trombocytemie. Dnes je vy3etfeni této mutace sou-
¢asti diagnostiky chronickych MPD. Intenzivni vyzkum
vyznamu jeji kvantifikace je soudasti studii hodnoticich
klinické chovdni a prognézu MPD. Predkladame pripad
mladého muZe (rok narozeni 1978), u néhoz byla v breznu
roku 2000 stanovena diagndéza PV. Retrospektivni analy-
zou byl u tohoto pacienta prokazan v dobé diagnézy po-
moci metodik PCR heterozygotni vyskyt mutace JAK2
V617F s dominantnim zastoupenim mutantnf alely. Paci-
ent podstoupil v breznu roku 2005 alogenni pfibuzen-
skou transplantaci perifernich kmenovych bunék (PKB)
od HLA-identické sestry po pfipravném rezimu Fludara
+ Busulfan + ATG. Transplantacni [é¢ba byla indikovédna
vzhledem k véku pacienta, pozvolnému nérstu sleziny a ri-
ziku dal3i akcelerace s prechodem do myelofibrézy. Den
+29 se objevily prvni zndmky akutni kozni GvHD, ktera do-
sahla 1. stupné dle Glucksberga, byla zvlddnuta kortikote-
rapii. Den +34 prokézalo vySetfeni chimérizmu v pIné krvi
metodou FISH 97 % ddrcovskych bunék. Prokdzané vymi-
zenf pozitivity JAK2 V617F pIné koreluje s FISH potvrzenym
dosazenim darcovské chiméry. Toto sdélenf si klade za il
prispét k diskusi o vyznamu monitorace vyse zminéné mu-
tace pti sledovani minimdlnf rezidudlni choroby (MRD).
Podporovdno grantem IGA NR/7799-3 a vyzkumnym zdmérem
MSM6198959205.
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Cirkulujici endotelové prekurzory u pacienti
lécenych alogenni transplantaci

L. Kideryova, R. Veseld, M. Hnatkova, L. Uchytilova,
H. Rychtrmocova, K. Benesovd, R. Pytlik

I. interni klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha;

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Cirkulujici endotelové prekurzory (CEP) jsou ptvodem
dreriové buriky ptitomné v periferni krvi, které se mohou
podilet jak na fyziologické, tak na patologické tvorbé
cévniho Fecisté. V predchozich pracich [napt. Kideryova

Vnit# Lék 2008; 54(5)



et al Haematologica/Hematol ] 2006; 91 (Suppl 1): 328]
jsme prokdzali, ze pacienti s poskozenim malych cévv di-
sledku vaskulitidy maji snizeny pocet CEP. Protoze k po-
Skozeni mikrocirkulace dochazi téz po alogennf transplan-
taci, studovali jsme pocty CEP u alogenné transplantova-
nych pacientl. Pocty cirkulujicich endotelovych prekurzor(
byly stanoveny kultiva¢ni metodou CFU-Hill a metodou
pratokové cytometrie celkem u 17 alogenné transplanto-
vanych pacientdl. Jako kontrolni soubory slouzilo 17 dosud
nelécenych pacientd s hematologickymi nddory a 36 zdra-
vych dobrovolnikd. Vékové medidny alogenné transplan-
tovanych pacientd, dosud nelécenych pacientli a zdra-
vych dobrovolnikd byly 45, 51 a 54 let (p = ns). Stejné tak
se nelisily pocty leukocytt v uvedenych populacich. Mezi
zdravymi dobrovolniky bylo vice Zen nez v kontrolnich
populacich (p = 0,006), avsak pocéty CFU/ml perifernf krve
nebyly zavislé na pohlavi. Alogenné transplantovani pa-
cienti pred zahdjenim p¥ipravného rezimu i nové diagnos-
tikovani pacienti méli signifikantné méné CFU-Hill/ml krve
nez zdravé kontroly (medidny 1,2, 3,5 a 29 CFU-Hill/ml,
p < 0,0001 v Kruskallové-Wallisové testu). Mezi alogenné
transplantovanymi a nové diagnostikovanymi pacienty sta-
tisticky vyznamny rozdil nebyl zjistén. V dal$im sledovéani u alo-
genné transplantovanych pacientl (den +21 az den +378
po transplantaci) vétsinou doslo k dalSimu poklesu CFU-Hill,
i kdyz tento pokles byl na hranici statistické vyznamnosti.
Pocty CEP zjistované pritokovou cytometrii nekorelovaly
s kultiva¢nim stanovenim, coz je v souladu s dfive publiko-
vanymi pracemi. Snizeni po¢tu CEP u alogenné transplan-
tovanych pacientl patrné nesouvisi jen s prodélanou lé¢-
bou, ale i se samotnym nddorovym onemocnénim. Dlou-
hodobé snizené mnozstvi endotelovych progenitort muize
souviset s vy$8im rizikem kardiovaskuldrnich onemocnénti,
popisovanym u pacienttl lé¢enych alogenni transplantaci.
Podporeno IGA MZ CR 8754/3, GAUK 33/2006/C/1. LF,
MSM 0021620808.

P42 - 1271

Identifikdcia genetickych aberacii u pacientov
s DLBCL

D. llen¢ikova, P. Novakova, K. Hlinkova,

A. Vranovsky, V. Ballovd, M. Ladickd, L. Plank
Oddelenie onkologickej genetiky Nerodného onkologického
vstavy Bratislava, Slovenskd republika; Klinika hematoldgie

a transfuzioldgie Ndrodného onkologického vistavu Bratislava,
Slovenskd republika; Ustav patologickej anatomie Jesseniovej
lekdrskej fakulty UK a MFN Martin, Slovenskd republika

Uvod: Klinicko-patologické heterogenita DLBCL vykazuje
heterogenitu v molekuldrnej patogenéze tohto ochore-
nia. Klasické molekuldrne stidie identifikovali najmenej
3 rézne genotypy DLBCL. Prvy typ zodpoveda za pri-
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blizne 40 % a je asociovany s prestavbou BCL6 génu.
Druhy geneticky typ DLBCL vykazuje jednu z niekofkych
molekuldrnych portich génov BCL2 a BCL6 spojenych
s aktivaciou protoonkogénov REL, MUCT, BCL8 a C-MYC.
Treti typ je dany ,transformaénou drdhou®, ktord zahfia
transformdciu uz existujticeho folikuldrného lymfému s pre-
stavbou génu BCL2. Aberdcie tychto génov st povaZované
za primarne chromozémové aberdcie. Medzi sekundarne
chromozémové aberacie patri predovietkym delécia génu
p53, p16. Sem patria tie aberacie, ktoré predstavuju
nadbytoény alebo chybajtici geneticky materidl v genéme.
Oni st casto pricinou histologickej transformacie nizko-
maligného na vysokomaligny a skrdtenej doby prezivania.
Vysetrenie klonalnej prestavby IgH sa vySetruje kombino-
vanou aplikaciou IGH (VH-JH a DH-JH) a IGK oblasti.
Material a metédy: V rokoch 2006-2007 bolo na oddelent
vySetrenych 140 pacientov s DLBCL Materidlom bol parafi-
novy blok uzliny u 29/140 (20,71 %), cerstvé tkanivo uzliny
v 2/140 (1,43 %) a PK/KD u 130/140 (92,85 %). Metédou
konvenc¢nej a molekulovej cytogenetiky (iFISH) sme vySetrili
140 vzoriek kostnej drene a periférnej krvi pacientov s DLBCL.
Metédou FISH sme vy3etrili aberacie génov BCL6, IgH a p53.
Metédou molekulovo-genetickej diagnostiky sme vo vzorke
kostnej drene sledovali pritomnost buniek s translokaciou
bcl2/IgH. Metédou iFISH sme u 29 pacientov retrospektivne
vySetrili tumorové tkanivo z parafinového blocku.

Vysledky: V stibore 140 pacientov sme mohli genetickymi
metéddami zachytit genetické aberdcie u 39 pacientov
(27,86 %) v tkanive KD a PK a 23/26 pacientov (88 %)
v tumorovom tkanive. Primarne chromozémové aberacie
sme identifikovali u 4 pacientov metédami konvencne;j
cytogenetiky KD a PK, metédou FISH u 17 pacientov
a metédou molekulovej diagnostiky 4 pacientov. Se-
kunddrne zmeny sme mohli vySetrit u 15 pacientov kon-
vencnou cytogenetikou. U 7 pacientov sme potvrdili pri-
tomnost translokacie Bcl2/IgH, ¢o poukazuje na vyvoj
DLBCL z folikulového lymfému. U 23 pacientov sme me-
tédou FISH z fixovaného tumorového tkaniva uzliny zistili
pritomnost chromozémovych aberdcii. Najfrekventova-
nejSou aberaciou bola zmena génu IgH a BCL6. Sledovali
sme klinicko-patologické a genetické korelacie nalezov.
Projekt bol podporeny MZ SR 2005/ 01-NOU-16.

P43 - 1268

Prace specializované sestry hemaferetického
strediska s novym adsorberem Lipocollect

B. Strnadova

Oddelent klinické hematologie II. interni kliniky Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové

Uvod: Nova medicinska technika p¥inasi's sebou lepsi |é-
¢ebné vysledky, ale je ndro¢na na presné a bezpecné pro-
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vedeni. Extrakorporalni elimina¢ni metodiky patfi mezi
nejsloZitéjsi mezi hemaferézami; jsou uzivany k selektiv-
nimu odstranéni LDL-cholesterolu u pacient s homozy-
gotni nebo tézkou heterozygotni hypercholesterolemif,
ktefi neodpovidaji adekvatné na kombinovana ,stan-
dardni® lé¢ebnd opatreni (dieta, zména zZivotniho stylu,
medikamentézni terapie). Popisujeme vlastni zkuSe-
nosti s obsluhou prvniho typu adsorbéru na vicecetné
pouziti, obsahujictho pouze uméle vyrobené (nezivo-
¢isné) substance.

Material a metodika: Extrakorporalnf eliminaci lipopro-
tein(i provddime metodou imunoadsorpce - plazma se
oddéli separdtorem Cobe-Spectra a je ¢erpana do adsorp-
¢né-desorpéniho automatu Adasorb, kde jsou adsorpéni
kolony, které jimaji LDL-cholesterol. Dosud jsme praco-
vali s typy, kde sorbenty byly animélniho pdvodu. To ne-
se s sebou jisté nebezpedi prenosu zvitecich infekci anebo
alergickych reakci. Kolona Lipocollect obsahuje jako prv-
ni pouze synthetické substance, neimunizuji a vylucuji né-
které dal3i vedlejsi reakce. Po prvé Ize vie pti vyrobé steri-
lizovat teplem. Adsorbér Lipocollect obsahuje poloteku-
tou hmotu - mikrokuli¢ky kfemicitého gelu, které jsou
porézni, maji otvory; v mikrootvorech je vdzdna kyselina
polykarbonova. Negativni naboj reverzibilné vdze ¢astice
LDL-cholesterolu a VLDL-cholesterolu. Po zapInéni se ko-
lony promyvaji a opét pouZivaji.

Vysledky: U pacienta s homozygotni familiarni hy-
percholesterolemif, kde je extrakorporalnf eliminace Zivot
zachranujicim vykonem, bylo provedeno 25 procedur s uve-
denym adsorbérem. LDL-cholesterol klesd 0 72,6 + 5 %
plvodni hladiny. Lécebné procedury probihaly bez ved-
lejSich ptihod, pacient je dobte toleroval a nebyly zjistény
klinicky vyznamnéjs$i nebo nebezpec¢né zmény zékladnich
biochemickych parametr(i. Z hlediska obsluhy je kolona
lehce zaFaditelnd do soustavy primarniho a sekundarniho
pfistroje podobné, jak provddime dosud. Uvolnénf re-
verzibilni vazby LDL-cholesterolu z kolony je dokonce jed-
nodussi, provadi se pouhym jednomolarnim NaCl a ne-
musi se pouzivat t¥i riizné roztoky.

Zavér: Adsorbér Lipocollect byl pouzit poprvé v CR. Je
ucinny, bezpecny a z hlediska obsluhy je vyhodnéjsi nez
d¥ive pouzivané adsorbéry. | kdyz jiz bylo provedeno 26 vy-
kond, bude presnéjsi hodnoceni mozné az podle dalsich
vysledkd.

Podporovino vyzkumnym projektem MZ MZO 00179906.
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Srovnani selektivni deplece aloreaktivnich
T-lymfocytti u pacienti s leukemii

a mnohocetnym myelomem

E. Matéjkova, I. Buresova, J. Muzikova, D. Kyjovska,

J. Smejkalova, R. Hajek, J. Michalek

Univerzitni centrum bunécné imunoterapie MU Brno; Univerzitni
vzkumné centrum — Ceskd myelomovd skupina MU Brno

Uvod: Reakce $tépu proti hostiteli (graft-versus-host di-
sease - GVHD) je stale nejcastéjsi a nejzavaznéjsi komplikaci
po alogenni transplantaci kmenowych bunék. Hlavni roli ve
vzniku GVHD hrajf aloreaktivni klony T-lymfocytt darce, kte-
ré mohou nésledné zptisobit poskozeni tkdni pacienta. Selek-
tivni deplece je velmi tcinnou strategif k odstranéni téchto ne-
bezpeénych dércovskych T-lymfocytl a zarover je p¥i tomto
postupu zachovan Zadouci protinddorovy potencidl Stépu.
Metodika: V primarni smi$ené lymfocytarni reakci (mixed
lymphocyte reaction - MLR) byly pouZity ozafené neleuke-
mické/nenddorové buriky pacienta jako antigennf stimuld-
tor. Vznikld populace aloreaktivnich T-lymfocytl byla se-
lektivné depletovana pomoci anti-CD25 imunotoxinu
(IT). Zbylé T-lymfocyty nevykazovaly reaktivitu proti
burikdm pacienta (pFijemce $tépu) a byly ndsledné stimu-
lovany leukemickymi/nadorovymi burikami od stejného
pacienta. Takto aktivované buriky byly imunomagneticky
separovany na zdkladé produkce INFy.

Vysledky: V nasich experimentech bylo provedeno 20 MLR
(10 s diagnézou akutni myeloidni leukemie, 3 s akutnf
lymfoblastickou leukemii a 7 s mnohocetnym myelomem).
Selektivni deplece aloreaktivnich T-lymfocytl pomoci anti-
-CD25 IT dosahla vzdy velmi vysoké ticinnosti (99,2-100 %,
medidn 99,7 %). Graft-versus-leukemia/myelom (GVL/GVM)
efekt darcovskych T-lymfocytt byl dobfe zachovén, 1,1 az
9,6 % (median 7,46 %), darcovskych T-lymfocytl bylo
GVL/GVM reaktivnich, zatimco graft-versus-host (GVH)
reaktivita darcovskych bunék byla zanedbatelnd (0-0,23 %,
medidn 0,14 %) i po opakovanych restimulacich ozarenymi
nenddorovymi burikami pacienta.

Zavér: Lze konstatovat, Ze je mozné velmi Gcinné selek-
tivné depletovat aloreaktivni T-lymfocyty darce pomoci
anti-CD25 IT. V pFipadé diagndzy leukemie i mnohocet-
ného myelomu byla u depletovanych bunék zachovana
relativné vysoka reaktivita proti leukemii/myelomu.
Podporovdno grantem Ministerstva skolstvi, mlddeZe a télovychovy
NPVII 2B06058.
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Imunomodulace v managementu SIRS
komplikujictho lé¢bu HCL

D. Starostka, L. Novosadova, P. Mikula

Oddélen klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov

U pancytopenické 41leté pacientky s anamnézou bron-
chidlniho astmatu a atopického ekzému byla analyzou
kostni difené prokazana HCL. Lécbu standardné davko-
vanym 2-chlorodeoxyadenozinem za antiinfekéni, anti-
trombotické a TLS-profylaxe s podporou G-CSF a erytro-
poetinem komplikovaly protrahované febrilni epizody
charakteru SIRS doprovazené artralgiemi a intermitent-
nim urtikaridlnim exantémem, rekurujici 11 tydnd po apli-
kaci 2-CDA, provazené vyraznou elevaci FW a CRP a leh-
kou hepatopatif. Prokalcitonin byl opakované normalni,
Siroce zamérené analyzy (mikrobiologie, sérologie, imu-
nologie, PCR, grafické metody) neprokazaly jednoznacnou
infekénfi pFicinu stavu ani autoimunitni proces. FCM lymfo-
cytl PK detekovala tézky bunéény imunodeficit (T-lymfo-
deplece a deplece NK-bunék). Komplexni Sirokospektra
empirickd antiinfekéni terapie byla inefektivni, rapidni
pokles horec¢ky a CRP nastal vlivem kortikosteroid(i (opa-
kované bolusy metylprednisolonu 125-250 mg/den na-
sledované prednisonem maximéalné 80 mg/den po 3 mé-
sice). Imunomodulace zahrnovala dale IVIG (dvé 30gramo-
vé davky) a nakonec transfer faktor (8 davek humanniho
transfer faktoru - deeskala¢ni Stydenni rezim). 3,5 mésice
po terapii byla nemocna asymptomatickd s normalizaci
hemogramu, poctu T-lymfocyt, NK-bunék a hladin imu-
noglobulind. Kompletni remise HCL byla dokumentovana
za 6 mésict po [écbé 2-CDA. Protrahovany SIRS po stan-
dardni [é¢bé HCL v terénu imunoalterace u nemocné
s polyvalentni alergii byl zvladnut imunomodula¢ni é¢-
bou se zdsadnim podilem tcinku transfer faktoru.

P46 - 1240

Genetické vysetrenia T-lymfémov u deti

K. Hlinkova, D. llené&ikova, B. Piagkova, M. Cermak,
M. Stukova

Oddelenie onkologickej genetiky Nerodného onkologického tistavu
Bratislava, Slovenskd republika

Uvod: T-lymfémy u deti si pomerne vzacne, tvoria prib-
lizne 12 % non-Hodgkinovych lymfémov (NHL). NHL pred-
stavuju heterogénnu skupinu ochorent, ktoré sa lisia ako
klinickymi priznakmi, tak i odpovedou na rézne typy te-
rapie. Genetické vySetrenia T-lymfémov u deti mézu pri-
spiet k upresneniu diagnézy ochorenia, poskytnit informa-
cie o progresii ochorenia a zdrovert mézu byt ndpomocné
tam, kde je morfologicka diagnéza nejednoznacna. K de-
tekcii chromozomadlnych aberdcii u deti s T-lymfémami
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vyuzivame okrem metéd konvenénej cytogenetiky i metédy
FISH analyzy a molekularno-genetické metddy.

Material a metédy: Na naSom pracovisku sme retrospek-
tivne vySetrili 26 pacientov diagnostikovanych v rokoch
1999-2008, u ktorych sme sledovali najc¢astejsie chromo-
zomdlne aberdcie. Molekuldrno-genetickym vySetrenim
sme na zaklade heteroduplex analyzy sledovali prestavbu
génov pre T-bunkové receptory (TCRad-14q11, TCRB-7q34
a TCRy-7p15). Ako vysetrovaci material sme pouzili DNA
izolovanu z kostnej drene, resp. periférnej krvi. FISH ana-
lyzou sme detekovali chromozomalne aberacie prostred-
nictvom troch typov sond: sil/tal [del(1)(p32,p32), TLX3
(t(5,14)(g35,932)] a TCR sonda /3 [t(1,14)(p32,q11)].
U vsetkych pacientov sme sledovali deléciu nadorového
supresorového génu p16 (9p21) a amplifikdciu génu ABL
(9934). Vysetrovacim materidlom FISH analyzy bol fixo-
vany tumor uzliny, pricom v niektorych pripadoch sme
poutzili nativny tumor uzliny. V priebehu lie¢cby sme na
zédklade pozitivneho nalezu sledovali pritomnost pozi-
tivneho klonu vo vzorke kostnej drene resp. perifernej krvi.
Tym sme mohli u niektorych pacientov monitorovat
ochorenie a zistit odpoved na liecbu.

Zaver: V nasom prispevku uvedieme koreldciu vysledkov
jednotlivych vySetrovacich metéd v zdvislosti od typu vy-
Setrovacieho materidlu a zhodnotime prognosticky vy-
znam zistenych chromozomalnych aberdcif.

P47 - 1235

Potieby nemocnych akutni leukemii

a moznosti psychoterapie

Z. Hrstka

Katedra verejného zdravotnictvi Fakulty vojenského zdravotnictvi
a Klinika onkologie a radioterapie Lékarské fakulty UK a FN
Hradec Krdlové

V soucasné dobé se psychologickd pomoc pacientiim
s akutnf leukemii zac¢ind dostavat do systému poskytovani
komplexni péce o pacienta jako nezbytnd souddst |éceb-
ného postupu. Vychodiskem se stalo pozndnf, Ze tito pa-
cienti po urcitém case, bez ohledu na mnoZstvi oficial-
nich informacf a na validitu informaci neoficialnich, poskla-
daji mozaiku svych znalosti 0 nemoci a dospéji k pravdé
o své situaci. Velmi ¢asto se stdvd, Ze znaji i rigorézni né-
zev nemoci. Pravem se tedy ptaji, co bude dal, jakou kva-
litu, jaké trvani a smysl bude mit jejich dalsi Zivot s nemoci.
Jestlize vezmeme v lvahu potfeby nemocnych tak, jak je
vidi sami pacienti, pak by psychologickd pomoc a kon-
krétni psychoterapie méla kontinudlné zajistit lidsky roz-
hovor, emoc¢ni podporu a poradenskou sluzbu v nejsir-
$im slova smyslu. Domnivdm se, Ze to jsou zdkladni pred-
poklady, od kterych se odviji redlnd zadouci zména
postojtl k vlastni nemoci cestou osobniho a osobnostniho
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zrani. Psychologickd a psychoterapeutickd pomoc pa-
cientim s akutni leukemif vytva¥i predeviim dostatecné
pFiznivé prostiedi pro vyjadreni pocitll, obav, starosti
a nadéji nemocnych. Pfi chdpani potreb pacientd doda-
va psychoterapie odvahu a silu a projevi viru v tom, Ze se
podaif i v tak slozité situaci najit individualné pfijatelné
feSeni. Pacient nesmi byt v 1é¢bé pouze pasivni figurkou,
kterd se necha lécit, ale musi byt aktivnim spolupracovni-
kem a partnerem |ékare. Lze predpokladat, ze psycholo-
gickd pomoc se bude ménit, utvaret a vyvijet imérné s ris-
tem zkuSenosti zdravotnického persondlu - tymu posky-
tujictho komplexni péci, chtéjicimu také poskytnout urcity
psychicky komfort. Potfeby nemocnych jsou zndmy né-
kdy v obrysech, jindy detailné. V kazdém pripadé viak jak
pacienti, tak oSettujici tym zacnou plné spolupracovat az
tehdy, splni-li se zakladni predpoklad lékafsko-terapeu-
tického vztahu: naudi se vzajemné oteviené hovorit o tak
zdvaznych vécech, jako je nemoc, bolest, umirani, pfi-
padné smrt. P¥ispévek pojednavd o zdkladnich postuld-
tech akceptace potteb pacientli s akutni leukemii a moz-
nostech vyuziti psychologické pomoci i psychoterapie.

P48 - 1229

Chromozomové zmény 2p u chronické
lymfocytarni leukemie

M. Holzerova, H. Urbankova, R. Plachy, L. Kucerova,
Z. Pikalova, T. Papajik, K. Indrak, M. Jarosova
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UK a FN Olomouc

Uvod: Chronickd lymfocytarni leukemie je nej¢astdjsi
leukemii dospélého véku. Vysledky molekuldrné genetic-
kych a imunofenotypizaénich sledovdni nemocnych
s CLL prokazaly prognosticky vyznam mutaéniho stavu
IgVH a exprese CD 38, stejné jako chromozomovych ab-
normalit potvrzenych pomoci molekularni cytogenetiky.
Kromé chromozomovych zmén se zndmym prognostickym
vyznamem, jako jsou delece 6q, 11q, 13q a 17p deteko-
vanych rutinnim molekuldrné cytogenetickym vysetre-
nim, nalézdme u nemocnych s CLL i dal$i chromozomové
aberace. V soucasné dobé nenf jasné, zda dalsi aberace,
které nejsou detekovdny standardnim vySettenim pomoci
FISH, maji vliv na progndzu a vyvoj onemocnéni.

Metodika: Provedli jsme klinické a laboratorni vySetfeni
7 nemocnych s CLL (muzi) s prokdzanym zmnoZenim 2p.
Predpokladdme, ze zmnozeni genetického materidlu krat-
kych ramen chromozomu 2 mdze vést k aktivaci proto-
onkogeni lokalizovanych ve sledované oblasti. Zaméfili jsme
se na sledovani zmén v poctu kopif gent ALK, N-MYC,
REL, BCL11a, jejichz role v leukemogenezi je znam4,
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a imunohistochemické ovéreni hladiny proteint sledova-
nych gen(.

Vysledky: Zmnozeni 2p23~p11 bylo prokdzdno pomoci
komparativni genomové hybridizace (CGH), pripadné
1Mb arrayCGH. K detailnimu mapovani zmnozenych
oblasti byla provedena interfazni FISH s komeréné do-
stupnymi sondami (Abbott-Vysis) a sondami pF¥iprave-
nymi z BAC klon( v nasi laboratoti. U viech nemocnych
byl prokdzan nemutovany status IgVH a provedena imu-
nohistochemickd analyza hladiny proteindi sledovanych
gend.

Zavér: Prace shrnuje molekuldrné cytogenetickd, mole-
kuldrné genetickd a klinickd data u 7 vybranych nemoc-
nych s CLL v zavislosti na genetickych zménach 2p.

Prdce je podporovdna grantem MSM 6198959205 a NR 9484-3.
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Souvislost mezi intracelularnim obsahem
lé¢iva a bunéénou rezistenci nddorové linie
exprimujici P-glykoprotein

P. Krumpochova, I. Frydrych, P. DoleZel, P. Mlejnek
Ustav lékar'ské biologie Lékarské fakulty UP Olomouc

P-glykoprotein (ABCB1) patfi do rozsahlé rodiny tzv. ABC
membranovych proteinl (ATP binding cassette), které
jsou zodpovédné za transport latek pres bunéénou mem-
branu. Tento proces vyzaduje energii ve formé ATP. ABC
proteiny maji vyznamny podil na vzniku mnohocetné [é-
kové rezistence nadorovych bunék. P-glykoprotein (P-gp)
je jednim z ¢lent ABC rodiny membradnovych transportérd,
ktery byvd primarné spojovan se vznikem rezistence u na-
dorovych bunék. Aktivné snizuje intracelularni obsah $i-
rokého spektra latek, a to i proti koncentra¢nimu spddu,
¢imz navozuje rezistenci. V nasi laboratofi jsme se poku-
sili nalézt kvantitativni vztah mezi zménou intraceluldrniho
obsahu |éciva a reverzi rezistence po aplikaci inhibitoru
P-gp. Experimenty byly provadény s bunécnou linii K562/
/Dox, kterd ma zvySenou expresi genu mdr1. Jako mode-
lové léc¢ivo jsme pouzili daunorubicin, jehoz intracelu-
larni obsah jsme stanovovali metodou pritokové cyto-
metrie. Nase vysledky ukazuji, Ze narGst intracelularniho
obsahu daunorubicinu v burice po aplikaci cyklosporinu A
(CsA), zndmého inhibitoru P-gp, Ize jen ¢dstecné vysvét-
lit reverzi rezistence bunék vystavenych kombinovanému
tcinku daunorubicinu a CsA.

Projekt je podporovdn granty Ministerstva zdravotnictvi CR, grant
NR9482-3 a cdstecné grantem Ministerstva skolstvi, mlddeze
a télovychovy, wizkumny zdmér 6198959216.
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ZvySena exprese mRNA pro angiopoietin-2

u pacientt s chronickou lymfocytarni leukemii
a nemutovanym IgVH

F. Vrbacky, L. Smolej, V. Vroblova, S. Pekova,

K. Sarounova, M. Pecka, J. Maly

Oddélent klinické hematologie Il. interni kliniky Lékar'ské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové; Ustav klinické imunologie a alergologie
Lékarské fakulty UK a FN Hradec Krdlové; Oddeélen klinické bio-
chemie, hematologie a imunologie Nemocnice Na Homolce Praha

Vyzkumy poslednich let ukazuji, Ze na patogenezi chronické
lymfocytarni leukemie (CLL) se vyznamné podili angiogeneze.
Jednim z duleZitych cytokin(i Gcastnicich se tohoto procesu je
i angiopoietin-2 (Ang-2), jehoZ zvySena aktivita byla pozorova-
na u nékterych hematologickych malignit. Udajii tykajicich se
Ang-2 u CLL je vSak velmi mdlo. V nasi laboratofi jsme proto za-
vedli metodu kvantifikace mRNA pro Ang-2 pomoci kvantita-
tivni PCR v redlném case a nasledné stanovili mnoZstvi tran-
skriptu pro Ang-2 v separovanych mononuklearnich burikach
24 nelécenych pacientli s CLL. Pro normalizaci rozdilt v kon-
centraci templdtu mezi jednotlivymi vzorky byl pouzit transkript
kontrolntho genu Abl1. Exprese ZAP-70 a CD38 byla analyzo-
vana priitokovou cytometrii. Mutaéni stav IgVH byl stanoven
z cDNA standardni metodou vyuZzivajici databdzi IgBLAST.
U 10 pacientl byla zisténa zvySend koncentrace mRNA pro
Ang-2 (pomér Ang-2/Abl1 > 5%10-3). U ostatnich 14 pacientd
bylo mnozstvi transkriptu pro Ang-2 nizké ¢i nedetekovatelné
(pomér Ang-2/ /Abl1 < 5%10-3 nebo Cp pro Ang-2 > 35). Sta-
tistickym vyhodnocenim ziskanych dat byla zjisténa signifikant-
ni zavislost mezi zvySenou expresi transkriptu pro Ang-2 a ne-
mutovanym IgVH (n = 21, p = 0,012). Zavislost mezi mnoZstvim
mRNA pro Ang-2 a expresi CD38 (p = 0,057) a ZAP-70 (p =
= 0,410), stadiem dle Raie (0 nebo I-Il; p =0,069) ¢i priibéhem
onemocnéni (stabilni nebo progresivni; p = 0,39) se prokazat
nepodafilo. Nase pilotni studie ukazuje, Ze zvySend exprese
Ang-2 v mononukledrnich burikdch pacient(i s CLL je asociova-
nd s mutacnim stavem IgVH a muiZe tedy hrdt roli v rozvoji to-
hoto onemocnéni. Potvrzeni vysledkd vSak bude vyZzadovat dal-
8i studium této problematiky a analyzu vétsiho poctu pacientt.
Tento vyzkum byl realizovdin s podporou vyzkumného zdméru
ministerstva zdravotnictvi ¢. MZO 00179906.
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Stanoveni a vyznam mutace V617F genu
JAK2 u myeloproliferativnich chorob

A. Novosadova, B. Katrincsidkova, J. Kadlecova,

M. Kola¢kovd, M. Divoka, J. Indrdkovd, M. JaroSova
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Myeloproliferativni onemocnéni predstavuji velice hete-
rogenni skupinu chorob myeloidni fady krvetvornych bunék.

XXIl. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni Géasti, Olomouc, 28.-30. 5. 2008 - abstrakta

Diferencidlni diagnostika se standardné opird zejména
o detekci 2 molekuldrnich zmén: flizniho genu BCR-ABL
a mutace V617F v genu pro tyrosinkindzu JAK2. BCR-ABL
charakterizuje pfedevsim chronickou myeloidnf leukemii,
JAK2 mutace se naopak vyskytuje u viech tzv. BCR-ABL/Ph1
negativnich myeloproliferativnich chorob, predevsim u pa-
cientdl s diagnézou prava polycytemie, esencidlni trombo-
cytemie ¢i idiopatickd myelofibréza. Na drovni diferen-
cidlni diagnostiky pfitomnost JAK2 mutace potvrzuje klo-
nalnf charakter myeloproliferace, ¢imz nesporné prispiva
k diferenciaci pravé polycytemie od jinych, neklonalnich
poruch myeloidni fady. Nepfitomnost této mutace viak
diagnézu klondlntho myeloproliferativniho onemocnénf
nevylucuje. Detekcl JAK2 mutace se na Hemato-onkolo-
gické klinice Olomouc zabyvdme od roku 2005. Stan-
dardné tuto mutaci, spolecné s fliznim genem BCR-ABL,
vysetiujeme v dobé stanoveni diagndzy u viech pacient(
s myeloproliferativnim onemocnénim. Cilem naseho sdé-
lenf je predstavit postup monitorovani vyskytu JAK2 mu-
tace v nasi laboratoti a shrnout pfinos tohoto screeningu
pro klinickou praxi. P¥i vySetfeni vychazime z periferni krve
nebo kostni dfené, ze které izolujeme DNA. P¥i samotné
detekci JAK2 mutace vyuzivdme alelové specifickou PCR,
ktera nam umozriuje selektovat pacienty s pfitomnou
mutaci. V letech 2005-2008 jsme v nasi laborato¥i vyset-
fili celkem 350 pacientll na pfitomnost JAK2 mutace.
Incidence mutace a neustéle se rozriistajici soubor vy-
Setfenych pacientll poukazuji na vyznamnost detekce
JAK2 mutace u myeloproliferativnich chorob.

Prdce je podporovina grantem: MSM 6198959205.
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Morfologicka a geneticka analyza pacientov
s klinicky verifikovanou pravou polycytémiou
J. Marcinek, T. Burjanivova, T. Balharek, P. Szépe,

Z. Lasabovi, L. Plank

Ustav patologickej anatomie a Konzultacné centrum
hematopatoldgie Jesseniovej lekdrskej fakulty UK Martin,
Slovenskd republika; Ustav molekuldrnej bioldgie Jesseniovej
lekdrskej fakulty UK Martin, Slovenskd republika

Uvod: Prava polycytémia (PV) sa vyznaéuje pritomnos-
tou genetickej mutdcie JAK2 (V617F) tyrozinovej kindzy,
ktord viak nachddzame aj pri inych Ph1-myeloprolifera-
tivnych ochoreniach (MPO). Pre odliSenie inych typov
MPO je preto potrebné bioptické vysSetrenie kostnej drene
(KD). V préci sa zameriavame na hodnotenie mutacie
JAK2 a klasickych, resp. netypickych morfologickych ¢ft
pacientov s klinicky verifikovanou PV.

Metodika: Geneticktd analyzu sme realizovali u 37 pacien-
tov, u ktorych dotaznikmi osloven{ oSetrujlici lekéri dia-
gnostikovali PV, pricom v 35 pripadoch kvalita bioptickej
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vzorky KD umoznila i semikvantitativnu morfologicku
analyzu (19krdt KD odobratd v case diagnostiky PV,
14krat po dlhodobom sledovani resp. terapie, 2krdt tieto
informdcie neboli zndme) s pouzitim Standardného pa-
nelu farbeni KD. Mutdcia JAK2 bola vySetrovand z DNA
izolovanej z parafinovych blokov pomocou alelovo-3peci-
fickej PCR.

Vysledky: Morfoldgia KD 24krat zodpovedala diagnéze
PV, 3krat sme zvazovali okrem PV i moznost primarnej
myelofibrézy (PMF), resp. Tkrat diagnézu esencidlnej trom-
bocytémie (ET), 3krat morfolégia KD zodpovedala dia-
gnéze CIMF a 7krat blizsie neklasifikovatefnému MPO.
Pre PV typickd hypercelularitu KD sme pozorovali u 27 pa-
cientov, trilinedrnu proliferdciu u 32 pacientov, ¢asto bez
pritomnosti Fe pigmentu (28krat). V casti pripadov mald
¢ast megakaryocytov (mgk) vykazovala morfoldgiu ty-
pickd pre ET (19krét), resp. PMF (11krat), 11krdt boli
pritomné i tesné zhluky mgk. Dysplazie mgk boli pri-
tomné v 33 pripadoch (24krat < 10 % v3etkych mgk).
9krat sme identifikovali normalne mnozstvo fibrézy v KD,
17krat lahkd, prevazne fokdlnu retikulinovi fibrézu. Vo
vadsine pripadov s atypickou morfolégiou sa jednalo
o dlhodobé sledovanie/terapiu ochorenia. Mutaciu JAK2
(V617F) sme identifikovali u 33 pacientov, 3 pripady boli
negativne a Tkrat kvalita DNA neumoznila analyzu.
Zaver: Klasicky morfologicky obraz PV byva ¢asto naru-
Seny atypickymi morfologickymi ¢rtami (dyspldzie a tesné
zhluky mgk, retikulinova fibréza), ktoré st najcastejsie
dosledkom dlhodobého sledovania resp. terapie pacienta
a mozu viest k chybnej diagnéze PMF. Pritomnost muté-
cie JAK2 potvrdzuje diagnézu MPO a jej nepritomnost
spochybniuje, aviak nevylu¢uje moznost PV.

Podpora projektu ESF — Inkubdtor doktorandov na JLF UK
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Kvantifikace transkripti BCR-ABL v CR-
mezilaboratorni porovnani

J. Rulcovd, J. Moravcova

Ustav hematologie a krevni transfuze Praha

Uvod: Molekularni monitorovani mnoZstvi transkriptd
BCR-ABL pomoci real-time RT-PCR je dilezitym ndstrojem
pFi sledovani stavu pacientl s chronickou myeloidni leu-
kemii. Bylo prokazano, Zze zvySovani hladiny transkriptd
naznacuje progresi choroby, snizeni naopak dspésnou
lécbu. Pouziti riznych metod nebo zpiisob provedeni (od
izolace RNA aZ po poutzity kontrolni gen) muze vést k roz-
dilnym vysledkiim u jednotlivych laboratofi. Protoze do-
posud nebyla dokonc¢ena mezindrodni standardizace me-
tody, je pro klinickou praxi velmi vhodné porovnat vy-
sledky kvantifikace BCR-ABL alespori v ramci laboratoff
jedné zemé.
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Metodika: V roce 2007 jsme provedli porovnani vysledki
kvantifikace BCR-ABL v 7 laboratofich CR (Brno, Hradec
Kralové, Olomouc, Plzen, Praha: Homolka, Motol, UHKT).
Pro porovnani jsme ptipravili vzorky z lyzath bunék linie
K562, které byly fedény lyzatem celkovych leukocytt nor-
malniho ddrce - fedénfi Tkrat, 10krdt, ... 106krat, tedy s po-
klesem hladiny transkriptd BCR-ABL v rozsahu 6 radd.
Vzorky stabilizované lyza¢nim pufrem GITC (107 bunék/ml)
byly postou rozeslany jednotlivym laboratotfim. Ve viech
laboratotich probihala kvantifikace BCR-ABL metodou
real-time RT-PCR. Pouzivané kontrolni geny: 4krat ABL,
2krat B2M a Tkrat G6PDH; ptistroje pro real-time PCR:
4krat Light Cycler, 2krat RotorGene, Tkrat ABI Prism;
standardy: Skrat komeréni (4krat Ipsogen, Tkrat Roche),
2krat vlastni plazmidy. Hodnotili jsme citlivost metody
a lineritu méfeni, hladinu transkript kontrolntho a BCR-
-ABL genu. Stanovili jsme orientaéni prepoctové koefi-
cienty vzhledem k NRL UHKT Praha, jejiz metoda je ana-
lyticky i klinicky validovana a akreditovana CIA.

Vysledky: Vysledky opét potvrdily nelinearitu metody po-
uzivajici kontrolni gen ABL pfi hodnotach vyssich nez 10 %
BCR-ABL. Proto je mozno orientacni prepoctové koefi-
cienty pouzivat pouze v oblasti spole¢né linearity metod,
tj. do 10 % BCR-ABL. Prepoctové koeficienty u laboratof{
pouzivajicich primery, sondy a standardy doporucené
EAC (Ipsogen) jsou v linedrni oblasti blizké 1. Proto do-
porucujeme véem laboratotim, aby tyto produkty pouzi-
valy. Porovnavénf a standardizace tak budou jednodussi.

P54 - 1190

Terapie systémového pretizeni zelezem
kombinaci chelata¢nich lékti u pacienta

s myelodysplastickym syndromem

a vrozenou hemochromatézou: kazuistika

J. Vondrédkova, K. Indrdk, M. Vranova, J. Prochdzkova,
L. Kucerova

Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc;
Oddéleni klinické hematologie Méstské nemocnice Ostrava-Fifejdy;
Ustav patologie Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Pretizen( Zelezem (Fe), at jiz vzniklé na podkladé primarn{
poruchy, jako je vrozend hemochromatdéza, ¢i zplsobené
sekunddrné napt. u polytransfundovanych nemocnych,
vede k zavaznému poskozen( orgdn(i az Zivotohrozujicim
staviim. Hledaji se proto cesty, jak tomuto problému pre-
dejit a nadbytec¢né Zelezo z organizmu eliminovat. U vro-
zené hemochromatdzy se provadéji venepunkee, u poly-
transfundovanych nemocnych je podavédna chelatacni te-
rapie vétSinou v monoterapii. Predmétem sdéleni je
popis pfipadu pacienta s multifaktoridlni poruchou me-
tabolizmu Zeleza pfi vrozené hemochromatéze typu 1 s he-
terozygocii H63D genu HFE a soucasné s myelodysplas-
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tickym syndromem typu RARS, IPSS 0, low risk se zndm-
kami systémového pretizeni zelezem vedouciho k organové
toxicité (kardiopatie, hepatopatie, diabetes mellitus, ar-
tropatie). Anémie nedovolila odstrafiovat nadbytecné Fe
venepunkcemi, proto byla zahdjena chelataéni [é¢ba de-
feriprone v ddvce 40 mg/kg/den (tj. 6 tbl. Ferriproxu denné)
pfi vstupnim Hb 88 g/I a feritinu 1 273 pg/l, zaroven byl
podavan rekombinantni erytropoetin v ddvce 30 000 j.
tydné. Trvajici anemizace a nutnost intermitentni substi-
tuce transfuzemi (hodnoty Hb 70-80 g/I) vedla k dalsf
zatézi nadmérnym Fe, a proto indikujeme kombinovanou
chelataéni terapii s vyuZitim terapeutického potencidlu
rozdilnych preparat a za podminek zachovanf{ uspokojivé
kvality Zivota pacienta. Ponechavame per os deferiprone
40 mg/kg/den jen 5 dni v tydnu a zbyvajici 2 dny apliku-
jeme pomocf infuzoru v kontinudlni infuzi deferoxamine
(Desferal) v dévce 28 mg/kg/den. Lécba je pacientem dobre
tolerovdna, bez vyraznéjsich nezddoucich ucinkd, probihd
plné vambulantnim reZimu. Dosahujeme poZadovaného
terapeutického efektu, ktery verifikujeme monitoraci hla-
diny feritinu (pokles na 348 pg/l), zaroveri dochézi i k re-
gresi hepatopatie a snizuje se spotfeba ddvek inzulinu.
Z uvedeného pfikladu komplikovaného pacienta s tézkym
systémovym pretizenim Fe lze usuzovat, ze kombinovana
chelata¢ni 1écba mze byt prospésna zejména tehdy, kdy
dosud obvykla monoterapie selhava.

PS5 - 1188

Vysledky studie QOL-A2004: Kvalita Zivota
onkologickych pacientli po autologni
transplantaci perifernich krvetvornych bunék
V. Kajaba, P. Rehofova, M. Zitkova, E. Bystricka,

V. Pavlicov4, J. Séudlova , H. Pola¢kova
Hemato-onkologickd klinika Lékari'ské fakulty UP a FN Olomouc;
I. interni klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha; Interni
hematoonkologickd klinika Lékarské fakulty MU a FN Brno,
pracovisté Bohunice; Hemato-onkologické oddélen/ FN Plzeri;

I1. intern( klinika Lékarské fakulty UK a FN Hradec Krdlové

Uvod: Hodnoceni kvality Zivota ve vztahu ke zdravi (HR-
-QOL) se dostdva do podvédomi v mediciné od 90. let
20. stoleti. V oblasti klinického hodnocenf je sledovéni
kvality Zivota ve vztahu ke zdravi nedilnou soudastf studi.
Zejména v prvnim roce po prevodu autolognich krvetvor-
nych bunék nékteré zavéry studii ukazuji nepfiznivy do-
pad na kvalitu Zivota nemocnych. Od roku 2004 probiha
na klinice prospektivni hodnocenf kvality Zivota vztazené ke
zdravi (Health-related Quality of Life - HR-QOL) u ne-
mocnych s pldnovanou autologni transplantaci krve-
tvornych bunék. V roce 2005 se do projektu zapojila
dal¥i transplanta¢ni centra v CR a studie probiha jako
multicentrickd soucasné na pracovistich ve FN Olomouc,
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FN Brno-Bohunice, VFN Praha, FN Hradec Krélové
a FN Plzen.

Vysledky: Pacienti nastupujici na transplanta¢ni jednotku
hodnotf svou kvalitu Zivota témér shodné jako zdrava po-
pulace. K zdsadnimu poklesu kvality Zivota dochdzi pti
hodnoceni 10 dni po TKB (¢as T1). Ve 2/3 parametr(
doslo ke zhorSeni sledovanych oblasti kvality Zivota. Ke zmé-
nam dochdzi také v pfipadé laboratornich parametr( -
median hladiny hemoglobinu klesd v ¢ase T1 na 93 g/I,
medidn hladiny trombocytt na 22 x 10°/ a median hla-
diny leukocyt(i na 0,5 x 10°/1. Uvedeny pokles laboratornich
parametr( nebyl ve vétSiné pripadi statisticky vyznamny
ve vztahu k sledovanym parametrdim kvality Zivota - vy-
jimkou je vztah hladiny Hb a subjektivné vnimanou
dugnosti a tinavou pacienta.

Diskuse: Vcasné indikovana transplantace zvySuje $anci
na uzdraveni ¢i prodluZuje Zivot bez zndmek onemocnéni.
V nékterych pfipadech je transplantace jedinou kurativn{
moznosti, kterou miizeme pacientovi nabidnout. Na druhé
strané zde mame kvalitni paliativni péci, ktera sehravd
svou nezastupitelnou roli v pfipadé selhanf kurativnich
moznosti. V obou pfipadech je sledovani a hodnocenf
kvality Zivota dileZitou soucasti ve vztahu pacienta, rodiny,
blizkych a osetfujiciho tymu. Na nékteré otdzky ndm stu-
die odpovédéla - kvalita Zivota se v ¢ase po ASCT rychle
vraci na droven zdravé populace, naopak nékteré dalsi
otazky stoji pfed ndmi - vybrané ukazatele je vhodné va-
lidovat s del$im ¢asovym odstupem - optimalné 3-5 let po
ASCT uZ jenom proto, Ze napf. socialni oblast ¢i financ-
ni nezavislost vyzaduji podrobnéjsi tidaje s del$im caso-
vym obdobim sledovani. Vhodné se jevi poloZeni dal3ich
otdzek - ndstup do zaméstndni, trvani ,,nemocenské®,
priznani ¢aste¢ného/plného invalidniho dichodu.
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Souvislost polymorfizmt genu MAdCAM-1
se vznikem komplikaci po alogenni
transplantaci kmenovych krvetvornych
bunék

Z. Ambriizova, A. Stahelova, K. Indrik, M. Petrek,

L. Raida, E. Faber, F. Mrazek

Ustav imunologie Lékai'ské fakulty UP a FN Olomouc;
Hemato-onkologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc

Uvod: MAdCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion
Molecule-1) je adhezivni molekula endotelidlnich bunék,
kterd se vaze s integriny na povrchu leukocytll (napf.
LPAM-1). Vyznamné se tak uplatriuje pfi smérovani T-lymfo-
cyth darce do slizni¢nich tkdnf pifjemce pfi rozvoji reakce
$tépu proti hostiteli (GVHD) po alogenni transplantaci
kmenovych krvetvornych bunék (TKB). Variabilita struk-
tury a exprese molekuly MAdACAM-1 podminéna genovymi
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polymorfizmy m(ize proto ovliviiovat vyskyt a zdvaznost
komplikaci po TKB.

Cil: Zhodnotit, zda vybrané jednonukleotidové poly-
morfizmy (SNP) genu pro MadCAM-1 jsou asociovany
s rozvojem akutni & chronické GVHD a zda ovliviiuji pre-
zivani po TKB.

Pacienti a metody: T#i vybrané bézné polymorfizmy genu
MAdCAM-1 (rs758502 C/T, rs2302217 A/G, rs3745925
G/T) byly vySetteny metodou PCR-SSP u 87 pacientd
a jejich pfibuznych (n = 70) nebo nep#ibuznych (n = 13)
HLA-identickych darct kmenovych krvetvornych bunék.
Vysledky: RozloZeni genotyp(i viech vySetfovanych poly-
morfizmd bylo v souladu s Hardy-Weinbergovou rovno-
vahou. Statistickd analyza odhalila ¢astéjsi vyskyt chro-
nické GVHD u MAdCAM-1 AA (rs2302217) homozygot-
nich pacientl nez u pijemct s ostatnimi genotypy - 68,7 %
proti 38,3 %; p = 0,03 (pe. = NS). P¥i analyze prezivani
jsme zjistili, Zze pacienti s genotypem MAdCAM-1 GG
(rs3745925) méli niz8i kumulativni imrtnost spojenou
s transplantaci (TRM) nez jedinci s jinymi genotypy
(p = 0,06). Ve vysetfovaném souboru nebyly nalezeny zddné
asociace mezi variantami genu MAdCAM-1 a rozvojem
akutni GVHD nebo celkovym ptezivanim po TKB.
Zavér: Vysledky této studie naznacuji, ze polymorfizmy
genu MAdCAM-1 mohou souviset s rizikem rozvoje chro-
nické GVHD a ovliviiovat dmrtnost na komplikace TKB.
Ziskand pilotni data je nezbytné zhodnotit na vétsim sou-
boru pacient(.

Tato prdce byla podporena Vyzkumnym zdmérem MSM
6198959205 a grantem IGA MZ CR NR 9099.

P57 - 1168

Choice of endothelial marker is crucial

for quantification of bone marrow
microvessel density in chronic lymphocytic
leukemia

L. Smolej, P. Kasparova, D. Belada, O. §irok)’l, P. Zak
Oddeélent klinické hematologie II. interni kliniky Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové; Fingerlandiiv istav patologie, Lékarskd
fakulta UK a FN Hradec Krdlové

Introduction: Angiogenesis is a potential prognostic fac-
tor in chronic lymphocytic leukemia (CLL). However, results
of studies assessing bone marrow neovascularization in
CLL are controversial, in part due to different antibodies
used for immunohistochemical identification of endothe-
lial cells and different methods of assessing microvessel
density (MVD). Moreover, there are insufficient data re-
garding relationship of marrow angiogenesis to prognos-
tic markers in CLL.

Methods: Therefore, we analyzed MVD in bone marrow
biopsies from untreated patients with CLL using immu-
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nohistochemical staining of endothelial cells with mono-
clonal antibodies against CD34 (n = 22) and von Wille-
brand factor (VWWF, n = 17) as well as 17 age- and sex-mat-
ched controls. MVD was quantified using ,hot spot®
method. Furthemore, CLL cohort was subdivided accor-
ding to clinical course (stable vs progressive), Rai stage
(0 vs I-IV), pattern of marrow infiltration (non-diffuse vs
diffuse), genetic abnormalities (favourable vs unfavourable),
and IgVH mutation status (mutated vs unmutated).
Results: MVD was significantly elevated in CLL vs con-
trols using either antibody (CD34, mean * standard de-
viation [SD], 75.6 = 50.6, 95% confidence interval of
mean [Cl], 53.2-98.1 vessels/mm? vs 47.4 + 21.8, 95% Cl
36.2-58.6 vessels/mm?, p = 0.039; VWF, 21.3 + 16.5 ves-
sels/mm?, 95% Cl 13.1-29.5 vs 11.5 = 8.5, 95% ClI
6.8-16.2 vessels/mm?, p = 0.017). However, no signifi-
cant MVD differences were detected between CLL sub-
groups with regard to any of abovementioned prognos-
tic factors. Interestingly, there was a significant diffe-
rence between MVD counts according to antibody used:
MVD was higher using CD34 vs VWF in CLL as well as
control group (p < 0.0001 for both).

Conclusions: This study supports the hypothesis that
microvessel density is significantly elevated in CLL. How-
ever, we did not observe significant MVD differences
between CLL subgroups with regard to classical or mo-
dern prognostic factors. Importantly, staining with anti-
CD34 resulted in significantly higher MVD counts than
with anti-vWF antibody. Larger studies using unified and
standardized method for neovascularization are needed
to allow direct comparison of results between different
centers and elucidate the real clinical significance of bone
marrow angiogenesis in CLL.

Supported by research project MZO 00179906 from Ministry of
Health, Czech Republic.
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Plazmatické koncentrace solubilniho endoglinu
maji prognosticky vyznam u nemocnych

s chronickou lymfocytarni leukemii

L. Smolej, C. Andrys, D. Belada, M. Hrudkova, P. Zak,
J. Krejsek, J. Maly

Ustav klinické imunologie a alergologie Lékar'ské fakulty UK a FN
Hradec Krdlové; Oddélent klinické hematologie Il. interni kliniky

Lékarské fakulty UK a FN Hradec Krdlové

Angiogeneze je v soucasnosti intenzivné zkoumana u fady
hematologickych malignit véetné chronické lymfocytarnf
leukemie (CLL). Endoglin (CD105) je soucasti komplexu
receptor(l pro transformujici ristovy faktor B (TGF-B)
a je nepostradatelny pro novotvorbu cév. Solubilni forma
endoglinu (sCD105) byla zjisténa ve zvysenych koncen-
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tracich v krvi u nemocnych se solidnimi naddory a nékte-
rymi hematologickymi malignitami. Cilem nasi studie bylo
zjistit eventudlni prognosticky vyznam solubilniho
endoglinu u CLL. Mé¥ili jsme sCD105 v plazmé periferni
krve metodou ELISA u 79 nemocnych s nelé¢enou CLL
a 69 zdravych dobrovolnikd. Zjistili jsme vyznamné zvy3ené
koncentrace sCD105 u nemocnych s CLL vi¢i kontrolam
(primeér + standardni odchylka: 6,8 + 2,1vs 4,6 £ 1,5 ng/ml,
95% interval spolehlivosti priméru 6,4-7,3 vs 4,2-4,9 ng/ml,
p < 0,0001). Nemocni s progresivni chorobu méli vy3si
koncentrace sCD105 v porovnani s pacienty s indo-
lentnim pribéhem (p = 0,0016). Byly prokdzény vyznamné
rozdily v koncentracich sCD105 v souvislosti s klinickym
stadiem dle Raie ve smyslu vzestupu endoglinu od cas-
nych ptes intermediarni k pokrocilym stadiim (p = 0,009
a p = 0,04). Preziti do progrese bylo vyznamné kratsf
u nemocnych s CLL, ktefi méli hodnotu sCD105 vy3si nez
pramér (medidn 15 mésicli vs nedosazen, p = 0,0045).
Nase vysledky naznacuji, Ze endoglin by mohl hrat vy-
znamnou roli v patogenezi a progresi CLL a jeho hodno-
ceni by mohlo prispét ke zlepSeni poznani angiogennich
procest u CLL a individudlni prognostické stratifikaci.
Podporeno vyzkumnym zdmérem MZO 00179906 Ministerstva
zdravotnictvi CR.
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Contribution of hemapheresis to the
improvement of microcirculatory disorders
M. Bléha, R. Maly

Oddeélent klinické hematologie II. internf kliniky Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové; 1. interni klinika Lékarské fakulty UK
a FN Hradec Krdlové

Introduction: Rheologic parameters play an important
role in good microcirculatory functions. The single rheophe-
resis treatment simultaneously eliminates an exactly defi-
ned spectrum of high-molecular weight rheologically re-
levant plasma proteins [i.e. a:2-macroglobulin, fibrino-
gen, LDL-cholesterol, lipoprotein(a), von Willebrand factor
(VWF), immunoglobulin M (IgM), fibronectin, and puta-
tively multimeric vitronectin]. This results in the imme-
diate pulsed reduction of plasma viscosity as well whole
blood viscosity, which with a series of treatments can lead
to sustained microcirculatory recovery, and change signi-
ficantly the natural course of a chronic disease. We sum-
marise our experience.

Methods and patients: In the prospective trial presented
here, 28 patients were treated - severe familiar hypercho-
lesterolemia (FH): 4 pts; non-healing lesions caused by
severe ischemic diabetic foot syndrome (IDFS): 5 pts; age
related macular degeneration (AMD): 13 pts; acute
sensorineural hearing loss (ASHL): 3 pts; thyreoid orbital
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endocrinopathy (TAO): 3 pts. Our own modification of
rheopheresis was used: Plasma, free from cellular ele-
ments is obtained by blood cell separator (Cobe-Spectra,
Denver, USA) in high-speed centrifugation. Then it is run
through the ,second stage“ - a rheofilter (Evaflux 4A, Ku-
raray. Basic amount of processed plasma (calculated by
Cobe computer) is 1.5 of body volume. Haematological,
biochemical and haemorheological parameters were
measured before and after procedures and after the fi-
nishing of therapeutic series (AMD 8 procedures, IDFS
10, ASHL 3, TAO 10).

Results: Rheological procedures were very effective and
resulted in significant decreases of pathologically effective
substances: 02-macroglobulin 56.79 %, fibrinogen
63.50 %, IgM 60.49 %, LDL-cholesterol 70.27 %, apoli-
poprotein B 69.88 %, lipoprotein(a) 62.90 %. It resulted
in blood and plasma viscosity decrease (10.88/15.43 %).
Diabetic foot ulcers were healed in 3 of 5 pts. No pro-
gression from dry to wet form of AMD has been obser-
ved during 2 years. 6.60 % of side effects were observed;
they were not severe, transient and easily controlled.
Conclusion: Hemorheopheresis appears to be a suitable
method of adjunct therapy for diseases involving severe
disturbance of microcirculation, especially when pre-
vious therapeutic options were not sufficiently effective
or invasive procedures cannot be applied.

Supported by the research task of IGA MH CZ NR/9118-3.
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Safety precautions against infection
transmission during stem cell transplantation
M. Blédha, V. §tépa’.nova'., P. Z4k, M. Blazek, L. Jebavy,
E. Stépanova, P. Mé¥icka, S. Filip, R. Zimova,

I. Fatorova, J. Maly

Oddéleni klinické hematologie Il. interni kliniky Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové; Ustav mikrobiologie Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové; Tkdriovd dstiedna Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové; Klinika onkologie Lékarské fakulty UK
a FN Hradec Krdlové; Stdtni vistav pro kontrolu léciv Praha

Introduction: The problem of safety assurance for cell
and tissue transplantation is very urgent. The problem is
very broad generally and includes several specific issues,
such as setting the criteria for donor screening and testing,
examination of the collected and processed tissues, pro-
ducing standard operating procedures, establishing
a system for tracking the tissue from donor to the reci-
pient, developing a system for monitoring physical para-
meters during low temperature preservation, quality con-
trol of solutions, medical devices and chemicals used,
continuous training of the staff and regular testing of
quality of the environment. In our work, attention is fo-
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cused only on particular issue: danger of infection trans-
mission by infusion of cryopreserved PBPC (peripheral
blood progenitor cells) to the patients.

Materials and methods: 85 persons were examined -
75 patients with lymphoma, multiple myeloma and leu-
kemia before autologous transplantation and 10 healthy
donors for allogeneic transplantation were examined for
serological markers of viral hepatitis A (VHA), B (VHB),
C (VHC), human immunodefficiency virus (HIV), HTLV
(human T-cell leukemia virus), herpesviruses (HSV), cyto-
megalovirus (CMV), varicella-zoster virus (VZV), Epstein-
-Barr virus (EBB), toxoplasmosis and syphilis by enzyme
immunoassays from 2005 to 2006. In indicated cases
polymeraze chain reaction (PCR) and further serological
examinations and follow-up confirmed the pozitive serolo-
gical results and monitored the clinical course of infection.
Results: No signs of active infection were found in 5 do-
nors (50 %) and 60 patients (80 %), no serological pozi-
tivity of HIV or HTLV, no recent VHA infection. HBsAg
was negative in all patients, 2 patients had VHB in their
history. Rare anti-HCV reactivity (2 patients) was never
confirmed pozitive. Both markers of HSV active infection
(10 patients and 3 donors) and VZV (9 patients and 2 do-
nors) were common. We must admit the possible cross
reactivity in the IgM antibody response to herpetic viru-
ses in patients with the serological markers of multiple
infection. CMV IgM was detected in 3 patients. Toxoplas-
mosis IgM reactivity in 2 cases was not confirmed pozitive
and was concluded as nonspecific.

Conclusions: Clinically unsuspected, viral infections
(also in healthy donors) are common and justify the pa-
lette of tests despite of high demands and costs.
Supported by the research task MH CZ MZO 00179906.
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Psychological and psychosocial intervention
in oncological and haematooncological
patients treated with haematopoietic stem
cell transplantation - its importance and
position in anti-tumorous therapy in view

of the haematologist and the oncologist

L. Slovacek, B. Slovackova, Z. Hrstka, V. Pavlik,

J. Petera, S. Filip

Klinika onkologie a radioterapie Lékarské fakulty UK a FN Hradec
Krdlové; Psychiatrickd klinika Lékarské fakulty UK a FN Hradec
Krdlové; Katedra vojenské hygieny Fakulty vojenského zdravotnictvi
UO Hradec Krdlové

Background: We present a problem of psychological and
psychosocial intervention in oncological and haematoon-
cological patients, its importance and attitude in global
anti-tumorous therapy.
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Aims: We can claime that psychological and psychoso-
cial intervention have its own firm and indispensable post
in complex care about oncological or haematooncologi-
cal patient. Its importance is focused mainly to personal
profile of oncological patients, social support and apli-
cated psychotherapy in these specific cohort of patients.
Both types of interaction help clinical oncologist or hae-
matologist to perceive changes in state of health of pa-
tients in wider view.

Conclusions: These are the informations that enrich our
knowledge of patients urges and so can help to improve
the medical care. They also eneable to reveal the mecha-
nisms that modifie rise and course of disease. Mainly
abroad there are very good experiences with so called
“Quality of Life Team”. These teams are personally com-
posed of the physician - oncologist or haematooncolo-
gist, nurses with a specialization to oncology educated in
problematics of quality of life of oncological patients, cli-
nical psychologist, psychotherapeutist, social staff mem-
ber and data manager. Reason to make such a special
team is that care about patient and his family is prepares the
backround to which the patient can return after the anti-tu-
morous therapy and which influences his adaptation.

P62 - 1150

Psychosocial, health and demographic
characteristics of quality of life of oncological
and haematooncological patients treated
with haematopoietic stem cell transplantation
L. Slovacek, B. Slova¢kova, Z. Hrstka, V. Pavlik,

J. Petera, S. Filip

Klinika onkologie a radioterapie Lékarské fakulty UK a FN
Hradec Krdlové; Psychiatrickd klinika Lékarské fakulty UK a FN
Hradec Krdlové; Katedra vojenské hygieny Fakulty vojenského
zdravotnictvi UO Hradec Krdlové

Background: Quality of life (QOL) is defined as “a pa-
tient’s subjective evaluation of his life situation”. De-
finition of is based on Maslow’s theory of needs (the
need to sleep, to eat, to drink etc).

Aims: QOL term contains the information on an individual’s
physical, psychological, social and spiritual condition.
Methods: QOL evaluation is carried out by means of
generic and specific questionnaires. Generic QOL ques-
tionnaires generally evaluate a patient’s overall condition
regardless his disease. Specific QOL questionnaires are
designed for the evaluation of a patient’s overall condi-
tion in a particular type of disease. Modules are often
used with these specific QOL questionnaires. These mo-
dules are focused on specific symptoms and complaints
in a particular type of disease. The areas investigated in
QOL questionnaires usually include: patient’s physical
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functions, patient’s psychological functions, patient’s
social functions, including his financial situation, his
integration into the society, spiritual aspects (interests,
hobbies), symptoms which are specific for a particular
disease.

Conclusions: It is common in the clinical practice to eva-
luate a patient’s health condition and the success of the
therapy based only on one type of markers, the most
often by means of somatic, laboratory or detecting mar-
kers. The trend in modern clinical medicine is to evaluate
a patient’s health condition in a more complex way,
using other aspects. The QOL means more dimensional
evaluation of a number of life aspects. Different aspects
can be affected in a different way in a different phase of
the disease and its therapy. That is why this information
enriches our knowledge concerning patient’s needs and
it can significantly contribute to the medical treatment
improvement. It can also help us to reveal the mecha-
nisms which modify the origin and the course of disease.
There is a very good experience abroad with “Quality of
Life Team” which consists of a treating physician (an
oncologist), nurses who are educated in the problem of
the QOL for patients, a clinical psychologist, a psycho-
therapist, a social worker and also a data manager. The
reason why to establish these special teams is that by
providing care to the patient and support to his family
a good surrounding for the patient after HSCT can be
created after his return home. This good surrounding
can help the patient to adopt well.
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Nizkomolekulové hepariny a nadorové
ochorenie

J. Chudej, I. Plameriova, J. Hudecek, J. Stasko,

P. Chudy, P. Banov¢in, P. Kubisz

Klinika hematoldgie a transfuzioldgie Jesseniovej lekdrskej fakulty UK
a MFN Martin, Slovenskd republika; Il. internd klinika Jesseniovej
lekdrskej fakulty UK a MFN Martin, Slovenskd republika

Zmeny v hemostdze sprevadzajlice maligne ochorenia su
zndme viac ako 100 rokov. Je zndme, Ze riziko tychto kom-
plikdcif je vy33ie u pacientov s aktivnym zhubnym ochore-
nim a pri generalizovanych formach. Trombdza je naj-
C¢astejSou komplikaciou a po infekcii 2. najdolezitejSou
pri¢inou smrti pri pritomnosti nddorového ochorenia.
U pacientov s nadormi sa klinické prejavy tromboembo-
lizmu zistuju v 26 %, aviak pitevné ndlezy poukazuji na
incidenciu az 50 %. Pacienti s idiopatickou vendznou
trombézou maju 3-19-ndsobne vy33iu pravdepodobnost
sti¢asného diagnostikovania nddoru. Poruchy hemostdzy
sa ¢asto vyskytuju asymptomaticky. Castejsie sti trombo-
filné nez hypokoagulaéné stavy. Riziko tromboembolic-
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kych komplikdcii mézu pritom zvySovat aj dalsie predis-
ponujtce faktory: imobilita, opera¢ny zdkrok, chemote-
rapia, infekcie, hormondlna liecba, poutZitie centrdlnych
vendznych katétrov. Riziko trombdzy je spojené najma
s liecbou vysokoddvkovanymi kortikoidmi, cisplatinou,
mitomycinom C, talidomidom, ale aj s hormonalnou lie¢-
bou tamoxifénom. Casty je aj paradoxny vyskyt krvaca-
vych a trombotickych komplikdcif sti¢asne alebo s ¢asovym
odstupom u toho istého pacienta. Sticasny vyskyt trombdzy
pri malignych ochoreniach, zndmy ako Trosseauov syn-
drém, méze byt ich véasnym priznakom. KedZe vyskyt tychto
komplikécif je u pacientov s nadormi skutoéne vyssi, malo
by to ovplyvnit aj liecebné postupy. Objavili sa price
poukazujice na ucinnost nizkomolekulového heparinu
(LWMH) v prevencii a lie¢be venézneho tromboembo-
lizmu (VTE) vzniknutého v stvislosti s malignym nadoro-
vym ochorenim. Sttidia CLOT dokazala, Ze dalteparin je
u pacientov s malignitou a stcasne pritomnym VTE efek-
tivnej3i ako perordlna antikoagulaénd lie¢ba. Stadia FA-
MOUS naznacila, Ze dlhodobé uzivanie dalteparinu v po-
rovnani s placebom zlepsilo prezivanie pacientov s pokro-
¢ilymi solidnymi tumormi. Tato skuto¢nost je spdsobend
tym, ze LWMH maju antineoplastické ucinky, vratane
priamych antitumoréznych, imunomodulaénych vlastnosti
a posobia tiez proti angiogenéze. Pre onkologickych pa-
cientov st zvlast vyhodné zndme prednosti LWMH: mini-
mum laboratérnych testov, menej kontrol, vyhodnejsia
aplikdcia, moznost ambulantnej lie¢by. Tieto skutoc¢nosti
st dolezité, nakolko minimalizuji nutnost hospitalizacie
a vyrazne zlepsuju kvalitu Zivota onkologického pacienta.
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Trombofilné stavy

B. Machov4, L. Babinska

Klinika hematoldgie a transfuzioldgie Jesseniovej lekdrskej fakulty
UK a MFN Martin, Slovenskd republika

Trombofilné stavy mézeme charakterizovat ako chorob-
né stavy prejavujlice sa tromboembolickymi prihodami
v mladsich vekovych skupinach a v neobvyklych lokaliza-
ciach. Ide o sklon k zvySenej zrazanlivosti krvi na podkla-
de vrodenej alebo ziskanej poruchy hemostatickej rovno-
véhy, pri ktorej vznikd prevaha prokoagulacnych faktorov
nad antikoagulaénymi. Vrodené trombofilné stavy cha-
rakterizuje pritomnost niekofkych druhov mutécii v gé-
noch ovplyviiujicich zrazanlivost krvi, v désledku ¢oho je
vysoké riziko rozvoja tromboembolickej choroby
a naslednej hlbokoZilovej trombdzy. Ziskané trombofilné
stavy st dané Zivotnymi situdciami sti¢asnych fudi. Stre-
tdvame sa s nimi napr. pri zhubnych nddorovych ochore-
niach, v poopera¢nom obdobi, v priebehu tehotenstva, pri
hormondlnej liecbe a hormonalnej antikoncepcii. Lie¢ba
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trombofilnych stavov spociva predovietkym v prevencii
a intenzivnej antikoagula¢nej liecbe.
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Osetrovani tracheostomické kanyly

u pacienta s Burkittovym lymfomem
hypofaryngu: kazuistika

V. Dvotdkova, K. Medova, J. Smidova

I. interni klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha

U pacientl s agresivnim Burkittovym lymfomem, ktery
infiltruje kréni uzliny a rychle se zvétSuje nebo proristd
do dychacich cest, mize lymfomova masa zpusobit ttlak
dychacich cest. Obvykle je zavedena v tvodu tracheosto-
mie na zajisténf jejich prichodnosti. Nedilnou soucasti
Uspésné lécby kromé chemoimunoterapie je pravidelné
osetfovani tracheostomické kanyly. U 75letého pacienta
byl v srpnu roku 2007 diagnostikovan Burkittdv lymfom
s rozsdghlym tumorem krku 10 x 6 x 6 cm, ktery infiltro-
val hypofarynx a zplisoboval i ttlak jicnu. Subjektivné pa-
cient udaval dechové a polykaci obtize. Kovova tracheosto-
micka kanyla ¢. 11 byla zavedena 10. 8. 2007 a 6. 9. 2007
byla zahdjena chemoimunoterapie, kterd s pauzami apli-
kovdna do bfezna roku 2008. Soudcasti oSetfovani tra-
cheostomické kanyly byla pravidelna kontrola kanyly. Ka-
nyla byla vyménovana Tkrat denné, vnitrek kanyly byl vy-
mériovan a cistén specidlnim kartackem podle potreby.
Poté byla kovova kanyla vcetné zavadéce dezinfikovédna
(Sekusept pulv.) a poté sterilizovana v horkovzdusném
sterilizatoru. Pravidelné byl odsavan sekret z dychacich
cest pri hromadéni hlenu a podavdna expektorancia
a mukolytika (ambroxol hydrochlorid a acetylcystein).
Nékolikrat denné byla provedena hygiena okoli stomatu
tracheostomické kanyly a kiize, aby nedochdzelo k mace-
raci. Okoli stomatu bylo vzdy omyto sterilni apyrogennf{
Aquou pro iniectione a nésledné osetfeno indiferentnim
ochrannym krémem (Menalind professional). Ve spolu-
praci s rehabilita¢nimi pracovniky a rodinnymi ptislusni-
ky byla zajistovana dechova rehabilitace a pohybova ak-
tivita pacienta. PH postupném zmenSovani lymfomu
s Ustupem utlaku dychacich cest a jicnu byla 3. 12. 2007
vyménéna kovovd kanyla za umélohmotnou kanylu
Portex Blue Line Ultra (15 mm connector; 8,0 mm ID).
Vnitrek umélohmotné kanyly byl ¢istén opakované v pri-
béhu dne podle potieby (jako u vy3e popsané kovové ka-
nyly). Umélohmotnd kanyla byla vymérnovana Tkrat mé-
si¢né. 1. 2. 2008 bylo otorinolaryngologickym vySettenim
potvrzeno vymizeni stendzy trachey a tracheostomicka
kanyla byla dplné odstranéna s postupnym uzavérem
otvoru po tracheotomii. Stoma bylo pFekryto sterilnim
mulovym tamponem s dennf vyménou. U pacienta doslo
ke zlepSeni fonace. P¥i dodrZeni stanoveného postupu pfi
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oSetfovani tracheostomie je mozné snizit vyskyt kompli-
kaci v prabéhu lé¢by a prispét k obnovenf kvality Zivota,
srovnatelnou s obdobim pred onemocnénim.
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Osetfovani oteviené rany po excizi
tumoru hrudni stény u pacienta lé¢eného
pro Hodgkindv lymfom: kazuistika

I. Rehotov4, H. Polackova

I. interni klinika 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha

U 19letého nemocného byly 27. 2. 2007 pro predpoklé-
dany absces hrudnf stény parasternalné vlevo chirurgicky
odstranény nekrotické hmoty, které byly histologicky ne-
hodnotitelné. Pro generalizovanou lymfadenopatii s noc-
nimi poty, vdhovym ubytkem nad 10 %, subfebriliemi
a svédénim kiize byl pacient pfijat na I. interni kliniku
VFN Praha. Dne 2. 3. 2007 byl z exstirpované lymfatické
uzliny z pravé axily zjistén Hodgkin(v lymfom. Od brezna
roku 2007 do srpna roku 2007 pacient absolvoval 8 cykli
agresivni chemoterapie (BEACOPP eskalovany) pod anti-
biotickym krytim (ciprofloxacin a klindamycin) a nasled-
né do Fijna roku 2007 byla aplikovéna radioterapie na re-
zidudlni nddor. Po ukonceni [é¢by je pacient v remisi, bez
znamek onemocnéni. Od zadatku chemoterapie byla
oteviend rdna na hrudniku o priiméru 5 cm (objem 7 ml)
s nadorovymi nekrézami, fibrinovym povlakem a hnisa-
vou sekreci oSetfovana ve spolupraci s chirurgickou klini-
kou a s Centrem pro hojenf ran VFN. Vyplachy rany se
provadély Prontosanem (0,1 % Undecylenamidopropyl
Betaine; 0,1 % Polyaminopropyl Biguanide), Silvercel (Hy-
dro-Alginate, vldkna obohacena ionty stfibra). Vyplachy
rdny i prevazy provadény denné. Po 6 tydnech |é¢by do-
8lo k dstupu hnisavé sekrece s pretrvavanim fibrinovych
povlakd. Péce o ranu byla zménéna: vyplachy rany Pron-
tosanem, Nu-gel (Hydrogel s algindtem) a sterilni krytf
Surgipad (absorpéni obvaz ke kryti secernujicich ran).
Prechodné p¥i mirném zvétseni velikosti rany byl apliko-
van prouzek Aquacelu Ag (Hydrofiber - kryti se stfibrem)
a sterilnf kryti s prevazy po 3 dnech. V p¥ipadé objeveni
se povlakd v rané byl pouzit proplach Prontosanem, Nu-
gelem a aplikovény prouzky Actisorbu se sterilnim krytim.
P¥i trvajicim povlaku chronického kozniho defektu byl po
3 meésicich vyse uvedené lokdnf lécby aplikovan Hyiodine
(Hyaluronan-Jodid-Jéd) a naddle Prontosan a sterilni kryti.
Po ukonceni chemoterapie naddle trvd otevieny objemny
defekt (6 ml), ktery ale jiz bez p¥itomnosti nekrotickych
a nadorovych hmot, bez povlaku a sekrece. Lokalné apli-
kovan vyplach Prontosanem, Silvercel a sterilnf kryti. Dd-
leZitou soucdsti tspésné celkové a lokalni [é¢by byla edu-
kace pacienta a rodiny, ktera déle pokracovala v domacf
oSetfovatelské péci o ranu pacienta. Pozornost byla vé-

Vnit# Lék 2008; 54(5)




novana i péci o pokozku z diivodu fixace sekunddrniho
kryti. Okoli defektu se o3etfovalo Betadine (Lodopovidonum
100 mg v 1 ml vodného roztoku, fedéno 1: 100). V lednu
roku 2008 byla u nemocného tspésné provedena plastika
rezidudlniho kozniho defektu na hrudni sténé.
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Nové moznosti osetfovani mukozitidy dutiny
Gstni u pacientl po transplantaci
krvetvornych bunék

J. Skardova, K. Kabatova-Maxovd, S. Vokurka
Hematologicko-onkologické oddéleni FN Plzeri

Uvod: Mukozitida dutiny tstni (MDU) po chemoterapii
a transplantaci krvetvornych bunék predstavuje vyznamny
oSetfovatelsky problém. Lokalni péce o dutinu dstni's pra-
videlnymi vyplachy vhodnymi roztoky je standardni sou-
&asti odetfovani pacienta postizeného MDU. Pacientovi
umoziiujeme volit napt. roztoky Skinsept, Florsalmin,
Tantum, fyziologicky roztok s mezokainem nebo balenou
vodu s ohledem na p¥anfi a snasenlivost roztokd u pacienta.
Gelclair je vodou reditelny gel vytvarejici na sliznici lehce
vazky film, kryjici slizni¢ni defekty. Efektem ma byt i né-
kolikahodinovy pocit tlevy od bolesti a nasledné i zlep3ent
peroralniho pFijmu.

Cil: Ovéreni efektu a tolerance Gelclairu u pacient( s de-
fekty sliznic dutiny dstni p¥i MDU.

Metodika: Prospektivni nesponzorované sledovani se sou-
hlasem pacienta, hodnocenf tize MDU dle WHO, délka
a ¢etnost uzivani gelu, hodnocenf gelu pacientem dle VAS
(1 =vyborné, 3 = uspokojivé, 5 = nesnesitelné), vliv na pe-
rordlni pfijem, tleva od bolesti a trvani Gc¢inku Gelclairu.
Soubor: Pacienti s MDU s p¥itomnosti defektd sliznic
(stadium 2-4 dle WHO kritérii) po alogennf transplantaci
krvetvornych bunék.

Vysledky: V obdobi leden-btezen roku 2008 bylo sledo-
véno prvnich 7 pacientti. Maximalni stuperi MDU: 2 (71 %),
3 (29 %), 4 (0 %). Pramér dni uzivani gelu: 7,8 (5-13) dni.
Primér uziti za den: 2,7krdt (2-3krat) denné. Primér hod-
noceni pacientem: 3 (2-5). P¥{jem stravy po gelu: lepsi
(33 %), nezménén (66 %), horsi (0 %). Uleva od bolesti po
gelu: velmi dobra (0 %), dobrd (17 %), uspokojiva (17 %),
slabd (66 %), zadna (0 %). Trvani Gcinku gelu: az 3 hod
(83 %), a2 5 hod (17 %).

Zavér: Prvni vysledky doklddaji predpoklddany kratkodo-
by a také ¢astecny analgeticky efekt, s rozdilnou oblibe-
nosti pFipravku ze strany pacientl a bez zietelné neza-
doucich doprovodnych tcinka.

Diskuse: Gelclair rozsifuje moznosti doposud zavedené
odetiovatelské péce u pacientt s MDU. Pacientdm muze
byt individudlné nabizen s ohledem na jejich prani a s vé-
domim, Ze ¢aste¢né muze prispivat ke zmirnéni obtizi pfi
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MDU. Nase dosavadni sledovani zatim neukazuji na zvy-
$enf rizika infekci v dutiné dstni béhem uzivani Gelclairu.
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Adaptace na nemoc, obranné
mechanizmy a jejich selhani
A. Skrobankova

Oddéleni klinické psychologie FN Olomouc

Diagnéza maligniho onemocnéni je vzdy vyraznym zasa-
hem do Zivota ¢lovéka. Nemoc ma velky dopad na jeho
sebepojeti, na to, jak se vidi, chdpe a hodnoti. V relativné
kratkém case se musi nemocny vyrovnat se spoustou véci,
mezi néZ patfi napf. zména osobni identity, zména role,
kterou zaujima v bézném Zzivoté, ocekavani do budoucna.
Na viechno toto musi néjakym zplisobem reagovat. Po-
doba psychické reakce na nemoc je ddna zejména osob-
nosti nemocného a fyzickymi projevy somatického one-
mocnéni. Z dalsich ¢initell jsou to pak vék, Zivotn{ zkuge-
nosti, vzdélani, informovanost, o¢ekdvani, socidlni zazemi.
Mezi nejcastéji se objevujici emoc¢ni reakce pak pat¥i de-
prese, anxieta, popreni a regrese. Kazda z nich mize ve
zvlddédn( zdvazného onemocnéni pomoci, ale ve své ma-
ladaptivni formé také uskodit. V krajnich pfipadech mo-
hou byt diagnostikovany poruchy pfizplsoben, ev. za-
vaznd psychiatrickd onemocnéni.
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Is it important to perform liver biopsy after
allogeneic transplantation?

A. Zavielova, M. Cermanova, P. Zak, V. Tycova
Oddéleni klinické hematologie Il. interni kliniky Lékarské fakulty
UK a FN Hradec Krdlové; Fingerlandiiv iistav patologie, Lékarskd
fakulta UK a FN Hradec Krdlové

Purpose: To evaluate how often was liver impairment
caused due to graft versus host disease after allogeneic
transplantation.

Methods: From year 2004 to 2007 we performed liver
biopsy in 17 patients (pts) because of the liver impair-
ment after allogeneic stem cell transplantation. The biopsy
was performed in each patient every time, we could not
state the diagnosis from blood tests for sure. We con-
firmed GVHD etiology just in 11 pts (65%). 4 pts was
diagnosed with toxic liver impairment, probably due to
wide range of medication. 1 patient was diagnosed with
sinusoidal obstructive syndrome and in 1 case we proved
EBV affection in combination with autoimune hepatitis.
There was no liver failure or progression of liver function

P91




XXIl. Olomoucké hematologické dny s mezindrodni tcasti, Olomouc, 28.-30. 5. 2008 - abstrakta

test in 6 pts, which we did not treat as GVHD according
to the biopsy finding. As for liver function testing (bil,
ALT, AST, ALP, GMT) we did not find any important di-
ference in this two cohort of pts. Pts with GVHD and
other had nearly simmilar laboratory results in the time
of biopsy. It was interesting, that in histology examina-
tion we proved severe liver hemosiderosis in 8 pts (47%)
and moderate liver hemosiderosis in 5 pts (29%). In 6 pts
we were also able to evaluate iron storage in liver tissue,
it was increased in each case, in some cases there was very
severe iron overload (range 2,860-11,310 pg/g with me-
dian 5,134 pg/g). It corelated with serum ferritin level,
wchich was in range from 1,930-23,123 mmol/kg with
median 6,256 mmol/kg. There was no complication after
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liver biopsy. In most cases we performed classical trans-
parietal biopsy. When transjugular biopsy was perfor-
med, there was often no bile duct in the specimen of |i-
ver, and as this is really important for right diagnosis, we
had to do rebiopsy in some cases.

Conclusion: We conclude, that after allogeneic trans-
plantation is really important to do the liver biopsy and
not to treat pts with immunosupression without histolo-
gical confirmation. It is also very important to evaluate
the liver storage of iron, because most patients is heavy
overload.

The study was supported by Research project of the Ministry of
Health of the Czech republic (MZO 00179906).
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Prochazkova D P18
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Prochazkov4 | P42, P84
Prochazkova R P52
Provaznikova D P75
Pricha M P50
Prikrylovd A P55
Prak | P52
Ptoszkova H P18
Pucelikova L P9
Pytlik R P66, P68, P78
Racay P P64
Racil Z P7
Radina M P63, P73
Radocha | P23
RaidaL P14, P29, P34,

P40, P42, P43, P78, P85

Raskova-Kafkova L P26
Reicheltova Z P70
Riedel T P70, P71
Richter M P53
Rocnova L P50
Rohori P P60
Roland B P35
Romanové S P41,
P59, P60
Rulcova | P59, P84
Rusirdkovéa Z P34
Rycova M P40, P67
Rychtrmocova H P66, P78
Rehorova | P90
Rehotova P P85
Repkova P46
ReFichova M P45
Rezni¢kova L P19
Salacova P P48
Sandecka V P21, P22
Sawulidi GF P15
Seckartovd M P47
Sedlacek P P30,
P31, P65
Sedlac¢kova B P37
Shetty S P35
Schonfeldova E P26
Schroderova R P45
Schwarz | P51
Siebertova K P16
Skélova K P39
Sklenarova | P66
Skoultchi 1A P15, P25
Skoumalova | P43, P60
Slavik L P47
Slezék P P63, P77
Slovacek L P88
Slovackova B P88
Smejkalova ] P12, P40,
P74, P8O
Smetana J P12
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Smetana K P26 §paéek M P48, P50 Visokaiovd M P37
Smisek P P17, P18, P19 épatenkové N P76 Vitetta SE P14
Smolej L P43, P50, Spicka | P63, P72 Vitkova J P37
P56, P77, P83, P86 Stecova N P62, P78 Vodickové E P17, P19
Sobotka J P73 Stefanikova Z P58 VokurkaS P8, P32, P42,
Sobotkova A P69 §tépénkové P P56 P45, P58, P91
Solnd R P59 §tépénové E P87 Vondrakov4 | P8, P42,
Soukup T P68 Stépanova V P87 P43, P55, P84
Springerovd | P45 Stérba | P18, P56, P74 Vorlicek J P23
Srovnalik K P24, P62 Sticha M P42 Vorlova P P46
Stahelovd A P85 Stikarov4 | P26, P69 Votrubovad | P33
Starkova D P51 étrajtové D P46 Vozobulova V P32, P58
Starostka D P81 Stukova M P81 Vrand M P30, P31
Starostova L P8 Suvada | P35 Vrdnovd M P84
Stary | P17, P18, P19, Svorcové E P62 Vranovsky A P79
P31, P33, P65 Tajtlova J P51, P72 Vrbacky F P83
Stasko J P89 Takac Vv P62 Vroblova V P83
Stehl A ) Takeda H P13 Vylitova L P37, P38
Steinerové K P8, P30, Tichy M P12 Waloschek T P76
P31, P32, P42, P58 Timr P P18 Wenbin W P14
Stejskalova A P40 Tomkov4 | P60 Wintnerov4 | P38
Stoklasovd M P73 Toéthova E P62, P78 Wilodarska | P13, P35
Stopka T P15, P25, P39 TousSovska K P18 Woodman BJC P14
Straub J P63 Tovarysova A P73 Wrébel M P63, P77
Strnadova B P79 Trbusek M P50 Young SL P14
Sukova M P17 Trka J P17, P18, P19 Zahradova L P12, P21,
Sumerauer D P33 Trnény M P51, P68 P22, P23, P40
Surovd M P62, P78 Tycova V Po1 Zékoucka H P53
Suska R P12, P67 Uchytilova L P66, P78 Zaoralovd R P12
Suttnar | P26, Ujhelly O P15 Zapletal O P56
P69, P70 Ulehlova P47 Zapletalova | P60, P66
Svoboda T P30, P31, Urbankova H P11, P13, Zavadil | P15, P39
P32, P42, P58 P35, P49, P55, P82 Zavielova A P91
Sykorovda M P47 Urbanova R P42, P66 Zavielovd | P9
Syslova | P55 Vaculov4 | P52 Zbotilova R P8
Szépe P P57, P61, P83 Valis M P77 Zdrahal K P18
Szotkowska R P73 Vélkova Z P46 Zdréhal Z P64
Szotkowski T P8, P19, Valni¢ek S P56 Zdréhalova K P17, P18
P42, P73 Valova T P19 Zemanova M P20, P24,
Sachova L P63 Van Loo P P35 P62, P72
Sarounova K P83 Vandenberghe P P13, P35 Zemanova Z P19, P51,
Séudla Vv P10, P11, Vaikova G P55 P59, P72, P74
P24, P62, P72 Variochova A P61 Zikova | P45
S¢udlova] P37, P38, P85 Vargova K P15, P25, P39 Zimova R p87
Sedo O P64 Vaskova M P19, P70 Zitkova M P37, P44,
SedovdaZ P33, P34, P42 Vasova | P76 P46, P85
Sigutové P P63 Vévra V P18 Zmekova vV P59
Simkovi¢ M P73 Vévrova | P12 Zounar R P72
Simonova T P68 Verner ] P25 Zuchnickd | P63, P77
Siroky O P23, P86 Veseld B P69 Zuna | P19
Sigkova M P16 Veseld R P66, P78 Zak P P86, P87, P91
Skardova] P8, P45, P91 Veselovska | P59 Zékovicova A P50, P57
Skrobankova A P91 Vidan-Jeras B P29 Zelezna | P50
Skairkova B P48, P54 Vidlakova P P39, Zezulkova D P50
Smardova | P50 P40, P74 Zivna | P10
Smidové | P90 Vinarsky V P25 Zivny J P68
P95
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