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SOUHRN

Uvod: Cilem préce bylo zavedeni a optimalizace nového separacniho protokolu pro kontinualni separaci mononukledrnich
bunék (CMNC) Spectra Optia v. 11 pfi pfipravé stépl PBPC pro autologni transplantace u pacientl s hematoonkologickymi
malignimi onemocnénimi. Vyhodnocovali jsme vysledky 159 separaci PBPC u:

a) jen dobfe mobilizovanych pacientl s pfedseparacni koncentraci CD 34+ bunék v krvi vyssinez 20 v pl;

b) pouze prvnich separaci provedenych bud za pomoci CMNC Spectra Optia v. 11, nebo na pfistrojich Cobe Spectrav. 6, v. 7;
¢) za pouziti standardniho a velkoobjemového (LVL) rezimu;

d) u nasledné transplantovanych 56 pacientl jsme sledovali dobu prihojeni stépu v poctu neutrofilnich leukocytl
a trombocytU.

Vysledky: U 52 pacientl separovanych v standardnim rezimu byl obsah CD 34+ bunék v pfipravcich vysoky a nebyly
nalezeny vyznamné rozdily mezi poc¢tem CD 34+ bunék pripravenych na pristrojich Spectra Optia 8,6 (1,3-41) x 10°
a Cobe Spectra 10,9 (1,8-45,6) x 10%/kg prijemce (o = 0,05; p = 0,619). Pfi hodnoceni vztahu vytézku CD 34+ bunék
a jejich predseparacéni koncentrace v krvi byly hodnoty korela¢niho koeficientu vysoké; u CMNC Spectra Optia R = 0,95
a u Cobe Spectra R = 0,93.

U107 pacientd, u nichZ se provadély LVL, nebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi obsahem CD 34+ bunék pripravenych
v LVL rezimu na pfistrojich Spectra Optia 10,9 (2-61,2) x 106 a Cobe Spectra 9,3 (2,4-86) x 10%/kg piijemce (a = 0,05;
p = 0,35). Pri hodnoceni vztahu vytézku CD 34+ bunék a jejich predseparacni koncentrace v krvi byly hodnoty korelaéniho
koeficientu u CMNC Spectra Optia R = 0,93 a u Cobe Spectra R = 0,78. Z vysledk( Ize uzavrit, ze hodnota predseparacni
koncentrace CD 34+ bunék v krvi je vyznamnym ukazatelem ucinnosti mobilizace a Ize z ni odhadnout pravdépodobny
vytézek bunék ze standardni a LVL separace. U LVL separaci byl medidn ztraty trombocytl vyznamné nizsi u CMNC
Spectra Optia (45 %) nez u Cobe Spectra (57 %). U 12 pacientl byla provedena autologni transplantace s podanim PBPC
pripravenych v standardnim rezimu, zatimco ostatnim 44 pacientdm byly podany burnky pripravené technikou LVL.
Median doby pfihojeni v poctu neutrofilnich leukocytd a trombocytl u pfipravkl ze standardniho rezimu byl u CMNC
Spectra Optia a Cobe Spectra 11 dnd, v poc¢tu trombocytd u CMNC 14 dnd a u Cobe Spectra 12 dnd. U pripravkl z LVL
rezimu byl median doby prihojeni v poctu neutrofilnich leukocytt a trombocytd u PBPC u obou pfistrojt shodny a ¢inil
1dnd a 13 dnd.

Zaveér: CMNC protokol Spectra Optia v. 11 je moderni, U¢inny a bezpecény systém, ktery vyhovuje pro provadéni jak
standardnich tak LVL separaci. U dobfe mobilizovanych pacientl Ize pomoci nového protokolu CMNC pfipravit potieb-
nou davku CD 34+ bunék z jedné standardni nebo z jedné LVL separace. V pribéhu vykonl jsme nezaznamenali zadné
zavazné nezadouci reakce.
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PBPC - autologni transplantace PBPC - CD 34+ bunky - standardni a velkoobjemové (LVL) separace PBPC - Optia
CMNC

SUMMARY

Gasova Z., Vackova B., Bhuiyan-Ludvikova Z., Bohmova M., Sloukova M., Marinov l., Pecherkova P.

Standard and large volume leukapheresis of peripheral blood progenitor cells using the new Spectra Optia continu-
ous mononuclear cell collection protocol

Background: The aim of the study was to evaluate and optimize the new protocol for continuous mononuclear cell co-
llection (CMNC) Spectra Optia v. 11 (Terumo) which was used for PBPC collections in patients with haemato-oncological
diseases. The results of 159 autologous PBPC collections were evaluated in the case of: (a) well mobilized patients with
pre-collection CD 34+ cell concentration in blood higher than 20/pl, (b) only the first collections performed either using
CMNC Spectra Optia v. 11 or Cobe Spectra v. 6, v. 7, Terumo (c) collections were performed in the Standard and Large
volume Leukapheresis regimen, LVL. Engraftment data from 56 transplanted patients were assessed.

Results: Standard collections were performed in 52 patients. The yield of CD 34+ cells was high, and no significant
differences were found between the numbers of CD 34+ cells prepared using Spectra Optia 8.6 (1.3-41) x 10 and Cobe
Spectra 10.9 (1.8-45.6) x 10° /kg b. w. (a. = 0.05; p = 0.619). The dependence of CD 34+ cell yield on the pre-collection
concentration of CD 34+ cells in blood can be considered as linear with high correlation coefficients in CMNC Spectra
Optia R = 0.95, and Cobe Spectra R = 0.93.

LVL collections were performed in 107 patients and there were no significant differences between the numbers of CD
34+ cells prepared using CMNC Spectra Optia 10.9 (2-61.2)x 10° and Cobe Spectra 9.3 (2.4-86) x 106 /kg b.w. (a = 0.05;
p = 0.35). The relationship between the pre-collection CD 34+ cell concentration in blood and the numbers of CD 34+
cells collected could also be considered as linear with the correlation coefficients in CMNC Spectra Optia R = 0.93, and
Cobe Spectra R = 0.78, respectively. In LVL, the median platelet loss was significantly lower in CMNC Spectra Optia
(45%) than in Cobe Spectra (57%). Twelve patients were transplanted using PBPC prepared in the standard regimen and
44 using PBPC from LVL. Median time to neutrophil reconstitution in the standard regimen was 11 days for both CMNC
Spectra Optia and Cobe Spectra, while platelet reconstitution was 14 days for CMNC and 12 days for Cobe Spectra. The
median time to neutrophil and platelets reconstitution in LVL was the same for CMNC Spectra Optia and, corresponding
to 11 and 13 days, respectively.

Conclusions: The CMNC Spectra Optia protocol is a modern, efficient and safe system that can be used for both Standard
and LVL procedures. In well mobilized patients, a sufficient dose of CD 34+ cells for transplantation could be prepared
from one Standard or one LVL procedure. No serious adverse reactions have been observed.

KEY WORDS
PBPC - autologous PBPC transplantation - CD 34+ cells - standard and large volume leukapheresis (LVL) - Optia
CMNC
uvob dfené do krve. Kvalita pfipravku krvetvornych bunék

Krvetvorné burtiky z periferni krve (PBPC) se pfipra-
vuji pro terapii zadvaznych genetickych a neoplastic-
kych onemocnéni. Lze je ziskat jak od zdravych ddrcil,
ktefi daruji PBPC pro nemocné (PBPC pro alogenni
transplantaci), tak i od nemocnych, kdy nemocny daruje
krvetvorné burky pro svoji terapii (PBPC pro autologni
transplantaci). Autologni PBPC se nejcastéji vyuzivaji
pro terapii nemocnych s Hodgkinovym lymfomem,
non-Hodgkinovymi lymfomy a s mnohocetnym my-
elomem. Krvetvorné burnky exprimuji na svém povr-
chu glykoprotein CD 34 a podavaji se nemocnym po
vysokodavkované chemoterapii k obnové krvetvornych
a imunitnich funkci.

PBPC se pripravuji technikou hemaferézy (leukocy-
taferézy) po predchozi mobilizaci CD 34+ bunék z kostni

zavisi na ucinnosti mobilizace, na spravném nacasova-
ni separaci a na volbé separa¢niho postupu. Optimalni
separacni rezim nebyl doposud definovan, avsak sepa-
race PBPC se provadéji bud vestandardnim reZimu, pti némz
se zpracovavaji 2-3 celkové objemy krve nemocného,
nebo ve velkoobjemovém rezimu (LVL), kdy se zpracovavaji
vice nez tfi objemy krve nemocného [1-12]. Cilem sepa-
racnich postupt je pfiprava terapeutické davky CD 34+
bunék pro transplantaci v hodnoté minimalné 2,5 x 106/
kg prijemce, optimalné 5 x 10¢/kg/ptijemce.

V roce 1992 jsme v Ustavu hematologie a krevni
transfuze zavedli separace PBPC za pomoci pristroji
Cobe Spectra (Gambro, Caridian, Terumo). U darct
a pacientti jsme nejprve provadéli standardni sepa-
race s pripravou vyhovujici davky CD 34+ bunék pro
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transplantaci. Postupné jsme zavedli G¢inné;jsi ,,vel-
koobjemovou techniku* (LVL, large volume leukapheresis),
ktera pomohla pripravit vyssi davky CD 34+ bunék
nez standardni rezim, vedla k sniZeni poctu separaci
a predevsim umoznila pfipravit potfebnou davku bu-
nék i u pacienti s nedostatecnou mobilizaci. V prii-
béhu LVL vykonfl jsme nezaznamenali Zidné zavazné
komplikace, a proto jsme je zacali provadét ve vSech
situacich, kdy je darci nebo pacienti mohli tolerovat [9,
13]. LVL jsme provadéli za pouziti postupu pro poloau-
tomatizovanou kontinualni separaci. V priméru bylo
mozné pripravit potfebnou davku CD 34+ bunék 5 x 10°
vztazenou na kilogram hmotnosti pfijemce z jednoho,
nanejvyse ze dvou vykont. U pacientli s nedostatecnym
efektem mobilizace jsme pomoci LVL rezimu mohli
pripravit alesponlt minimalni davku CD 34+ bunék pro
transplantaci [11].

V pribéhu roku 2015 vyrobce ukoncil podporu Cobe
Spectra a bylo nezbytné zavést pripravu PBPC za pomoci
nové techniky. Potfebovali jsme urychlené ziskat zku-
Senosti s novymi typy pristrojti a pfipravit minimalné
stejné kvalitni Stépy pro transplantace, véetné zaruky
rychlého a dlouhodobého prihojeni transplantovanych
bunék. Soucasné byl v roce 2015 uvolnén novy protokol
pro kontinualni poloautomatizovanou separaci mono-
nuklearnich bunék ,,CMNC* na ptistroji Spectra Optia
v. 11 [12]. Ve stejném roce jsme proto zahajili separace
PBPC za pouziti nového protokolu ,,CMNC*. Hodnotili
jsme vysledky autolognich standardnich a LVL separaci
PBPC, které jsme provadéli v letech 2015-2016 za pomoci
protokolu CMNC na pfistrojich Spectra Optiav. 1laza
pomoci stavajiciho kontinualniho poloautomatizova-
ného rezimu na Cobe Spectrav.6av. 7.

cil

Cilem prace bylo zavedeni a optimalizace nového
separa¢niho postupu CMNC Spectra Optia v. 11 pro
pripravu kvalitniho §tépu PBPC s vyhovujicim poctem
krvetvornych bunék a s jejich dostatecnou funkéni
kapacitou pro transplantace. Separace jsme provadéli
u pacientli s hematoonkologickymi malignimi one-
mocnénimi.

Ovérovali jsme a porovnavali vysledky autolognich
standardnich a velkoobjemovych separaci PBPC, které
jsme provadéli za pomoci protokolu CMNC na separa-
torech Spectra Optia v. 11 a za pomoci stavajiciho po-
loautomatizovaného rezimu pro kontinualni separaci
na pristrojich na Cobe Spectra v. 6 a v. 7 (Terumo).
Vyhodnocovali jsme vysledky separaci PBPC u:

a) jen dobfe mobilizovanych pacientd s pfedseparacni

vy,

koncentraci CD 34+ bunék v krvi vyssi nez 20 v ul;
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b) pouze prvnich separaci provedenych bud za pomoci
CMNC Spectra Optia v. 11, nebo Cobe Spectrav. 6, v. 7;
) za pouziti standardniho a velkoobjemového reZimu
(LVL).

d) unésledné transplantovanych pacientdi jsme sledo-
vali dobu prihojeni stépu v poctu neutrofilnich leuko-
cytl a trombocytd.

PACIENTI, METODY

Pacienti byli indikovani k autolognim separacim
PBPC pred planovanou vysokodavkovanou chemotera-
pii pfi onemocnéni mnohocetny myelom, Hodgkintv
lymfom a non-Hodgkinské lymfomy (lymfom z plasto-
vych bunék, difuzni velkobunéény B lymfom a foliku-
larni lymfom). Mobilizac¢ni pfiprava spoc¢ivala nejcas-
téji v podani kombinaci chemoterapie (Cyklofosfamid,
Matrix, R-ESHAP, R-IVE, R-HD-AraC) a rh-G-CSF
(Neupogen) v davce 10 pg/kg/dens.c.

V prbéhu standardnich vykonil jsme zpracovavali
2-2,9 objemt krve pacientdi za pouziti antikoagulace
s ACD-A, ratio 14. U velkoobjemovych separaci jsme zpra-
covavali 3 a vice objem krve pacientli za pomoci kom-
binované antikoagulace ACD-A a heparinu, ratio 24,
podle postupu, ktery jsme zavedli a pouzivame na
nasem pracovisti.

Pacienti byli indikovani k standardnim nebo LVL
separacim podle jejich aktuadlniho klinického stavu,
parametr krevniho obrazu, vysledkli koagulacnich
vySetfeni, funkce jater, ledvin a stavu kardiorespirac-
niho systému. Velkoobjemové separace se provadéji
ve vyrazné vys$$im rozsahu nez standardni vykony
a v jejich pribéhu mize nastat vyznamny pokles hla-
din K+, Ca?*, Mg? v séru, v poctu trombocytdl a mtize
nastat ovlivnéni parametrt koagulace. Pouziti vy$sich
pritokovych rychlosti pfedstavuje zvySenou zatéZ pro
kardiorespirac¢ni systém.

Pfed provedenim LVL méli mit pacienti vyssi pocet
trombocytll nez 50 x 10%/1, hodnotu hematokritu vyssi
nez 28 %, vyhovujici parametry mineralogramu, koagu-
lacnich testii, funkci jater, ledvin a kardiorespiracniho
systému. Pacienti, ktefi nemohli splnit doporucena kri-
téria, byli separovaniv standardnim reZimu. Separace
pacientti na jednotlivych typech pristrojti se provadély
podle provoznich moznosti pracovisté. V pribéhu vy-
konti jsme u pacient monitorovali vitalni funkce: tlak
krve, tepovou frekvenci, dechovou frekvenci a SpO,.

Do hodnoceného souboru byli vybrani pouze paci-
enti s i¢innou mobilizaci, ktefi méli hodnoty pfed-
separacni koncentrace CD 34+ bunék vyssi nez 20/pul.
Vyhodnocovali jsme vysledky pouze prvnich standard-
nich a prvnich velkoobjemovych separaci PBPC za po-
moci bud protokolu CMNC na pfistroji Spectra Optiav.
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Tab. 1. Standardni separace PBPC autologni - CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra

Separace Spectra Optia CMNC v 11 Cobe Spectrav. 6,7
Vykony 27
Pacienti 52
Muzi 13
Zeny 39
Veék (roky) 59 (23-66)*
*Vék pacientl je vyjadien jako median a interval.
Tab. 2. Velkoobjemové (LVL) separace PBPC autologni - CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra
Separace Spectra Optia CMNC v 11 Cobe Spectrav. 6,7
Vykony 44
Pacienti 107
Muzi 54
Zeny 53
Veék (roky) 59 (19-66)*

*Vék pacientl je vyjadien jako median a interval.

11, nebo za pomoci poloautomatizovaného rezimu na
pristroji Cobe Spectrav.6a7.

Celkem jsme u 159 pacient@ s malignimi hemato-
onkologickymi onemocnénimi provedli a vyhodnotili
vysledky 159 separaci PBPC (tabulky 1, 2).

Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin. Do prvni
skupiny jsme zahrnuli 52 pacientii, u nichz jsme pro-
vedli 52 standardnich vykont. Na pfistroji Spectra Optia
jsme vyhodnocovali vysledky 25 vykonti u 25 pacient,
zatimco na pristroji Cobe Spectra jsme hodnotili vy-
sledky 27 vykonti u 27 pacientd (viz tab. 1).

Do druhé skupiny jsme zafadili 107 pacientd,
unichz jsme provedli 107 velkoobjemovych separaci PBPC.
Na pristroji Spectra Optia jsme hodnotili vysledky 63 se-
paraciu 63 pacientli a na separatoru Cobe Spectra jsme
posuzovali vysledky 44 separaci u 44 pacientd (tab. 2).

Stanoveni poctu CD 34+ bunék v periferni krvi
a v ptipravcich a procentualni zastoupeni mononuk-
ledrnich bunék v ptipravcich provadéla Laboratof prii-
tokové cytometrie na ptistroji BD FACS Canto. K méfeni
obsahu hemoglobinu, hematokritu a po¢tu trombocytl

v pfipravcich jsme pouzili analyzator Sysmex XS1000i.
V priibéhu vykont jsme sledovali hladiny ionizovaného
Ca*vséru a frekvenci a zavaznost nezadoucich reakci.
U 56 pacientti jsme sledovali doby prihojeni stépii PBPC
po autologni transplantaci. Vysledky jsou uvadény
v medidnech a jejich intervalech. Statisticka hodno-
ceni byla provedena za pomoci Mannova-Whitneyova
U testu a F testu, a = 0,05.

VYSLEDKY

Standardni separace

Ve skupiné 52 pacientii separovanych v standardnim
rezimu bylo 13 muzi a 39 Zen, ve véku 59 (23-66) let.

Median predseparacni koncentrace CD 34+ bunék
v krvi u pacientti separovanych v standardnim reZimu
CMNC Spectra Optia ¢inil 77 (24-376) v pl, zatimco ve
skupiné pacientl separovanych na Cobe Spectra byl
125 (24-414) - tabulka 3.

Tab. 3. Standardni separace PBPC autologni - CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra, pfedseparacni koncentrace CD 34+ bunék v krvi a obsah CD

34+ bunék v pfipravku vztazeny na kg hmotnosti prijemce

Separator

Koncentrace CD 34+ bunek v krvi (ul) 77 (24-376)

Spectra Optia CMNC v. 11

Cobe Spectrav. 6,7

125 (24-414) p =037

Pocet CD 34+ bunék v pripravku/kg (x108) 8,6 (1,3-41)

10,9 (1,8-45,6) p=0,619

Vysledky jsou vyjadreny v medidnech a jejich intervalech.

Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi vysledky z CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra. Mann-Whitney U test, F test, o = 0,05.
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Tab. 4. Standardni separace PBPC autologni - separac¢ni parametry CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra

Separace Spectra Optia CMNC v. 11 Cobe Spectrav. 6,7
Objem zpracované krve (1) 13,5 (10,3-17,7) 13,1 (9,3-19,5)
Pocet TBV pacient( (x)* 2,7 (21-2,9) 2,5(2-2,9)

ACD-A (ml); Ratio 14:1

630 (435-1000)

714 (457-1077)

Heparin (IU) nebyl pouzit
IFR (ml/min)** 65 (40-80)
Sbérna rychlost (ml/min) 0,8

*TBV = Total Blood Volume, tj. celkovy objem krve.
**IFR = Inlet Flow Rate, tj. vstupni rychlost pritoku krve.

Vysledky jsou vyjadfeny v medidnech a jejich intervalech.

U 25 pacientdl separovanych na pristroji CMNC
Spectra Optia jsme zpracovavali v pribéhu jednoho
standardniho vykonu 13,5 (10,3-17,7) litri krve, coZ
odpovidalo 2,7nasobkdm (2,1-2,9) celkového objemu
krve pacientli. V pribéhu vykonu byl do separa¢niho
okruhu aplikovan antikoagulac¢ni roztok ACD-A 630
(435-1000) ml. U 27 pacientli separovanych na ptistroji
Cobe Spectra jsme v prubéhu jednoho standardniho
vykonu zpracovali 13,1 (9,3-19,5) litri krve, coZ odpo-
vidalo 2,5 (2-2,9) nasobk@m celkového objemu krve pa-
cientli. Spotfeba ACD-A ¢inila 714 (457-1077) ml. U obou
typl pfistrojt ¢inily priittokové rychlosti 65 ml/minutu
(40-80) - tabulky 1, 4.

V standardnim reZimu jsme pfipravili u pacienti
pomoci CMNC Spectra Optia z jedné separace davku CD
34+ bunék 8,6 x10°(1,3-41) vztazenou na kg hmotnosti
piijemce, zatimco u Cobe Spectra jsme ziskali davku CD

50 T T T

- [ N w w B B
[$,] o (3] o w o o

Vytézek CD34+ bunék/kg [10°

-
o

0 . . | .
0 100 200 300 400

Predseparacni koncentrace CD34+ bunék v krvi [ul]

500

Graf 1. Standardni separace PBPC za pomoci protokolu CMNC Spectra
Optiav 1

Zavislost vytéZzku CD 34+ bunék na predseparacni koncentraci CD 34+
bunék v krvi.

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 23, SUPLEMENT 2017

Vytézek CD34+ bunék/kg [10°

34+ bunék odpovidajici 10,9 x106(1,8-45,6) vztaZenych
na kg hmotnosti piijemce (viz tab. 3).

Pfi statistickém porovnavani vyznamnosti rozdilt
mezi vysledky predseparac¢nich hodnot CD 34+ bunék
v krvi u pacientti separovanych v standardnim reZimu
CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra nebyly nalezeny
vyznamné rozdily (a = 0,05; pval = 0,37). Rovnéz neby-
ly nalezeny vyznamné rozdily mezi obsahem CD 34+
bunék pripravenych na v standardnim rezZimu na pri-
strojich CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra (a = 0,05;
p = 0,619) - viz tabulka 3.

Pfi hodnoceni zavislosti vytézku CD 34 + bunék
v pripravcich na predseparacni koncentraci CD 34+
bunék v krvi byly u standardnich separaci u obou typti
pristrojii nalezeny vysoké hodnoty korelacnich koefi-
cientdi, které ¢inily u Spectra Optia R = 0,95 a u Cobe
SpectraR = 0,93 (grafy 1a 2).
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Graf 2. Standardni separace za pomoci Cobe Spectra v. 6, v. 7
Zavislost vytézku CD 34+ bunék na predseparacni koncentraci CD 34+
bunék v krvi.



Velkoobjemové separace

Ve skupiné 107 pacientl separovanych ve velko-
objemovém reZimu bylo 54 muzd a 53 Zen ve véku 59
(19-66) let.

Median predseparacni koncentrace CD 34+ bunék
v krvi u pacientfi separovanych ve velkoobjemovém re-
Zimu CMNC Spectra Optia ¢inil 85 (22-716) v pl, zatimco
ve skupiné pacientii separovanych na Cobe Spectra byl
78 (21-629) - tabulka 5.

U 63 pacientil jsme provadéli velkoobjemové separa-
ce PBPC za pomoci CMNC Spectra Optia se zpracovanim
17,7 1 krve (11-21), coZ odpovidalo 3,5nasobkim (3-4,9)
celkového objemu krve pacientti. Do separacniho okru-
hu jsme podali ACD-A o objemu 739 ml (435-891) a he-
parin v davce 4 122 jednotek (2 094-5742).

U ostatnich 44 pacientl jsme provadéli velkoob-
jemové separace PBPC na pristroji Cobe Spectra, kdy
jsme v pribéhu vykont zpracovali 18 1 krve (11-20), coZ
odpovidalo 3,5 nasobktim (3-4,5) objemi krve pacientdi.
Spotfeba ACD-A cinila 749 ml (459-893) a heparin byl
podan v davce 4 026 jednotek (3516-5046) - tabulky 2a 6.

Ve velkoobjemovém rezimu jsme pripravili u pa-
cientd pomoci Optia Spectra z jedné separace davku
CD 34+ bunék 10,9 x 10°(2-61,2) vztazenou na kilogram
hmotnosti pfijemce, zatimco u Cobe Spectra jsme zis-
kali davku CD 34+ bunék odpovidajici 9,3 x 106(2,4-85,6)
vztazenym na kilogram hmotnosti ptijemce (viz tab. 5).

Pfi statistickém hodnoceni velkoobjemovych sepa-
raci nebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi vysledky
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predseparacnich hodnot CD 34+ bunék v krvi u pacientti
separovanych v rezimu CMNC Spectra Optia a Cobe
Spectra (o = 0,05; p = 0,99), a ani nebyly nalezeny vy-
znamné rozdily mezi obsahem CD 34+ bunék priprave-
nych na ptistrojich CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra
(x=0,05; p=0,35)-viz tab. 5.

Hodnoceni zavislosti vytézku CD 34+ bunék v pfi-
pravcich na predseparacni koncentraci CD 34+ bunék
v krvi u velkoobjemovych separaci vykazalo také vysoké
hodnoty korelacnich koeficientdi, které ¢inily u Spectra
Optia R =0,93 a u Cobe SpectraR = 0,78 (grafy3a 4).

Piipravky z velkoobjemovych separaci obsahovaly
nizkou a srovnatelnou pfimés erytrocytt. Mediany
hodnot hemoglobinu a hematokritu ¢inily pro CMNC
Spectra Optia 6 g/l (2-13) a 2 % (0,3-3,6) a pro Cobe
Spectra 7 g/l (2-13) a 2 % (0,8-4,5). Procentualni za-
stoupeni MNC v ptipravcich z obou typi pfistroj bylo
vysoké. U Spectra Optia ¢inil medidn MNC bunék 63
% (18-98), zatimco u Cobe Spectra 59 % (20-89) - tabul-
ka 7. Obsah trombocyt{l v pfipravcich z LVL vykonu
u Spectra Optia ¢inil 1,6 x 10"(0,6-8,2) a u Cobe Spectra
1,8 x10"(0,8-6,3). Tato hodnota se bliZi davce trombo-
cytll v trombocytovém piipravku pro transfuzi (tab.
7). U pacientli separovanych v LVL rezimu jsme sou-
Casné zaznamenali vyrazny pokles v poctu trombocytil
v cirkulaci. Ztraty trombocytli pfedstavovaly u CMNC
Spectra Optia 45 % (19-82), zatimco u Cobe Spectra 57 %
(34-86). Rozdily mezi obéma prfistroji byly statisticky
vyznamné; u CMNC Spectra Optia byly ztraty trombo-

Tab. 5. Velkoobjemové separace PBPC autologni, predseparacni koncentrace CD 34+ bunék v krvi a obsah CD 34+ bunék v pripravku vztazeny

na kg hmotnosti pfijemce

Separator Spectra Optia CMNC v. 11 Cobe Spectrav. 6,7

Koncentrace CD 34+ bunék v krvi 85 (22-716) 78 (21-629) p=0,99
(uh)

Pocet CD 34+ bunék v krvi (ul) 10,9 (2-61,2) 9,3 (2,4-85,6) p=0,35

Vysledky jsou vyjadreny v medidnech a jejich intervalech.

Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi vysledky z CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra. Mann-Whitney U test, F test, o = 0,05.

Tab. 6. Velkoobjemové separace (LVL) PBPC autologni - separa¢ni parametry CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra

Separace Spectra Optia CMNC v. 11 Cobe Spectrav. 6,7
Objem zpracované krve (1) 17,7 (M-21) 18 (11-20)
Pocet TBV pacientl (x)* 35(3-49) 3,5(3-4,5)

ACD-A (ml); Ratio 24:1

739 (435-891)

749 (459-893)

Heparin (IU)

4122 (2094-5742)

4026 (3516-5046)

IFR (ml/min)**

90 (50-100)

Sbérna rychlost (ml/min)

1

*TBV = Total Blood Volume, tj. celkovy objem krve.
**|IFR = Inlet Flow Rate, tj. vstupni rychlost pritoku krve.
Vysledky jsou vyjadieny v medidnech a jejich intervalech.
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Graf 3. Velkoobjemové separace (LVL) PBPC za pomoci protokolu
CMNC Spectra Optia v. 11

Zavislost vytézku CD 34+ bunék na predseparacni koncentraci CD 34+
bunék v krvi.

cytll vyznamné nizs$i nez u Cobe Spectra (a = 0,05; pval
0,015) - viz tabulka 7.

V pribéhu standardnich a LVL separaci jsme pacien-
tm profylakticky podavali intravendzni infuzi kalcium
glukonicum (10 m110% roztoku). U 15 standardnich separaci
CMNC Spectra Optia jsme zaznamenali pokles ionizova-
ného kalcia (iCa) v séru pacientdi o 12 % (4-43), zatimco
u 13 vykonti provedenych na Cobe Spectra ¢inil pokles 14 %
(7-30). V pribéhu 39 velkoobjemovych vykonii provedenych
za pomoci CMNC Spectra Optia jsme zaznamenali pokles
iCa 018 % (5-58). U 33 velkoobjemovych vykont na Cobe
Spectra doslo k poklesu iCa 017 % (3-54). Vysledky z obou
typll pristrojii jsou u standardnich a velkoobjemovych
separaci srovnatelné. U velkoobjemovych separaci je
pokles v hladinach iCa vyraznéjsi nez u standardnich
vykonii. Vétsina pacientli tolerovala uvedeny pokles iCa
v séru bez klinickych obtiZi.

(42
o

R=0.78
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Graf 4. Velkoobjemové separace (LVL) za pomoci Cobe Spectra v. 6,
v. 7

Zavislost vytézku CD 34+ bunék na predseparacni koncentraci CD 34+
bunék v krvi.

NeZadouci reakce

V roce 2016 jsme sledovali frekvenci a typy nezadou-
cich reakci a komplikaci v pribéhu 137 standardnich
a velkoobjemovych separaci PBPC, které jsme provedli
u 92 pacientdi za pouziti obou typt pristrojii. U 76 vy-
kontl jsme pouZzili protokol CMNC Spectra Optia a 61
vykont jsme provedli za pouZiti Cobe Spectra. U 17 paci-
entll jsme zaznamenali celkem 22 klinicky nezavaznych
reakci. V nékolika pfipadech se u jednoho pacienta
soucasné vyskytly dva typy reakci nebo komplikaci.
Nékteré komplikace byly spiSe technické a souvisely
s pripravou pacientfl k vykonu (omezena funkce cen-
tralniho zilniho katetru); jiné souvisely spise s kli-
nickym stavem pacientfl (bolesti v kostech, sinusova
tachykardie, febrilni stav pacientli a hyposaturace se
sniZenim SpO,). Zbyvajici reakce vznikly pravdépodob-
né v souvislosti se zatézi pacientti v priibéhu vykont

Tab. 7. Velkoobjemové (LVL) separace PBPC autologni - CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra, sloZeni pfipravkd PBPC

Separace Spectra Optia CMNC v 11 Cobe Spectrav. 6,7

Pripravky 36 27

Hemoglobin (g/1) 6 (2-13) 7 (2-13)

Hematokrit (%) 2(0,3-3,6) 2(0,8-4,5)

MNC (%) 63 (18-98) 59 (20-89)

Trombocyty v pripravku (10™) 1,6 (0,6-8,2) 1,8 (0,8-6,3)

Ztraty trombocytl z TBV (%)* 45 (19-82) 57 (34-86) p =0,015

*TBV = Total Blood Volume, tj. celkovy objem krve.
Vysledky jsou vyjadfeny v medidnech a jejich intervalech.

Ztraty trombocyt z TBV vykazuji statisticky vyznamné rozdily mezi CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra. Mann-Whitney U test, F test, o = 0,05.
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Tab. 8. Nezadouci reakce v pribéhu véech standardnich a velkoobjemovych (LVL) separaci PBPC v roce 2016 - CMNC Spectra Optia v. 11 a Cobe

Spectrav. 6,v 7

Separace Standardni Velkoobjemové (LVL)
Vykony 32 105
Pacienti 25 67

Nezadouci reakce

22 (u 17 pacientd)

Sinusova tachykardie

4

Hypotenze

Febrilnf stav

Porucha funkce CZK*

Hypokalcemie

Hyposaturace

Bolesti v kostech

4
3
3
3
3
2

*CZK=centralIni zilni katétr

(hypokalcemie, hypotenze) - tabulka 8. Nezadouci
reakce se podafilo potlacit podanim pfipravki kalcia,
sniZenim priitokovych rychlosti, podanim O, a infu-
ze fyziologického roztoku. V priibéhu standardnich
a velkoobjemovych separaci jsme nepozorovali zadné
zavazné nezadouci reakce.

Podani autolognich PBPC

U 56 pacientil byla provedena autologni transplan-
tace za pomoci PBPC. Celkem 12 pacient@l bylo
transplantovanych za pomoci $tépil pfipravenych
v standardnim rezimu na pristrojich CMNC Spectra Optia
v. 11 a Cobe Spectra v. 6, v. 7. Podana davka CD 34
+ bunék ¢inila u CMNC Spectra Optia 7 x 106 (4-21)
vztazenych na kilogram hmotnosti pacienta a u Cobe
Spectra 9 x 10°¢ (4-12) vztaZenych na kilogram hmot-
nosti pacienta. Doba pfihojeni §tépth ¢inila v poctu
neutrofilnich leukocytd vy$$im neZ 0,5 x 10%1 pro
CMNC Spectra Optia 11 dnti (9-12) a pro Cobe Spectra
11 dnti (9-12). Doba pifihojeni stépu sledovana vyssim
poctem trombocytdl nez 20, respektive 50 (x10°/1) ¢i-
nila u CMNC Spectra Optia 11 (9-13) dnii, respektive

14 dnti (12-16) a pro Cobe 10 dnfi (8-13), respektive 12
dnfi (10-23) - tabulka 9.

Dal$im 44 pacientiim byly podany $tépy pripravené
ve velkoobjemovém reZimu pomoci CMNC Spectra Optia v.
11 a Cobe Spectra v. 6, v. 7. Podana davka CD 34+ bu-
nék c¢inila u CMNC Spectra Optia 6 x 10°(3-20) vztaze-
nych na kilogram hmotnosti pacienta a u Cobe Spectra
8 x 10°(4-41) vztaZzenych na kilogram hmotnosti pacien-
ta. Doba prihojeni $tépli v poctu neutrofilnich leuko-
cytl vyssim nezZ 0,5x10%/1 byla pro CMNC Spectra Optia
11 dnti (8-13) a u Cobe Spectra 11 dnti (8-12). Doba pfiho-
jeni $tépu sledovana vys$sim poctem trombocytd nez 20,
respektive 50 x(10%/1) ¢inila u CMNC Spectra Optia 11 dnt
(9-15) dnfi, respektive 13 dnti (9-23) a u Cobe Spectra 11
dni (9-13), respektive 13 dnti (11-15) - tabulka 10.

DISKUSE

Autologni transplantace za pomoci PBPC patfi jiz
k zavedenym lécebnym postuptim, které predstavuji
terapii prvni linie u nemocnych s mnohocetnym my-
elomem a terapii druhé linie u primarné refrakterniho
Hodgkinova lymfomu a relabujiciho non-Hodgkinova

Tab. 9. Standardni separace PBPC autologni - CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra, doba prihojeni stépli v poctu neutrofilnich leukocytl

a trombocytl

Separace Spectra Optia CMNC v 11 Cobe Spectrav. 6,7
Transplantovani pacienti 8 4

Podana davka CD 34+ bunék/kg (108) 7 (4-21) 9 (4-12)

NT > 0,5 x 10%/I (pocet dnl)* 11(9-12) 11(9-12)
Trombocyty > 20x 10%/I (pocet dnd) 1 (9-13) 10 (8-13)
Trombocyty > 50% 109/I (pocet dnd) 14 (12-16) 12 (10-23)

*NT = neutrofilni leukocyty.
Vysledky jsou vyjadfeny v medidnech a jejich intervalech.
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Tabulka 10. Velkoobjemové separace PBPC autologni - CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra, doba pfihojeni stépd v poctu neutrofilnich

leukocytl a trombocytd

Separace Spectra Optia CMNC v 11 Cobe Spectrav. 6,7
Transplantovani pacienti 12

Podana davka CD 34+ bunék/kg (10°) 6 (3-20) 8 (4-41)

NT > 0,5 x10%I (pocet dni)* 11(8-13) 11(8-12)
Trombocyty > 20x 109/| (pocet dnl) 1(9-15) 1(9-13)
Trombocyty > 50x 10%/| (pocet dn(i) 13 (9-23) 13 (11-15)

*NT=neutrofilni leukocyty. Vysledky jsou vyjadfeny v medianech a jejich intervalech.

lymfomu [12]. Cilem na$i prace bylo ovéfit i¢innost
a bezpecnost nového protokolu CMNC pro separaci PBPC
za pomoci Spectra Optia v. 11 a prokazat, Ze vysledky
separaci a doby pfihojeni podanych $tépt prinejmen-
§im odpovidaji parametriim bunék pfipravenych na
Cobe Spectra v. 6 a v. 7. Hodnotili jsme vysledky 159
standardnich a velkoobjemovych separaci PBPC, které
jsme provadéli na pristrojich CMNC Spectra Optiav. 11
a Cobe Spectravé6av.7.

CMNC postup nepouziva sbérnou komurku, ktera
je potfebna pro separaci mononukledrnich bunék z pe-
riferni krve, program MNC Spectra Optia v. 9. Novy
protokol CMNC vychazi z modifikace terapeutického
postupu pro deplecni leukocytaferézu, ktery umoznuje
v pribéhu separace upravit tirover sbéru (collection
preference) a separovat buffy coat piimo z , kanilu“
centrifugy.

Vsichni pacienti v nasi studii byli tc¢inné mobilizo-
vani a méli vysoké hodnoty CD 34+ bunék v krvi (viz tab.
3, 5). Témto nalezim také odpovidaly relativné vysoké
vytézky CD 34+ bunék v pripravcich [8, 14]. Median
obsahu CD 34+ bunék v ptipravcich ze standardnich
i velkoobjemovych separaci za pomoci CMNC Spectra
Optia a Cobe byl vysoky a medidn vytézku bunék z jedné
standardni i velkoobjemové separace prevysSoval poza-
dovanou davku 5 x 10°CD 34 + bunék vztazenych na kg
hmotnosti (viz tab. 3, 5). Z vysledk{ uvedené pilotni
studie vyplyva, Ze u dobfe mobilizovanych pacientt
1ze ziskat potfebnou davku CD 34+ bunék jak z jedné
standardni, tak z jedné velkoobjemové separace.

Standardni separace

U pacientti separovanych v standardnim rezimu
jsme neprokazali statisticky vyznamné rozdily v hod-
notach predseparacni koncentrace CD 34+ bunék v krvi
mezi CMNC Spectra Optia a Cobe Spectra (a = 0,05; pval
= 0,37). Obsah CD 34+ bunék v pripravcich byl vysoky
anebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi obsahem CD
34+ bunék pripravenych na pristrojich Spectra Optia
8,6 x 10° (1,3-41) a Cobe Spectra 10,9 x 10¢ (1,8-45,6)
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vztazenych na kilogram hmotnosti pfijemce (a = 0,05;
pval 0,619) - viz tabulka 3.

Pfi hodnoceni vztahu vytézku CD 34+ bunék a je-
jich predseparacni koncentrace v krvi byly hodnoty
korela¢niho koeficientu vysoké u obou typt pristroji;
u CMNC Spectra Optia ¢inil R =0,95 a u Cobe Spectra
R = 0,93 - viz grafy 1 a 2). Z uvedenych vysledki lze
uzavtit, Ze hodnota predseparacni koncentrace CD 34+
bunék v krvi je u standardnich vykon@ vyznamnym
ukazatelem ucinnosti mobilizace a 1ze z ni odhadnout
pravdépodobny vytéZek bunek ze separace [8, 12].

Velkoobjemové separace

U pacienti, u nichZ se provadély separace ve velko-
objemovém rezimu, jsme rovnéz nenalezli statisticky
vyznamné rozdily v hodnotach predseparacni koncen-
trace CD 34+ bunék v krvi mezi CMNC Spectra Optia
a Cobe Spectra (a = 0,05; p = 0,99). Rovnéz nebyly na-
lezeny vyznamné rozdily mezi obsahem CD 34+ bunék
pripravenych ve velkoobjemovém rezimu na pristrojich
Spectra Optia 10,9 x 106 (2-61,2) a Cobe Spectra 9,3 x 10°
(2,4-86) vztazenych na kilogram hmotnosti pfijemce
(x=0,05; p=0,35) - viz tabulka 5.

Pfi hodnoceni vztahu vytézku CD 34+ bunék a jejich
predseparacni koncentrace v krvi byly hodnoty korelac-
niho koeficientu také vysoké; u CMNC Spectra Optia
¢inilR = 0,93 a u Cobe SpectraR = 0,78 (viz grafy 3a 4).
Vztah vytézku CD 34+ bunék a pfedseparacni koncent-
race ukazuje obdobné na jejich velmi dobrou zavislost,
pfi niZ 1ze z hodnoty predseparacni koncentrace CD
34+ bunék v krvi pfedem odhadnout pravdépodobnou
davku CD 34+ buneék z jedné velkoobjemové separace.
U velkoobjemovych separaci za pomoci CMNC Spectra
Optia se vSak vysledky zdaji byt vice konzistentni nez
u Cobe Spectra a také hodnota korela¢niho koeficientu
je vyssi pfi pouziti Spectra Optia ve srovnani s Cobe
Spectra (viz grafy 3 a 4).

Koncentraty PBPC z velkoobjemovych separaci
u obou typl pfistroji obsahovaly vysoké procento mo-
nonukledarnich bunék a mély pfijatelnou pfimés erytro-



cytli a trombocyt. Je vSak tfeba pocitat s tim, Ze v prii-
béhu velkoobjemovych separaci dochazi u pacientt
k vyznamnému poklesu poctu trombocytli. Statisticka
hodnoceni naseho souboru ukazala, ze ztraty trombocy-
tll jsou vyznamneé nizsi pfi pouziti CMNC Spectra Optia
(45 %) neZ u Cobe Spectra (57 %). Z tohoto hlediska lze
CMNC program Spectra Optia povazZovat za bezpecnéjsi
nez systém Cobe Spectra (viz tab. 7).

V pribéhu velkoobjemovych vykonli jsme zazna-
menali vyraznéjsi pokles hladiny ionizovaného kalcia
v séru pacientli ve srovnani se standardnimi vykony.
Vétsina pacientli vSak tento pokles tolerovala bez kli-
nickych obtizi (viz tab. 8).

U 56 autologné transplantovanych pacientd byly
doby piihojeni stépli v poctu neutrofilnich leukocyt
a trombocyt{ uspokojivé. Vysledky budou dale sledova-
ny a statisticky vyhodnocovany (viz tab. 9, 10).

Standardni a velkoobjemové separace krvetvornych
bunék z periferni krve patfi k naro¢nym hemafere-
tickym postuplim. V jejich pribéhu se zpracovavaji
mimoradné velké objemy krve a podavaji se vyss§i davky
antikoagulac¢nich roztokli. Antikoagulacni ptiprav-
ky plisobi bud pievazné v extrakorporalnim okruhu
(ACD-A), nebo se do separac¢niho okruhu jesté prida-
vaji latky se systémovym ucinkem, jako je heparin.
V pribéhu vykonti mtiZze dojit k vyznamnému poklesu
parametrt krevniho obrazu, zvlasté trombocytl, hla-
din minerald v séru a k ovlivnéni vysledkti koagulace
(13, 14, 15, 16]. U pacientti se béhem vykont doporucuje
monitorovani vitalnich funkci.

Vysledky pilotni studie ukazaly, Ze CMNC protokol
Spectra Optia v. 11 je moderni, G.¢inny a bezpecny sys-
tém, ktery vyhovuje pro provadéni jak standardnich,
tak velkoobjemovych separaci PBPC. V zavislosti na
pfedseparac¢ni koncentraci CD34+ bunék v krvi bylo
mozné u dobfe mobilizovanych pacientd pripravit
potfebnou davku CD 34+ bunék z jedné standardni
nebo z jedné velkoobjemové separace. V pribéhu stan-
dardnich a velkoobjemovych vykonti jsme neprokazali
vyznamneé rozdily v obsahu CD 34+ bunék v pripravcich
z CMNC Spectra Optia v. 11 a Cobe Spectrav. 6av. 7.
V priibéhu standardnich a LVL vykond jsme nezazna-
menali zZAdné zavazné nezadouci reakce.
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Podil autort na pripravé rukopisu

ZG - napsani ¢lanku, plan a pfiprava projektu pro
srovnani separacnich protokolil, vedeni sepa-
raci krvetvornych bunék, hodnoceni vysledkt
separaci

BV - vybér a indikace pacientti, hodnoceni doby pfi-
hojeni Stépi krvetvornych bunék u pacientti po
autologni transplantaci

ZBL - vedeni separaci krvetvornych bunék u pacientt,
hodnoceni vysledki separaci

MB - vedeni separaci krvetvornych bunék u pacient,
hodnoceni vysledkii separaci

MS - vedeni separaci krvetvornych bunék u pacientt,
hodnoceni vysledkii separaci

IM - analyza obsahu CD 34+ v krvi a v krvetvornych
bunkach

PP - zpracovani a statistické hodnoceni vysledki

Podékovani

Autofi dékuji kolektivu pracovnikii Aferetického od-
déleni UHKT za jejich obétavou praci a profesionalni
pristup pri reSeni projektu

Cestné prohldseni autorii

Autori prace prohlasuji, Ze v souvislosti s tématem,
vznikem a publikaci tohoto ¢lanku nejsou ve stietu
zajmul a vznik ani publikace ¢lanku nebyly podpoteny
zadnou farmaceutickou firmou.

doc. MUDr. Zdenka Gasova, CSc.

Aferetické oddéleni

Ustav hematologie a krevni transfuze
U Nemocnice 1

128 20 Praha 2

e-mail: zdenka.gasova@uhkt.cz

Vzdélavaci workshop Molekularni monitorovani

BCR-ABL1

W Ustav hematologie a krevni transfuze porada ve
spolupraci s CLIP FN Motol pravidelny vzdéla-
vaci workshop, ktery se vénuje vySetfovani on-
kogenu BCR-ABL1 v lékarské praxi chronické
myeloidni leukémie a Ph+ akutni lymfoblastické
leukémie.

B Workshop je zaméfen predevS§im na pracovni-
ky laboratofi, ktera vySetfovani BCR-ABL1 genu
poskytuiji, a rovnéz lékare, ktefi peCuji o pacienty
s témito onemocnénimi.

M Hlavnimi tématy workshopu jsou standardizace
monitorovani hladiny BCR-ABL1 a vySetfovani
mutaci v kinazové doméné BCR-ABL1 rezistent-
ni vUc¢i 1é¢bé inhibitory tyrozinovych kinaz.

Bl Béhem workshopu pfedstavujeme novinky v ob-
lasti aplikaci nejnovéjsich molekularné genetic-
kych metod, které prinaseji potencial ve smyslu
zvyseni presnosti a citlivosti analyz BCR-ABLA1.

B Workshop poradame kazdé dva roky na podzim,
jiz 4. ro¢nik probéhl 3. listopadu 2017.

g UHKT Vice na www.uhkt.cz
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Na letosnim rocniku workshopu byl hlavnim pfed-
nasejicim dr. Niels Pallisgaard z danské Sjeellands
Universitetshospital, ktery je pfednim odbornikem na
digitalni PCR se zamérenim na BCR-ABL1 detekci
a kvantifikaci.
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