Suplementum 1/2016 - 30. Olomoucké hematologické dny

v obranyschopnosti lidského organismu, jejich pokles
vede k selhani imunity a rozvoji onemocnéni, které
bylo poprvé popsano v roce 1981 ve Spojenych statech
Americkych a které dostalo pozdéji ndzev AIDS. HIV vi-
rus byl objeven v roce 1983. V soucasné dobé jsou znamy
dva typy lidskych vir zptisobujicich toto onemocnéni
a to HIV-1 a HIV-2. Za svétovou pandemii HIV infekce
je zodpovédny hlavné virus HIV-1, ktery se vyskytuje

v Evropé a na Americkém a Asijském kontinentu. HIV-2
zlistava lokalizovan zejména v oblastech zapadniho
pobfezi Afriky. Zdkladem 1é¢by je antivirova terapie,
jejim cilem je alesponi zpomalit mnozeni viru HIV a pte-
dejit tak zhrouceni imunitniho systému. Konecny cil
protiretrovirové terapie - eliminace viru v organismu-
neni zatim vyfeSen.

MNOHOCETNY MYELOM

P4/.2871. ZKUSENOSTI S LECBOU

VZACNE GAMAPATIE SCHNITZLER
SYNDROMU A ERDHEIMOVY-CHESTEROVY
CHOROBY INHIBITOREM RECEPTORU
INTERLEUKINU-1, PREPARATEM ANAKINRA
Adam Z., Krej¢i M., Pour L., Sandecka V., Szturz
P., Vetesnikova E,. (Interni hematologickd a onkologicka
KlinikaLF MU a FN, Brno)

Schnitzler syndrom je velmi vzacné onemocnéni
provazeni monoklondlnim imunoglobulinem Pro sta-
noveni této diagndzy byla pfijata Strasburska kritéria
(neinfekéni horecka, chronicka kopfivka, zmény kostni
struktury, leukocytéza a zvySend hodnoty zanétlivych
markerd - CRP a pritomnost monoklonalniho imu-
noglobulinu vétSinou typu IgM, zcela vyjimecné I1gGC.
Lécbou volby pro tuto nemoc je blokada ucinkd inter-
leukinu-1. V praxi je nejcastéji vyuzivan antagonista
receptoru pro interleukin-1, anakinra. V soucasnosti
se objevuji zpravy i o pouziti dalsich 16kt blokujicich
ucinek interleukinu-1, canakinumab a rilonacept.
Dlouhodobé 1é¢ime 4 pacienty preparatem anakinra
(108, 72. 33 a 32 mésiclt). U vSech nemocnych jsme
zacali s aplikaci anakinry v davce 100 mg 1x denné.
Pfi davkovani 100 mg 1x denné vymizely kompletné
vSechny pfiznaky u 3 nemocnych, pouze u jednoho
nemocného doslo k Gstupu priznakd asi o 75 % niko-
liv véak k iplnému vymizeni. Tento pacient by zfej-
mé potfeboval navySeni davky alesponl ve dnech se
spontannim zintenzivnénim potizi. U jednoho ze 3
pacientdi, u nichz ptiznaky pfi davkovani 1x denné
zcela vymizely, se po roce 1é¢by ukazalo dostacujici
podavat anakinru ve 48hodinovych intervalech. Del$i
prodlouzeni intervalu mezi aplikacemi v§ak netoleruje.
V pribéhu 1é¢by jsme nezaznamenali zadné nezadouci
ucinky anakinry a v pribéhu 1é¢by nedochazi k poklesu
Gcinnosti, aplikace anakinry jsou stejné i¢inné jako na
zacatku 1écby, v pribéhu let se v§ak zvySuje koncentra-
ce monoklonalniho imunoglobulinu a v literatufe jsou

popsany transformace nejcastéji vlymfoplazmocytarni
lymfom a proto kontrolujeme dfen trepanobiopsii pri
zavazném vzestupu koncentrace monoklonalniho IgM.
Erdheimova-Chesterova choroba je nemoc ze skupiny
xanthogranulomu. Zpisobuje také teploty, bolesti
kosti hlavné dlouhych a zplisobuje také fibrézu v ob-
lasti télnich dutin a fibrotické zmény cévnich stén.
Popsanych lécebnych alternativ je vice (2-chlorodeoxy-
adenosin, thalidomid, lenalidomid) ale také anakinra.
U jednoho z nasich pacientli nereagovala jeho nemoc
nazadnou z podanych 1é¢ebnych alternativ vyjma ana-
kinra. Od roku 2011 je 1éCen anakinrou (KINERET) a diky
kterému jsou normalni parametry zanétu a hlavneé dle
CT hodnoceni jsou fibrotické zmény retroperitonea
stabilni, bez progrese, které pacienty ohrozuje hyd-
ronefrézou. Anakinra je pfinosem minimalni pro dvé
krevni choroby - Schnitzler syndrom a Erdheimovu-
Chesterovu chorobu.

P5/2875. DIAGNOSTIKA

A PROGNOSTICKA STRATIFIKACE

PACIENTU S WALDENSTROMOVOU
MAKROGLOBULINEMIIi - ZKUSENOSTI
JEDNOHO CENTRA

Krupkova L., Pika T., Divoka M., Orviski M.,
Mina¥fik J., Papajik T. (Hemato-onkologickd Klinika, FN
a LF UP, Olomouc)

Uvod: Waldenstromova makroglobulinémie (WM)
je vzacna hematologicka malignita definovana jako
lymfoplazmocytarni lymfom s infiltraci kostni dfené
a pritomnosti monoklonalniho imunoglobulinu IgM
v séru. U vice nezZ 90 % pacienti s WM je pritomna
bodova mutace L265P v genu MYD88 a soucasné jedna
tfetina téchto pacientli nese frameshift (WHIM-ES) ne-
bo non-sense (WHIM-NS) mutaci v genu CXCR4. Mutace
v genu CXCR4 zplisobuji vznik predcasného stop kodo-
nu, coz ma za nasledek zkraceni vysledného proteino-
vého produktu a hyperaktivaci CXCR4-zprostfedkované
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Tab. 1: Mediany laboratornich parametr u WM pacientd s nemutovanym

a mutovanym genem CXCR4.

MYD8gMUT
CXCR4WHIM-MUT

MYD88MUT
CXCRAWHIM-WT

Hladina paraproteinu [g/I]

14,3 (3,7-32,2) 25,4 (10,6-30,9)

Infiltrace kostni drené [%] 25 (10-72,4) 64 (10-96)
Hladina volnych lehkych fetézcu [mg/1] 103,5 (26-633) 341 (317-507)
IPSS 1 (n=6); 2 (n=5); 3 (n=1) 2 (n=1); 3 (n=3)
Hemoglobin [g/I] 112,5 (89-149) 111,0 (90-117)
Trombocyty [x10%/1] 258 (37-585) 189 (15-281)

signalizace. Pfitomnost a typ mutaci v genech MYD88
a CXCR4 maji vyznam v diagnostice a prognostické
stratifikaci pacientli s WM a také ovliviiuji klinickou
manifestaci onemocnéni. Cile: Analyzovat mutacni
stav genlt MYD88 a CXCR4 u pacientli s WM, porovnat
vysledky s laboratornimi parametry a zhodnotit pro-
gnostickou stratifikaci pacientt s ohledem na mutacni
status analyzovanych genti. Metody: Analyzovana
DNA byla izolovana z mononukledrni frakce bunék
kostni dfené v dobé diagndzy. Mutacni stav sledova-
nych gent byl stanovovan pomoci alelové-specifické
PCR (v pripadé MYD88) a pomoci pfimého Sangerova
sekvenovani (v pfipadé CXCR4). VSechny nalezené
mutace byly potvrzeny restrikénim Stépenim za de-
finovanych podminek. Vysledky: Analyzovali jsme
skupinu pacient s WM (n=16). U 15 pacienti (93,8 %)
jsme potvrdili pfitomnost mutace L265P v genu MYD88
a soucasneé u 4 pacient (25 %) i mutaci v genu CXCR4
(1 pacient byl nositelem WHIM-FS mutace a 3 byli
nositeli WHIM-NS mutace). Pfitomnost CXCR4 mu-
tace byla spojena s agresivnéjsi chorobou (vyssi IPSS,
pancytopenie, vyssi hladina paraproteinu a volnych
lehkych fetézcll v séru, vyssi infiltrace kostni dfené;
Tab. 1), naopak pacienti s nemutovanym CXCR4 byli
Casto asymptomaticti. CXCR4 mutace byly také spojeny
s horsi 1é¢ebnou odpovédi (2 pacienti byli rezistentni
a 2 méli ¢astecnou odpovéd na prvoliniovou terapii).
Zavér: Analyza mutacniho stavu gent MYD88 a CXCR4
je nepostradatelnou soucasti diagnostiky a prognos-
tické stratifikace pacientd s WM a umoznuje hlubsi
pochopeni molekularni patogeneze tohoto onemocné-
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ni. V souladu s publikovanymi daty jsme potvrdili, Ze

mutace v genu CXCR4 jsou asociovany s agresivnéjsimi

projevy onemocnéni a ovliviiuji 1écebnou odpovéd.
Tato prace byla podpotena grantem IGA-LF-2016-001.

P6/2882. STUDIUM SEROOVYCH N
PROTEINOVYCH PROFILU U MONOKLONALNI
GAMAPATIE NEJASNEHO VYZNAMU

A MNOHOCETNEHO MYELOMU

Schneiderova P., Pika T., Gajdos P., Fillerova R.,
Kromer P., Kudélka M., Minafik J., Papajik T.,
S¢udla V., Kriegova E. (Ustav imunologie, Fakultni ne-
mocnice a Lékarska fakulta Univerzity Palackého, Olomouc;
Hemato-onkologickd Kklinika, Fakultni nemocnice
a Lékarska fakulta Univerzity Palackého, Olomouc;
Katedra informatiky, Fakulta elektrotechniky a informa-
tiky, Vysokd sSkola bdiiskd - Technickd univerzita, Ostrava)

Monoklonalni gamapatie jsou velmi heterogenni
skupinou onemocnéni, ktera jsou charakteristicka pro-
liferaci diferencovanych B-lymfocytt. U téchto nemoci
se stale hledaji neinvazivni biomarkery, vhodné pro
spolehlivou diagnostiku jednotlivych typt a v ptipadé
malignich gamapatii ke sledovani 1écebné odpové-
di. S cilem popsat sérové profily charakteristické pro
monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (MGUS)
a mnohocetny myelom (MM) a jeho zmény po auto-
logni transplantaci krvetvornych bunék (ASCT) jsme
analyzovali proteinové profily 92 kandidatnich nado-
rovych biomarker pomoci inovativni, vysoce senzi-
tivni ,,Proximity Extension ImmunoAssay* (Proseek
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Multiplex, Olink). Soubor tvorili pacienti s MGUS
(n=16), MM (n=16) a kontrolni zdravi jedinci (n=7); u pa-
cientli s MM byly analyzovany také parové vzorky po
ASCT (den 100). Pro statistické zpracovani dat jsme po-
uzili Mann-Whitney-Wilcoxon test s korekci P-hodnot
metodou FDR (Benjamini-Hochberg) a klasifika¢ni
algoritmy. U pacient s MM byly pozorovany vyssi hla-
diny adrenomedullinu (Pcorr=0,0004), GDF15 (Growth
differentiation factor 15, Pcorr=0,003) a solubilniho
MICA (Major histocompatibility complex class I-related
chain A, Pcorr =0,023), které prispivaji k prezivani
myelomovych bunék, ve srovnani s MGUS. Zajimavy je
ndlez zvySené hladiny aktivacniho faktoru pro B-buriky
BAFF (B-Cell Activating Factor, Pcorr=0,00006) u MM
pacientl po ASCT ve srovnani s pArovym MM pfi dia-
gnoze; sérovy profil po ASCT byl charakteristicky zvyse-
nymi hladinami fady pro-nadorovych. Prioritni je také
popis zvysené hladiny angiogenniho a antiapoptotic-
kého faktoru midkin (Pcorr=0,0007) ve skupiné MGUS
oproti zdravym kontrolam. Popsali jsme sérové profily
charakteristické pro MGUS, MM a MM po ASCT. Znalost
proteinovych profilti asociovanych s MGUS a MM mfize
prispét k identifikaci klicovych molekul, které prispiva-
ji k pfezivani myelomovych bunék a které by se mohly
stat novymi terapeutickymi cily. Grantova podpora:
MZ CR VES16-32339A, LFUP_2016_001, LFUP_2016_011.

P7/2887. KONTINUALNA LIECBA
LENALIDOMIDOM PRI RELABOVANOM
MNOHOPOCETNOM MYELOME

Masarova K., Bitorova A., Mistrik M., Stefinikova
Z. (Klinika hematoldgie a transfuziologie, Univerzitnd ne-
mocnica, Bratislava)

Zavedenie talidomidu, bortezomibu a lenalidomidu
vyznamne zmenilo liecbu mnohopocetného myelému
(MM). Lenalidomid ma dualny mechanizmus tcinku:
priamo spdsobuje smrt nadorovych buniek a navyse ma
vyznamny imunomodula¢ny ucinok, ktory prispieva
k udrzaniu remisie. U pacientov s relabovanym alebo
refraktérnym MM lenalidomid v kombindcii s dexa-
metazénom signifikantne prediZil ¢as do progresie,
zvysil celkové odpovede aj mieru kompletnych remisii
a predlzil celkové preZivanie v porovnani so samotnym
dexametazénom. Naviac lenalidomid je obvykle dobre
tolerovany, s inicidlnou myelosupresiou ako najvy-
znamnejSou toxicitou. Lenalidomid nema kumula-
tivnu toxicitu, ¢o umoznuje kontinualnu liecbu. Tieto
zavery potvrdzuje aj kazuistika 51-rocnej pacientky
s relabovanym mnohopocetnym myelémom (MM),
diagnostikovanym v roku 2008, ktora je od januara
2011 liecend kombinaciou lenalidomid+ +dexameta-

zén+cyklofosfamid v Stvrtej linii. U tejto znacéne pred-
lieCenej pacientky sa dosiahla PR, ku dneSnému dnu
dostala 33 cyklov, lie¢bu toleruje dobre. Po 20 cykloch
sme davku lenalidomidu redukovali z pévodnych 25 mg
nal5mg. V prestavkach liecby, zapricinenych prolon-
govanym procesom schvalovania thrady v poistovni
vzdy dochadza k zvySeniu hladiny CB, M-Ig aj poctu
plazmatickych buniek v kostnej dreni, po opitovnom
nasadeni terapie sa prejavuje pokles uvedenych hod-
not.

P8/2888. DLOUHE NEKODUJICI

RNA V PATOFYZIOLOGII

MNOHOCETNEHO MYELOMU

Sedlarikova L., Gromesova B., Kubaczkova V.,
Radova L., Almasi M., Penka M., Adam Z., Pour
L., Krejéi M., Hijek R., Sev¢ikova S. (Babdkova my-
elomova skupina, UPF, LF MU, Brno; Ceitec, Masarykova
univerzita, Brno; Oddéleni Klinické hematologie, Fakultni
nemocnice Brno; Interni hematologickd a onkologicka Kli-
nika, Fakultni nemocnice, Brno; Klinika hematoonkologie,
Fakultni nemocnice, Ostrava)

Uvod: Tato prace si klade za cil zjistit, zda dysregu-
lace signdlnich drah, které jsou priznacné pro mno-
hocetny myelom (MM) by mohly byt alespor ¢astecné
zplisobeny podskupinou nekédujicich RNA, tzv. dlou-
hymi nekédujicimi molekulami RNA (IncRNA). Tyto
vice nez 200 nukleotidt dlouhé molekuly se nachazeji
predevsim v jadfe bunék a podileji se na vyznamnych
bunécénych procesech jako je napf. proliferace, dife-
renciace a apoptéza. Zda se, Ze tyto molekuly maji
Klicovou roli v patogenezi lidskych onemocnéni, véetné
nadorovych, kde se podileji na nadorové transformaci
a progresi onemocnéni. Cilem studie bylo identifiko-
vat profil bunéénych IncRNA souboru pacientti s MM
a zdravych darcti (ZD) a porovnat je s klinickymi para-
metry. Materidl a metody: Celkem bylo ziskano padesat
vzorkli CD138+ bunék od pacienti s MM v dobé diagnézy
a od ZD. Screeningova faze prace zahrnovala analyzu
83 IncRNA a byla provedena u 6 pacienti s MM a 6 ZD
pomoci RT2 IncRNA PCR Array - Human IncRNA Finder
(Qiagen). Statisticky vyznamneé (p<0,05) deregulované
IncRNA mezi MM a ZD byly validovany s vyuzitim gPCR
a pristupu relativni kvantifikace 2-ACt na vétsim sou-
boru pacientfi a ZD. ROC analyza (Receiver Operating
Characteristic) byla provedena pro stanoveni specificity
a sensitivity kazdé IncRNA. P hodnoty <0,05 byly pova-
Zovany za statisticky vyznamné. Vysledky: Profilovani
pomoci RT2 IncRNA PCR Array odhalilo 27 deregulo-
vanych IncRNA (vSechny p<0,01) mezi MM pacienty
a ZD. Hladiny exprese ZFAS1, UCAl, BDNF-AS, NEAT1
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a FAS-AS1 byly dale validovany na vétsim souboru MM
pacientl a ZD. Hladina exprese UCAL byla vyznamné
snizena (p<0,0001), hladiny exprese NEAT1 a BDNF-
-AS byly naopak zvySeny u MM pacientl ve srovnani se
ZD (oboji p<0,00000001). Pro odliSeni MM od ZD byla
provedena analyza ROC. Ta odhalila 100% senzitivitu
a 100% specificitu s AUC (area under curve) 1,000 pro
NEATI a BDNF-AS expresi. A dale 95,24% senzitivitu
a75% specificitu s AUC 0,905 pro expresi UCAL. Zaveér:
Nase data naznacuji, Ze IncRNA UCA1, NEAT1 a BDNEF-
-AS mohou byt zapojeny do patofyziologickych proce-
stt probihajicich v MM burikach a podnécuji tak dalsi
studie této problematiky. Podpofeno grantem: AZV
15-29508A

P9/2914. SAMPLE PRE-PROCESSING

FOR DOWNSTREAM APPLICATION

IN AL AMYLOIDOSIS

Filipova J., Growkova K., Kufova Z., Sevéikova T.,
Hanusova H., Vrublova P., Kryukova E., Zahradova
L., Kryukov F., Hajek R. (Faculty of Medicine, University,
Ostrava; Department of Biology and Ecology, Faculty of
Science, University, Ostrava; Blood Cancer Research Group,
Department of Haematooncology, University Hospital,
Ostrava)

Introduction: Immunoglobulin light chain amy-
loidosis (ALA) is clonal plasma cell dyscrasia. Abnormal
plasma cell (aPC) clones produce Ig light chains, which
are stored in the affected organs and leads to their
malfunction. ALA is characterized by lower PCs in-
filtration (mean 3,87 %; range 0,17 - 9,34) compared
to multiple myeloma (Hu et al., 2014). Due to low
number of target cells and incidence approx. 10 cases
per million per year (Merlini & Palladini, 2013), correct
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sample pre-processing is essential for all downstream
application. Objective: To optimize protocol for sample
processing in ALA research for a future examination by
molecular biology techniques. Methods: This study was
approved by institutional ethical review boards and all
individuals provided written informed consent. The
bone marrow was obtained during routine diagnostic
procedure. Buffy-coats of healthy donors were kindly
presented by Blood Centre, UH Ostrava. Mononuclear
cells (MNC) were isolated by density gradient cent-
rifugation. MNC were frozen in FBS containing 10%
DMSO. Prior to nucleic acid isolation, samples were
thawed and prepared for fluorescence activated cell
sorting. Subsequent DNA/RNA processing optimiza-
tion was done using buffy-coats of healthy donors and
following kits: AllPrep DNA/RNA Micro Kit, QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen), NucleoSpinTriPrep (Macherey-
-Nagel), RNeasy Micro Kit (Qiagen), MagMAX Total
RNA Isolation Kit (Life Technologies), microMACS
mRNA Isolation Kit (MiltenyiBiotec). Amplification
kits: REPLI-g Mini Kit, REPLI-g Single Cell Kit (Qiagen).
Nucleic acid concentrations were measured using
Qubit® 3.0 fluorometer (Thermo Fisher Scientific)
and RNA integrity number (RIN) was evaluated using
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). DNA ampli-
fication specificity and reproducibility was checked by
PCR and quantitative PCR on LightCycler ® 480 (Roche).
ALA BM aPC (CD45dimCD38+CD19-CD56+/-) were sor-
ted by FACS Aria III (Becton Dickinson) and DNA/RNA
were isolated by AllPrep DNA/RNA Micro Kit. Results:
Comparison of DNA/RNA isolation kits is presented in
Fig. 1A, B. Based on these results, best strategy for ALA
pre-processing was chosen and three samples were pre-
pared. Total PC infiltration was 0,5-4,3 %. Population
of aPC (CD45dimCD38+CD19-CD56+/-) with infiltration
of 57,3-90,8 % from PC was sorted. Number of sorted
cells ranged between 15 371 - 22 846. DNA yield was 20,6 -
27,6 ng, RNA yield was 14,4 - 46 ng (RIN >9,5). DNA was
amplified using REPLI-g Mini Kit with yield 2060 -4 300
ng and amplification specificity was checked by PCR.
Optimal strategy for sample pre-processing for mole-
cular biology applications including high-through-
-put “omics” is presented in Fig. 1C. Conclusion: The
proposed lab guideline for ALA sample processing was
prepared to present the optimal way of cells collection
and proper handling in order to maximize sample qua-
lity for further use. This guideline can be used to stan-
dardized research in the field of molecular biology for
not only ALA samples but also for other haematological
malignancies. Acknowledgment: Supported by The
Ministry of Education, Youth and Sports (Specific uni-
versity research of the Faculty of Medicine, University
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of Ostrava) project no. SGS03/LF/2015-2016, SGS09/
LF/2016-2017; Development Plan of University of Ostrava
(IRP201550); MH CZ - DRO - FNOs/2015-2016 and by the
Ministry of Health (15-29667A).

P10/2924. AI’A!.Y'ZA VARIANTNICH NALEZU
POCTU SIGNALU PRI URCENIi TRANSLOKACE
T(4;14) METODOU FICTION U NEMOCNYCH

S MNOHOCETNYM MYELOMEM POSTER
Balcarkova J., Mlynarcikova M., Mi¢kova P., S¢udla
V., Pika T., Bacovsky J., Minafik J., Jarosova M.
(Hemato-onkologickd klinika, FN,Olomouc)

Mnohocetny myelom (MM) je charakterizovan
Cetnymi chromozomovymi zménami prognostic-
kého vyznamu. Jednou z nich je translokace t(4;14)
(p16.3;932.3), kterd je spojena s nepfiznivou progndzou.
Jejim désledkem je deregulace gentt MMSET a FGFR3.
Cilem préace bylo analyzovat geny IgH, FCFR3 a MMSET
metodou FICTION v souboru nemocnych s MM, urcit
frekvenci translokace t(4;14) a variantnich nalezti poctu
signald této translokace, u opakované vySetfenych ne-
mocnych studovat klondlni vyvoj a vyhodnotit vyznam
variantnich nalezi. V souboru 533 nemocnych s MM
byla t(4;14) potvrzena u 66 (12,4 %) nemocnych, z toho
u 21 (32 %) nemocnych byla zjisténa abnormalita v po-
ctu signalti. Abnormalita v poctu signaldi pfi vySetfeni
prestavby IgH genu byla zjisténa u 15 z 21 (71 %) nemoc-
nych, zatimco analyza gent FGFR3 a MMSET potvrdila
variantni nalez u 12/21 nemocnych (57 %). Soucasné
s variantnim nélezem t(4;14) byly u vSech nemocnych
nalezeny dalsi pfidatné chromozomové zmény, nejéas-
téji delece 13q a zmnoZeni oblasti 1g21. U 3z 9 opakované
vySetfenych nemocnych byl pozorovan klonalni vyvoj.
Nase vysledky upozorniuji na existujici heterogenitu
FICTION nalezl pfi urceni t(4;14) a na skutecnost, Ze
zmeény v poctu signall pri vySetfeni pfestavby genu
IgH, zplisobené predevsim deleci, mohou maskovat
translokaci, a proto je nutné pro urceni translokaci
u MM pouzivat specifické translokacni sondy. Prestoze
nalez variantnich poctd signald pti urceni translokace
nepotvrdil statisticky vyznamny vliv na celkové pfeziti
nemocnych, vzhledem k prognostické vyznamnosti
translokace t(4;14) neurceni zmény muZe také vyznam-
né ovlivnit terapeuticky pristup. Prace byla podporova-
na grantem ICA MZCR NT/14400-3, IGA_LF_2016_001.

P11/2938. BUNECNA ANALYZA
PLASMACYTOIDNICH DENDRITICKYCH
BUNEK U MNOHOCETNEHO MYELOMU
Kralova R., Rihova L., V§ianska P., Krchniakova
M., Piskdcek M., Pacasova R., Penka M.,
Adam Z., Pour L., Knight A. (Lékafska fakulta,
Ustav patologické fyziologie, Masarykova univerzi-
ta, Brno; Oddéleni Klinické hematologie, Fakultni
nemocnice, Brno; Tkanové a transfuzni oddéleni,
Fakultni nemocnice, Brno; Interni hematologicka
a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice, Brno;
Klinika hematoonkologie, Fakultni nemocnice, Ostrava)

Uvod: Plasmacytoidni dendritické butiky (pDC) jsou
malou populaci leukocytl. Ve zdravém organismu
hraji dilezitou roli jako antigen prezentujici bunky,
diky produkci interferonu typu I aktivuji dalsi slozky
imunitniho systému k boji proti nadorové transformo-
vanym bunikdm. Mnohocetny myelom (MM) je maligni
onemocnéni, postihujici zejména starsi pacienty okolo
véku 65 let. Klondlné zmnozené plazmatické bunky
produkuji patologicky imunoglobulin tzv. paraprotein.
Je znamo, zZe pDC u pacientli s MM akceleruji proliferaci
malignich myelomovych bunék a zptisobuji nezadouci
rezistenci k pouzivané myelomové terapii (Chauhan
et al., 2009). Cil: Cilem projektu bylo urceni poctu
pDC v periferni krvi (PK) a kostni dfeni (KD) pacient
s novou diagnézou MM a srovnani s frekvenci pDC zdra-
vych darct ve stejné vékové skupiné. Druhym cilem
bylo uréeni fenotypu pDC u zdravych darcti a srovnani
s fenotypem pDC u pacientli s MM. Pacienti a meto-
dy: Do studie bylo zahrnuto 10 parovych vzorkdi KD
a PK pacientti s MM ve véku (48-81 let; median 65 let),
zastoupeni mézu/Zen = 5/5. Jako reference slouzily
vzorky periferni krve zdravych darcii, n =17, vék (56-72
let; median 64 let), zastoupeni M/Z = 12/5. Z PK & KD
pacientl a darcli byly izoloviny PBMC (nebo BMNC)
metodou gradientové centrifugace. Analyza vzorkl
byla provedena pritokovou cytometrii pomoci mono-
Klonalnich protilatek na cytometru FACS Cantoll (BD
Biosciences). PDC byly definovany s pouzitim CD123
(klon AC145), CD303 (AC144) a CD304 (AD5-17F6). Jejich
aktivac¢ni fenotyp byl ur¢en kombinaci znak{t HLA-DR
(Immu-357) a CD45RA (HI100), kdy aktivované pDC jsou
na oba znaky pozitivni. Bylo analyzovano minimalné
250-7500 zivych pDC. Vysledky byly analyzovany po-
moci FlowJo software, (TreeStar, verze 10.1). Vysledky:
Procentualni zastoupeni pDC v krvi zdravych darcti bylo
identifikovano v rozmezi 0,022-0,27 % (median 0,068
%). V krvi pacientli s MM se nachazelo 0,028-0,31 %
pDC; (medidn 0,0635 %). VSechny vzorky krve zdravych
darcth mély aktivni celou populaci pDC na rozdil od
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pacient s MM, kdy n = 4 (100% aktivace pDC), n = 4
(>80 %)an=2(<50% aktivovanych pDC). V kostni dfeni
MM pacienti bylo urc¢eno pDC v rozmezi 0,045-0,22 %;
(median 0,0875 %), kdy pomeér aktivovanych bunék
v populaci pDC byl: n = 4 (100 % aktivovanych pDC),
n=3(>80%)an=3(60-70 %). V soucasné dobé pro-
biha analyza dal$ich parovych vzorkd pacientdi s MM
a zdravych darcti. Zavér: Mediany pDC v krvi zdravych
darct a pacientl s MM jsou ve stejnych hladinach
a statisticky se neli$i. V kostni dfeni MM pacient
bylo urceno zvysené procento pDC nez v periferni krvi
(p = 0,12). Nase predbézné vysledky ukazuji rozdily
fenotypu pDC u zdravych darct a pacientli s MM pii-
tomnych jak v PK, tak KD, které budou dale ovéfeny ve
funkénich esejich. Rozdily v zastoupeni a v aktivaci po-
pulace pDC v kostni dfeni u zdravych darcti a pacientti
by mohly hrat dilezZitou roli pro patologickou funkci
pDC v nadorovém mikroprostifedi myelomu.

P12/2942. ANALYZA EXPRESIE
RECEPTOROV EPHA1 A EPHA2

U NADOROVYCH BUNKOVYCH LiNIi
Krchniakova M., Kralova R., Piskacek M., Knight A.
( Lékafskd fakulta, Ustav patologické fyziologie, Masarykova
univerzita, Brno)

UVOD: Ephriny predstavuji najvacsiu znamu rodi-
nu tyrozinkinazovych receptorov a ich ligandov. Byvaja
hojne produkované najma pocas embryonalneho vyvo-
ja, zatial co v dospelych tkanivach st nachiadzané len
v nizkych hladinach. K ich hlavnym funkcidm patri
regulédcia rastu buniek, ich proliferacie a migracie.
Tieto vlastnosti st vSak v dospelych tkanivach prirodze-
né malignym bunkam, a preto je vacSina ephrinovych
proteinov povazovanych za onkogény. Ich abnormalne
vysoka expresia je spajana so vznikom a vyvojom solid-
nych nadorov najma epitelidlneho poévodu, zvySenym
rizikom vzniku metastaz a znizenym prezivanim paci-
entov. Doposial vS§ak nie je zndma expresia ephrinov
a ich receptorov u hematoonkologickych ochoreni ako
je mnohopocetny myelém. CIEL: Cielom bola analyza
povrchovej expresie receptorov EphAl a EphA2 pomocou
viacfarebnej flow cytometrie a paralélna analyza ex-
presie proteinov pomocou Western blotu v modelovom
systéme komercénych nadorovych bunkovych linii. Ako
kontrola sluzili bezne dostupné linie zdravych buniek.
MATERIAL A METODY: Boli analyzované suspenzné na-
dorové linie mnohopocetného myelému (KMS11, EJM),
chronickej B-lymfocytarnej leukémie (MEC1), chronic-
kej myeloidnej leukémie (KYO-1, LAMA-84), akltnej
monoblastickej leukémie (CTV-1a) a lymfému (U937).
Nadorové bunky boli zo suspenznych kultar izolované
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v exponencidlnej fazi ich rastu. Dalej boli analyzova-
né adherentné nadorové linie rendlneho karcinému
(A-498), karcinému prostaty (DU-145), kolorektdlneho
adenokarcinému (HT-29), karcinému prsniku (MCF-7)
a multiformného glioblastému (U373). Ako kontrola
boli zaradené zdravé bunkové linie, a to Iudské astro-
cyty (pasaz 4) a ludské fibroblasty (MRC-5, pasaz 38).
Bunky z adherentnych kultir boli izolované v pribliz-
ne 80% konfluencii pomocou Trypsin-EDTA. Analyza
povrchovej expresie EphAl a EphA2 (R&D Systems)
prebiehala na prietokovom cytometri FACS Canto II
(BD, Becton Dickinson), pricom pri akvizicii bolo ana-
lyzovanych minimalne 100 000 udalosti zivych buniek.
Ziskané data boli analyzované pomocou programu
FlowJo (TreeStar; verzia 10.1). VYSLEDKY: Epitelidlne
nadorové linie (A-498, DU-145, HT-29) vykazovali silnt
pozitivitu na EphA2, zatial ¢o na EphAl boli len slabo
pozitivne. Linia MCF-7 bola na oba receptory slabo
pozitivna. Glioblastomova linia U373 vykazovala ne-
gativitu na EphAl aj EphA2. Leukemické a myelémové
suspenzné nadorové linie boli negativne na EphAl aj
EphA2, iba linia LAMA-84 vykazovala slabu pozitivitu
na EphAl. Co sa tyka linii zdravych buniek, MRC-5 aj
Tudské astrocyty boli pozitivne na EphA2, ale negativ-
ne na EphAl. V sticasnosti prebieha u bunkovych linif
analyza expresie proteinu EphA2 pomocou Western
blotu. ZAVER: NaSe vysledky potvrdili povrchovi ex-
presiu receptorov EphAl a EphA2 u nadorovych linii
epitelidlneho poévodu, akymi st agresivny karciném
prostaty (DU-145), ¢reva (HT-29) ¢i obliciek (A-498). Na
rozdiel od adherentnych linii, leukemické a myelémové
linie boli na dané receptory negativne. V sti¢asnosti je
analyzovand kohorta pacientov s mnohopocetnym my-
elémom. NaSe novo ziskané data tak po prvykrat ukazu
expresiu ephrinovych receptorov nielen na primarnych
nadorovych bunkach pacientov, ale aj na dalsich po-
pulaciach buniek nddorového mikroprostredia vratane
stromalnych a dendritickych buniek.

P13/2950. ZMENY METABOLIZMU ZELEZA
PRI MNOHOPOéETNQM MYELOME PRED

A PO TRANSPLANTACII KOSTNEJ DRENE
Nosal M., Stefanikova Z., Stecova A., Gaborikova
M., PospiSilova D., Holub D., Ladicka M. (Nem. Staré
Mesto UNB, Bratislava; Klinika hematologie a transfuziolo-
gie LFUK, UNB, SZU, Nem.sv.Cyrila a Metoda, Bratislava;.
Medirex s.r.o, Bratislava - SR; Détska klinika LFUP a FN
Olomouc - CZ ; Ustav molekuldrni a translacni mediciny,
LFUP, Olomouc -CZ)

Uvod: Hepcidin je nizkomolekulovy peptidicky hor-
moén objaveny pred 15 rokmi, ktory pozostava z 25 ami-
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nokyselin (AMK) a je hlavnym reguldtorom homeostazy
Zeleza (Fe). Zaistuje komunikaciu medzi miestami
ukladania Fe (hepatocyty a makrofagy) a miestami
vstrebavania Fe (enterocyty) a spotreby (erytroidné
bunky) alebo recykluje a uvolfiuje Fe do krvného obehu
(makrofagy). Syntéza hepcidinu je riadena podnetmi,
ktoré reaguju na zapal, aktivitu erytropoézy, hladinu
Fe, jeho zasoby v organizme a napitie kyslika. Klacovi
ulohu v expesii hepcidinu hraja prozapalové cytokiny
IL-6, IL-10, TNF-a a LPS. ZvySenie hladiny hepcidinu
vedie k zadrzaniu Fe v enterocytoch a makrofagoch
a ku zniZeniu jeho hladiny v plazme.Stadie u paci-
entov s mnohopocetnym myelémom, Hodgkinovym
lymfémom, aktutnou leukémiou a Waldenstromovou
makroglobulinémiou, poukazuja na zvysené hladi-
ny sérového hepcidinu a nepriamo koreluju s hladi-
nou hemoglobinu. Ciel: zistit zmeny metabolizmu
Zeleza pri mnohopocetnom myeléme, aké st zmeny
pred a po trasnsplantacii kostnej drene. Metodika:
vySetrili sme 67 pacientov s mnohopocetnym myel6-
mom, 15 pacientov s anémiou chronickych ochoreni
pri zapalovych ochoreniach, 18 pacientov kontrol, bez
hematologického ochorenia. Vysetrili sme FeS, Trf.,
sat.Trf., Feritin, solub.Trf.receptor, index = solub.
Trf.rec./log., Feritin, IL-6, CRP, Epo, Hepcidin ELISA
a SOLDI-TOF HPLC. Vysledky: Dosiahli sme nasle-
dujtce hodnoty pre:Feritin pre skupinu kontrola 57,2
(15,5 - 257), Myelom 223,7 (18,6 - 2 489), ACD 988,1(92,3
- 2 680). Hodnoty su prezentované ako median (min
- max). Kontrola vs. ACD p<0,001; Kontrola vs. my-
elém p=0,003; ACD vs. myelém p=0,154, IL-6 kontrola
2,85(2,83 - 6,22), Myelom 5,47 (4,06 - 96,6), ACD 27,29
(11,43 - 1102). Kontrola vs. ACD p<0,001; Kontrola vs.
myelom p=0,024; ACD vs. myelém p>0,05. Hepcidin
ELISA kontrola 10,5 (0,12 - 33,2), Myelom 20,9 (0,33 -
78,2), ACD 35,6 (4,91 - 51,0). Kontrola vs. ACD p=0,30;
Kontrola vs. myelom p=0,46; ACD vs. myelém p=0,94.
Hemoglobin vyznamne negativne koreloval s hodnota-
mi hepcidinu meranymi oboma metédami. SilnejSie
s Chromatograficky meranou. Hepcidin ELISA vs. Hb
rho = -0,50 95% interval spolahlivosti (-0,79 to -0,02)
p = 0,045 Hepcidin Chromatografia vs. Hb rho =-0,75
95% interval spolahlivosti (-0,92 to -0,34) p = 0,004
Zaver: ztistili sme zmeny najmad hladiny feritinu,
prozapalového cytokina - IL-6 a negativnu korelaciu
medzi hemoglobinom a hepcidinom tzn., Ze ¢im je
vys$$i hepcidin, tym je niz§ia hladina hemoglobinu.
Zazmenanali sme vyznamné zlepSenie metabolizmu
Zeleza po transplantacii kostnej drene.

P14/2954. PLASMA CELL DYSCRASIAS AND
BONE MARROW MICROENVIRONMENT

Flodr P., Minafik J., Flodrova P., Pika T., Bacovsky
J., Krhovska P., S¢udla V. (Department of Clinical and
Molecular Pathology, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University, Olomouc; Department of Hemato-
oncology, University Hospital, Olomouc)

Objective: Neoplastic niche is an important micro-
environment for growth, retention/adhesivity, survi-
val, resistency or sensitivity to a therapeutic approach
in all malignant diseases. We contextually studied neo-
plastic cells and their non-neoplastic supportive tissue
in multiple myeloma and MGUS according to expres-
sions of MIPlalfa, Annexin A2, TRAP, DKK-1, RANK,
RANKL, OPG, Sclerostin, Activin A, NFkappaB pro-
teins, p62, MMP9 and RUNX2. Methods: Bone marrow
trephine biopsy specimens (n=96) with multiple my-
eloma (de novo and relapsed) or MGUS were included
in our prospective study. FFPE tissues were processed
in app. 5mm sections and placed on plus charged sli-
des. The indirect immunohistochemistry was applied
after antigen retrieval. Primary antibodies were used
for the detection of observed proteins. Standard se-
condary antibody and ABC method were included in
visualisation. The detected expressions were analysed.
Results: Bone marrow specimens showed variable posi-
tivity of observed proteins with high levels in MIPlalfa,
Annexin A2, RANK, RANKL, Sclerostin, p52 (cytoplas-
mic), p62 (cytoplasmic), p65 (cytoplasmic), RUNX2
and low levels in TRAP, DKK-1, OPG, Activin A, p50
(cytoplasmic), MMP9. Conclusion: The exact and con-
textual knowledge of engaged signaling pathways and
their plasticity may suggest more specific or tailored
therapeutic approaches (e.g. anti-RANKL, anti-DKK-1,
anti-Sclerostin, anti-Activin A) in each individual case
with corresponding regressive, stabile or progressive
behavior mirrored in complex interactions between
multiple cell types, both neoplastic and non-neoplastic
origin. Supported by NT 14393,

P15/2949. APLIKACE HEVYLITE

REAGENTS V HISTOLOGICKEM

VY;ETI‘iENI' TREPANOOBIOPTICKY'CH
TKANOVYCH VZORKU

Flodrova P., Flodr P., Pika T. (Ustav Klinické a mole-
kuldrni patologie LF UP, Olomouc; Hemato-onkologickd
klinika FN, Olomouc)

Uvod Primarni protilatky, které se vazi soucasné na

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

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

AKUTNI LEUKEMIE/
CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

P16/2996. MOLEKULARNI ODPOVED JAKO
PROGNOSTICKY FAKTOR U PACIENTU

S AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMII

A SE ZVYSENOU EXPRESI WT1

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

Uvod. WT1 patii mezi antigeny spojené s leukémii.
Meéfteni jeho exprese miize byt vyuzito ke sledovani
minimalni rezidualni nemoci (MRN) zejména téch
pacientt, jimz nebyl identifikovan specificky mole-
kularni markér. Cil. Posouzeni prognostického vlivu
miry exprese genu WT1 pii diagnodze a v pribéhu 1é¢by.
Pacienti a metody. Studie zahrnuje kohortu 84 pacien-
tl (median véku 52 let, rozpéti 21-66 let; median doby
sledovani1,9let, rozpéti 0,6-7,11et), kteti byli 1éceni od
. 2008 do 1. 2014. Pacienti méli vysokou expresi genu
WT1 pii diagnoéze a dosahli hematologické remise po
1 az 2 cyklech indukéni chemoterapie. Konsolidaéni
chemoterapie se skladala z 3-4 cykll chemoterapie
nebo z alogenni transplantace hematopoetickych kme-
novych bunék (HSCT) v zavislosti na cytogenetickych
a molekularnich charakteristikach a na odpovédi na
prvni cyklus indukéni chemoterapie. Pro kvantifi-
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kaci exprese genu WT1 byla pouzita standardizovana
metodika podle doporuceni Evropské leukemické sité
(ELN). Horni normalni limit byl definovan jako exprese
<50 kopii genu WT1/10x4 kopii referen¢niho genu ABL
v periferni krvi. Pro monitorovani MRN byli vhodni jen
pacienti s expresi genu WT1 pii diagnoéze vétsi nez 500
kopii WT1/10x4 ABL. Molekularni odpovéd (MR) byla
definovana jako pokles exprese genu WT1 pod hod-
notu <50 kopii/10x4 ABL. Vysledky. Pacienti s expresi
genu WT1 pii diagnoéze v rozmezi >500 a <5000 Kkopii
WT1/10x4 ABL méli 3leté pfeziti (OS) 70 % a preziti bez
udalosti (EFS) 50 %, zatimco pacienti s >5000 kopiemi
meéli OS50 % a EFS 25 % (p=0,036 pro OS a 0,030 pro EFS).
Nedosazeni MR bylo silnym prognostickym faktorem
pro preziti v celkové kohorté (3leté OS 63 % vs. 27 %,
p<0,001; 3leté EFS 38 % vs. 0 %, p<0,001); u pacienti
1é¢enych pouze chemoterapii (3leté OS 66 % vs. 34 %,
p=0,002; 3leté EFS 31 % vs. 0 %, p=0,009); jakoZ i u paci-
entl, ktefi podstoupili HSCT v prvni kompletni remisi
(3leté OS70 % vs. 30 %, p=0,009; 3leté EFS 62 % vs. 12 %,
Pp<0,001). Median doby do dosazeni MR byl 3,0 mésice
(95%C12,8-3,1) a nebyl zavisly na mite exprese WT1 pred
1é¢bou. Dosazeni MR pred zapocetim konsolidacni te-
rapie nebylo prognosticky vyznamné (3leté OS 67 % vs.
51%; p=0,089). Ze 43 WT1 pozitivnich pacientdi v tomto



